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INCIDENCIA Y CARACTERISTICAS METABOLICAS DE BACTERIAS
DE SUPERFICIE HIDROFOBICA PRESENTES EN EL NEUSTON DE
POZAS LITORALES

Yenise Soto, James Robeson y Patricio Garcia-Tello*

ABSTRACT. Incidence and metabolic traits of bacteria with hydrophobic surface
present in the neuston of littoral pools.

The incidence of bacteria showing surface hydrophobicity in the neustonic
layer of littoral pools as compared with their incidence in subsurface water
was determined. In addition, some of their metabolic traits were examined.
A greater incidence of bacteria with hydrophobic surface in the neustonic
layer was consistently found, The isolates examined belong to the genera
Vibrio and Pseudomonas and could use various sugars, organic polymers and
aromatic compounds as sole source of carbon and energy. The results suggest
a selection of a bacterioneuston adapted to the features of its habitat.
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INTRODUCCION

El término neuston es aplicado a plantas, animales y bacterias
que estdn asociadas con la pelfcula superficial del agua
(ZoBell 1946); es, sin duda, el neuston, uno de los hdbitats
menos estudiados en ecologf{a microbiana marina, a pesar de ser
de gran interés microbiolégieo, debido a que en esta pelfcula
se acumulan substancias orgdnicas simples y poliméricas, mu-
chas de naturaleza altamente hidrofdbica (Parker & Barsom
1970, Duce et al. 1972) aportadas por la comunidad neustdnica,
necténica y benténica, como también de origen aldctono, tales
como lfpidos e Hidrocarburos. Por otra parte, una apreclable
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proporcidn del carbone orgédnico disuelto acumulado en la pelf-
cula superficial corresponde a carbohidratos de origen fito-
planctdnico (Sieburth et al. 1976), ademds de materiales fend-
licos, complejos carbohidrato-proteico y 1fpidos (Carlson &
Mayer 1980). La presencia de estos componentes en la micro-
capa superficial, posiblemente ejercen una ecierta selececidn
sobre el bacterioneuston, una de cuyas caracterfsticas serfa
la abundancia de bacterias de superficie hidrofdbica.

El objetivo de este trabajo es conocer la incidencia de
bacterias de superficie hidrofdbica en el neuston y su com=
portamiento frente a compuestos orgdnicos.

Para este estudio se escogieron pozas litorales debido a que
presentan una mayor estabilidad en la masa de agua y, por con=-
siguiente, en la capa neustdnica, ademds de limitar el proceso
de dilucidén de la materia orgdnica aportada por la comunidad
presente, lo cual tenderfa a enriquecer una comunidad micro-
biana particular.

MATERTALES Y METODOS

Se realizaron 14 muestreos entre el 22 de julio y el 13 de
septiembre (invierno) de 1983, en las pozas rocosas de Monte-
mar, bahfa de Valparaiso (32°57'S, 71233'W). En cada muestreo
se escogieron 3 pozas a las cuales se les midié el pH y 1la
temperatura de sus aguas.

Para la extraccién de muestras de neuston se utilizé una
malla de nylon de un tamiz de 18 mesh (18 hebras/pulgada),
segiin Garrett (1965), en un marco de 40 x 40 cm. La malla se
sumerge verticalmente en la poza y se retira horizontalmente,
extrayendo por tensidn superficial la capa superior del agua,
del orden de 100 a 150 pym (Duce et al. 1972). El agua reteni-
da por la malla se deja escurrir por uno de sus dngulos sobre
un embudo comunicado con una botella, ambos estériles (Fig. 1).
El agua subsuperficial se colecta a 20 cm de profundidad con
botellas estériles, las que una vez sumergidas, se destapan y
se deja entrar el agua, evitando asf{ la mezecla en la muestra
con la capa neustdnica.

De cada muestra se observé al microscopio dSptico el sedi-
mento de 5 ml, centrifugado por 10 minutos a 2867 g (Jouan,
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E-70}, con el fin de relacionar el
bacterioneuston con la presencia
de otros microorganismos. Por ca-
da poza, se tomaron alfcuotas de
0,1 ml de muestras de neuston y de
agua subsuperficial, las que se
sembraron, homogéneamente en su-
perficle, en agar marino (0,3%
extracto de levadura; 1,0% proteo-
sa-peptona; 2,4% NaCl; 0,07% KC1;
0,5% MgCl, x 6 H,0; 0,7% MgS0, x
7 H,0; 2,0% Agar, pH 7,5) de
Colwell et al. (1975), en tripli-
cado. Las 6 placas sembradas por
poza se incubaron por 48 horas a
18, temperatura adecuada para
bacterias marinas. Se escogieron
al azar 100 colonias de neuston y
100 colonias de agua subsuperfi-
cial, las que se sembraron por pi-
cadura en placas con el mismo me-
dio, para detectar cepas hidrofd-
bicas mediante un test de hidrofo-
bicidad, que consiste bdsicamente
en presionar un disco de poliesti- Fig. 1

reno sobre el medio sdlido con co-

lonias de 48 horas; el disco con Malla de Neuston tipo Garrett.
las colonias adheridas se pone ba-

Jo un chorro de agua por 2 minu-

tos, luego se fija por un minuto con metanol para finalmente
tefiir con viocleta gensiana por un minuto (Rosenberg 1981).
De las cepas de superficie hidrofébica, aisladas en cultivos
puros, se seleccionaron 29 cepas altamente hidrofébicas en
términos cualitativos, por reiterados ensayos del test de
hidrofobicidad; éstas fueron sometidas a una serie de pruebas
con el fin de caracterizarlas e identificarlas tentativamente.

Para caracterizar las cepas hidrofdébicas se ensayd:

- Tolerancia a NaCl, en caldo L, segin Carlton & Brown (1981) a
concentraciones de 1%, 5%, 10%, 12% y 15% de NaCl, ademds de
una prueba con ausencia de esta sal. Se considerd crecimiento
una lectura en el espectrofotdmetro de 0,1 de densidad dptieca,
con una longitud de onda de 5S40 nm,

- Actividad enzimdtica sobre gelatina, almidén y Tween 80, en
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caldo L, mds los compuestos mencionados a concentraciones de
0,5% segtin Harrigan & Mc Cance (1966).

Utilizacidn de aziicares simples como unica fuente de carbono,
en medio basal (MB),(Mac Leod 1968), mds 0,5% de los siguien-
tes azdcares: inositol, lactosa, manitol, glucosa, sucrosa y
rafinosa. BSe determind crecimiento por turbidez al cabo de 48
horas a 18°C.

Utilizacidn de compuestos aromdticos como tunica fuente de
carbono, en MB con agar-agar al 2%. Se escogleron: p-cresol,
m-clorobenzoato de sodio, fenol, naftalina y aleanfor (Merck
p.a.), a concentraciones de 10 y 100 ppm. Esta prueba se hizo
por picadura en placas, con un control de crecimiento, es de-
cir, sin compuestos aromdticos, incubados a 18 por 48 horas.

En consideracidén a que todas las cepas aisladas fueron
Gram - negativas, la identificacidén tentativa se realizd de
acuerdo a las recomendaciones de Shewan et. al. (1960) y Smibert
& Krieg (1981),

RESULTADOS Y DISCUSION

El promedic de los valores de pH determinado para diversas
pozas, estd dentro de un rango encontrado en aguas ocednicas,
ésto es, entre 7,8 y 8,2 (Riley & Chester 1971), probablemente
debido a la renovacidn regular a que estdn sometidas las pozas
litorales. La temperatura media del agua de las pozas litora-
les fue de 15 (Fig. 2), la cual se encuentra aproximadamente
4°C por sobre la temperatura media del agua litoral, en 1la
época de muestreo.

Los valores de recuento viable total, en agar marino, de
muestras de neuston presentan un orden de magnitud de 1:100
veces mds alto, que para muestras de agua subsuperficial
(neuston: 102 -10* UFC/ml y agua subsuperfieial: 102 -102
UFC/ml}, datos que coinciden con las observaciones de Sieburth
(1971) para aguas ocednicas. Igualmente, los resultados indi-
can que la ineidencia de bacterias de superficie hidrofébieca,
fue, en todas las muestras, mayor en neuston gque en agua sub-
superficial. Las bacterias de superficie hidrofdbica, de
origen neustdnico, en 5 de 14 muestreos, superaron el 50% de
las cepas aisladas al azar y como promedio de todos los mues-
treos aleanzaron un valor cercano al 38%. Por el contrario,
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Fig. 2. Valores promedios de pH (---) y temperatura (—) de pozas litorales.

la incidencia de estas bacterias en muestras de agua subsuper-
fieial, no superd el 20% como promedio (Fig. 3).

Se observaron requerimientos de NaCl en el 77% de las cepas
hidrofdbicas. S6lo el 23% de ellas crece sin adicidn de esta
sal al medio. Entre las bacterias que requieren adicidn de
NaCl al medio, crecen a concentraciones entre 1% y 12%, siendo
el 5% la concentracidn requerida por el 100% de las cepas
(Fig. ba). Aproximadamente el 50% de las cepas aisladas tiene
un requerimiento que es satisfecho por 3 concentraciones dis-
tintas de NaCl (Fig. 4b). El aito nivel de tolerancia a NaCl
por un gran nimero de cepas hidrofdbicas del bacterioneuston,
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Fig. 3. Distribucién de bacterias hidrofdbicas en Promedio de todos
Neuston T3y en sub-superficie =, los muestreos.

en cada muestreo.



132 - Revista de Biologfa Marina Vol. 20, NOZ, 1984

ademds de su requerimiento dptimo del 5%, sugieren que estas
poblaciones estdn sujetas a condiciones de mayor salinidad,
debido a fendmenos de evaporacidn y acumulacidn de aerosoles
atmosféricos, provenientes de 1a superficie marina (Popov
1965). Por otra parte, Sieburth et al. (1976}, sefialan que la
interfase agua -aire provoca la atraccidén de grupos hidrofdbi-
cos. Fendmenos que en conjunto conducirfan al enriquecimiento
de bacterioneuston con tendencia haldéfila e hidrofdbica.

100 —

3] |:48.28 %

504

% Cepas Hidrofobicas

Fig. 4. (a) Crecimiento de bacterias hidrofdbicas con diferentes concentra-
ciones ([ 1) de NaCl. (b) Rango de tolerancia de las mismas.

Un alto porcentaje de cepas son capaces de degradar gelati-
na, almidén y Tween 80 (Fig. Sa). Valores similares para ac-
tividad de gelatinasa y lipasa entrega Sieburth (1971), para
muestras del bacterioneuston del Océano Pacifico. El wvalor
para amilasa, se acerca mds a los resultados que presenta para
las aguas mds templadas del Caribe y del Atldntico. Aproxima-
damente el 69% de las cepas actia sobre los 3 compuestos pro-
bados (Fig. 5b).

Todos los microcorganismos de superficie hidrofébica estu-
diados, poseen capacidad para degradar glucosa y sucrosa como
Unica fuente de carbono, ademds el 35% de ellos puede utilizar
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Fig. 5. (a) Utilizacién de Almidén B , Gelatina y Tween 80 .

(b) Versatilidad metabdlica sobre los mismos compuestos.

rafinosa y/o manitol (Fig. 6a). Con respecto a su versatili-
dad metabdlica, el 55% de las colonias aisladas fue capaz de
utilizar sdlo 2 aziicares (glucosa y sucrosa) y el 45% restan-
te, 3, %, 5 y 6 azucares (Fig. 6b}. Valores igualmente altos
entrega Sieburth (1971), para la utilizacién de glucosa por
bacterias aisladas del neuston del Océano Pacifico (85,6%) y
del Caribe y Atldntico (76%). b
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Fig. 6. (a) Utilizacidn de aziicares simples como iinica fuente de carbono.
Inositol [III] , Lactosa , Manitol y Glucosa .
Sucrosa 5y Rafinosa R . (b) Versatilidad metabdlica sobre
los mismos azicares.
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A lo menos el 80% de las cepas, es capaz de usar como Unica
fuente de carbono, alguno de los compuestos aromiticos proba-
dos y entre éstos, naftaleno y alcanfor fue utilizado por to-
das las cepas (Fig. Ta). Por otra parte, la capacidad para
utilizar en forma indiferente los 5 compuestos, alecanzé a algo
mds del 65% de las cepas (Fig. 7b). Posiblemente, esta amplia
versatilidad sea sd8lo parte de su actividad sobre compuestos
de naturaleza hidrofdébica. Substancias relativamente hidrofd-
bicas son también los pesticidas o herbicidas sintéticos. Los
autores Parker & Barsom (1970) expresan que la microcapa su-
perficial del agua, serfa un importante reservorio de estos
compuestos.

Observaciones microscdpicas del centrifugado, indicadoras
de bacterioneuston abundante coincidieron con la riqueza de
protozoos ciliados y de foraminiferos tecados; del mismo modo,
Sieburth (1971) sefiala que poblaciones grandes de bacterio-
neuston, soportan poblaciones grandes de amebas. Al parecer,
en pozas litorales como las estudiadas, la mayor actividad
fotosintética recae sobre fitoflagelados pequerios, los cuales
se encuentran activos y en abundancia en las muestras de neus-
ton. Por el contrario, las diatomeas fueron escasas y la
mayoria se encontraba en proceso de descomposicidén o con sus
fristulos vacfos.

Pruebas de identificacidn realizadas para bacterias de
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fig. 7. (3) Utilizacidon de compuestos aromdtices como {nica fuente de carbo-
no. p-cresol , m-clorabenzoato de sodio , fenel B,
Naftaleno y Alcanfor [II . (b) Versatilidad metabélica
sobre los mismos compuestos.
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superficie hidrofébica (Tabla 1), permiten reconocer tentati-
vamente la presencia de los géneros Pseudomonas y Vibrio.
En igual forma, Sieburth (1971), afirma la presencia de
Pseudomonas y enterobacterias en la capa neusténica de las
aguas por €1 estudiadas. Como ejemplo de las reacciones con-
ducentes a identificar como tales los géneros mencionados,
podemos ecitar la cepa 7 para Vibrio y la cepa 11 para
Fseudomonas.

CONCLUSIONES

El estudio de las bacterias de superficie hidrofdbica de 1las
pozas litorales, sugiere la presencia de una poblacidn bacte-
riana que responderfa a ciertas caracterfsticas de este hdbi-
tat, reflejada en la abundancia de bacterias hidrofébicas y
haléfilas de versatilidad metabdlica amplia frente a compues-
tos de diversa complejidad.
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