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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El ciclo del carbono implica la transferencia de bioxido de carbono y carbono
organico entre la atmosfera y la hidrosfera y litosfera. Este ciclo encierra gran importancia
por movilizar uno de los cuatro principales elementos constitutivos de la materia organica
(Atlas,1990). Sin embargo, constituye un serio problema, que ha tomado relevancia, el
deterioro de materiales de importancia cientifica o cultural cuando son atacados por agentes
biologicos, quimicos o fisicos por formar parte de éste ciclo (Blanchette,1990). Tal es el
caso de la bioalteracion de la madera.

La madera es descompuesta por una gran variedad de agentes biologicos que
incluyen hongos, bacterias e insectos (Blanchette,1990); sin embargo, el principal
biodeterioro de sus componentes es causado por microorganismos (Shimada, 1991).

Transformaciones como la degradacion de la lignina, por hongos cafés, y la celulosa,
por hongos blancos y bacterias en la madera, movilizan el carbono organico almacenado
mediante la produccién de compuestos geoquimicos simples que pueden ser utilizados por
otros organismos ¢ aun por ellos mismos (Atlas,1990).

Dentro de ‘los hongos mas comunes que pueden alterar la madera se pueden
encontrar a algunos miembros de los geéneros Trichoderma, Penicillium, Fusarium vy

Aspergillus. Por otro lado, dentro de las bacterias comunmente involucradas en la
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bioalteracion de la madera destacan algunos miembros de los géneros Cellvibrio,
Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus, Pseudomonas, Myxococcales y Cytophagales
(Shimada, 1991, Mainou,1993; Pinzén,1972; Vélez,1982; Garcia,1985; Arroyo,1994,
Vivanco,1994).

Los hongos son los mas estudiados debido a que dos de los géneros mencionados,
Trichoderma y  Aspergillus, son los principales microorganismos involucrados en la
produccidn y sintesis comercial de celulasas, enzimas cuyo sustrato es la celulosa, polimero
natural estructural mas abundante en el mundo y que es el principal componente de la
madera (por tanto del papel), y del algodon (Nickel, 1988, Shimada, 1991).

En México, el aislamiento, identificacion y purificacion de cepas celuloliticas se ha
realizado con el fin de utilizarlas en el aprovechamiento de materiales celuldsicos de
desecho, tales como el bagacillo de cafia de azucar (Garcia,1983), para la produccion de
celulasas y/6 proteina unicelular (Campos,1977).

Sin embargo, existen microorganismos celuloliticos, tales como las bacterias
deslizantes, que no han sido estudiados con detalle y que han sido involucrados en la
alteracion de piezas arqueologicas, como los Dinteles Prehispanicos labrados en madera,
tales como los hallados en la zona de Tlatelolco (Mainou,1993), y que han sido estudiado en

éste trabajo.
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A.- ANTECEDENTES HISTORICOS DE LOS DINTELES DE
TLATELOLCO.

Los dinteles estudiados en éste trabajo son tres piezas arqueologicas labradas en
madera que corresponden a la época del postclasico y que al parecer datan del afio 1390.
Las piezas fueron halladas en la zona de Tlatelolco, especificamente en las excavaciones que
se realizaban en torno a la construccion del edificio que albergara las oficinas del Tratado de
Libre Comercio en la Ciudad de México (Lechuga, 1993).

El nivel en el que se encontraron las piezas era de alto contenido de humedad,
condicion que fue necesario mantener después del rescate, a fin de evitar el deterioro
mecanico de los dinteles, causado por el desplazamiento del agua por el aire del ambiente;
en atencion a esto, las piezas se colocaron en un ambiente con humedad y temperatura
controladas durante un periodo en el cual se determinaria el método mas adecuado para su
conservacion (Mainou,1993). En el apéndice se encuentra una descripcion detallada de los
dinteles (Ver apéndice 1)

No obstante, con el tiempo el ambiente fue idoneo para el crecimiento de hongos que
iniciaron un proceso de bioalteracion de la madera de los dinteles, el cual se sumo al proceso
de alteracion mecanica citado en el parrafo previo. Para prevenir una afectacion mayor de las

piezas, se considero adecuado sumergirlas en una solucidén de biocida {Pentaclorofenato
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sddico) con el fin de evitar el crecimiento de hongos; sin embargo, éstas condiciones
propiciaron una mayor proliferacion de procariontes (Mainou,1993).

La observaciéon con microscopia electronica de barrido revelo el deterioro y
deformacion de las paredes celulares de la madera. La degradacion de la madera denuncia la
presencia de hongos y bacterias, proceso denominado Bioalteracion. Las bacterias que se
identificaron como causantes de la degradacion de la madera superficial de los Dinteles
fueron de los érdenes Myxococcales y Cytophagales, asi como 5 cepas diferentes de

Penicillium, y 2 cepas diferentes de Fusarium (Mainou,1993).

B.- CONSTITUCION DE LA MADERA
i Estructura fisica de la madera

En el corte transversal de un tronco de madera se observan anillos de coloracion
clara y anillos de coloracion oscura. La madera temprana (anitlos de coloracion clara)
corresponde al crecimiento del arbol durante la primavera ¢ verano, la tardia (anillos de
coloracion oscura) se desarrolla en el invierno cuando el arbol presenta una disminucion de
sus actividades vitales. (Grattan, 1987).

El corte transversal de la madera observada al microscopio muestra una apretada
materia fibrosa formada por las fraquéidas que son estructuras alargadas con extremos
redondeados asi como orificios de forma cuadrada y/o poligonal, a modo de panal, que
presentan variaciones en el espesor de la pared de las celdas dependiendo de su ubicacion en
la zona temprana 6 tardia, como se muestra en la figura I. (Ribero, 1990)

Los dinteles prehispanicos de Tlatelolco fueron labrados en madera de coniferas
(Mainou,1993), por lo que sus traquéidas llegan a alcanzar un largo de hasta 7 mm y un
diametro que depende de la zona en que se encuentre, variando desde 25 a 80 um en la zona
temprana, en tanto que en la madera tardia se reducen hasta alcanzar un diametro de 5 pum

(Grattan, 1987).
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FIGURA 1. Estructura fisica de la madera

Corte transversal de un tronco de madera y esquema de una vista microscoplea.
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FIGURA 2: Modelo estructural de las células de la madera.
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Como primer paso de diferenciacion de la célula de la madera, el protoplasma
viviente produce una pared primaria (P) que puede incrementar su superficie a medida que la
célula se desarrolla. La sustancia entre las paredes primarias de células adyacentes es
flamada capa intercelular & lamina media. Debido a que es dificil distinguir entre una y otra,
se emplea el término "lamina media compuesta” para designar ambas estructuras (Fujita,

1991)
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ii. Caracteristicas quimicas

La apariencia y propiedades fisicas de la madera fresca o arqueologica dependen en
gran medida de la composicién quimica del material. La madera puede ser considerada como
una mezcla heterogénea compleja formada por grandes polimeros organicos. Los tipos de
polimeros y su relativa abundancia dependen tanto de la microestructura celular de la
madera como del tipo de arbol del cual proviene. Los tres principales constituyentes
quimicos de la madera son la celulosa, las hemicelulosas y las ligninas. Aunque la celulosa es
un polisacarido simple bien definido, tanto las hemicelulosas como las ligninas incluyen una
amplia variedad de tipos de polimeros individuales. La figura 2 ilustra el hecho de que la
celulosa, las hemicelulosas y las ligninas juntas tipicamente constituyen el 95 % o mas del
peso seco de la madera. Otras sustancias, tales como grasas, ceras, resinas y fenoles simples
que pueden ser extraidos con solventes no polares, representan alrededor de 1% del material
remanente. El resto se considera material inorganico. (Hedges, 1990)

A continuacion se describe la estructura quimica de cada uno de los principales
componentes de la madera.

HEMICELULOSAS Y PECTINAS: Las hemicelulosas son el segundo polisacarido
en abundancia en la madera y representa entre el 20 y el 30 % de la pared celular. Se
distinguen de la celulosa por su solubilidad en alcalis y son denominadas asi porque se cree
que son intermediarios en la biosintesis de la misma. La composicion en hemicelulosas varia
considerablemente de acuerdo a la especie de arbol y las estructuras de la madera. La
principal hemicelulosa que se encuentra en maderas ligeras es una glucomanana que
contribuye con el 10 - 15 % de la masa de la madera. Este polimero consiste en una cadena
que contiene alrededor de una glucosa por cada cuatro unidades de manosa. Este también
contiene pequefias cantidades de galactosa, por lo que se le denomina

(galacto)glucomanana. Por lo que corresponde a maderas pesadas, la principal hemicelulosa




CAPITULO 1N: GENERALIDADES.

es un glucuronoxilano que, dependiendo de la especie particular de angiosperni. constituye

del 15 al 30 %5 de la madera. {Hedges, 1990)

FIGURA 3. Composicién porcentuai de 1a madera,
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Las Pectinas son un conjunto de polisacaridos contenidos en menor cantidad (menos
de 1%). pero tuncionalmente importantes en la madera. Estas constituyen la pared celular
durante los estados tempranos y consecuentemente son encontrados mas tarde junto a la
lamina media. (Hedges. 1990). Los compuestos pécticos son macromoléculas formadas por
acidos galacturonicos unidos por medio de enlaces glucosidicos o 1.4; estos constituven la
Jamina media v ademas se encuentran asociados con la celulosa en la capa primaria de la
pared celular. Las sustancias pécticas presentes en los vegetales se encueniran en (res
formas: como acidos pécticos, pectinas y protopectinas. Los acidos pécticos estan
constituidos unicamente por acidos galacturénicos formando una cadena lineal. En las
pectinas los grupos carboxilicos del acido galacturonico se encuentran parcialmente
metilados. Las protopectinas son sustancias pécticas insolubles de composicion variable: en
ellas los grupos carboxilo libres de la pectina estdn conectados con iones metalicos
divalentes como el Ca™ y el Mgzﬁ & también con acido fostorico. En las protopectinas la

mayor parte de las cadenas se encuentran formando una red. Las protopectinas insolubles se
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encuentran principalimenie en la lamina media de la pared celular vegetal v se pueden
convertir en sustancias pecticas solubles por accion enzimatica. (Gallegos. 1981).
LIGNINAS. Son polimeros fenolicos entrelazados amortos que se encuentran
(nicamente en plantas vasculares v constituyven del 20 al 30 % del peso en varias maderas.
(Hedgaes. 1990)
La rigidez estructural de la madera se atribuve. en parte. a las contribuciones
adicionales de la lignina {fenoles poliméricos. ver figura 4) v las hemicelulosas que conectan

las cadenas de poliglucosidos mediante entrecuzamientos.{Pine, 1 988)

FIGURA 4: Unidades Fendlicas de los polimeros de lignina.

HO --- ~CH=CH-CH2-0OH Alcohol Coniferilico
CH3-0O
HO --- @ ~-CH=CH-CHX-6H Alcohol p-Cumarilico
CH3-0
OH --- Q ~CH=CH - CH2 - OH Alcohoel Sinapilico
CH3-0

CELULOSA: La celulosa es el compuesto organico mas abundante de la biosfera y
contiene mas de la mitad de todo el carbono organico que existe, (Stryer,1994).

La madera consta de un 40 a 50 % de éste compuesto. La estructura de €sta es una
secuencia lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces 1.4 - glucosidicos. La celulosa
difiere de la amilosa del almidon en que todas las configuraciones glucosidicas son 3 ( ver
ficura 5). (Pine.1988) En consecuencia. cada residuo de glucosa esta girado con una

rotacion de 180 ~ respecto al residuo siguiente. de modo que el oxigeno del anillo piranosico
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se une por un puente de Hidrogeno at grupo OH en el €5 de la unidad sigwiente. La cadena

recta formada por uniones [} es optima para construir tibras con una elevada fuersa tensil. a
diferencia de las hélices abiertas formadas por unidades ¢, como el caso del almidon o ¢l

alucogeno. que son adecuados para integrar almacenes de azucares. {Stryer.1994)

FIGURA 5. Estructura molecular de la celulosa.

puente de H H H

CH2-0H
QILIT11EETTOH

El analisis por Ravos X ha confirmado que la celulosa existe en forma de largas
cadenas paralelas que se mantienen umidas por enlaces de Hidrogeno Los grupos de cadenas
de celulosa. que se denominan fibrillas y puoseen un diametro aproximado de 20.00U
picometros. justifican el caracter fibroso de los materiales vegetales. (Pine,1983).

Los tipos v abundancia relativas de la celulosa, la hemicelulosa y lignina vanan de
acuerdo a los tipos de células de la madera. st se encuentran en madera temprana o (ardia
(ver {igura 1). v del género de arbol de que se trate. Esto se observa mejor en la figura 6.
Estas diferencias en la distribucion afectan la relativa resistencia de las estructuras a la
degradacion. de tal manera que los organismos celuloliticos atacan con mayor factlidad la

pared primaria v la secundana. no asi la lamina media.
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FIGURA 6: % de compuestos en funcion de la estructara,
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C.- ALTERACION DE LA MADERA HUMEDA.
i. Fendmenos fisicoquimicos.

Cuando la madera seca permanece mucho tiempo en contacto directo con agua
ocurre un fenomeno fisicoquimico: El aire contenido en las traquéidas tiene una presion
atmosférica determinada que debe ser vencida por una presion mayor. El agua tiene la
capacidad de adherirse a las paredes de las celdas debido a que son hidrofilicas y absorben
rapidamente la humedad. Al absorber el 30% de humedad con respecto al peso de la madera,
se alcanza el punto de saturacion de las fibras, es decir, la pared celular no puede admitir
mas agua, pero los lumenes ain contienen aire. Cuando se rebasa el punto de saturacion, el
agua ocupa los lumenes y se considera que la pieza esta en el punto de anegacién; como
consecuencia, la madera tiende a oscurecerse y a desprender un olor caracteristico. (Grattan,
1987)

En el punto de anegacion prolongada, las zonas amorfas de la celulosa se disuelven,
y posteriormente, las zonas cristalinas se vuelven amorfas, iniciandose un proceso que se
autoreproduce ciclicamente y conduce a la destruccion de la pieza. Una vez hidrolizada la
celulosa de la capa S2, la lamina media se disuelve perdiéndose la unién entre traquéidas, y
por consiguiente se pierde la rigidez caracteristica de la madera. El paso siguiente de éste
proceso de alteracion es el colapso de la estructura celular, que ocurre cuando la estructura
cede ante la presion del agua contenida en los lumenes, o cuando hay una evacuacion
violenta de agua. (Mainou, 1993).

Paralelamente tiene lugar una serie de transformaciones quimicas sucesivas en la
ultra estructura de la madera, es decir, ocurre el fenémence de la hidrolisis o ruptura de las
cadenas moleculares de los componentes basicos de la madera. Esta serie de
transformaciones se inicia con la degradacion de la hemicelulosa, continiia con la celulosa y,
por ultimo, pero excepcionalmente, termina con la disolucion de la lignina de la madera

(Mainou, 1993).
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i, Bioalteracion de la madera

Hongos, bacterias e insectos pueden atacar la madera y usar los componentes de la
pared celular o causar desintegracion mecanica. La madera en ambientes naturales es
colonizada rapidamente por microorganismos e insectos, inicidndose de esta manera el
proceso de desintegracion. Los polimeros estructurales son redu_cidos a moléculas simples y
finalmente a CO y agua. Esta forma natural de reciclar la materia organica es un importante
proceso en los ecosistemas terrestres y acuaticos, pero representa un serio problema cuando
los materiales de madera, especialmente los de valor historico, se ven afectados. (Blanchette,
1990)

La biodegradacion de la celulosa envuelve principalmente la despolimerizacion
hidrolitica de ésta a compuestos de bajo peso molecular, hasta generar unidades
monomeéricas de glucosa por catalisis del sistema enzimatico de celulasas de los organismos
vivos. La mayor parte de la alteracion de la celulosa y materiales lignocelulosicos de la
madera son causados por microorganismos. {Shimada, 1991).

Los hongos colonizan la madera y degradan los componentes de la pared celular para
producir la pudricién café, blanca o suave. Los hongos de la pudricion café degradan
principalmente los polisacaridos de la madera, dejando restos de lignina. Los hongos de
pudricion blanca pueden degradar todos los compoenentes de la pared celular. Los hongos de
la pudricion suave erosionan la pared secundaria o forman cavidades discretas dentro de la
pared celular.(Blanchette, 1990).

Este trabajo fue enfocado al estudio de las bacterias relacionadas con la alteracion de

los dinteles. Las caracteristicas de bioalteracion bacteriana se describen a continuacion.

iii.  Efecto bacteriano en la alteracion de la madera.
El efecto mejor conocido de las bacterias sobre la madera es el incremento de la
permeabilidad después de la anegacion. Es poco frecuente la destruccion de la pared celular

de la madera por parte de éstos microorganismos, pero ha sido recientemente demostrado

12
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que las bacterias son capaces de degradar la estructura lignocelulésica de la madera.
(Daniel, 1986; Daniel, 1987, Singh,1987).

Las bacterias pueden ser divididas en dos grupos: Bacterias que degradan sdlo las
membranas y Bacterias que atacan activamente la estructura lignocelulésica de la pared

celular en la madera es decir, bacterias que degradan la madera (Blanchette,1990).

a) Bacterias que degradan las membranas.

Esta forma de ataque es conocida principalmente en maderas ligeras sumergidas en

agua. La bacteria dirige su ataque a las membranas en las traquéidas. Esto se traduce en un
incremento pronunciado en la porosidad, seguido de un marcado incremento de la absorcion

de fluidos.(Blanchette,1990)

b) Bacterias degradantes de la pared celular.

La clasificacion de los tipos de deterioro estd basado en la micromorfologia del
ataque. Mediante microscopia se han descrito tres tipos principales de ataque bacteriano:
Frosion, Tuneleado y Cavitacion (Blanchette,1990).

EROSION: La degradacion causada por la erosion es muy similar a la causada por
los hongos de la pudricion blanca. Las bacterias crecen en el lumen de la célula de la madera
e inician su ataque en la capa S3. (Greaves,1968).

La madera deteriorada por erosion, se torna muy oscura y muestra ruptura en las
capas superficiales, efecto similar al producido por la pudricion café 6 la pudricion suave.
Este tipo de deterioro se traduce en severas pérdidas de la dureza (Paajanen,1988).

TUNELEADO: En éste caso, la bacteria penetra en la capa S2 donde ocurre la
mayor parte de la degradacion. La division celular bacteriana produce un incremento en el
nimero de microorganismos, algunas de las cuales pueden iniciar un proceso de tuneleado

en nuevas direcciones. Esta actividad genera un patron de tuneles unidos entre si.

(Blanchette, 1990)

13
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La madera que presenta ataque considerable por tuneleado bacteriano se torna
ligeramente descolorida, usualmente de un color café o amarillo claros. Sin embargo, en
algunos casos un deterioro mas extenso genera una consistencia butiracea 0 granular.
(Blanchette,1990).

CAVITACION: Similar al fenémeno anterior, la cavitaciéon es un proceso que se
lleva a cabo dentro de la pared celular. Cavidades angulares de varios tamafios son
generadas dentro de la capa S2 (Nilsson,1984). Al parecer son iniciadas por una o mas
bacterias que penetran en la pared celular para formar cavidades pequefias. En contraste con
los dos fenémenos anteriores, la cavitacion no ha sido reproducida satisfactoriamente en el
laboratorio. (Blanchette,1990).

Por lo que respecta a la cavitacion, un buen ejemplo de ataque bacteriano de éste
tipo se ha encontrado solamente en un nimero limitado de postes tratados en Nueva
Zelanda (Nilsson,1984). No existen detalles reportados sobre la apariencia macroscopica y
la influencia sobre la dureza en la madera (Blanchette, 1990).

Estudios sobre el atague bacteriano en la madera, indican que los carbohidratos son
preferencialmente degradados, y éste fenomeno resulta en una acumulacion de la lignina.

(Kim, 1987).
D.- CELULASAS.

Celulasa es el nombre comun de las enzimas que hidrolizan los enlaces glucosidicos

de la celulosa. Hay tres grupos de celulasas:

a) Una fraccion conocida como C1, cuya accion todavia no esta bien definida; ésta

enzima es absolutamente necesaria para la degradacion de celulosa cristalina, como el
algodon.

b) 8-1,4 glucanasas, las cuales degradan celulosa modificada, como celulosa soluble
(carboximetilcetulosa). Hay dos tipos, las endo-B-1,4 glucanasas cuya accidn es similar a la

c-amilasa, y las exo-B-1,4 glucanasas cuya accion es similar a la glucoamilasa.

14
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¢) Las f3 - glucosidasas actiian sobre oligosacandos, particularmente celobiosa
(Nickel.1988).

A pesar de la abundancia de los microorganismos que pueden utilizar la celulosa
como fuente de carbono, sélo unos pocos producen las enzimas con suficiente actividad
celulolitica para degradar celulosa organizada hasta azlcares solubles, otros, a pesar de
crecer sobre celulosa producen filtrados con poca actividad lo que se debe a que no se
encuentran presentes todos los componentes activos para degradar celulosa cristalina a
alucosa (Garcia, 1983).

En lo que respecta al sistema enzimatico completo, se puede considerar el siguiente
mecanismo sobre la degradacion enzimatica de la celulosa (Petterson,1975):

a) Las regiones de baja cristalinidad en la fibra de celulosa son atacadas por
endoglucanasas v se forman cadenas terminales libres.

b) Las exoglucanasas principian la dearadacion de fas cadenas terminales por la
remocion hidrolitica de celobiosa.

¢) La celobiosa es hidrolizada a glucosa por la accion de la B-glucosidasa.

. Las fiouras 7 y 8 muestran la accion de las celulasas y el mecanismo de degradacion

de la celulosa. respectivamente.

FIGURA 7. Degradacion enzimitica de la celulosa.

Gelulosa natixg ( celulosa reactiva ) ‘ celobiosa

fraccion C1 glucanasa glucosidasas

Accion enzimatica de las celulasas:
La fraccion C1 de las celulusas es capaz de transiormar la celulosa
eristuling a celulosa amorti reactiva, la cual es macuda por las

glucanasas para dar oligosacandos, sustratos para ias glucosidasas
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FIGURA 8. Accion de las celulasas
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ACCION DE LAS
CELULASAS: Las endoglucanasas forman cadenas terminales libres (1), que a su ver.
son atacadas por las caoglucanasas. gencrando oligosacdridos tales como cclobiosa (2).
Un cfecto sinérgico de ambas cnzimas ocasiona que las fibras de la celulosa sean
reducidas a oligosacaridos (3). sustratos para las [$-glucosidasas que los degradan o
glucosa (4)
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E.- BACTERIAS CELULOLITICAS.
i, Myxoccocales.

El orden Myxococeales corresponde a bacterias Gram negativas deslizantes que
forman cuerpos fructiferos y que se encuentran clasificadas en la seccion 24 del Manual de
Bergey (McCurdy,1984). Se trata de bacilos unicelulares de menos de 1.5 pm de diametro,
que pueden ser flexibles y con extremos puntiagudos (células tipo I) o cilindricos y mas
rigidos con exiremos romos, redondeados (células tipo 11). Son capaces de realizar un
movimiento de deslizamiento lento cuando se encuentran en contacto con und superticie
solida 6 una interface agua-aire (pero no en suspension) a una velocidad de mas de 10 ¢
m/minuto pero carecen de organetos locomotores detectables. Estos organismos producen
tipicamente una cubierta extracelular de polisacaridos en la que las células se encuentran
embebidas, ésta es depositada en el medio vy a través de la misma se deslizan
(McCurdy, 1984, Dworkin. 1993)

La Gnica y principal caracteristica visible a simple vista de las Myxobacterias, es su
habilidad para tormar cuerpos fructiferos bajo condiciones fisicas y nutricionales adecuadas.

{Dworkin.1966; Dworkin, 1977, Dobson, 1979a). (Ver figura 9)

FIGURA 9: Ciclo de vida de Myxobacterias.

gcrmv

induccion

i I agregacion >
celulas vegetativas,

cuerpo fructifero.
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Las Myxobacterias son microorganismos quimiorganotrofos, estrictamente aerobios,
la produccion de energia es un proceso respiratorio. nunca fermentativo. Tipicamente
producen enzimas extracelulares que hidrolizan macromoléculas tales como proteinas,
acidos nucleicos, ésteres de acidos grasos y varios polisacaridos, incluyendo celufosa. Son
capaces de lisar otros microorganismos procariontes y eucariontes. Carecen de pigmento
fotosintético, pero han sido detectados algunos pigmentos carotenoides. En consecuencia las
colonias de mvxobacterias son generalmente de colores brillantes. El mol% G + C del ADN
se encuentra en el rango de 67 a 71 por ciento. En el siguiente cuadro se resumen las
principales caracteristicas de éste orden, segin la clasificacion del Manual de Bergey.

(McCurdv,1984)

TABLA 1. CLASIFICACION DE MYXOBACTERIAS.*

CARACTERISTICAS CLASIFICACION

L.- Células vegetativas productoras de
microguistes:
a)Microquistes esféricos U ovales Familia I.
Myxococcaceae

bYMicroquistes en forma de bacilo

1 - Sin esporangio Familia IT.
Archangiaceae
2 .- En esporangio Familia I11.
Cystobacreraceae
I1.- Células vegetativas de diametro Familia [V.
uniforme, con extremos redondos. Polyangiaceae

* (FUENTE: MANUAL DE BERGEY)
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Dentro de los Myvococcales, la familia que contiene géneros celuloliticos es
Polvangiaceae, en particular el género Polyangitm, especie celllosum , que tiene
capacidad de atacar la madera. (Peterson, 1969)

Polvangium cellulosum es un bacilo celulolitico de 0.8-1.2 por 3.0-10.0 micras que
forma esporangios de entre 20 y 30 micras de diametro. El color varia de amarillo palido a
diferentes tonos de rosa, naranja, rojo y café con reflejos de gris a negro. Las mixosporas
son similares a las células vegetativas y de 1.0 a 3.0 micras de largo. El crecimiento sobre
papel filtro en medio mineral es lento, apareciendo en un periodo de 3 a 14 dias. Ei rango de
temperatura de crecimiento es de 20 a 37 °C, aunque el rango optimo es de 28 a 32 °C. El
microorganismo se aislo por primera vez de suelos polacos y rusos pero ha sido encontrado
en suelos de Norteamérica y Furopa. Ha sido asociado a suelos de cultivo asi como en zonas
aridas y semiaridas de Estados Unidos y México (Brockman, 1976). El mol % G + C del

ADN es 69 (Bd) (McCurdy,1984).

ii. Cytophagales.

El orden Cyrophagales corresponde a la seccion 23 del Manual de Bergey donde se
clas-iﬁcan las bacterias deslizantes no fotosintéticas que no forman cuerpo fructifero. Esta
seccién corresponde a microorganismos Gram negativos morfologicamente diversos que
incluyen cocos, bacilos y espiroquetas sencillos o filamentos que al igual que los
Myxobacterales  presentan  deslizamiento  sin habérseles identificado organelos de
locomocion. {Larkin,1984).

En el caso particular de los Cyfophagales se trata de células en forma de bacilos que
crecen sin agrupacion y de tamaiio de menos de 10 a mas de 100 um que pueden formar
filamentos. Estos microorganismos raramente son multicelulares. Presentan movilidad por

deslizamiento 0 pueden ser inmoviles. Las colonias son usuaimente amarillas, naranjas o

hasta rojas debido a la produccién de pigmentos no difusibles. En presencia de sulfuros,
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éstos microorganismos no depositan azufie. El mol% de G + C del ADN se encuentra en el
rango de 30 a 66 (Bd. Tm) (Larkin, 1984).

En éste Orden se encuentra la familia Cytophagaceae. Los microorganismos que
pertenecen a ésta familia son capaces de degradar la celulosa. Son células en forma de
bacilos, quimiorgandtrofos, aerobios, facultativos y anaerobios obligados. Las quinonas
respiratorias son exclusivamente menaquinonas (Kleinig, 1977). El patron de acidos grasos
es dominado por 2- y 3-hidroxiacidos. Los representantes tipicos de ésta familia son los
bacilos aerobios estrictos, no fermentativos, Gram negativos de colonias amarillas.
Probablemente todas degradan algunos tipos de biomacromoléculas tales como gelatina,
almidén, celulosa, pectina, agar y quitina; son de vida libre y de habitats marinos y terrestres.
El mol% de G + C del ADN varia de 30 a 40.

Estas bacterias pueden ser pleomorficas en cultivos simples. Se deslizan pero pueden
existir estados no méviles. Aunque son pigmentadas, a menudo varia el color de las colonias
de amarillo, raramente rosas o rojas; sin embargo. debido a los pigmentos unidos a la célula,
a menudo muestran un cambio de color de amarillo 2 rojo, café ¢ plrpura cuando las
colonias son sumergidas en una solucion de alcali, generalmente KOH, ésto debido a
pigmentos de! tipo flexirrubina. Son muy frecuentes en suelo, agua dulce, plantas de
tratamiento de agua y habitats costeros. Algunas son patogenas para los peces; otras s¢ han
especificado como alergénicas para el hombre; otras especies viven en la cavidad bucal y en
ocasiones pueden invadir el cuerpo y transformarse en patogenas para el hombre
(Larkin,1984).

La familia Cyrophagaceae esta formada por varios géneros, dos de los cuales son de
interés para éste trabajo debido a que algunas de sus especies tienen capacidad de degradar
celulosa. Tal es el caso de los géneros Cyrophaga y Sporocytophaga.

En el género Cyrophaga no se distinguen celulas latentes morfologicamente

diferenciadas; son bacilos de menos de 15 micras de longitud, estrictamente aerobios, rara
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vez anaerobios facultativos; especies de vida libre en habitats marinos y terrestres y que
pueden colonizar peces; tienen la capacidad de lisar células de eucariontes y/o procariontes
(cytos — del griego célula; phagos — del griego devorar).
Por otro lado, el género Sporocytophaga corresponde a bacilos degradadores de
celulosa que generan microquistes diferenciados; la celulosa, la celobiosa y la glucosa, asi
como en ocasiones la manosa, son las Gnicas fuentes conocidas de carbono y energia para
estos microorganismos; catalasa positivos, aerobios estrictos; su temperatura Optima de
crecimiento es de 30 © C; el mol % de G + C es de 36 (Larkin,1984).
Las especies reportadas como celuloliticas en estas familias son :
1.- FAMILIA Cytophagaceae :
C. hurchinsonii
C. aurantiaca

2.- FAMILIA Sporocytophagaceae .
S. myxococcoides

Sin embargo, la capacidad celulolitica no se ha determinado en las siguientes
especies:

C. salmonicolor
C. agarovorans
S. cauliformis
S. congregata
S. ellipsospora

S. ochracea

iii. Otros microorganismos celuloliticos
Las bacterias y los hongos son los dos principales grupos de MICroorganismos que

degradan la celulosa, ain cuando existen algunas especies de algas como Tolypothrix
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byssoidea, que también pueden hacerlo. Dentro de las bacterias que se consideran como
celuloliticas se pueden mencionar: Cellulomonas sp. Bacteroides succinogenes. Buryvibrio
fibrisolvens. (Garcia,1983)

La digestion de materiales celuldsicos es una importante funcién de MiCroorganisnios
que habitan el tracto de herbivoros, especialmente de los rumiantes. En €| se encuentran
principalmente bacterias del género Cellvibrio y Ruminococcus. (Hungate, 1966).

Algunos estudios sugieren que los Actinomicetos, los cuales frecuentemente son
encontrados colonizando la madera, tienen la habilidad de atacarla. (Safo-Samph,1988). Tal
es el caso de Strepromyces antibioticus, Thermomonospora fusca, y Streplomyces
thermodiastaticus (Garcia, 1983)

Por otro lado, algunas especies de los géneros Clostridium (tal es el caso de C.
thermocellum y C. thermohydrosulfuricum ) [Ng,1981], y Pseudomonas {como Ps.
fluorescens var cellulosa) [Yamane,1970], también se han reportado como bacterias

celuloliticas

F- DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE BASES DEL ADN,

Soluciones neutras de ADN sometidas a calentamiento presentan cambios en algunas
de sus propiedades tales como viscosidad, coeficiente de extincion y rotacion optica dentro
de un rango pequefio de temperatura (Doty,1957; Chargaff, 1955). Estos cambios reflejan
una transicion en la configuracion de la doble hélice y puede ser caracterizado por la
temperatura al punto medio de ésta transicion, simbolizado por Tm (Marmur,1959). Por
otro lado, Mandel (1970) correlaciona la composicion de los acidos nucleicos bacterianos
con su temperatura de fusion.

Uno de los métodos méas convenientes para seguir ésta transicion es la medicion de la
absorcion ultravioleta como una funcion de la temperatura, como se observa en la figura

10A {Neumann,1969). Los estudios calorimétricos han dado una idea general de la magnitud
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de las energias involucradas en el mantenimento de los biopolimeros (Ross,1971). Por
ejemplo, se ha usado la calorimetria diferencial de barrido con el fin de determinar el Tm en
muestras de ADN obteniéndose al graficar la energia absorbida en funcion de la temperatura
[figura 10B] (Neuman,1969; Marky,1982). Ross (1971) reporta la metodologia para realizar
el estudio de calorimetria de acidos nucleicos, obteniéndose graficas como la mostrada en la

figura 10, que reciben el nombre de fermogramas.

FIGURA 10: Determinacion del Tm.

abs| P Cc* -
uv '

Tm T(°C]
A B

Graficas obienidas para determinar ¢l T de muestras de ADN, por método
de absorcion de luz UV (A} y Calerimetria diferencial (B). * Capacidad calorifica.

Tm T(°C)
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G.- IMPORTANCIA DE LA DETERMINACION DE Agmos
NUCLEICOS EN LA IDENTIFICACION Y DIFERENCIACION DE
BACTERIAS DESLIZANTES.

La identificacion de bacterias deslizantes se basa en pruebas fisiologicas y
bioquimicas, Sin embargo, existen algunas investigaciones para realizar €ste proceso por
métodos inmunolégicos (Grilione,1968) vy, por otro lado, se han reportado estudios de
proteinas membranales, asi como menaquinonas y espectros de acidos grasos, con fines de
diferenciacion. (Callies, 1978; Rosenfelder,1974)

Aunado a esto, la separacion de las familias de los Myxobacterales y el resto de las
bacterias deslizantes en la octava edicion del Manual de Bergey se basa en el hecho de que
solo las primeras tienen capacidad de formar cuerpos fructiferos, asi como en la
composicion de bases en los acidos nucleicos de ambos grupos de bacterias, de acuerdo a las

observaciones de Marmur (1963) y Mandel (1965).




CAPITULO III. PLANTEAMIENTO DEL

PROBLEMA

La presencia de una capa mucoide y estructuras similares a cuerpos fructiferos en
unos dinteles localizados en una excavacion en Tlatelolco, D.F., dio pie a la sospecha de la
presencia de bacterias deslizantes, lo cual se confirmé mediante los estudios realizados en
colaboracién con la Coordinacién Nacional de Restauracion del Patrimonio Cultural del
INAH y el Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica de la UNAM

(Mainou,1993)

Ante tal situacion se consideré importante estudiar algunas caracteristicas
bioquimicas y fisiologicas de esas bacterias involucradas en la bioalteracion y el dafio

consecuente de piezas de gran valor histérico y cultural como son los dinteles de Tlatelolco.
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A.- HIPOTESIS.

Las bacterias deslizantes son responsables del biodeterioro de las piezas

arqueologicas de madera.

B.- OBJETIVOS.

a) Aislar e identificar las bacterias involucradas en el deterioro de los dinteles

Prehispanicos de Tlatelolco.

b) Estandarizar el método de calorimetria térmica diferencial para el estudio de la

composicion de bases en el ADN de éstos microorganismos.

¢) Probar el efecto de sustancias bactericidas sobre las bacterias aisladas.




C.- FASE EXPERIMENTAL.

i Muestreo de la madera .

Las muestras usadas en éste estudio fueron, tanto trozos de madera que se
desprendian de los dinteles por si mismas durante el tiempo que estuvieron sumergidas en la
solucion del biocida, asi como la solucidn misma en que estaban sumergidas las piezas.

Las muestras de madera fueron tomadas con pinzas de diseccion y transportadas al
laboratorio en bolsas estériles dentro de las cuales se colocaron los trozos de madera con un
poco de la solucion biocida contenida en la tina de inmersion correspondiente al mismo
dintel.

Por otro lado, las muestras de solucion en la que estaban sumergidos los dinteles.

fueron tomadas de la superticie del liquido en tubos de ensayo de 13 por 100 mm, estériles.

ii, Aislamiento de Myxobacterias y Cytophagas .

Las muestras de madera de cada dintel se sembraron en medio CYT agar (ver anexo
ID) incubando por un tiempo de 72 horas a temperatura ambiente, al término del cual se
identificaron aquellas colonias que presentaban "swarming”. Este medio es diferencial para
bacterias deslizantes. (Reinchenbach, 1981).

Posteriormente, las cepas que presentaron "swarming" tueron resembradas en medio
VY/2 agar (ver anexo II), incubando a 30 °C durante 72 horas. El medio VY/2 agar
funciona también como medio de conservacion de las cepas vy tomenta, ademas. la formacion
de cuerpos fructiferos en Myxobacterias (Reinchenbach, 198 1),

Por Gltimo. las colonias se resembraron en medio STAN 4 agar en cuya superficie se
coloco una capa de papel tiltro Whatman #1 (ver anexo II), incubando por un periodo de 3 a
6 dias a temperatura ambiente, con el fin de identificar las cepas celuloliticas, asi como

aquellas que eran capaces de formar cuerpos fructiferos (Mc Curdy, 1969).




Las colonias obtenidas fueron resembradas por aislamiento en medio CYT agar con

el fin de mantenerlas viables (Reinchenbach,1981).

iii.  ldentificacion de Microorganismos.

a) Morfoloaia colonial:

Las caracteristicas generales estudiadas fueron: forma de la colonia y del borde,
aspecto. color, olor y consistencia { Konnenamn, 1989).

Por otro lado, se estudio la presencia de "swarming" y la formacién de cuerpos
fructiferos como caracteristicas macromorfoldgicas especificas propias  de  estos

microorganismos {McCurdy, 1967; Reinchenbach,1981)

b) Caracteristicas microscopicas:

Las caracteristicas micromorfologicas estudiadas fueron: forma, reaccion a la tincion

de Gram, formacion de esporas o quistes, pleomorficidad y tamaiio (McCurdy,1969).

c) Pruebas Bioguimicas:

Las pruebas bioquimicas realizadas fueron, en primer lugar. aquellas sugeridas por
McCurdy (1969). Estas son: reaccion de la flexirrubina, absorcion de rojo congo, catalasa.
degradacion de macromoléculas (agar, almidon [medio AMB], gelatina. pectina y quitina),
produccion de HaS, y sensibilidad a antibidticos.

Por otro lado. se realizaron algunas de las pruebas sugeridas en el Manual de Bergey
(Larkin.1984: McCurdy,1984), tales como: fuente de carbono, fermentacion de
carbohidratos, concentracion maxima de NaCl tolerada, utilizacion de citrato, presencia de
lecitinasa. hemolisis de globulos rojos de carnero.

Se realizaron algunas pruebas adicionales con el fin de identificar €l comportamiento
de éstos microorganismos frente a tales pruebas. Estas fueron: produccion de fluorescemna y

prueba de oxidacion y fermentacion.




iv. Determinacion de la composicion de bases del ADN.

El aislamiento de los acidos nucleicos se realizd por el método reportado por
Maldonado (1995). Este consiste en una lisis de la pared celular con lisozima en pH alcalino
(solucion I), seguida de choque osmotico con solucion alcalina de dodecilsulfato de sodio
(solucién II), precipitacion de proteinas con solucion amortiguadora de acetato (solucion
[11) v purificacién con una mezcla de fenol:cloroformo-isoamilico (25:24:1). Es importante
equilibrar el fenol para evitar que ¢l ADN se incorpore en la fase organica durante su
purificacion (Maldonado,1995). El ADN es identificado con el reactivo de la difenilamina
(Seibert,1957). La preparacion de soluciones y el método para equilibrar el fenol se reportan
en el anexo [IL
La técnica se detalla a continuacion:

| -Realizar dos transferencias de 24 horas del microorganismo en cuestion en medio
2xYT. Preparar un cultivo de toda la noche en 6.0 mi de medio 2xYT e incubar a 37 °C con
agitacion.

2 - Centrifugar el cultivo a 10000 rpm por 2 minutos.

3.- Resuspender el sedimento bacteriano en 200 pl de solucion I previamente
enfriéida. en tubo Eppendort’y dejar reposar 3 minutos en hielo.

3.- Adicionar 400 pl de solucion 1I y mezclar.

4.- Agregar 300 ul de solucion IIT previamente enfriada a 4°C. Cerrar el tubo y
mezclar con el vortex suavemente, para dispersar la solucion IIT a través del lisado
bacteriano. Incubar el tubo a 4°C por 5 minutos

5.- Centrifugar y transferir el sobrenadante a un tubo limpio.

6.- Agregar 1 volumen de fenol:cloroformo. Mezclar con el vortex. Centrifugar 3
minutos. Recuperar la fase acuosa y transterirla a un tubo limpio.

7.- Precipitar el ADN agregando 0.1 volumen de acetato de sodio 1M y 2 volumenes

de etanol absoluto previamente enfriado a -20°C. Mezclar con el vortex. Centrifugar a

24




10000 rpm por 5 minutos. Eliminar el sobrenadante v lavar el precipitado con 2.5 volumenes
de etanol al 70 %. Eliminar el etanol € invertir el tubo sobre una toalla de papel. Permitir que
el etanol se evapore a temperatura ambiente durante 10 minutos.

8.- Resuspender el ADN en 20 ulde TEapH 7.6

9 - La identificacion se realizé haciendo reaccionar 10 ul de la solucién de ADN con
2 mililitros de reactivo de difenilamina. (Seibert, 1957).

En los estudios de calorimetria del biopolimero ADN, se requiere una velocidad de
calentamiento lenta (menos de 0.05 °C/min) para mantener el sistema en condiciones de
equilibrio (Cheng,1989). Sin embargo, considerando que la temperatura debe subir un total
de 120 °C, el tiempo requerido para el proceso de una muestra es de alrededor de 40 horas.
En consecuencia, y puesto que se han estudiado velocidades de calentamiento mas altas
(0.98°C/min) (Marky,1982), se realizd un estudio previo para determinar la velocidad mas
adecuada que proporcione resultados confiables.

El equipo usado para determinar el porcentaje de G+C fue un Calorimetro
Diferencial de Barrido General V4.1C DuPont 2000, a panel cerrado con una velocidad de
calentamiento de 0.2 °C/min corriendo las muestras desde 20 hasta 140 °C; la impresora del
equipo grafico los valores de energia absorbida en funcion de la temperatura, obteniéndose
los termogramas de donde se determing el Tm 6 punto de fusion. La correlacion del punto
de fusion con el porcentaje de G+C se realizé con la formula siguiente reportada por Mandel
(1970).

Tm - 69.
09 G~ C = —mmmmmmmmommmmmmemeeeees

[P




V. Reto microbiano.

Se realizaron diluciones del bactericida hasta llegar a una concentracion 1:20000. que
es la concentracién que se sugirio para su uso. Se sembraron las cepas en matraces
Erlenmeyer con 50 ml de medio Stan 4 y Stan 5 (Ver anexo II) con papel filtro, de acuerdo
al método reportado por Imshenetski (1953), incubando por agitacion durante 5 dias a 200
rpm y temperatura de 30°C. La fisura 9 representa el sistema recomendado por Imshenetski
(1953), en el que se puede observar como el papel filtro queda parcialmente sumergido en el
medio de cultivo. El medio de cultivo liquido asciende por capilaridad a traves del papel. Si
aste sistema se incuba con agitacion, la oxigenacion favorece el crecimiento de bacterias

celuloliticas aerobias.

FIGURA 9. Método de Imshenetski.
para el cultivo de bacterias celuloliticas aerobias.

papel fiitro.

/ Medio de cultivo liquido \ / Medio de cultivo liquido \
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CAPITULO V. RESULTADOS

A.- CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS.

Las muestras tomadas presentaban una coloracion parda oscura, de consistencia
fragil v blanda que podian partirse facilmente con la espatula. sobre todo a lo largo de la veta
de la madera. El liquido en el que estaban sumergidos los dinteles mostraba en su superficie
una capa blanca. delgada v translicida en la cual se observaban estructuras redondas blancas
opacas vy pequefias de 1 a 2 mm de diém.etro. Ademas el liquido contenia gran cantidad de

particulas cafés en suspension, las cuales al microscopio se observaron como particulas

amorfas sobre las que habia abundante crecimiento bacteriano.

B.-  AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS.

Para aislar a los microorganismos, las muestras se inocularon inicialmente en Medio
CYT agar. Alrededor de ellas. se formaron colonias bacterianas de pigmentos amarillo v
naranja no difusibles v colonias no pigmentadas. las cuales se extiendian a lo largo de toda la
superficie del medio de cultivo. La mayoria de las colomas presentaron swarming que
variaba desde anillos concéntricos alrededor de la colonia, bordes ondulados y hasta

rizoides. segtin se observa en la figura 11. No se observaron cuerpos fructiferos.

.2
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El liquido en que estaban sumergidos los dinteles, una vez inoculado en el medio

CYT agar, dio lugar a colonias bacterianas muy similares a las descritas anteriormente. pero

su crecimiento fue mas abundante, especialmente sobre las particulas en suspension v en sus

alrededores.

Figura 11: Tipos de swarming,

VO w0
’, .! l‘\_ \t{_:’)‘ ;' E!"‘:".' ‘ n - p{v!_;.;:ﬁ.
L / P N - f ; ‘%’*31-_-_—‘:;
e e e T ANy
. ATy 1M
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B C

Tipos de Swarming observado en las colonias:
A} Fn forma de anillos concéntricos:
B) Bordes emdulados, CY Bordes nzoides.

Al resembrar en VY/2 agar, se desarrollaron colonias que mostraron la misma

coloracion. presentaron siwarming, aunque menos abundante que el obtenido en el medio

anterior, y un halo mas claro que el medio de cultivo que se hizo evidente por un cambio de

coloracion del medio de un café claro a un amarillo casi transparente.

En el medio Stan 4 agar las colonias eran mas pequeiias y el papel filtro se tornd

translicido en torno de las colonias. El crecimiento bacterano en este medio fue mas lento,

y resultd evidente después de 5 dias de incubacion a temperatura ambiente.

Se aislaron 56 cepas de las cuales se seleccionaron 9. las mds representativas, éstas

se sometieron a posteriores estudios. Para su seleccion, se considerd la presencia de

swarming v/6 formacion de cuerpos fructiferos, asi como la reaccion al Gram y su accion

celulolitica. pero para las cepas 1 y 6 solo se considerd su fuerte accion celulofitica.

-d
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C.- IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS.

La tabla 2 muesira las caracteristicas macro v micromorfélogicas de las cepas
estudiadas, y la tabla 3 resume tos resultados de las pruebas bioquimicas.

La cepa 1 es un bacilo aerobio Gram positivo y esporulado. catalasa positivo. sin
agrupacion. Al revisar el Manual de Bergey (Claus, 1984), las caracteristicas que presenta
éste bacilo corresponden a la familia Bacillaceae.

La cepa 2 presenta caracteristicas de bacilo celulolitico Gram negativo aerobio,
oxidasa y catalasa positivo. que produce fluoresceina ademas de un pigmento difusible
verdoso v que utiliza todas las fuentes de carbono probadas, y degrada la pectina. Estas
caracteristicas son tipicas del género Psendomonas (Palleroni. 1984).

La cepa Ec4 corresponde a un bacilo celulolitico aerobio Gram negativo no
esporulado, sin agrupacién, que presenta colonias no pigmentadas pero con deslizamienio
abundante en forma de anillos concéntricos, lo cual sugiere fuertemente una bacteria
deslizante de la familia Cytophagaceae {Larkin,1984).

La cepa § corresponde a un bacilo celulolitico, aerobio, Gram negativo de 2 a 3 pm
de largo sin agrupacion, no esporulado. que produce pigmento amarillo no difusible v con
deslizamiento abundante en forma de olas. Estas caracteristicas también sugieren una
bacteria deslizante (Reichenbach.1981).

Por lo que corresponde a la cepa 6, las caracteristicas de cocos aerobios celuloliticos
Gram negativos en tetradas o pares. de 3 a 4 um de didmetro e inmoviles, catalasa positivo.
que torman colonias amarillas de pigmento no difusible, son propias del género Azotobacter
{Tchan, 1984).

La cepa 13 corresponde a un bacilo celulolitico aerobio. oxidasa positivo. que
produce colonias no pigmentadas v que utiliza todas las fuentes de carbono probadas
ademas de ser sensible a ampiciling, antibiético que ataca bacterias Gram negativas. Estas

caracteristicas sugieren una bacteria como Pseudomonas aeruginosa (Burdon, 1971).
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TABLA 2. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE LAS CEPAS ESTUDIADAS.

CEPA CARACTERISTICAS LARACTER!STIC AS
MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS.
1 Colonias lisas, redondas y brllantes. de 0.5 Bacilos Gram (+), esporulados. esporas
a | mm de diametro, ¢levadas con pigmento  redondas subterminales, de 4 um de largo. sin
naranja  no  difusible.  No  presentan i agrupacion. Aerobios.
swarmmg: borde liso. :
2 Colonias amarillo claro, redondas. de 2 a 3 | | Bacilos Gram (-}, de 3 a 4 um de Jargo. sin
mm de diametro, elevadas, pigmento)agrupacion.
difusible verdoso, bordes lisos. No presentan !
) swarning. !

Fed Colonias lisas. redondas,  Dbrillantes. ' Bacilos Gram (-), de 4 wm de largo. no
translucidas, no pigmentadas, de 2 2 3 mm esporulados, sin agrupacion
de diametro, elevadas. Presentan swarming
de 1 a 2 mm de ancho en forma de anillos "

o CONCEntricos. X
5 Colonias lisas. redondas, brillantes, de 223 | Bacilos Gram (), de 2 a 3 pm de largo sin
mm de diametro, elevadas, con pigmento agrupacion. No esporulados. Aerobios
amarillo claro no difusible. Swarming i
abundante de 4 a § mm de ancho en forma
____deolas. ;
O Colonias redondas, lisas, brillantes, de 3 a 4° | Cocos Gram (-), en pares o tetradas. de 3 a 4
nm de diametro, de aspecto butiraceo, ; um de diametro. Aerobios.
elevadas con pigmento amartllo no difusible. .
Bordes lisos. no presentan swarming. '

13 Colonias lisas, brillantes, redondas. planas, , Bacilos Gram (-} de 2 a 3 pm da largo sin
transliicidas, no pigmentadas. swarming de | ; agrupacion.
a 2 mum de ancho en forma de anillos‘
CONCENLIICOS.

A2 Colomias lisas, redondas v brillantes de 1 a 2 B'ICIIOS pleomorfos Gram (-}, sm agrupacton.
mm de diametro. elevadas con pigmento de 0.8 a 1.6 pm de largo por 0.3 2 0.7 um de
amarnllo no difusible. Presentan swarming ancho.
de hasta 2 nun de ancho, en forma de anillos !

B CONCENtricos. |

C1 Colonias lisas, redendas, brillantes, de 2 a 3 - Bacilos Gram ¢}, de 2 a 3 um de largo sin
mim de diametro, elevadas, con pigmento agrupacién, Aerobios
amarillo claro no difusible. swarming de 3 a|
4 mm de ancho en forma de aniilos

____congentricos.
Ad " Colonias lisas. redondas, brillantes, de 2 a 3 “Bacilos pleomorfos Gram (-), de 6.8 a 1.6

mm de diametro, no pigmentadas. elevadas. . um de largo por 0.3 2 0.5 um de ancho.
translucidas. Presentan swarnung de 1 a 2 Aerobios.

mm de ancho en forma de anillos:

concentricos. ;

Medio de cultnvo empleado: CYT agar, 48 hrs /537 °C.
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TABLA 3. PRUEBAS BIOQUIMICAS
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l.a cepa A2 corresponde a un bacilo pleomorfo celulolitico Gram negativo aerobio,
de pigmento amarillo no difusible, no esporulado, sin agrupacion. y que presenia
deslizamiento abundante en forma de anillos concéntricos. Esto habla, en primera instancia.
de una bacteria deslizante segun las observactones sugeridas por Reichenbach (1981). Y, de
acuerdo al Manual de Bergey (1984}, éstas caracteristicas sugieren fuertemente un bacile de
la familia Cyrophugaceae. |

La cepa C1 sdlo se diferencia de la 2 en no ser pectinolitica y absorber el rojo congo,
ademas de soportar una mayor concentracion de cloruro de sodio. La produccion de
fluoresceina y la utilizacion de todas las fuentes de carbono usadas sugieren un bacilo del
género Pseudomonas (Konneman, 1989).

La cepa A4 es un bacilo pleomorfo celulolitico aerobio que presenta deslizamiento
abundante en forma de anillos concéntricos. rojo congo negativo, catalasa positivo,
amilolitico v pectinolitico, cuyas caracteristicas lo identifican como miembro del genero

Sorangium, especie cellulosum, segin el Manual de Bergey (McCurdy, 1984).

D.-  ESTUDIOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA.

En el corte transversal de la madera de los dinteles se observo el aspecto esponjoso
de las paredes secundarias de las traquéidas. seriamente atacadas por bacterias. Las
traquéidas perdieron su torma original. Se observa gran cantidad de bacterias y al parecer el
ataque bacteriano alcanza también la pared primaria. La pared secundaria esta
completamente separada de la pared primaria. Los efectos de erosion, cavitacion y tuneleado
son de 1al grado que el lamen se encuentra colapsado al 100 %. En un corte longitudinal
radial. las paredes estin cubiertas de microorganismos, asi como por una pelicula mucoide
de naturaleza proteica. Por Ultimo, en un corte tangencial, la separacion de las raquéidas s
evidente: las bacterias crecen a partir det interior de las traquéidas. rompiendo las paredes y

trayendo como consecuencia la erosion y uneleado de las estructuras { Ver figura 12)
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A) Corte Transversal

B) Corte Longitudinal
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FIGURA 12: Aspectos de la madera deteriorada vista con ¢l microscopio clectronico de barride. A) Corle

C} Corte Langencial.
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Por otro lado. fue posible la observacién, por microscopia electronica. de cuerpos
fructiferos formados en la madera: sus caracteristicas sugieren la presencia de miembros de

la familia Poliangium (Manual de Bergey, 1984). La fotografia se muestra en la figura 12D.

E.- ESTUDIOS DE CALORIMETRIA TERMICA DIFERENCIAL.

La velocidad de calentamiento que proporciond resultados confiables fue la de 0.2 °C
por minuto. La figura 13 muestra ef termograma del DNA de Ps. aeruginosa donde se
obtiene una temperarura de fusion {Tm) de 94 i4 “C. Por otro lado. el termograma de la
figura 14 muestra las propiedades calorimétricas del DNA de la cepa A2, con un Tm de
36 86 °C. El termograma de la figura 15, perteneciente a la cepa Ec4. muestra un minimo a
81.61 °C, v, por ultimo. la figura 16 que corresponde al termograma del DNA de la cepa
Ad, muestra un minimo a una temperatura de 100 48 °C. Con éstos valores de T se calculo
el % de G+ C. como se muestra en la tabla 4.

TABLA 4. CALCULO DEL % G + C*

'CEPA CALCULODEL"% G+ C % G+ C
control 05 G-C=( 9414 -693)/041 60.58 %
A2 e G-C=( 86.86-69.3)/041 42.83 %
Ecd % G~C=( 81.61-69.3)/041 30.02 %
A4 % G~ C=(10048-0693)/04Il 76.05 %

1. ' FUENTE: Mandcl, (970,
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FIGURA 13: TERMOGRAMA DEL DNA DE LA CEPA CONTROL

Sample; D S C Flle: A: DNAAZ2
Size: 19.8000 mg _ Operator: MP
Method: DNA A 0.2 C/min Run Jate: 24-Aug-385
Comment: He0,2C,/ MIN ATM., = AIRE PANEL CERRADO DE ALUMINIQ
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FIGURA 14: TERMOGRAMA DEL DNA DE LA CEPA A2

Sample: DNA A2 D S C File: A: DNAAZ2
Size: 18.9000 mg Operator: MP
Method: DNA A 0.2 C/min Aun Date: 24-Aug-95 i18: 37
Comment: H=0,2C/ MIN ATM. = AIRE PANEL CERRADO DE ALUMINIO
0.04
0.024
86.86°C
| 4.781J/9
y n /\/\f‘
0.00 V#WWWN
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Temperature {°C) General V4.I1C DuPont
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FIGURA 15: TERMOGRAMA DEL DNA DE LA CEPA Ec4

DNA EC  Iv
6.2000 mg

ONA A 0.2 C/min
Comment: PANEL CERRADO DE Al. H =0.2C/MIN

DSC  tperators v

Aun Date: 9-Aug-95 04:59
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FIGURA 16: TERMOGRAMA DEL DNA DE LA CEPA A4

Sample: ONAA4 ' D S C File: A: DNAA4
Size: 7.9000 mg Operator: MP
Method: DNA A 0.2 C/min Aun Date: 22-Aug-85 00: 24
Comment: H=0.2 C/ MIN ATM, = AIRE PANEL CERRADD DE ALUMINIO
1.02
1 100.39°C

621J/9

0.34+ 100 .48°C
0.92 : . . : , . . , ey . ; -
89.0 g99.5 100.0 100.5 101.0 101.5 102.0 102.5
Temperature (°C) ; General V4.1C DuPont 20
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F.- RETO MICROBIANO.

No se observo efecto del biocida sobre las cepas A4, 5.2y A2 La figura 17A
muestra el matraz que contiene la cepa A4, tuertemente celulolitica que fue capaz de crecer
en presencia del biocida. Se observa una zona color naranja donde la degradacion del papel
es evidente, llesando incluso a perforarlo. Esta zona del papel también se observo con ¢l
microscopio electronico de barrido: en éste se observan bacilos pleomorfos, de 0.8 a 1.6 um
de largo por 0.3 a 0.5 um de ancho que crecen abundantemente sobre el papel fiitro, ademas
de una capa mucoide que cubre ia superficie del papel (Ver figura 18). Por otro lado. las
cepas 3, 2 v A2 también crecen sobre el papel filtro en presencia del biocida, como se

muestra en la figura 17b. Las demas cepas no crecen en presencia def biocida.

FIGURA |7 Accion celulolitica de tas bacterias sobre ¢l papel [iltro en presencia del biocida. A) accion de
fa cepa A4 B) Accion de las cepas 3. 2 v Al tespectivamente. Medio de cultivo: Stan 4. Biocida Usado:
Dcstan

2. " Esta copa corresponde al matraz 3 con inhibidor. por tal motivo sc denomind también 3C/1
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FIGURA [8: Aspecto microscopico de la accién celulolitica de la cepa A4, visto con microscopio electrénico

de barrido
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CAPITULO V1. DISCUSION DE
RESULTADOS.

La bioalteracion de la madera se fundamenta en la presencia de bacterias
celuloliticas, particulas en suspension en el liquido en que estdn sumergidas las piezas y
discontinuidad de las estructuras celulares de la madera.

La consistencia fragil v blanda, asi como el color pardo de las muestras indican la
presencia de erosion de la madera debido a bacterias, lo cual se puede apreciar en los
estudios de microscopia electronica. Segin Paajanen (1988), la madera deteriorada por
erosion se torna oscura y muestra ruptura en las capas superficiales lo que se traduce en
severas pérdidas de la dureza. Por otro lado, un deterioro bacteriano mas extenso debido al
efecto de tuneleado, genera una consistencia butiracea 6 granular (Blanchette,1990), lo cual
explica la presencia de particulas en suspension en el liquido en que se encontraban los
dinteles. La coloracion parda oscura de la madera, asi como la pérdida de su rigidez
caracteristica, implican una serie de aspectos relacionados entre si, dentro de los cuales se
pueden mencionar (Paajanen, |988): a) el deterioro causado por microorganismos que atacan
las membranas, aumentando de ésta manera la porosidad y favoreciendo la anegacion de las

dinteles. v b) la alteracion de tipo erosion causada por microorganismos que degradan la




CAPITULOQ VI: DISCUSION DE RESULTADOS

pared celular de las células de la madera. Esto ha traido como consecuencia un marcado
incremento de la porosidad, lo que se traduce en el aumento de la permeabilidad, aunada a
una disminucion de la dureza de la madera (Blanchette,1990).

El hecho de que las piezas estuvieran sumergidas en una solucion acuosa, tuvo come
consecuencia un A,y alto, y esto es un factor que propicia la proliferacion de procariontes
(Atlas, 1990). Se puede decir que la alteracion de la madera se debe, en gran parte a la fuerte
accién celulolitica observada en las bacterias aisladas. Sin embargo. la anegacion de las
piezas también ha sido un factor que favorece el deterioro (Mainou,1993). Por otro lado, la
presencia de bacterias pectinoliticas, podrian ser otro factor adicional que favorezca éste
deterioro. debido a que tanto la pectina como la celulosa son componentes basicos de la
madera (Atlas, 1990).

Por lo que respecta a las bacterias deslizantes, se ha descrito que dstas se encuentran
habitualmente en materiales en descomposicion, {en particular en los procesos de pudricion
de la madera), y que probablemente las bacterias deslizantes colonicen tales sustratos a partir
del suelo que los rodea. (Reichenbach,1993). Sin embargo, también se ha descrito que éstas
bacterias pueden ser encontradas en agua dulce, y que pueden sobrevivir en ella debido a la
formacion de cuerpos fructiferos. e incluso se han propuesto como indicadores de
contaminacion del agua (Bernatova,1977). En México, el estudio de las bacterias deslizantes
se ha realizado en suelos aridos del norte del pais, correlacionandose con el clima
(Brockman.1976). pero es poca la informacion sobre bacterias deslizantes como causantes
del biodeterioro de la madera.

La presencia de swarming en las colonias aisladas. asi como de la capa mucoide
sobre los dinteles y sobre la superficie del liquido, proporcionaron un primer indicio de la
presencia de bacterias deslizantes como causantes del deterioro (Mainou, 1993). Sin
embargo. se encontraron bacterias que presentaron otras caracteristicas micromorfologicas,

tal es el caso de las cepas 1. 2, 6, 13 y C! que no corresponden a los Cytophagales 0
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Myxobacterales pero que si presentan capacidad celulolitica. En un principio  las
caracteristicas de las cepas 2. 13 v C1. hicieron pensar en bacterias deslizantes, sin embargo,
con base en los estudios se determind que éstas cepas no corresponden a Cyrophagales ni
Muyxobacterales, sino a la familia Pseudomonadaceae.

No se detectaron cuerpos fructiferos, a pesar de que se habia descrito la
presencia de éstos sobre las piezas (Mainou, [993). Por otro lado, Dobson (1979), inenciona
que ésta capacidad se pierde cuando las bacterias carecen de pili, organelo que
probablemente esta relacionado con la comunicacion intercelular. Cabe sefalar que el CYT
agar es un medio con baja concentracion de peptonas, (0.1%), lo que hace al medio util para
la observacion de swarming ¢ deslizamiento, caracteristica propia de bacterias deslizantes.
Sin embargo. muchas cepas pierden la habilidad de formar cuerpos fructiferos si se aislan de
colonias que presentan swarming (Reichenbach.1981). Por otro lado, aunque algunas

. bacterias flageladas pueden crecer sobre CYT agar (como fue el caso de las cepas 2. 13 y
C1} otras caracteristicas macromorfologicas adicionales deben considerarse como guias para
identificar a las bacterias deslizantes, sin embargo, esto requiere de cierta experiencia. Por
tal motivo las pruebas bioquimicas, v en especial los estudios de calorimetria del ADN,
cobran importancia (Reichenbach.1981).

La capa mucoide que presentan las piezas, y que puede ser de naturaleza
polisacaridica, puede proporcionar un medio para su deslizamiento, al parecer debido a una
disminucion de la tension superficial entre 1a célula y la superficie solida, lo cual es suficiente
para el deslizamiento (Brock,1991).

Por otro lado, la presencia de pigmento es importante en la identificacion de éstas
bacterias. ya que la mayoria de ellas presentan color amarillo 6 naranja (Kleinig,1977).

El swarming en VY/2 agar es mas ligero en comparacion con el mismo en el CYT
agar, a pesar de ser un buen medio para demostrar el crecimiento en forma de swarning.

(Reichenbach,1981). Aunque, por otro lado, Reichenbach (1993a) menciona que la mayoria
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de las bacterias deslizantes pueden crecer exclusivamente sobre productos de ftsis v pueden
ser cultivadas sobre medios que contienen por ejemplo. levaduras 6 bactertas esterilizadas en
autoclave.

En el medio STAN 4 agar con papel filtro se identificaron microorganismos que son
celuloliticos. va que las bacterias deslizantes usualmente degradan compuestos polimericos
tales como celulosa. agar, quitina, pectina y proteinas (Dworkin,1977). Sin embargo. éste
medio también fue atil para el aislamiento de las cepas 1 y 6. que presentaban gran
capacidad celulolitica a pesar de no pertenecer a los Myxobacterales.

Por lo que respecta a las pruebas bioguimicas se puede decir lo signiente:

Aunque la prueba de la catalasa se considerd positiva para las bacterias deslizantes
(McCurdy.1969), en el Manual de Bergey se reportan datos variables de acuerdo a la
especie (Larkin.1984). En el resultado obtenido de las pruebas realizadas en el estudio se
puede verificar que la presencia de catalasa es variable.

En ¢l estudio de las fuentes de carbono, cabe resaltar el hecho de que la cepa 2 no
utiliza la celobiosa a pesar de ser celulolitica. Esto implica que el microorganismo degrada la
celulosa obteniendo sus nutrientes de ésta degradacion, pero que no es capaz de aprovechar
los oligosacaridos que produce éste proceso (Garcia, 1983).

La presencia de bacterias que degradan pectina. tales como la A2 y la 5C/1, aunada a
la presencia de bacterias celuloliticas, puede conducir a un pronunciado deterioro de la
madera. debido a que mientras las primeras atacan las pectinas presentes en la lamina meda,
la bacterias celuloliticas pueden atacar la celulosa presente en las paredes primaria y
secundaria

A pesar de que McCurdy (1969) menciona que la sensibilidad a antibioticos es una
prueba de identificacion y diferenciacion de bacterias deslizantes, no se considera en la

clasificacion del Manual de Bergey (Larkin. 1984).
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La cepa | muestra un bacilo aerobio Gram positivo y esporulado, catalasa pOSitivo,
sin agrupacion. Al revisar el Manual de Bergey (1984). las caracteristicas que presenia éste
bacilo corresponden a la familia Bacillaceae. género Bacillus.

Por otro lado, la cepa 2 presenta caracteristicas de bacilo celulolitico Gram negativo
aerobio, oxidasa y catalasa positivo, que produce fluoresceina ademas de un pigmento
difusible verdoso y que utiliza todas las fuentes de carbono probadas, y degrada la pectina.
Estas caracteristicas son tipicas del género Pseudomonas (Palleroni, 1984). Por otro lado,
Rodina (1972) menciona que una de las especies que presentan €stas caracteristicas es Ps.
Shiorescens.

La cepa Ec4 muestra un bacilo celulolitico aerobio Gram negativo no esporulado. sin
agrupacion, que presenta colonias no pigmentadas pero con deslizamiento abundante en
forma de anillos concéntricos, lo cual sugiere fuertemente una bacteria deslizante de la
familia Cvtophagaceae.

La cepa S corresponde a un bacilo celulolitico, aerobio, Gram negativo de 2 a 3 um
de largo sin agrupacion. no esporulado, que produce pigmento amarillo no difusible y con
deslizamiento abundante en forma de olas. Estas caracteristicas también sugieren una
bacteria deslizante.

Por lo que corresponde a la cepa 6, las caracteristicas de cocos aerobios celuloliticos
Gram negativos en tetradas o pares, de 3 a 4 pm de diametro e inmoviles, catalasa positivo,
son propias del género Azotobacter (Tchan,1984).

La cepa I3 corresponde a un bacilo celulolitico aerobio, oxidasa positivo, que
produce colonias no pigmentadas y que utiliza todas las fuentes de carbono probadas
ademas de ser resistente a la ampicilina, antibiotico activo contra bacterias Gram negativas
(Burdon.1986). Estas caracteristicas sugieren FPsendomoncts aeruginosa.

La cepa A2 muestra un bacitlo pleomorfo celulolitico Gram negativo aerobio, de

pigmento amarille no difusible. no esporulado. sin agrupacion, y que presenta deslizamiento




CAPITULO VI: DISCUSION DE RESULTADGS

abundante en forma de anillos concéntricos. Esto habla, en primera instancia, de una bacteria
deslizante segin las observaciones sugeridas por Reichenbach (1981). Y, de acuerdo al
Manual de Bergev (1984), éstas caracteristicas sugieren fuertemente un bacilo de la familia
Cyviophagaceae. Al comparar con los cuadros repertados en la literatura (Larkin, 1984), se
concluve que éste microorganismo presenta gran semejanza con Cyiopluige qurantiacd,

La cepa C1 solo se diferencia de la 2 en no ser pectinolitica y absorber el rojo congo.
ademas de soportar una mavor concentracion de cloruro de sodio. La produccion de
fluoresceina y la utilizacion de todas las fuentes de carbono usadas sugieren un bacilo del
geénero Psendomonas.

l.a cepa Ad es un bacile pleomorfo celulolitico aerobio que presenta deslizamiento
abundante en forma de anillos concéntricos, rejo congo negativo, catalasa positivo.
amilolitico v pectinelitico, cuyas caracteristicas lo identifican como miembro del genero
Soranginm. segun el Manual de Bergey (McCurdy, 1984).

El estudio de calorimetria del ADN demuestra lo siguientes resultados:

El % G+C del DNA reportado para Ps. aeruginosa, es de 538 (Atlas. 1990), lo cual
representa una temperatura de fusion (Tm) de 93.08 °C, segiin la térmula de Mandel (1969).
Sin embargo. la Tm reportada para el microorganismo mencionado es de 94.14 °C (60.38 %o
G—C). lo que indica un error de {%.

El resultado del estudio de Calorimetria de la cepa A2 corrobora la afirmacién de
que este microorganismo corresponde al género Cviuphiaga especie anranticaca al reportar
un 42.83 % G—C. siendo que el reportado en la literatura es de 42 % (Larkin,1984). Los
resultados de las pruebas bioquimicas pueden servir de parametro para la identificacion de
este niicroorganismo. sin embargo el estudio de calorimetria es mas especifico y confiable.

Marmur (1963) reporta un %6 G+C de 68 a 71 para Myxobacterales y de 69% para la
familia Sorangiaceae. De acuerdo a las pruebas bioquimicas v las caracteristicas fisiolbgicas

(McCurdy. 1984). la cepa A4 puede ser clasificada como miembro de ésta familia. Sin
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embargo, el % G+C reportado por el estudio de calorimetria es de 70.05%, lo que
representa un error de mas de 9 %. Debido a problemas técnicos la prueba no se repitio para
confirmar los resultados.

El resultado obtenido en los estudios de calorimetria del DNA de la cepa 4,
corroboran que ésta bacteria pertenece al grupo de las Cytophagales por su % G+C que es
igual a 30.02 %. Cabe resaltar que. aunque el % de G+C reportado para el orden
Cytophagales varia de acuerdo a los diferentes autores, éste comprende un rango de entre
29 y 50 {Atlas,1990; Mandel,1965; Marmur,1963; McCurdy,1967) y el Manual de Bergey
acepta un valor de entre 30 y 50 % de G+C (Larkin,1984). Sin embargo, las pruebas
bioquimicas no corresponden a alguna especie en particular; esto se puede deber a que en el
Manual de Bergey no se han reportado los resultados para muchas de las pruebas utilizadas
para la identificacion de varias especies. Considerando ésta situacion, la especie que mas se
aproxima es (. ftutchinsonii.

Los estudios de calorimetria térmica diferencial proporcionan datos muy importantes
sobre 1a composicion de los acidos nucleicos, ya que no solo pueden ser usados en la
determinacion de la temperatura de fusién del ADN, sino también en la medicion de la
energia involucrada en los enlaces entre purinas y pirimidinas, asi como entre nucleétidos
(Marky,1982). Se sugiere el uso de calorimetros muy sensibles para estas determinaciones
(Ross, 1971), pero el estudio demuestra que se pueden obtener valores muy aproximados
para determinar la Tm usando otro tipo de calorimetros.

El desfan no presenta actividad biocida ya que existio crecimiento de varias de las
cepas en el papel filtro colocado en el sistema recomendado por Imshenetskit (1953). Segun
Rodina (1972), la degradacion del papel filtro por bacterias presenta diferentes etapas que se
resumen a continuacion: Si existe desarrollo de bacterias celuloliticas, aparecen areas de
varios colores de acuerdo a la especie, primero en aquellas zonas cercanas al medio de

cultivo v donde la oxigenacion es favorable. Después el papel filtro es gradualmente
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degradado hasta generar zonas de ruptura. Por altimo. el papel puede llegar a formar una
masa informe.

Es necesario estudiar otras sustancias con actividad biocida para determinar cual es
la mis adecuada para contrarrestar el crecimiento de las bacterias que pueden causar daiio a
los dinteles. Sin embargo, es atin méas necesario hallar la manera de conservar pronto las
piezas antes de que el deterioro sea de tal magnitud que imposibilite la apreciacion de su
valor cultural. (Mainou,1993)

Considerando que las bacterias deslizantes tienen un gran potencial en la produccion
de antibioticos (Arias, 1979; Arai,1977), enzimas de restriccion (Reichenbach.1981), una
sustancia antitumoral {Arai,1980) y varios metabolitos secundarios (Reichenbach,1993b), es
importante el estudio mas amplio de €stos microorganismos en nUEStro pais, donde las zonas
forestales pueden representar una fuente muy importante para el aislamiento de

Muvxobacterales y Cytophagales (Peterson.1969).
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

l.- Se aislaron e identificaron 9 cepas de bacterias con capacidad celuiolitica: una
perteneciente al género Baciflus sp., otra perteneciente al género Azotobacter sp., tres
pertenecientes al género Psendomonas (especies aernginosa y fluorescens 'y otra no
identificada), una perteneciente al género Sorangium (especie cellulosum), y tres
pertenecientes al género Cyrophagu. Estas Gltimas se identificaron como las especies C.
anrantiaca y C. hutchinsonii, pero la tercera no se pudo identificar por falta de datos

reportados en la literatura y a que no se realizé el estudio de calorimetria.

2- La 'Bioalteraci()n de los Dinteles se debe, principalmente, a la presencia de
bacterias -celuloliticas_

3.- Los estudios de calorimetria térmica diferencial con el Calorimetro Diferencial de
Barrido usado muestran una aproximacion a los valores reportados en la literatura para las
cepas estudiadas; sin embargo, el método no puede ser usado en estudios mas precisos

debido a su baja sensibilidad.
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4.- La sustancia Biocida Desfan, no presenta actividad bactericida 6 bacteriostatica
suficiente para detener el crecimiento de las bacterias celuloliticas presentes en la

Bioalteracion de los dinteles.
5.- No se obtuvieron cuerpos fructiferos. pese a que se habia reportado su presencia.

6.- El medio de cultivo CYT agar es atil en el aislamiento de bacterias deslizantes,
sin embargo, también es posible aislar bacterias que presentan deslizamiento sin pertenecer

al grupo de las Myxobacterias, asi como otras bacterias heterotrofas.
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CAPITULO IX. ANEXOS.

A.-  ANEXO I: DESCRIPCION DE LOS DINTELES PREHISPANICOS DE
TLATELOLCO.

El Dintel con la clave de la CNRPC 149/92 (central), esta ofrecido al Sol. En su
centro se encuentra el disco solar v en medio de ¢l un geroglifico de 4 movimiento. A cada
uno de sus lados se encuentra un sacerdote ricamente ataviado con una funica larga hasta las
rodillas v con gran penacho, ambos llevan en su mano izquierda una bolsa de tabaco o copal
ofreciéndola al Sol. Se observan chalchihuites alrededor, que representan el cielo que los

rodea.

La talla de Dintel identificado con la clave de CNRPC 148/92, representa a los
sacerdotes ataviados con largas tunicas v portando collares de oro, cobre o concha. Sus
penachos son horizontales v tienen chalchihuites en la base. El resto se compone de plumas
de quetzal. En la mano izquierda portan una ofrenda, probablemente tabaco. En el centro se
encuentra representado el dios Tlaloc ( dios de la lluvia ), que se encuentra en un campo

estrellado.
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La escena del tercer Dintel, identificado con la clave 150/92, por la CNRPC, se
desarrolla igualmente en un campo estrellado. El personaje central es Tlaloc, se observa
claramente su anteojera. la voluta de la palabra florida y el rayo que sostiene con la mano.
Su tocado es muy rico, presenta una doble pieza horizontal ricamente adornada con oro y
piedras preciosas. Los personajes que se encuentran a cada lado de Tlaloc son secerdotes,
cada uno de los cuales posee la voluta de la palabra en alabanza al dios, sujetan con la mano
un casacabel grande o doble ( omichicahuastli ), y tienen una tinica larga hasta las rodillas y

un collay muy rico.



ANEXOS

B.- ANEXO I1. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

EMPLEADOS?

MEDIO MINERAL MAS CELULOSA
Composicion por litro:

Celulosa en polvo 10g
KaHPO4 10g
(NHy) 2S04 10¢g
Mg$0.4:7TH~0 02 ¢
CaCly-2H20 01g
FeCly 3.02¢g

pH 7.0-7.5a 25°C

AGAR VY/2.
Composicion por litro:

Agar 150¢g
Levadura para panificacion 5.0 g
CaCl»-2H»0 1.0g
Cianocobalamina 0.5 myg

pH72 =02a25°C

AGARCYT

Composicion por litro:
Agar 150¢
Digerido pancredtico de caseina 1.0¢g
Extracto de levadura 05¢
CaCl2-2H,0 05¢
MgS04-7H20 05¢

pH72=02a25C

AGAR AMB

Composicion por litro.
Agar 150¢g
Digerido pancreatico de caseina 25¢
Almidon soluble 50¢
MgSO4'7THH0 05¢
K~HPOy 025g

pH72=02a25C

AGAR STAN A
Composicion por litro:

Solucion B 650.0 mL
Solucion A 350.0 mL
SOLUCION A
Composicion por 350 mL:
CaCly-2H>0 i0g
KNO; i.0g
MgS04-7H20 1.0g
Solucion dec elementos traza 1.0 mL
SOLUCION B:
Composicion por 630 mL:
Agar 100¢g
K-HPO4 1.0¢g

SOLUCION DE ELEMENTOS TRAZA:
Composicion por litro:

EDTA 80g
MnCla-4H,0 0.1g
CoCln 0.02 ¢
KBr 0.024g
ZnCls 0.02¢g
CuSOy 0.01g
H3BO5 001g
NaMoQy4-2H-O 00l g
Ba(Cl> 5.0 mg
LiCl 5.0 mg
SnCly-2H20 5.0 mg
AGAR SPé
Composicion por litro:
Agar 15.0¢g
Digerido pancreatico de caseina 30g
Extracto de levadura 1.0g
Agua de mar artificial 1OL

pH7.2£022a25C



AGUA DE MAR ARTIFICIAL. NaMoQOy4-2Ho0

Composicion por htro: BaClo

NaCl 247 oy
MgS04-7HA0 63 ¢ I;Sh-’ll 1,0
MgCls-6H,0 46¢ -

CaCl» 10¢g

KCl 072

NaHCO3 02¢g

MEDIO 2xYT
Composicion por 1000 mL

Bactotriptona 16.0 g
Bactoextracto de levadura  10.0 g
Na(Ctl 50¢

Mezclar, ajstar el pH a 7.0 con NaOH 5
N. Esterilizar en autoclave 20 mina 15 1b

AGARSTANS
Composicion por litro:

Soluciéon B 650.0 mL
Solucion A 350.0 mL
SOLUCION A
Composicion por 350 mL.
CaCly-2H50 10g
{(NH;):S0, i0g
MgS04-7THL0 10g

Solucion de elementos traza 1.0 mL

SOLUCION B:
Composicidn por 650 mL:
Agar 100¢g
K2HPO4 1.0g

SOLUCION DE ELEMENTOS TRAZA:
Composicion por litro:

EDTA 80¢g

MnCly-4H20 0.1g

CoClp 0.02¢g
KBr 002¢
ZnCly 002¢g
CuSQy 00t g
H3BO3 001g

ANEXOS

00t g
50 mg
5.0 mg
5.0 my
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C.-  ANEXO ITL. PREPARACION DE SOLUCIONES.
i. OBTENCION DE FENOL EQUILIBRADO: (Maldonado, 1995).

|- El fenol congelado a -20°C dejarlo que se caliente a temperatura ambiente y
posteriormente fundirlo a 68°C.

2.- Al fenol fundido adicionarle un volumen de Tris:HCl 0.5 M pH 8.0 y mezclar
vigorosamente, Permitir que se separen las dos fases y eliminar la fase acuosa (Fase
superior).

3.- Repetir 2 0 3 veces mas el paso 2 con la fase organica hasta que el pH sea mayor
de 7.8. (medir el pH con papel indicador de pH).

4.- Despues de ser equilibrado vy la fase acuosa ha sido eliminada, agregar 0.1 mi de
Tris:HC! 0.1 M a pH 8.0 conteniendo 0.2% de B-mercaptoetanol. La solucion de tenol debe

ser almacenada en un frasco ambar a -20°C.

ii, FENOL:CLOROFORMOQ:ISOAMILICO (25:24:1).
Mezclar el fenol con el cloroformo vy el alcohol isoamilico en proporcion

fenol cloroflormo:isoamilico de 25:24:1. La mezcla debe ser almacenada en un frasco ambar

a-20°C.
ii. SOLUCIONES PARA LA OBTENCION DE ADN.
SOLUCIONT.
Glucosa 50 mM
Tris:HCl 25 mM(pH 8.0)
EDTA 10 mM(pH 8.0)

Esterilizar la solucion 15 min a 10 b y mantenerla a 4°C. Agregar 10 pug/ml de
lisozima antes de usar.
SOLUCION IL

NaOH 02N

Dodecilsulfato de sodio 1 %
SOLUCION 1L

Acetato de potasio 50 M

Acido acético glacial 11,5 mi

Agua desionizada 285 ml
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