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RESUMEN

Se realizo un estudio taxonémico de 109 cepas de
bacterias heterdtrofas aisladas de las aguas del Lago
Peiiuelas, localizado en la 1" Region, Valparaiso, Chile,
junto a 8 cepas de referencia. Se efectuaron 107 pruebas
fenotipicas que fueron analizadas por taxonomia
numerica. Se encontraron 7 fenones utilizando el
coeficiente de apareamiento simple de Sokal y Michener
(Ssm) v la técnica de agrupamiento UPGMA, a un nivel
de semejanza del 70%. Los fenones A (9 cepas) v F (3),
Jueron asignadas al género Bacillus, 41 cepas fueron
incluidas en el género Flavobacterium (fenones C y E),
el fenon B (11), fue asignado al género Aeromonasy los
Jenones D (37 1 v G (6 ) fueron incluidos en el género
Acinetobacter.

INTRODUCCION

ElLago Peiiuelas (33°10°S-71°29°W) es la fuente de
abastecimiento de agua potable para los sectores altos de
las ciudades de Valparaiso v Vifia del Mar. Su uso y
desarrollo debe ir por lo tanto. precedido de estudios de
calidad v compatibilidad con su funcion primordial, el
abastecimiento de agua potable. Estelago ofrece también

SUMMARY

[Taxonomic study of heterotrophic bacteria isolated
from water of Peiiuelas Lake (V Region, Chile)]

A taxonomy studv has been carried out on 109
strains on heterotrophic bacteria isolated from water of
Peiiuelas Lake, located on 1" Region, Valparaiso, Chile,
and on eight reference strains. The 107 phenotvpic test
were analyzed by numerical taxonomy. Using Ssm coeffi-
cient and the unweighted pair group method of associa-
tion (UPGAL4) at the 70% similarity level ,seven phenons
were obtained. Phenons 4 (9 strains) and F (3), were
assigned to genus Bacillus, 41 strains were include to
genus Flavobacterium (phenons C and E); phenon B
included (11) that resembled the genus Aeromonas and
phenons D (37) and G (6) were assigned tu genus
Acinetobacter.

la posibibilidad de ser considerado como un campo de
investigacion. detallada. relacionado con su funciona-
miento como ecosistema.

Las bacterias como agentes descomponedores de la
materia organica. ejercen una funcion decisiva. gracias a
la cual reingresan con rapidez las sustancias organicas
mas importantes en los ciclos de la materia. permitiendo
asi a las plantasv demds elementos de la cadena alimen-
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taria la produccidn de nuevos compuestos organicos. El
presente estudio fue ideado con el proposito de lograr un
conocimiento mas acabado de la distribucion taxonémica
de los grupos bacterianos presentes en el agua de este lago,
dado la escasa informacion al respecto. Navarroy Avaria
(1971), dan a conocer la constitucién del fitoplancton,
Sancha y Castillo (1975), efectuaron la caracterizacion
quimico-bacterioldgica de lasaguas, con el objetivode ver
su calidad como fuente de agua potable. Recientemente
Ziiiiga y Carvajal (1990), en relacion con la distribucion
de cianobacterias, sefialan que en el lago, pese a la alta
variedad de especies fitoplanctonicas, en determinadas
épocas del afio s6lo tiende a predominar una de ellas,
Microcystis incerta. Schmid-Araya y Zaiiiga (1992),
sefialan la relacion con la variabilidad temporal que
presenta ¢l zooplancton en el cuerpo de aguay Villagran
yDominguez (1989), ladistribucion de corrientes mediante
el uso de derivadores, encontrando que en el lago existen
fuertes corrientes, 1o cual permite la circulacion constante
del cuerpo de agua y con ello la resuspension de los
nutrientes que pudieran tender a sedimentar. A pesar de
estos estudios, nada se sabe de la composicién de los
grupos taxonémicos bacterianos presentes en estas aguas,
los cuales son elementos importantes en los ciclos de la
materia. De esto nace el interés de nuestra investigacion,
que nos permite una aproximacion preliminar de los
diversos grupos taxonomicos bacterianos, teniendo
presente que en el futuro deberdn realizarse estudios mas
acabados. para completar los datos en un ciclo anual.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento y mantenimiento de las cepas.

Las bacterias fueron aisladas de muestras de agua
tomadas a 5 cm de la superficie. entre los meses de Agosto
de 1990 y Enero de 1991. en 12 estaciones diferentes en
el Lago Penuelas, provincia de Valparaiso (V Regidn,
Chile)y a 12 Km de esta ciudad (Fig .1). Los métodos de
aislamiento y seleccion se basaron en los descritos por
Quesadaetal., 1983y Marquezetal., 1987. Las 109 cepas
de bacterias heterdtrofas seleccionadas fueron mantenidas
en agar nutritivo inclinado (Gow y Mills, 1984).

Cepas de referencia.

Las siguientes cepas de referencia fueron incluidas
en este trabajo: Kiebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli C, Enterobacter cloacae,
Bacillus pumiilus, Micrococcus luteus y Staphylococ-
cus aureus. Estas cepas fueron obtenidas de la coleccion
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de cultivos del Laboratorio de Microbiologia Ambiental
de la Universidad Catolica de Valparaiso.

Caracterizacién de los aislamientos.

Se realizaron 107 pruebas fenotipicas, incluyendo
test morfologicos, fisioldgicos, bioquimicosy nutricionales
para cada cepa (Tabla 1), basandose en los procedimientos
descritos por Quesada et al., 1984; Marquezet al., 1987y
Cowan & Steel, 1974).

Anélisis numérico.

Fueron seleccionados 98 caracteres fenotipicos para
el andlisis numérico. Los resultados positivos y negativos
fueron codificadoscomo 1y O respectivamente. La simili-
tud entre las cepas se estim6 aplicando el coeficiente de
apareamiento simple Ssm, (Sokal y Michener, 1958) y la
agrupacion, por el método de acoplamiento promedio no
ponderado UPGMA. Seevalud el test de error examinan-
do 10 cepas por duplicado (Sneath y Johnson, 1972).
También se obtuvo la correlacién cofenética para el
método aplicado (Sneath y Sokal, 1973). El analisis
computacional se llevé a cabo con el programa MINT de
taxonomia numérica (Rohlf, 1985), utilizando un
computador Eclipse modelc MV/10.000, en el Centro de
Calculo de la Universidad de Granada, Granada, Espaiia.

RESULTADOS

Los resultados del andlisis numérico de las
caracteristicas de las cepas agrupadas , se muestran en el
dendograma simplificado de la figura 2. La correlacion
cofenética fue de 0.73426. El error estimado fue 2,8%, el
cual no afecté el andlisis de grupos de las bacterias
heterétrofas. La mayoria de las cepas se agruparon en 7
fenones a un nivel de semejanza del 70%. Dos cepas no
quedaron incluidas en los fenones y las ocho utilizadas
como referencia se agruparon en forma separada.

Fenén A. Este grupo incluye a 9 cepas que son
bacilos gram positivos, méviles y formadoies de csporas.
Catalasa positivos v oxidasa negativos. Anaerobios
facultativos. Se desarrollan bien a concentraciones de 0 al
5% de NaCl, a pH de 6-10 y a temperaturas comprendidas
entre 4 y45°C. Producen dcidos de glucosay glicerol, pero
no de arabinosa, galactosa, myo-inositol y ramnosa.
Hidrolizan el almidén, la esculina y la gelatina. Son
hemoliticos, no crecen en agar MacConkey. Son capaces
de utilizar diversos comipuestos como tnica fuente de
carbono, nitrogenoy energia (Tabla 1). Este fenén fue por
sus caracteristicas, incluido en el género Bacillus.
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TABLA 1

Frecuencia de caracteristicas positivas encontradas en cada grupo, expresadas como porcentaje del total de
pruebas realizadas para cada grupo.

Fenon A BC D E F G| Fenén A BC D E F G
N° Cepas 9 1136 37 5 3 6| N° Cepas 9 1136 37 5§ 3 6
Gram positivos 100 0 0 0 0 100 0 {| Arginina dehidrolasa 66 100 56 0 20 0o 17
Gram negativos 0 100100 100 100 0 100 | Crecimientoen
Esporas 100 0 0 0 0 0 0 | Agar MacConkey 0 100 69 78 100 0 83
Movilidad 100 100 0 0 0 100 0§ GasdeO/F 0 88 6 0 0O 0 O
Crecimiento en NaCl% Fermentadores 100 100 53 0 53 100 0
100 64 75 86 100 67 83 { Utilizacién de compues-

5 100 82 50 70 100 67 67 | tosorganicos como Unica

10 22 18 30 30 20 0 33 [ fuentede Carbonoy energia: 2

15 0 028 11 20 0 0 I Almidoén 100 91 92 97 100 67 17
Crecimiento a diferentes pH L-arabinosa 77 81 6 89 100 67 100

4 0 54 6 22 0 33 33 [ Esculina 100 100 83 97 100 100 67

5 11 54 19 51 0 0 33 { D-fructosa 100 72100 95 100 100 100

6 100 100 64 81 100 33 17 [ D-galactosa 100 100 94 100 100 33 100

10 100 100100 100 100 100 100 { D-glucosa 100 100 94 100 100 100 100
Crecimiento a diferentes T° C: Inulina 100 100 97 100 100 67 33

100 100 86 89 80 100 100 § Maltosa 33 90 92 100 100 33 17

40 100 100 94 97 100 100 100 § D-manosa 100 100 97 100 100 100 100

45 100 27 47 59 80 33 17 | L-rafinosa 100 100100 97 100 100 50
Produccion de acidos de: L-ramnosa 100 100 97 97 100 100 67
L-arabinosa 0 36 8 0 20 67 0 §| Sacarosa 44 100 97 24 100 100 50
D-galactosa 0 91 14 0 20 33 0 i D-xilosa 100 81100 100 100 100 67
D-glucosa 100 100 97 0 100 100 17 | D-trealosa 100 100 97 100 100 100 67
DL-glicerol 100 100 14 0 40 33 0 | Adonitol 77 72 8 8 20 0 O
Myo-inosﬁol 0 0 0 3 0 0 0 § Dulcitol 88 100 94 86 20 0 0
Lactosa 11 36 17 0 60 100 0 | DL-glicerol 100 100 92 97 100 33 83
Maltosa 33 64 3 0 0 0 0 | D-manitol 100 100 92 78 40 33 100
Manitol 33 64 33 63 60 100 17 | Myo-inositol 100 100 97 100 0 0 0
L-ramnosa 0 0 3 0 0 33 0 | Etanol 88 100100 92 20 0 17
Sacarosa 33 45 28 14 0 100 17 { Propanol 100 100100 95 60 67 17
Oxidasa 0 100100 0 100 0 0 | D-sorbitol 88 100 97 95 40 0 33
Gas de glucosa 0 1811 0 60 100 0§ l-butanol 100 90 97 92 60 33 17
Gas de lactosa 0 0 11 0 60 100 0 | Acetato 100 100 92 89 20 67 83
Indol 0 18 0 0 40 0 0 § Benzoato 22 9 22 54 0 0 0
Rojo de Metilo 100 18 0 0 100 100 0 | Caprilato 22 933 59 0 33 50
Voges Proskauer 0 9 14 0 40 33 33| Citrato 100 100 97 97 60 100 100
Citrato 100 73 89 100 30 100 100 j Oxalato 88 100 94 84 20 33 17
Nitratos 55 18 0 0 100 100 0 | Piruvato 100 90100 100 100 100 100
H28 77 91 53 0 100 67 33 | Succinato 11 91 28 5 20 0 0
Hemolisis 88 82 72 62 100 100 100 | Utilizacion de amino-
Hidrolisis de:Almidon 100 91 92 0 60 33 3 | 4cidos como unica fuente
Caseina 55 8 30 0 40 33 0 | de carbono, nitrégeno y
Gelatina 88 73 69 100 100 33 50 | energia
Urea 77 27 0 3 0 0 0 i L-alanina 88 82 97 100 100 100 100
Esculina 88 82 58 46 80 67 33 | L-arginina 100 100 97 95 100 100 100
DNA 22 64 36 70 100 33 33 | L-asparragina 55 73 89 95 80 100 83
Tween 20 44 8 69 84 80 33 50 j L-cisteina 66 64 36 62 20 0 33
Tween 80 4 73 72 0 60 100 100 | L-prolina 100 82 % 89 60 100 83
Malonato 11 05 64 20 67 50 | L-isoleucina 100 100 97 100 100 100 100
Crecimientoen KCN 66 100 58 97 100 100 67 | L-leucina 77 91 92 8 80 100 67
Lisina descarboxilasa 11 069 0 60 33 67| L-glicina 100 8 97 89 100 100 100
Acido de lisina 0 01l 0 0 0 O} Lomitna 100 82100 93 80 100 83
Ommnitina descarboxilasa 11 0 89 0 60 0 67 | L-serina 66 64 92 97 80 100 100
TSI glucosa 88 100 39 0 100 67 33 | L-triptofano 100 100 97 97 100 100 83
i arosa 2 3% 6 0 0 67 17} Lvalina 55 64 94 95 100 100 100
TSI gas 0 9 6 16 20 0 0] Llisina 100 73 94 92 40 100 100

Todas las cepas fueron de forma bacilar. catalasa positivas, capaces de crecer a 0y 0,5% de NaCl, tienen crecimiento 6ptimo a pH

7v 8. Crecen bien a temperaturas de 15, 28 v 37°C.
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FIGURA 1

Ubicacién de las estaciones de muestreo en el Lago Peiluelas.
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FIGURA 2
(- Dendograma simplificado de los agrupamientos de las cepas en 7 fenones, basado en el coeficiente de Ssm y
! latécnica UPGMA, para las 109 cepas de bacterias heterotrofas del Lago Peiiuelas y 8 cepas de referencia.
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Fenén B. Compuesto por 11 cepas reunidas a un
nivel de semejanza del 75%. Bacilos gram negativos, no
esporulados, mdviles, oxidasay catalasa positivos. Tienen
un metabolismo fermentativo. Crecen auna concentracion
de 0 a 5% de NaCl y a un rango de pH entre 6 y 10. Las
temperaturas de crecimiento comprenden de 4 a 40°C.
Producen 4cidos de glucosa, galactosa y glicerol pero no
de myo-inositol y ramnosa. Son produciores de H2S,
hemoliticos, hidrolizan elalmidén, la caseina yla esculina.
Acitan sobre el Tween 20, noutilizanel malonatoy crecen
enpresenciade KCN. Utilizanla arginina, no descarboxilan
la lisina ni la ornitina y crecen en agar MacConkey. Este
grupo se caracteriza por su versatilidad nutricional (Tabla
1). Las caracteristicas generales de las cepas permiten a
este fendn su inclusion en el género Aeromonas.

Fenén C. En éste fueron incluidas 36 cepas que
quedaron agrupadas aun nivel de semejanzadel 73%. Son
“bacilos gram negativos, no formadores de esporas,
inmoviles. catalasa y oxidasa positivos. Tienen un
metabolismo respiratorio, crecen bien a pH 10 y a
temperaturas comprendidas entre 4 y 40°C. Producen
acidos de glucosa, pero no de myo-inositol. Son indol y
rojo de metilo negativosy citrato positivos. Hidrolizan el
almidon, pero no la urea, descarboxilan laornitina. Utilizan
un gran nimero de compuestos como fuente de carbono,
nitrégeno v energia (Tabla 1). Este grapo puede ser
incluidos en el género Flavebacterium.

Fenon D. Este grupo contiene 37 cepas de bacilos
gram negativos, no esporulados y de movilidad negativa.
Crecen bien a 3% de NaCl y a pH comprendidos entre 7
v 10. Pueden desarrollarse a temperaturas comprendidas
entre 4y 40°C. Son aerobios estrictos, catalasa positivos y
oxidasa negativos. No producen dcidos de ningiin aziicar
ensayado. rojo de metilo negativo. Indol y acetil-
metilcarbinol negativos. citrato de Simoén positivo.
reduccion de nitratos negativo. Hidrolizan la gelatina
pero no el almidon, caseina ni Tween 80. Crecen en
presencia de KCN, arginina dehidrolaza negativos v no
descarboxilan la lisina ni la ornitina. Utilizan una gran
variedad de compuestos como fuente de carbono, nitrogeno
venergia (Tabla 1). Este grupo queda incluido en el género
Acinetobacter .

Fenén E. Formado por 5 cepas que tienen
caracteristicas muy similares a las agrupadas en el fenén
- C. exceptuando las pruebas del rojo de metilo y de la
utilizacion del myo-inositol comio fuente de carbono v
energia (Tabla 1). Este fenon puede incluirse en el género

- Flavobacterium.
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Fenon F. Este grupo constituido por 3 cepas, tiene
caracteristicas similares al fenon A, exceptuando que no
forman esporas, producen gas de la glucosa y no utilizan
el dulcitol, etanol, myo-inositol y sorbitol como fuente
nutricional (Tabla 1). Estas cepas han sido incluidas enel
género Bacillus.

Fenén G. Constituido por 6 cepas unidas a un nivel
de semejanzadel 75%. Presentan caracteristicas similares
a las cepas del fenon D, pero difieren de éste en que :
hidrolizan el almidon y el Tween 80. No utilizan el
dulcitol, adonitol y el myo-inositol como fuente de energia
(Tabla 1). Los miembros de este fenon quedan incluidos
en el género Acinetobacter.

DISCUSION

De los resultados obtenidos, podemos observar que
la poblacion heterétrofa de microorganismos de las aguas
del Lago Pefiuelas, se encuentra constituida en su mayor
parte de bacterias gram negativas aerobias y anaerobias
facultativas representadas por los géneros 4eromonas,
Flavobacterium y Acinetobacter, lo cual concuerda con
los estudios realizados por Kusnezow (1959), quien sefiala
que en los lagos predominan bacilos no esporulados, al
menos en los localizados en zonas templadas y de
caracteristicas eutroficas. Asi, la microbiotano esporulada
en el lago Pefiuelas, de caracter eutrofico (Schmid-Araya
v Zufiiga 1992) , representa el 89% del total. Taylor
(1942), estudiando algunos lagos ingleses. encontro una
proporcion del 95,5%, mientras Babenzien (1966), las
registra en un 85% en el neuston de los lagos de
Mecklemburgo. Sin embargo, Jegorowa et al.. 1952, solo
detecta un 18% en los lagos siberianos.

Enrelaciénconla microbiota esporulada Kusnezow
(1959). comenta que es raro que este tipo de microor-
ganismos superen en los lagos cutroficos el 10% del total
de las bacterias. En nuestro caso los microorganismos
esporulados gram posilivos, representaron el 11% del
total estudiado.

Se sefiala que la poblacion esporulada es a menudo
mayor en los lagos mesotroficos (Kusnezow, 1939),
alcanzando enire un 20-25% de todas las bacterias
saprofitas. Su importancia es maxima en los lagos
distroficos, donde llegan a rebasar incluso el niimero delas
bacterias no esporuladas, asi en el lago distrofico de
Tschornoje (Rusia), las esporuladas representa el 85%de
la bacterias totales, lo cual es 16gico dada las condiciones
térmicas extremas de este lago (Kusnezow, 1959).

Losandlisisde lamicrobiota del lago Pluss. realizados
en diversas épocas del afo, con ayuda de taxonomia
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numérica, han revelado que en primavera, veranoy otofio
se encuentran en €l grupos especificos de bacterias para
cada una de estas estaciones (Witzel et al., 1982). Los
resultados de este estudio, realizados en primavera-
verano, concuerdan con esto, ya que los grupos
predominantes corresponden a los que los citados autores
dan como propios de esta época. Lasbacterias encontradas,
suelen poseer una tolerancia fisioldgica con rangos que les
permiten utilizar un amplio espectro de sustancias nutritivas
de su medio ambiente natural (Brock, 1987). De ésto se
desprende que es posible tener una comunidad con una
alta diversidad nutricional o fisioldgica, pero a su vez con
una baja diversidad taxondmica,como es en nuestro caso
con los géneros Flavobacterium, Acinetobacter y en
ciertos casos Aeromonas (Tabla 1). Estos géneros
bacterianos se encuentran en forma natural en lasaguasde
los lagos, participando activamente en la degradacion de
la materia orgéanica y por ende en los ciclos de los

nutrientes. Es un hecho conocido que en la época del afio
en que se realizé el estudio, hay una circulacion mayor de
las aguas del lago (Villagran y Dominguez, 1989), por lo
tanto, la disponibilidad y versatilidad de nutrientes es
mayor, lo cual puede seleccionar a grupos de
microorganismos capaces de llevar a cabo una
mineralizacién activa de los nutrientes presentes.

Lascaracteristicas de las agrupaciones en los fenones
A,B,Cy D, se consideraron basandonos en los trabajos de
Claus & Berleley ,1984; Popoff, 1984; Holme et al. 1984
y Bouvet & Grimont, 1986.

Futuros estudios en un ciclo anual, nos permitiran
comparar con mas detalles la variacion de la diversidad
taxonoémica bacteriana en el Lago Peiiuelas.
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