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Resumen 

Las actinobacterias son bacterias muy abundantes en el suelo y ambientes marinos, son 

microorganismos filamentosos, gram positivos, no móviles, son generalmente saprófitos y se 

han descrito tanto en ambientes naturales como modificados por el hombre, los principales 

géneros de actinobacterias, aislados a partir de suelos son Micromonospora, Nocardia y 

Streptomyces. En esta investigación se planteó caracterizar fenotípicamente actinomicetos 

aislados de sedimentos marinos del Golfo de México para ello, se determinó la selectividad 

de los aislados en diferentes medios de cultivo; cualitativamente se registró si la producción 

de pigmentos carotenoides se ve afectada por la presencia de luz y oscuridad; se identificó la 

aproximación filogenética de los aislados; se determinó el isómero del ácido 

diaminopimélico en los aislados; también se evaluó si los pigmentos carotenoides 

corresponden a la presencia de ácidos micólicos y finalmente se evaluó el crecimiento de los 

aislados en distintos compuestos como única fuente de carbono y nitrógeno. 

Los 25 aislados recuperados, presentaron características de coloración naranja y amarilla, de 

superficie lisa y consistencia suave-mantecosa (butirosa), se sabe que esta consistencia 

generalmente se observa en los géneros Dietzia, Rhodococcus, Gordonia y Tsukamurella.; 

se comprobó que los aislados presentaron mejor crecimiento en medios de cultivo selectivos 

para actinomicetos; según el isómero del DAP se confirmó que ninguno de los aislados 

pertenece al género Streptomyces, también se encontró que los microorganismos a los que 

se les extrajeron ácidos micólicos los contenían. Se seleccionaron 5 cepas tipo y se evaluó su 

crecimiento en diferentes fuentas de carbono y nitrógeno, se observó que el crecimiento y 

pigmentación, estuvo afectado por aquellas fuentes cuya estructura química fue más 

compleja, esto seguramente debido al alto costo energético para su síntesis. El análisis 

filogenético de las 5 cepas tipo, que se utilizaron basados en el gen 16S rARN, confirmaron 

que tres (I001, I006 e I013) pertenecen especies de los géneros Dietzia y Rhodococcus, 

mientras que I002 e I025 pertenecen al género Erythrobacter. 

Este estudio pone en evidencia que para caracterizar cualquier microorganismo es importante 

no sólo hacer caso de pruebas tradicionales, es necesario hacer uso de técnicas moleculares 

para tener mayor exactitud y reproducibilidad en los datos reportados de cualquier 

investigación.  
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Introducción 

Dentro de la diversidad de microorganismos presentes en el suelo (bacterias y hongos), llama 

la atención los que se encuentran vinculados con los ciclos biogeoquímicos de los nutrientes, 

pues a través de estos se genera la transformación de elementos como carbono, nitrógeno, 

oxígeno, hidrógeno, calcio, sodio, azufre, fósforo y potasio entre los seres vivos y la 

atmósfera o la biomasa (Vessey, 2003). 

Es importante resaltar el potencial como control biológico que estos microorganismos 

representan, considerándolos como una alternativa importante dentro del manejo integrado 

de enfermedades. Tanto hongos como bacterias se han estudiado por su capacidad para 

controlar patógenos en un gran número de ambientes (Bueno et al., 2012).  

Las actinobacterias son bacterias muy abundantes en el suelo, y conocidas por desarrollar 

diversas actividades en el ecosistema, tales como el mejoramiento de la estructura del suelo 

(Franco-Correa, 2009). Son microorganismos filamentosos, gram positivos, no alcohol-

ácido-resistentes, no móviles y no forman esporas, pueden predominar los filamentos con 

verdaderas ramificaciones y las colonias son evidentes después de 18-48 horas de cultivo. 

Las células difteroides o bacilos ramificados son comunes. Pueden ocurrir formas en “V”, 

“Y”, y “T”. Producen filamentos (o micelios) largos, por lo general entre 0.5 a 1.0 μm, su 

longitud es indefinida y el grado de ramificación depende de la cepa; raramente presentan 

actividad proteolítica, pero si está presente es débil. No produce indol, ureasa negativa. Estos 

microorganismos son aerobios, anaerobios facultativos, o anaerobios estrictos (Cross, 1981; 

Niemi et al., 1982; Zaitlin et al., 2003; Jensen y Fenical, 1994).  

Los principales géneros de actinobacterias, que se aíslan a partir de suelos son 

Micromonospora, Nocardia y Streptomyces, pueden estar presentes como conidias o como 

hifas vegetativas (Martin 1981). Sin embargo los métodos de aislamiento convencionales 

muestran que el 95% de las actinobacterias aisladas a partir de suelo pertenecen al género 

Streptomyces (Lacey, 1973). El uso de técnicas moleculares para la detección de estas 

bacterias en diferentes ambientes ha demostrado la presencia de organismos de la clase 

Actinobacteria que no han podido ser aislados por técnicas tradicionales de cultivo (Rheims 

et al., 1999). 
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Las actinobacterias son microorganismos generalmente saprófitos, se ha observado que 

comparten su entorno con otras bacterias y hongos filamentosos, formando una comunidad 

ecológica interconectada; han sido descritas tanto en ambientes naturales como modificados 

por el hombre, pueden desarrollarse sobre un amplio rango de substratos como el sedimento, 

materia orgánica en descomposición, estructuras vegetales, en algunos organismos, agua 

dulce y salada (Meijer y Prescott, 2004).  

Una de las características que distinguen a las actinobacterias del resto de las bacterias, es la 

capacidad de producir un amplio espectro de metabolitos secundarios que son utilizados con 

fines terapéuticos por su actividad como antineoplásicos, antibióticos, inmunomoduladores, 

inhibidores enzimáticos, etc (Pelaz-Guerra, 2014), este es uno de los principales motivos por 

los que la búsqueda hacia el descubrimiento de nuevos cultivos bioactivos se ha enfocado en 

el océano, en sus sedimentos, en plantas y animales acuáticos, los cuales ofrecen la 

posibilidad de hallar cepas no descritas y con la posibilidad de hallar metabolitos secundarios 

farmacológicamente activos (Fenical, 1993; Jensen y Fenical, 1994; Leiva et al., 2000; 

Hentschel et al., 2001; Cragg y Newman, 2001; Jiang y Xu, 1996). La lista de compuestos 

obtenidos a partir de microorganismos acuáticos incluyen: antimicrobianos, anticancerígenos 

y antiinflamatorios, muchos de los cuales pertenecen a clases químicas no descritas en 

microorganismos terrestres, estando algunos de ellos ya en etapa de evaluación clínica 

(Fenical, 1993; Jensen y Fenical, 1994; Cragg y Newman, 2001).  

Antecedentes  

México es uno de los principales países megadiversos del mundo, con alrededor de 200 mil 

especies diferentes, es el hábitat del 10 por ciento de la biodiversidad mundial  (Mittermeier 

y Goettsch, 1992), en cuanto al número de especies, México es el quinto lugar en plantas, 

cuarto en anfibios, segundo en mamíferos y primero en reptiles (Groombridge y Jenkins, 

2002), pero poco se conoce de su diversidad microbiológica. 

Los océanos ocupan alrededor del 72% de la superficie de la Tierra. Sin embargo, aunque 

constituyen un enorme reservorio de biodiversidad, se estima que sólo el 15% de las especies 

conocidas pertenecen a este hábitat (Briggs, 1994). Actualmente se aprecian nuevas facetas 

de la biodiversidad marina que van desde las profundidades y las regiones polares, hasta los 



 

5 
 

niveles jerárquicos de organización biológica más bajos, constituidos por la diversidad 

inexplorada de las comunidades microbianas. 

A inicios de los 90´s, se hizo evidente la importancia del estudio de la microbiología marina, 

para comprender el papel que juegan los microorganismos en los procesos biológicos que 

ocurren en el océano. Además, el potencial de éstos para proveer productos naturales 

bioactivos (Barbier y Prieur, 1991). En las últimas dos décadas se ha demostrado que 

organismos desconocidos son el mayor reservorio potencial de genes útiles para ser usados 

en medicina y biotecnología, pues pueden poseer metabolismos aún no descritos que pueden 

ayudar el entendimiento de la evolución (Pedrós-Alió, 2006; Bull et al., 2000: Maldonado et 

al., 2009). 

El número estimado de células procarióticas en el océano es de ~1x1029, lo que representaría 

entre un 90 y 98% de la biomasa oceánica, mientras que en sedimentos se tiene un estimado 

de  ~1x1026 células (Whitman et al., 1998; Sogún et al., 2006), lo que  indica que más del 

90% no ha sido descrito e identificado (Mora et al., 2011). 

Por lo anterior aislar especies microbianas metabólicamente activas adaptadas al ambiente 

marino (autóctonas) realza la importancia actual del estudio de la microbiología marina, así 

como la diversidad microbiana de dicho ecosistema (Mincer et al., 2002; Maldonado et al., 

2005a). 

Las bacterias aisladas de agua y sedimentos marinos son microorganismos unicelulares 

microscópicos (< 2μm de tamaño), por la forma en que obtienen carbono para su desarrollo 

se dividen  en autótrofos y heterótrofos; también encontramos divisiones en cuanto a su 

fuente de energía, los fotótrofos obtienen su energía a partir de la luz, los quimiolitótrofos a 

partir de la oxidación de compuestos inorgánicos; mientras que las bacterias heterótrofas, 

saprófitas y parásitas obtienen su energía a partir de materia orgánica (Kennish, 2001). 

La clase actinobacteria es un grupo heterogéneo de bacterias gram positivas, con un alto 

contenido de Guanina y Citosina [G+C], dentro de esta clase predomina la forma de bacilos 

filamentosos por la presencia de hifas aéreas pero también pueden presentar morfología 

microscópica cocobacilar o diffteroide ya que en algunos géneros de actinobacterias los 

filamentos se segmentan con gran facilidad durante el crecimiento dando origen a células 
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pleomórficas (Staley et al., 2007), macroscópicamente algunos miembros presentan 

morfología colonial similar a las típicas colonias bacterianas pero con consistencia 

particularmente dura o rugosa. Evolutivamente está basado en el agrupamiento filogenético 

de la secuencia 16S rADN/rARN y la presencia oligonucleótidos en taxones específicos del 

gen 16S rADN/rARN, del grupo microbiano conocido de manera genérica como 

actinomicetos (Stackebrandt et al., 1997). 

La clasificación de los microorganismos pertenecientes a la clase actinobacterias tiene su 

fundamento en tres aspectos: 1) composición química de los componentes de su pared celular 

(peptidoglicano, lípidos polares, ácidos grasos y quinonas isoprenoides); 2) similitud entre 

los ADN de cadena sencilla de especies altamente relacionadas y 3) determinación de 

similitud de secuencias del gen 16S rADN (Stackebrandt et al., 1997). 

En un principio las actinobacterias se incluyeron entre los hongos porque su morfología y 

desarrollo presentaban gran similitud, dotados de un micelio verdadero, debido a estos se les 

denominó “hongos radiados”; sin embargo hoy en día, se sustenta muy bien su clasificación 

como bacterias (Koneman, 2001; Prescott, 2002). 

Esta clase representa una de las más grandes unidades taxonómicas dentro de los 18 linajes 

reconocidos actualmente, dentro del dominio Bacteria, está compuesto por 5 subclases y más 

de 3000 especies (Goodfellow y Fiedler, 2010). 

La distribución de estos microorganismos resulta ser abundante en ecosistemas terrestres, 

(Meijer y Prescott, 2004) pero también existe presencia tanto en aguas continentales como 

marinas (Leiva et al., 2004). Dentro de sus características particulares presentan un olor típico 

a suelo húmedo por la producción de un metabolito llamado geosmina, adicionalmente 

presentan una actividad metabólica alta, producen terpenoides, pigmentos y enzimas 

extracelulares con lo que son capaces de degradar materia orgánica de origen vegetal y 

animal (Ezziyyani et al., 2004).  

En años recientes un gran número de nuevas especies y géneros de la clase Actinobacteria 

han sido aislados de ecosistemas marinos, (Magarvey et al., 2004; Mincer et al., 2002; 

Maldonado et al., 2005b¸Sogin et al., 2006; Maldonado et al., 2009). Los géneros 

Salinispora (Maldonado et al., 2005a), Solwaraspora (Magarvey et al., 2004), Marinispora 
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(Kwon et al., 2006) y Lamer espora (Fortman et al., 2005), son ejemplos de géneros 

exclusivos del ambiente marino.  

Antes de 2005 sólo tres géneros de la clase Actinobacteria eran frecuentemente reportados 

como parte del ambiente marino (Micromonospora, Rhodococcus y Streptomyces) 

(Goodfellow y Haynes, 1984). Sin embargo hoy en día con el uso de técnicas de biología 

molecular para identificar la diversidad microbiana, se ha ido mostrando que la diversidad 

actinobacteriana presente en sedimentos marinos, es por mucho mayor a la que se estimaba 

y no se encuentra limitada a sólo tres géneros (Stach et al., 2003; Magarvey et al., 2004; 

Maldonado et al., 2005b). Esta clase contiene las siguientes familias.   

Familia Corynebacteriaceae  
Previamente denominado Corynebacterium, los microorganismos pertenecientes a esta 

familia son bacilos gram positivos, aerobios estrictos, es la única familia de actinobacterias 

que contienen ácidos micólicos (β-hidroxiácidos-α-alquil ramificados) de alto peso 

molecular, estos permiten que las células resistan la decoloración, incluso la que se produce 

con la aplicación de alcohol ácido, por lo que estos microorganismos se denominan ácido-

alcohol resistentes (Forbes, 2009). Los géneros que forman parte de esta familia son 

Gordonia, Nocardia, Rhodococcus, Skermania, Tsukamurella y Williamsia (Goodfellow, 

1992; Goodfellow y Maldonado, 2006). 

La detección primaria de los ácidos micólicos se realiza haciendo tinción de Ziehl-Neelsen, 

pues esta tinción está destinada a bacterias ácido-alcohol resistentes (no se despintan) esta 

tinción aprovecha el contenido mantecoso (butiroso) de las paredes celulares para maximizar 

su detección (Forbes, 2009), aunque en general la detección se realiza por cromatografía de 

capa fina (TLC por su siglas en inglés), cromatografía líquida de alta resolución (HPLC por 

sus siglas en inglés), así como cromatografía de gases (Baba et al., 1997).  

Familia Micromonosporaceae 
Grupo actinobacteriano  redescrito por Stackebrandt y colaboradores (1997). La familia 

Micromonosporaceae es una fuente importante de metabolitos bioactivos (después de la 

familia Streptomyces), siendo el género Micromonospora el más representativo con una 

producción cercana a los 740 metabolitos, destacando la gentamicina (Bérdy, 2005). 
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Sus características fenotípicas y quimiotaxonómicas se basan en su pared celular, la cual 

contiene ácido meso y/o 3-hidroxidiaminopimelico del tipo gamma A1; también tienen 

presencia de azúcares arabinosa y xilosa en gran cantidad, además de otros azúcares en menos 

proporción  (Koch et al., 1996b). 

Los géneros de la familia Micromonosporaceae que se han aislado a partir de sedimentos 

marinos son: Micromonospora, Verrucosispora, Salinispora y Actinoplanes, (Mincer et al., 

2002; Maldonado et al., 2005a, 2009; Goodfellow y Fiedler, 2010). 

Familia Streptomycetaceae 
La familia Streptomycetaceae fue descrita por primera vez por Waksman y Henrici (1943). 

Originalmente esta familia albergaba sólo al género Streptomyces, pero  Zhang et al. (1997) 

propusieron la inclusión del género  Kitasatospora, y recientemente, un tercer género, 

Streptacidiphilus, se añadió (Kim et al., 2003). 

Son actinobacterias no ácido-alcohol resistentes, aeróbicos, gram-positivos, pueden producir 

una amplia gama de pigmentos responsables del color del micelio; son quimioorganótrofos 

(Kämpfer 2006), constituyen el 95% de las actinobacterias; tienen hifas no fragmentadas, un 

micelio aéreo extenso y conidias. 

El ácido diaminopimélico (DAP), tiene tres tipos de estereoisómeros (LL, DD y meso DAP) 

los cuáles están contenidos dentro de la pared celular de las actinobacterias; en general los 

contienen en forma de LL o meso-DAP (Takahashi et al., 1989), según  Lechevalier y 

Lechevalier (1970), la determinación de los isómeros DAP es un criterio importante para la 

clasificación a  nivel de género de actinobacterias, se sabe que la familia Streptomycetaceae 

contiene DAP en forma de LL, mientras que los miembros de la familia 

Micromonosporaceae y Corynebacteriaceae lo contienen en forma de meso-DAP, 

(Yamacuchi, T. 1965). También se ha establecido que las bacterias que poseen meso-DAP 

son más virulentas y causantes de infecciones más resistentes (Cirillo et al., 1994). 

En este contexto, es de señalar los pocos estudios publicados sobre las actinobacterias. Son  

bacterias conocidas por desarrollar diversas actividades en el ecosistema, tales como el 

mejoramiento de la estructura del suelo y producción de compuestos bioactivos, siendo los 

principales productores de antibióticos (Goodfellow y Fiedler, 2012). 
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Las actinobacterias también han sido descritas como agentes de biocontrol por la capacidad 

de producir enzimas biodegradativas como quitinasas, glucanasas, y otras involucradas en el 

papel del micoparasitismo que llevan a cabo estos microorganismos (Franco-Correa 1999; 

Tokala et al., 2002; Márquez et al., 2003). El género Streptomyces ha sido descrito como 

colonizador de la rizósfera, capaz de ejercer biocontrol sobre hongos fitopatógenos, producir 

sideróforos, sustancias promotoras del crecimiento vegetal in vitro, promover la nodulación, 

lo cual promueve el crecimiento vegetal (Tokala et al., 2002). 

Debido a la diferencia entre los medios acuáticos y terrestres, se podría esperar que las 

actinobacterias en su proceso de adaptación al ambiente acuático, hayan desarrollado 

habilidades estratégicas (como la supervivencia bajo presión y sedimentación), que les 

otorgan mayores posibilidades de supervivencia (Leiva et al., 2004). 

Objetivos 
 

General:  

Caracterizar fenotípicamente actinomicetos aislados de sedimentos marinos del Golfo de 

México 

Específicos:  

1. Determinar la selectividad de los aislados en diferentes medios de cultivo 

2. Determinar cualitativamente si la producción de pigmentos carotenoides se ve 

afectada por la presencia de luz y oscuridad 

3. Identificar la aproximación filogenética de los aislados 

4. Determinar el isómero del ácido diaminopimélico en los aislados 

5. Determinar si los pigmentos carotenoides corresponden a la presencia de ácidos 

micólicos 

6. Evaluar el crecimiento de los aislados en distintos compuestos como única 

fuente de carbono y nitrógeno 
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Hipótesis  

Los actinomicetos se distribuyen tanto en ambientes terrestres como marinos, se espera que 

los aislados recuperados a partir de sedimentos marinos provenientes del Golfo de México, 

fenotípica y genotípicamente compartirán características con sus géneros homólogos 

terrestres, además, posiblemente por tratarse de sedimentos de origen marino y las 

interacciones de este ambiente, los aislados podrán crecer mejor en fuentes de carbono y 

nitrógeno más complejas. 
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Métodos y materiales 

 

 

Sedimento

Primoaislmiento

Purificación de 
cepas

Identificación 

Extracción ADN

Evaluación de 
selectividad

Conservación 

PCR clase Actinobacteria y 
16 S rARN

Agrupación de 
acuerdo a morfología 

colonial 

Extracción de ácidos 
Micólicos

Prueba DAP

Evaluación de 
fuentes de carbono y 

nitrógeno
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De muestras obtenidas durante la campaña BIOREPES (Biodiversidad y Recursos Pesqueros 

del Golfo de México) realizada en el sureste del Golfo de México, a bordo del Buque 

Oceanográfico Justo Sierra, en 2008, se colectaron sedimentos con un nucleador de caja (box 

corer) tipo Gomex a una profundidad de 1000 m; posteriormente en un tubo tipo Falcón se 

preparó una solución con 9 mL de solución salina isotónica estéril (SSI, 0.9%) y un gramo 

de la muestra, se agitó durante una hora y se hicieron dos diluciones a partir de un original, 

con la finalidad de tener un medio con condiciones oligotróficas, que posiblemente es lo que 

los microorganismos encuentran en los ambientes acuáticos como el Golfo de México. Se 

sembró en medio de cultivo selectivo GYM marino concentrado con rifampicina 20 mg/mL 

(GYM·conc/R) y GYM marino con rifampicina (GYM·/R) (del inglés Agar Glucosa 

Extracto de Levadura y Malta, Glucose Yeast extract Malt agar ), empleando agua marina 

en lugar de agua destilada para la elaboración del GYM denominado como “marino”, el 

antibiótico se añadió con la finalidad de favorecer el aislamiento de ciertos grupos 

bacterianos (actinobacterias) y limitar el crecimiento de bacterias “contaminantes”, pues su 

mecanismo de acción se basa en el bloqueo de la síntesis de ARN por inhibición de la ARN-

polimerasa ADN-dependiente; cabe mencionar que estos procedimientos están bien 

documentados por trabajos previos Maldonado et al. (2005a). 

Cada muestra se sembró por duplicado en los dos medios (GYM· y GYM·/R), se depositaron 

60 μL y se extendió con una asa en “L”; las cajas Petri se incubaron a 30°C, debido a que el 

rango de temperatura de crecimiento va de 10°C a 37°C (Goodfellow y Maldonado, 2006), 

observándose su crecimiento a los 7 y 14 días. Después de 14 días, que se sembró se 

seleccionaron unidades formadoras de colonias (UFC), y se resembraron en GYM (sin 

antibiótico), se les asignó un código para identificarlas y se incubaron a 30°C y se dejaron 

crecer 14 días; este proceso de sembrar y dejar crecer se realizó dos veces para asegurar 

cultivos puros. 

Se hicieron suspensiones de cada microorganismo puro para conservarlos, esta suspensión 

se hizo en tubos Eppendorf con 1 mL de solución salina y dos asadas del microorganismo. 

Los aislados puros se agruparon con base en la morfología colonial de acuerdo a estándares 

establecidos universalmente, como: tamaño, forma, borde, color, superficie, luz reflejada, 
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elevación, presencia de pigmento difusible y consistencia, para de esta forma agruparles y 

seleccionar un representante de cada grupo.  

Con la finalidad de saber si los microorganismos son selectivos a ciertos nutrientes se sembró 

por gota (75 μL) en dos medios avena y GYM, se incubó a 30°C y se observó su crecimiento 

a los 7 días. Se sembraron todos los microorganismos. 

 De los 26 aislados preservados y purificados, se utilizaron cinco cepas tipo, por ser aquellas 

cuya coloración, borde, consistencia y elevación las hacías representativas (I-001, I-002, I-

006, I-013, I-025), las cuales fueron utilizadas para los análisis posteriores.  

Extracción de ADN 

En tubos Eppendorf de 1.5 mL estériles y etiquetados, se añadieron dos asadas de biomasa 

de cada aislado y 1 mL de buffer TEN (pH 8), se mezcló en vórtex, posteriormente se añadió 

20 μL de la solución de lisozima (10 mg/mL en buffer TE pH 8), se incubó a 37°C por una 

hora, agitándose por inversión cada 10 minutos, transcurrido este tiempo se colocaron los 

tubos por 10 minutos en un baño de hielo-alcohol, para posteriormente incubar durante 5 

minutos en un baño a 65°C; este proceso se repitió tres veces. 

Después de este proceso se añadieron 100 μL de SDS (dodecil sulfato de sodio, Promega, 

H5114) al 20% (p/v) y se agitó en vórtex por un minuto, se incubó nuevamente en un baño 

durante 30 minutos a 30°C, se centrifugó 10 minutos a 10000 xg a temperatura ambiente; se 

pasó el sobrenadante a un vial nuevo y se añadieron 500 μL de acetato de potasio 5M (Sigma, 

P1190), se incubó durante 5 minutos a 65°C y 20 minutos en un baño de hielo-alcohol; se 

centrifugó durante 30 minutos a 12000 xg a 4°C. 

Se pasó el sobrenadante a un nuevo vial, se añadió 200 μL de la suspensión de óxido de 

silicio (SiO2, Sigma, S5631) al l4% (p/v), se agitó por inversión durante 3 minutos, se 

centrifugó durante 2 minutos a 11000 xg a temperatura ambiente. 

Se lavó la pastilla dos veces con 1 mL de etanol 70% (v/v) (Sigma, E7023) cuidando de no 

agitar, se centrifugó cada lavado durante 2 minutos a 11000 xg a temperatura ambiente, 
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posteriormente se decantó el contenido, para dejar evaporar el alcohol manteniendo los tubos 

abiertos por dos minutos sobre la mesa.  

Se resuspendio la pastilla en 60 μL de agua destilada estéril, se incubó 5 minutos a 55°C con 

agitación ocasional, se centrifugó durante 5 minutos a 10000 xg a temperatura ambiente.  

Se pasó el sobrenadante a un nuevo tubo cuidando de no tomar sílice. Los tubos se guardaron 

en congelación de -20 a -80°C para su uso posterior.  

Electroforesis horizontal 

Se verificó la calidad, cantidad e integridad del ADN en un gel de agarosa al 1%. Las 

condiciones de la electroforesis horizontal, se describen en el Anexo 1. En el primer carril se 

colocó el marcador, en los carriles 2 a 6 se colocó la muestra de ADN. Se observó el ADN 

en un transiluminador Gel Doc XR (BIO-RAD). 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Después de comprobar la presencia de ADN, se realizó una reacción de PCR para amplificar 

la región conservada de las actinobacterias. Se utilizaron cebadores ACT254f  [5´-

CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3′] y ACT 894r [5´-CCGTACTCCCCAGGCGGGG-3´] 

(Stach et al., 2003).  

En la tabla 1 se enlistan los reactivos empleados para la mezcla de reacción, las condiciones 

bajo las cuáles se corrió el PCR clase actinobacteria fueron de un ciclo de pre-

desnaturalización a 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de desnaturalización a 95°C por un 

minuto, 55°C por un minuto de alineamiento, 72°C por un minuto de extensión y 72°C por 

10 minutos de extensión final. Al final de todos los ciclos se configuró al termociclador para 

que este tuviera una temperatura final de 4°C. 

Los resultados de la PCR, se analizaron y visualizaron por medio de electroforesis horizontal, 

siguiendo el procedimiento anteriormente descrito. 
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Tabla 1 Reactivos de mezcla de la PCR para clase actinobacteria 1x 

 

 

 

 

 

 

 

PCR del gen ribosomal 16S 

Para realizar la amplificación del gen ribosomal 16S se utilizaron los cebadores16Sf y 165r 

(Carroll et al., 2000). 

En la tabla 2, se muestran los reactivos empleados para la mezcla de reacción del PCR 16S, 

las condiciones bajo las cuales se corrió el PCR fueron de un ciclo de pre-desnaturalización 

a 95°C por un minuto, 29 ciclos de desnaturalización a 95°C por un minuto, 45°C por 45 

segundos de alineamiento, 72°C por un minuto de extensión y 72°C por 5 minutos de 

extensión final. Al final de todos los ciclos se configuró al termociclador para que este tuviera 

una temperatura final de 4°C. 

Tabla 2 Reactivos de mezcla de la PCR para 16S 1x 

 

 

 

 

 

 

Reactivo Volumen(μL) 

Buffer 10x (Bioline, EUA) 5.0 

MgCl2 50mM (Bioline, EUA) 1.5 

dNTP´S 10mM (Bioline, EUA) 0.5 

ACT 254f 10mM 1.0 

ACT 894r 10mM 1.0 

ADN 1.0 

Taq polimerasa 5u/μL (Bioline, 

EUA) 

0.2 

H2O 14.8 

Reactivo Volumen(μL) 

Buffer 10x (Bioline, EUA) 5 

MgCl2 50mM (Bioline, 

EUA) 

1.5 

dNTP´S (Bioline, EUA) 0.5 

16Sf 10mM 1.0 

165r 10mM 1.0 

ADN 1.0 

Taq polimerasa 5u/μL 

(Bioline, EUA) 

0.2 

H2O 14.8 
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También se utilizó la técnica de PCR anidada, que es una variante de la PCR convencional, 

con el fin de incrementar sensibilidad y especificidad de la detección se utilizaron cebadores 

27f  y 1525r (Lane, 1991). 

Los componentes de la mezcla de reacción se enlistan en la Tabla 3, las condiciones bajo las 

cuáles se corrió el PCR fueron de un ciclo de predesnauralización a 95°C por 10 minutos, 35 

ciclos de desnaturalización a 95°C por un minuto, 55°C por un minuto de alineamiento, 72°C 

por un minuto de extensión y 72°C por 10 minutos de extensión final. Al final de todos los 

ciclos se configuró al termociclador para que este tuviera una temperatura final de 4°C.  

Tabla 3 Reactivos de mezcla de la PCR para 16S anidada 1x 

 

 

 

 

 

 

 

Posterior a este procedimiento se realizó una purificación del gen 16S utilizando el equipo 

de purificación Wizard SV Gel and PCR clean-up System (Promega) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los productos se analizaron nuevamente con una electroforesis 

horizontal, utilizando como concentraciones 1 μL de colorante, 2 μL de muestra y en el caso 

del marcador se utilizó 0.9 μL. Los productos se etiquetaron y almacenaron a -20°C para ser 

mandados a secuenciar.  

Determinación de los isómeros del ácido diaminopimélico 

En crioviales estériles de 1.5 mL previamente etiquetados con la clave correspondiente a cada 

aislado, se agregaron 500 µL de ácido clorhídrico 6 N, 100 µg de perlas de vidrio (Sigma-

Reactivo Volumen(μL) 

Buffer 10x (Bioline, EUA) 5 

MgCl2 50mM (Bioline, 

EUA) 

1.5 

dNTP´S (Bioline, EUA) 0.5 

27f 10mM 1.0 

1525r 10mM 1.0 

Producto PCR clase 

actinobacteria 

1.0 

Taq polimerasa 5u/μL 

(Bioline, EUA) 

0.2 

H2O 14.8 
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Aldrich, México) y dos asadas de biomasa fresca de cada microorganismo, se homogenizaron 

durante 10 minutos a máxima velocidad en un vórtex. Posteriormente se colocaron durante 

4 horas en un horno de convección ajustado previamente a 100°C, transcurrido el tiempo se 

retiraron los crioviales y se enfriaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, se agitó en 

un vórtex a máxima velocidad y posteriormente se centrifugó a 6000 xg durante 5 minutos. 

El sobrenadante de cada criovial se transfirió a un tubo Eppendorf previamente etiquetado y 

estéril de 1.5 mL, se dejaron con la tapa abierta durante 2 horas para que el contenido se 

evaporara en una parrilla de calentamiento ajustada a una temperatura de 100°C; transcurrido 

este tiempo y que estaba perfectamente evaporado el líquido se añadieron 500 µL de agua 

destilada estéril, re suspendiendo el líquido, se volvieron a colocar en la parrilla con la tapa 

abierta, durante 40 minutos a 100°C, con el contenido seco se volvió a re suspender el 

contenido con 500 µL de agua destilada estéril y se volvió a dejar secar por 40 minutos a 

100°C, posteriormente se añadieron 100 µL de agua destilada estéril y se re suspendió el 

contenido, inmediatamente el líquido se transfirió a otros tubos Eppendorf estériles y 

etiquetados, y se centrifugaron durante 5 minutos a 6000 xg. El contenido nuevamente se 

transfirió a otros crioviales estériles, se almacenaron las muestras a 4°C.  

 La visualización de los isómeros del DAP se realizó en una placa de cromatografía en capa 

fina de dimensiones 20 cm x 20 cm, con un espesor de 0.5 mm (Merck #5716). En cada carril 

se aplicaron 3 µL de muestra, con 1 cm de separación entre cada muestra; esto se hizo con la 

ayuda de un aplicador semiautomático, Linomat 5 (LAMAG, Tecrom Group). La placa de 

TLC se reveló en un tanque con metanol:agua:HCL-6N:Priridina, en una proporción 

80:26:4:10 (v/v) hasta que la fase móvil llegó al otro extremo de la placa, pasado el tiempo 

la placa se retiró del tanque y se dejó secar a temperatura ambiente durante 15 minutos en 

una campana de extracción, transcurrido este tiempo la placa se roció con una solución de 

ninhidrina (0.2%) disuelta en acetona, se dejó secar por otros 15 minutos y transcurrido este 

tiempo se colocó por 3 minutos a 100°C en una placa de calentamiento (CAMAC) y se 

observó la placa de DAP comparando contra los estándar.  
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Extracción de ácidos micólicos 

Se hizo una modificación al protocolo de Minnikin et al., (1985a). En crioviales previamente 

esterilizados y etiquetados  se añadieron 500 µL de hidróxido de tetrabutilamonio  (TBHA, 

Sigma-Aldrich, EUA)) al 5%; 100 µg de perlas de vidrio, lavado ácido (Sigma-Aldrich, 

EUA) y dos asadas de biomasa de cada aislado crecido en medio GYEA, los crioviales se 

pasaron por vórtex (DAIGGER, GENIE 3, USA) durante 5 minutos a máxima velocidad; 

Posteriormente se colocaron en un horno de convección a 100°C durante 2 horas. 

Transcurrido el tiempo, se sacaron los crioviales y se dejaron enfriar, las muestras se metieron 

en la centrífuga Mini Spin plus (Eppendorf, USA) durante 5 minutos a 5000 rpm. 

En otros crioviales estériles y etiquetados se añadió 1 mL de diclorometano (PROLABO), 

25 µL de yodo-metano (Aldrich, EUA) y se transfirió el sobrenadante de los crioviales 

anteriores, utilizando una micropipeta P20 para cada muestra. Las muestras se pusieron a 

mezclar en un rotador de ángulo ajustable durante 30 minutos; posteriormente se 

centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm. 

En unos tubos Eppendorf, estériles y etiquetados se transfirió la fase inferior de los crioviales 

con pipeta pasteur (Sigma, México) y se dejó evaporar el contenido del tubo a sequedad en 

un bloque metálico a 100°C. Se colocaron 100 µL de éter de petróleo y se resuspendió el 

contenido en el tubo. 

Las muestras se colocaron en una placa de aluminio de 10 x 10 cm cubierta con dióxido de 

silice, con un espesor de 0.5 mm (Merck), en cada carril se aplicaron 10 µL de muestra, con 

1 cm de separación entre cada muestra; esto se hizo con la ayuda de un aplicador 

semiautomático, Linomat 5 (LAMAG, Tecrom Group); para revelar la placa se preparó un 

tanque para cromatografía, con éter de petróleo:acetona, en una proporción 95:5 y se dejó 

saturar durante 10 minutos; la placa se dejó dentro de la cámara hasta que la fase móvil llegó 

al final de la placa; se sacó y se dejó secar durante 15 minutos en la campana de extracción, 

nuevamente la placa se volvió a meter en él tanque hasta que llegó la fase móvil al final de 

esta. Con la finalidad de tener una correcta separación de los ácidos micólicos; se sacó la 

placa y se dejó enfriar por 10 minutos en la campana de extracción, transcurrido este tiempo 

se colocó por 5 minutos a 180°C en una placa de calentamiento (CAMAC) y se observó la 
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placa de MAC comparando contra los estándar, la presencia de ácidos micólicos se confirmó 

al observar puntos obscuros en un fondo amarillo verdoso Minnikin et al., (1985a). 

Fuentes de carbono y nitrógeno 
 

Se evaluó el crecimiento de las cepas de referencia I001, I002, I006, I013 y I025 en 17 

fuentes de carbono y 8 de nitrógeno. 

Tabla 4 Fuentes de carbono utilizadas en el análisis 

Fuente de carbono Tipo Fuente de 

carbono 

Tipo 

Ácido malónico Ácido 

dicarboxílico 
Lactosa Disacárido 

Arabinosa Monosacárido Maltosa Disacárido 

Celobiosa Disacárido Manitol Poli-alcohol 

Celulosa Polisacárido Manosa Monosacárido 

Dextrano Polisacárido Ribitol Alcohol 

Fructosa Monosacárido Sacarosa Disacárido 

Galactosa Monosacárido Sorbitol Poli-alcohol 

Glicerol Glicol Xilosa Monosacárido 

Inositol Poliol   

Tabla 5 Fuentes de nitrógeno utilizadas en el análisis  

Fuente de 

Nitrógeno 

Tipo Fuente de 

Nitrógeno 

Tipo 

Alanina Aminoácido 

(alifático) 

Ornitina Aminoácido 

(bibásico) 

Arginina Aminoácido 

(básico) 

Prolina Aminoácido 

(alifático) 

Aspargina  Aminoácido (acido) Serina Aminoácido 

(hidroxilado) 

Histidina Aminoácido 

(básico) 

Triptofano Aminoácido 

(aromático) 

 

Se pesó 1 g de las fuentes de carbono y 0.1 g de las fuentes de nitrógeno; se disolvió 

respectivamente en 20 mL de agua bidestilada; las fuentes de carbono y nitrógeno se 

esterilizaron utilizando el procedimiento de tindalización, el cual consiste en calentar a 100°C 

durante 30 minutos, por tres días consecutivos; el último día de tindalización se preparó 

medio basal para fuentes de nitrógeno, y medio ISP-9 para las fuentes de carbono. Se 

esterilizó durante 15 minutos y se dejó enfriar el medio aproximadamente a 45°C, dentro de 
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la campana de flujo lamninar, para posteriormente verter la fuente de carbono o nitrógeno, 

según fuera el caso, en cajas de petri, estériles y etiquetadas.  

Se inocularon por medio de gota, 7 µL de suspensión, en cada caja se colocaron 5 

microorganismos, se incubó a 28°C durante 21 días, se hicieron evaluaciones el día 7, 14 y 

21 a partir de la inoculación, se observó y calificó la producción de biomasa (crecimiento), 

siendo 1 mínimo y 4 máximo, la producción de pigmento, siendo 1 mínimo y 5 máximo, así 

como su consistencia. 

Resultados y Discusión 

En general a partir del primoaislamiento pudo observarse coloración naranja, amarillo 

brillante y amarillo claro, algunas fueron brillantes y otras opacas, de borde entero, aunque 

algunas ondulado o filamentoso, su elevación se observó convexa y plana, consistencia 

suave-mantecosa (butirosa) y con superficie lisa. También se observó que algunas colonias 

amarillas claras comenzaron a cambiar su coloración a tonalidades naranjas en los primeros 

7 días y a los 14 días la coloración naranja fue más abundante que amarilla (Anexo Figura 

12), en la Figura 18 (Anexo) se observó la misma tendencia a diferencia que esta colonia se 

ve casi totalmente naranja y con una mancha amarilla. 

 

Del primoaislamiento se obtuvieron 68 UFC, de las cuales 39 correspondieron a las cultivadas en GYM·/R y 

29 en GYM·conc/R. Posteriormente se aislaron y resembraron las 68 UFC en GYM·conc; poniendo 4 colonias 

por caja. 
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Las bacterias del orden Corynebacterineae a menudo contienen gránulos metacromáticos, 

las colonias de algunas especies son regularmente amarillas-anaranjadas y en ciertas 

ocasiones presentan coloración desigual dependiendo de su crecimiento, esta coloración 

generalmente se debe a pigmentos carotenoides, la formación de estos pueden o no requerir 

exposición a la luz; son circulares, convexas con márgenes enteros, brillantes, producen 

fosfatasa y fermentan glucosa (Serrano y Sandoval, 2005). 

Debido a la consistencia mantecosa (butirosa), probablemente se cuenta con 

microorganismos productores de ácidos micólicos, pues esta consistencia se debe a la 

presencia de ceras presentes en estos microorganismos, según lo reportado por (Goodfellow 

y Maldonado, 2006), la consistencia suave-mantecosa (butirosa) generalmente se observa en 

los géneros Dietzia, Rhodococcus, Gordonia y Tsukamurella.  

Posteriormente se realizó una suspensión de las 26 colonias puras, que se pudieron recuperar 

de las 67 que se tenían originalmente, debido a que algunas se contaminaron y otras dejaron 

de crecer haciendo imposible su recuperación.  

Posteriormente en la evaluación de selectividad en medio avena (tabla 6), contra GYM (tabla 

7), se observó que los aislados tienen características fenotípicas diferentes; es decir en general 

los crecidos en avena tienen mediano crecimiento (++) y se observó coloración beis; caso 

distinto en los crecidos en GYM; en donde el crecimiento fue alto (+++) y la coloración fue 

naranja y amarilla. 

Tabla 6 Microorganismos sembrados en medio Avena. Mínimo+, Máximo+++ 

 AVENA 

NO. DE 
COLONIA 

Crecimiento Color Forma Observaciones 

I-001 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-002 – – –  

I-003 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-004 ⁺ Beis Plana sin 
borde 

 

I-005 ⁺⁺ Beis Plana sin 
borde 

 

I-006 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde beis, la colonia tiene un punto naranja 

I-007 – – –  
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I-008 ⁺⁺ Beis Plana sin 
borde 

 

I-009 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-010 ⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-011 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-012 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-013 ⁺ Beis Plana sin 
borde 

Contaminada con otra colonia  

I-014 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-015 – – –  

I-016 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-017 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-018 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-019 ⁺⁺ Amarillo Plana con 
borde 

Borde  amarillo 

I-020 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-021 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-022 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-023 ⁺⁺ Beis Plana con 
borde 

Borde  beis 

I-024 – – –  

I-025 – – –  

I-026 – – –  
 

 

Tabla 7 Microorganismos sembrados en medio GYM. Mínimo+, Máximo+++ 

 

 

GYM 

NO. DE 
COLONIA 

Crecimiento Color Forma Observaciones 

I-001 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja  

I-002 ⁺⁺⁺ Amarillo Plana sin borde  

I-003 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja  

I-004 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja  
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I-005 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja  

I-006 ⁺⁺⁺ Amarillo Convexa sin borde  

I-007 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja con tonos 
amarillos 

I-008 ⁺⁺⁺ Amarillo con 
Naranja 

Sin forma redonda  

I-009 – – –  

I-010 – – –  

I-011 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa sin borde  

I-012 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja 

I-013 ⁺⁺⁺ Naranja opaco Convexa sin borde  

I-014 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja 

I-015 ⁺⁺ Amarillo con 
Naranja 

Convexa sin borde  

I-016 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja 

I-017 – – –  

I-018 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja 

I-019 ⁺⁺⁺ Amarillo opaco Plana sin borde  

I-020 ⁺⁺⁺ Naranja  Plana sin borde  

I-021 ⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja con tonos 
amarillos 

I-022 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja con tonos 
amarillos 

I-023 ⁺⁺⁺ Naranja  Convexa con borde 
ondulado 

Borde naranja 

I-024 ⁺⁺ Amarillo Convexa con borde 
ondulado 

Borde amarillo opaco 

I-025 ⁺⁺ Amarillo Convexa con borde 
ondulado 

Borde amarillo  

I-026 ⁺⁺ Amarillo Convexa con borde 
ondulado 

Borde amarillo opaco 

 

Extracción de ADN 
 

En la figura 3 se muestra un gel de agarosa al 1% donde se observan las bandas de ADN sin 

degradación ni contaminación de las cepas representativas. El producto de PCR empleando 

cebadores específicos para la clase Actinobacteria se muestra en la figura 4; la extracción de 

ADN y el producto de PCR de cepas representativas permitieron la obtención de un amplicon 
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con una longitud de más de  10000 pb y aproximadamente 700 pb respectivamente. Del 

producto de 16S se obtuvo una secuencia aproximada 900 pb y para el 16S anidado de 1500 

pb.   

 

Figura 3 Extracción de ADN de cepas representativas carril 2: I001, carril 3: I002, carril 4: I006, carril 5: I013, carril 6: I025. 

 

Figura 4 Producto de PCR clase actino, de cepas representativas,  

Carril 1 en pares de bases (pb), carril 2: I001, carril 3: I002, carril 4: I006, carril 5: I013, carril 6: I025. 

 

 
Figura 5, Producto de PCR 16S de cepas representativas, carril 1 marcador en pares de bases (pb), carril 2: I001, carril 3: 

I002, carril 4: I006, carril 5: I013, carril 6: I025. 
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Figura 6 Producto de PCR clase actino 16S  de cepas representativas,  

Carril 1 marcador  en pares de bases (pb), carril 2: I001, carril 3: I002, carril 4: I006, carril 5: I013, carril 6: I025. 
 

Se observó que con el uso de cebadores específicos para la clase actinobacteria 16S 

27F/1525R los aislados I002 e I025 amplifican a 1500 pb; mientras que el resto de los 

aislados lo hacen pero aproximadamente por los 100 pb. Estos resultados en cierta manera 

coinciden por lo descrito por Lilja (2013), quién comparó los cebadores 16S para 

actinobacterias tradicionalmente usados y los cebadores 704F/1492R; cuando los cebadores 

fueron sustituidos se pudo recuperar el producto del PCR para ser analizado; encontró que 

en algunos casos sólo uno de los fragmentos podía ser amplificado, lo que indica una 

mutación en el sitio de unión del cebador; concluyendo en la necesidad de trabajar con más 

de 100 aislados para considerar el efecto acumulado del cribado en comunidades marinas; 

pero también es necesario hacer hincapié en el sesgo de cultivar comunidades microbianas a 

partir de sedimentos marinos o agua de mar; pues se estima que la cultivabilidad es de 0.25%  

(Amann et al., 1995). 

Determinación del isómero del ácido diaminopimélico (DAP) 
 

Todas las cepas evaluadas (figura 6) contienen ácido diaminopimelíco en forma de meso 

A2pm. Según Lechevalier y Lechevalier, (1970) existen cinco tipos de pared celular según 

sus constituyentes mayoritarios, dentro de los ejemplos representantes encontramos a 

Nocardia, Rhodococcus y Saccharopolyspora; por lo que se podría deducir que las muestras 

presentan una pared celular tipo IV, cuyos componentes mayoritarios son ácido meso-DAP, 

arabinosa y galactosa. En la figura 6, se puede observar y por lo tanto afirmar que ninguna 

muestra pertenece al género Streptomyces, esto porque todas las cepas evaluadas contienen 

DAP en forma se meso, según la muestra de referencia (carril 3, meso.DAP). 
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Figura 6 Determinación del Isómero del ácido diaminopomélico  

1: LL, 2: blanco, 3: meso-DAP, 4: I001, 5:I003, 6: I004, 7: I006, 8: I010, 9: I011, 10: I012, 11; I013, 12: I014, 13:I015, 14: 

I016, 15: I017, 16: I018, 17: I019, 18:I020, 19: I021. 

 

En la actualidad la determinación del isómero del ácido diaminopimélico (DAP) sigue siendo 

útil para caracterizar a los miembros del orden Actinomycetales aunque para hacer una 

identificación correcta se debe hacer uso de técnicas moleculares. Pese a que se podría 

considerar que la cromatografía en capa fina es una técnica poco utilizada para los 

actinomicetos es una técnica muy utilizada y sigue siendo necesaria para la determinación 

del DAP (Thawai et al.,  2008; Kirby et al., 2010; Carro et al., 2012). Esta no sólo nos brinda 

resultados sobre la presencia o ausencia de isómeros, sino del tipo específico al que 

pertenece.  

Determinación ácidos micólicos (MAC) 
 

Tanto en las cepas control, (Tzukamurella, Mycobacterium, Nocardia, Gordonia, y 

Rhodococcus) como en las cepas evaluadas, se detectaron ácidos micólicos (figura 7). En la 

cepa utilizada como control negativo (Streptomyces) no se detectaron ácidos micólicos. 

Todas las cepas evaluadas se encuentran dentro de un intervalo de 0.2 a 0.5, lo que comprende 

a los MAME´s. La importancia de esta prueba radica en que los mycolata son las únicas 

bacterias que contienen ácidos micólicos, por lo tanto este marcador quimiotaxonómico es el 

más útil para detectar cepas pertenecientes al suborden Corynebacterineae por la relación de 
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frente (Rf), utilizando cepas de referencia (carril 1 a 6), por el Rf de las muestras del carril 8 

a 19 podrían tenerse representantes de Rhodococcus. Todas las manchas con Rf comprendido 

entre 0.2 y 0.5 son metil ésteres de los ácidos micólicos (MAME´s), las marcas con un Rf 

superior a 0.6 corresponden a metil ésteres de ácidos grasos monohidroxilados (FAME´s) 

(Minnikin et al., 1980).  

Recientes estudios han demostrado que el medio de cultivo puede influir en el perfil de ácidos 

micólicos en micobacterias (Wick et al., 2002). Estos ácidos grasos de cadena larga están 

implicados en la arquitectura inusual y la impermeabilidad de la envoltura celular de estas 

bacterias (Portevin et al., 2004). 

 

Figura 7 Cromatografía de capa fina de aislados 

1: control negativo, 2: Tzukamurella, 3: Mycobacterium, 4: Nocardia, 5: Gordonia, 6: Rhodococcus, 7: 308, 8: I001, 9: 

I006, 10: I011, 11; I012, 12: 1013, 13: I 014, 14: I015, 15: I016, 16: I017, 17: I018, 18: I025, 19: I020 

 

El alto contenido de ácidos micólicos en la pared celular hace que todas las especies exhiban 

una elevada hidrofobicidad en algún estadio de su ciclo de crecimiento, aunque esta 

característica varía según las especies, y en algunos casos con la edad del cultivo y con la 

riqueza del medio en contenido de carbono y nitrógeno. Se ha comprobado que la 

composición de los ácidos micólicos varía con la edad del cultivo, temperatura de 

crecimiento y fuente de carbono (Stratton et al., 1997, Sokolovská et al., 2003). 
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Según el modelo descrito por Minnikin (1985a) sobre la  estructura de la pared celular de los 

microorganismos con ácidos micólicos estos pueden llegar a representar el 30% de la pared 

celular.  

Las mejoras en la clasificación de los actinomicetos que contienen ácidos micólicos han 

proporcionado un marco para el reconocimiento de nuevos patógenos oportunistas en taxones 

establecidos, tales como los géneros Corynebacterium, Mycobacterium y Nocardia; y en 

taxones recién descritos, sobre todo los géneros Dietzia, Gordonia, Rhodococcus y 

Tsukamurella (McNeil y Brown, 1994; Goodfellow et al., 1998, 1999; Brown-Elliott et al., 

2006).  

Al comprobar la presencia de actinobacterias con contenido de ácidos micólicos y con el 

apoyo de investigaciones previas, se sugiere que los microorganismos que sintetizan ácidos 

micólicos (MAC por sus siglas en inglés) son excelentes candidatos para estudiar la 

producción de pigmentos carotenoides (Miguel et al., 2000; Veiga-Crespo et al., 2005; 

Maldonado et al., sin publicar). 

De manera cualitativa se observó la producción de pigmentos, en lotes bajo condiciones 

controladas de oscuridad y luz.  

Se esperaba observar una diferencia marcada entre los lotes cubiertos y los lotes en 

condiciones de luz, pues se sabe que las bacterias MAC prefieren condiciones de oscuridad, 

pero esta diferencia no se encontró definida, pues la pigmentación fue intensa en ambos 

casos; por otro lado según Timpe y Runyon (1954) propusieron una clasificación para las 

bacterias productoras de ácidos micólicos en cuatro grupos, de acuerdo con la velocidad de 

crecimiento  (lento ≥ 7 días y rápido ≤ 7 días), y la producción de pigmento en presencia o 

ausencia de luz (fotocromógenas, escotocromógenas y no cromógenas), por lo que estamos 

frente a bacterias no cromógenas. 

Se ha comprobado que los ácidos micólicos son los responsables de la actividad inductora de 

pigmento (Onaka et al., 2011), los ácidos micólicos se encuentran en la capa externa de 

bacterias que pertenecen al orden Corynebacteriaceae, los cuáles están ligados a 

arabinogalactano, trehalosa, y proteínas, que son componentes importantes de la barrera 

exterior altamente impermeable (Huc et al., 2010). 
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Fuentes de carbono  
 

Se sabe que la concentración de 1.0% para las fuentes de carbono es el punto máximo para 

la producción de biomasa y pigmento (Barragán, 2009). Se observó que la biomasa en la 

mayoría de las colonias aumentó constantemente, hasta transcurridos los 14 días de 

incubación, y pasado este periodo el crecimiento se mantiene. Lo anterior indica además 

indirectamente la cinética de crecimiento del microorganismo. Por lo cual sólo se discute el 

crecimiento de los días 7 y 14. También se observó que la pigmentación principalmente en 

los aislados I002, e I025, se vuelve más intensa a los 14 días de incubación.  

Tomando en cuenta que para esta evaluación cualitativa, se consideraron tanto para las 

fuentes de carbono como nitrógeno los valores 1 como mínimo y 4 como máximo para la 

producción de biomasa y 1 mínimo y 5 máximo para la pigmentación, se discute lo siguiente.  

 

En general para el aislado I001 (gráfica 1 y 2), se observó un crecimiento alto (3), en las 17 

fuentes de carbono evaluadas, la pigmentación osciló entre el naranja claro, naranja y rojizo; 

aunque como caso excepcional se observó que la producción de biomasa y pigmento, se ve 

disminuido cuando se crece en presencia de dextrano.   

 

Gráfica 1 Crecimiento en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I001 

 

 

Gráfica 2 Pigmentación en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I001 
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Para el aislado I002 (gráfica 3 y 4), la producción de biomasa utilizando fructosa y xilosa 

como fuente de carbono es alta (3), mientras que para el resto de las fuentes el crecimiento 

oscila entre 1 y 2, incluyendo dextrano, aunque en una repetición no hubo crecimiento. 

 

 

Gráfica 3 Crecimiento en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I002 

 

 

Gráfica 4 Pigmentación en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I002 

 

La producción de pigmentos en el aislado I006 (gráfica 5 y 6), en general fue el más alto de 

los cinco aislados, en arabinosa la biomasa fue la máxima (4), mientras que en las demás 

fuentes oscilo entre 2 y 3; específicamente en el caso de dextrano el crecimiento fue de 2, 

pero la coloración aun pasando los 14 días sigue presentándose beige; seguramente esto se 

debe a que el dextrano es un polisacárido ramificado, complejo de metabolizar para estos 

aislados. 

0

2

4

Crecimiento 7 días Crecimiento 14 días

0

2

4

6

Pigmentación 7 días Pigmentación 14 días



 

31 
 

 

Gráfica 5 Crecimiento en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I006 

 

 

Gráfica 6 Pigmentación en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I006 

 

En el aislado I013 utilizando celobiosa, sorbitol y xilosa como únicas fuentes de carbono, se 

observa claramente en las dos repeticiones como el crecimiento aumenta del día 7 al 14 de 

incubación, la pigmentación va de beige a naranja. En el aislado I025 se observa que el 

crecimiento es mayor que la pigmentación (gráfica 9 y 10). 

 

 

Gráfica 7 Crecimiento en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I013 
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Gráfica 8 Pigmentación en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I013 

 

 

Gráfica 9 Crecimiento en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I025 

 

 

 

Gráfica 10 Pigmentación en fuentes de carbono (con duplicado), de la cepa I025 

 

El mecanismo de control global que regula la utilización de fuentes de carbono de manera 

sistemática se denomina represión catabólica por carbono (RCC) (Saier y Reizer, 1992), y se 
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sabe que si sólo una fuente de carbono está disponible, de cualquier forma, la RCC está 

presente, lo cual es una consecuencia del metabolismo del carbohidrato que actúa como un 

dispositivo de autorregulación interna, limitando el consumo del carbohidrato y funcionando 

como sistema economizador de energía (Forero y Sánchez, 2008). 

 

El buen crecimiento de los microorganismos aislados con ácido malónico puede deberse a 

que esta fuente aporta núcleos aromáticos a hongos y bacterias. De los tres azúcares 

evaluados que se obtienen a partir de la ruta metabólica de las pentosas (arabinosa, galactosa 

y xilosa), se observó que el crecimiento fue bajo, especialmente para I025; se sabe que estos 

tres azúcares forman parte de la pared celular  de plantas, por lo que podría esperarse que 

estos microorganismos no se encuentren asociados a estructuras vegetales.   

El crecimiento bajo con xilosa podría explicarse a la producción limitada de ATP con esta 

fuente de carbono, pues se sabe que el gasto energético para su uso es alto, si se le compara 

por ejemplo con la glucosa (Tao et al., 2001; Underwood et al., 2002). 

La celulosa fue la fuente de carbono que afectó de manera negativa el crecimiento de los 

microorganismos, así como la producción de pigmentos, esto quizá se deba a que esta fuente 

es un biopolímero que para su degradación requiere de celulasas que los aislados no son 

capaces de producir; sin embargo se encontró que el crecimiento con celobiosa como única 

fuente de carbono para los aislados I001 e I006 es favorable, por lo que aunque la celobiosa 

sea un derivado de la celulosa, ésta ya sufrió un proceso de hidrólisis generado un compuesto 

que es más fácil de asimilar por estos microorganismos; caso contrario sucede con el resto 

de los evaluados, que tienen poco crecimiento tanto con la celulosa como con la celobiosa.  

El nulo o bajo crecimiento que se observó con dextrano como fuente de carbono, puede 

atribuirse a las propiedades mismas de este polisacárido, las ramificaciones de su estructura 

podrían explicar su poca asimilación,  aunado a esto también se debe considerar que dextrano 

es altamente soluble en agua y fácilmente filtrable, por lo que teniendo microorganismos con 

una pared celular con alta concentración en ácidos grasos su aprovechamiento era de 

esperarse bajo. Caso contrario a la anterior fuente de carbono el crecimiento con glicerol fue 

alto; sólo I002 creció hasta la segunda semana, pero según estudios realizados, se puede 

afirmar que los microorganismos que tienen la capacidad de utilizar el glicerol como fuente 
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de carbono, incorporan los lípidos (aceites) a su estructura (Li et al., 2008), esto puede 

explicar el buen crecimiento en glicerol, pues se sabe que las bacterias estudiadas poseen una 

consistencia mantecosa (butirosa). 

Resulta interesante observar el mismo comportamiento en la asimilación de manosa y 

manitol, pues se sabe que este poli- alcohol se obtiene a partir de la reducción de la manosa 

(hexosa), también se observa una buena asimilación de otro poli-alcohol (sorbitol), por lo 

que se podría decir que los microrganismos estudiados son buenos oxidantes de alcoholes 

(Maldonado et al., 2013). 

En este punto se sabe que no todas las fuentes de energía tienen el mismo efecto el 

crecimiento microbiano. En el caso de los azúcares solubles, específicamente hablando de 

fructosa (monosacárido), los aislados crecen bien y tienen una buena producción de 

pigmentos; sin embargo comparando otros azúcares solubles sacarosa y lactosa (disacáridos) 

se determinó que I002 e I025, tienen bajo crecimiento con lactosa y este último es lento con 

sacarosa; por lo que este es un claro ejemplo que para algunos microorganismos  la síntesis 

y disponibilidad de energía varía de un microorganismo a otro y que esto también depende 

de la complejidad de la fuente de carbono. 

Los resultados permiten distinguir fácilmente que para los cinco aislados las distintas fuentes 

de carbono empleadas les confieren diversos cambios tanto en crecimiento como en 

pigmentación. El hecho de que visiblemente se observen cambios en la pigmentación de los 

aislados, puede deberse a que la producción de carotenoides, es una mezcla dentro de la cual 

al emplear distintas fuentes de carbono, favorecerán a la producción mayoritaria de un tipo 

de pigmento carotenoide. 

Fuentes de nitrógeno  
 

El medio de cultivo para la evaluación con diferentes fuentes de nitrógeno contiene glucosa 

como fuente de carbón. En general el aislado I001 tiene un crecimiento medio (2), (gráfica 

11 y 12) en la mayoría de las fuentes, aunque con aspargina, prolina y serina existe un 

aumento de biomasa del día 7 al 14 de avaluación, la pigmentación fue alta aunque en 

histidina la pigmentación no fue muy intensa y pasó al amarillo. 
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Gráfica 11 Crecimiento en fuentes de nitrógeno (con duplicado), de cepa I001 

 

Gráfica 12 Pigmentación en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I001 

 

El aislado I002 (gráfica 13 y 14), tuvo crecimiento similar el día 7 y 14 sólo en triptofáno, en 

el resto de las fuentes hubo aumento de biomasa del día 7 al 14, la pigmentación con 

aspargina fue de naranja claro a naranja, en el resto de las fuentes la pigmentación fue de 

beige a amarillo. 

 

Gráfica 13 Crecimiento en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I002 
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Gráfica 14 Pigmentación en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I002 

 

El aislado I006 (gráfica 15 y 16), tuvo crecimiento constante del día 7 al 14 sólo en alanina, 

aspargina y ornitina, en el resto de las fuentes la biomasa fue similar en las dos evaluaciones, 

la pigmentación siempre fue alta, se observó disminución de pigmentación en arginina, 

ornitina, prolina, serina y triptofáno. 

 

Gráfica 15 Crecimiento en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I006 

 

Gráfica 16 Pigmentación en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I006 
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El aislado I013 (gráfica 17 y 18) en general presenta una pigmentación alta, la biomasa 

permanece constante en las evaluaciones, aunque si existe aumento en arginina, aspargina y 

serina.  

 

Gráfica 17 Crecimiento en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I013 

 

Gráfica 18 Pigmentación en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I013 

 

Se observó pigmentación naranja en I025 (gráfica 20) en aspargina, en el resto de las fuentes 

fue amarilla, en presencia de aspargina, prolina y triptofáno la biomasa (gráfica 19) fue 

similar tanto el día 7 como el 14; en el resto de las fuentes, se observó que la pigmentación 

aumenta con respecto a los días de incubación. 
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Gráfica 19 Crecimiento en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I025 

 

 

Gráfica 20 Pigmentación en fuentes  de nitrógeno (con duplicado), de cepa I025 

 

A excepción de I006, el bajo crecimiento de los aislados con alanina resulta interesante, pues 

se sabe que este aminoácido después de la glicina es el más simple; además este se encuentra 

involucrado en la construcción del peptidoglicano que es el principal constituyente de la 

pared celular, el bajo crecimiento con esta fuente de nitrógeno, coincide con el mismo 

comportamiento de desarrollo con triptófano, esto se puede deber a que la alanina actúa en 

el metabolismo del triptofáno y a su alto costo para metabolizarlo.  

Las bacterias tienen varias estrategias para degradar arginina ya que, dependiendo del 

organismo y de las condiciones de crecimiento, se puede utilizar la arginina como fuente de 

nitrógeno y carbono o energía (Charlier y Glansdorff, 2004; Larsen et al., 2005). Se observó 

que hubo buen crecimiento de los aislados; a excepción de I002 que fue bajo en arginina 

como fuente de nitrógeno, esto resulta de gran valor, pues estudios previos demuestran que 

el metabolismo y la regulación de arginina tienen importancia en la virulencia de bacterias 

como M. tuberculosis, Listeria monocytogenes, y M. bovis (Sassetti et al., 2003; Ryan et al., 
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2009; Hovel-Miner et al., 2010) por lo que podríamos suponer que si tienen buen crecimiento 

utilizando arginina, es muy probable que los microorganismos (I001, I006,1013 e I025) sean 

virulentos.  

El buen crecimiento de todos los microorganismos evaluados en aspargina resulta 

interesante, pues se sabe que su precursor la asparagina, un  aminoácido no esencial forma 

parte de los llamados bacteriocidas no lántibioticos (Montalbán-López et  al., 2011). 

El bajo crecimiento de todos los microorganismos estudiados con histidina podría deberse a 

que es uno de los cuatro aminoácidos metabólicamente más caro de sintetizar, junto con 

fenilalanina (Phe, F), tirosina (Tyr, Y), triptófano (Trp, W) (Alifano et al., 1996; Akashi y 

Gojobori, 2002; Swire, 2007) lo que coincide con el bajo crecimiento de los aislados con 

triptófano a excepción de I006.  

La ornitina se comienza a sintetizar por la acción de la enzima ornitina descarboxilasa, la 

cual se ha demostrado que es baja o nula en algunos hongos (Ruiz-Herrera, 1994). Los 

resultados de este trabajo demostraron que la ornitina también es baja en los microorganismos 

de estudio; esta enzima es importante porque está presente en el proceso de síntesis de 

poliaminas, estas moléculas son necesarias para la replicación de ADN, apoptosis, 

transcripción y traducción (Ruiz-Herrera, 1994; Basu y Marton, 1995).  

Los resultados indican que con medios de cultivo económicos pero bien diseñados se pueden 

evaluar cambios visibles para la producción de pigmentos carotenoides; que en realidad son 

cambios que nos proporcionan una gran variedad de pigmentos que presentan un amplio 

rango desde los más tenues como el beige pasando por naranja. 

En general al observar los efectos de las diferentes fuentes de nitrógeno y carbono en los 

aislados evaluados, se puede decir que la producción de biomasa fue menor frente a las 

fuentes de nitrógeno, pero la pigmentación fue similar con los dos tipos de fuente.  

Se comparó el comportamiento de los aislados, frente a cepas conocidas de referencia 

quimiotaxonómicamente las cepas evaluadas poseen marcadores químicos que apoyan su 

asignación al género Rhodococcus; la pared celular contiene ácido meso-diaminopimélico, 

arabinosa y galactosa (es decir, la pared celular tipo IV; Lechevalier y Lechevalier, 1970). 
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En la cromatografía de extracción de ácidos micólicos se identificó un Rf con valor entre 

0.40 y 0.48. 

Tabla 8 Crecimiento en fuentes de carbono, de los aislados  I001, I002, I006, I013 e I025, Rhodococcus, R. 

corynebacterioides, Williamsia, W. maris, Dietzia y D. maris 

 I001 I002 I006 I013 I025 Rhodococcus R. 
corynebacterioides 

Williamsia W.maris Dietzia D. 
maris 

Ácido 
malónico 

+ +* + + +       

Adonitol + + + + + - +  - - - 

Arabinosa + +* + + w + + - - - - 

Celobiosa + +* + w w - - - - - - 

Celulosa +* +* +* +* +*       

Dextrano +* - +* +* -       

Fructosa + + + + + + +     

Galactosa +* +* +* +* w + +  + - - 

Glicerol + w + + +       

Inositol + + + + + + +  + - - 

Lactosa + + + + +*  - - - - - 

Maltosa + +* + + +* + +  +  - 

Manitol + +* + + w - +/- + +  - 

Manosa + +* + + +* - +     

Sorbitol + +* + + +* + + + + -  

Sacarosa + +* + + w  +    + 

Xilosa + + + + +* - + + + w w 
+ Crecimiento, - Sin crecimiento,  +* Bajo crecimiento, W crecimiento hasta la segunda semana. (Kämpfer et al., 2013; 

Yassin y Hupfer, 2006 y Yassin et al., 2006). El espacio en blanco indica que no se evaluaron esas fuentes de carbono. 

Las cepas evaluadas tienen crecimiento similar a R. corynebacteroides, frente a las mismas 

fuentes de carbono; aunque R. corynebacteroides no crece en celobiosa, se observó que I002 

tuvo poco crecimiento  y los aislados I013 e I025 crecieron hasta la segunda semana. 

Tabla 9 Crecimiento en fuentes de nitrógeno, de los aislados  I001, I002, I006, I013 e I025, Rhodococcus, R. 

corynebacterioides, Williamsia, W. maris, Dietzia y D. maris 

 I001 I002 I006 I013 I025 Rhodococcus R. 
corynebacterioides 

Williamsia W.maris Dietzia D. 
maris 

Alanina +* +* + +* +* - - + + - - 

Arginina + +* + + +  -     

Aspargina  + + + + + - +     

Histidina +* +* +* +* +* - -     

Ornitina +* +* + +* +* - +/- - - - - 

Prolina + +* +* + +* - + - - - - 

Serina + w + + w - + - - - - 

Triptofano +* +* + +* +* - -     
+ Crecimiento, - Sin crecimiento,  +* Bajo crecimiento, W crecimiento hasta la segunda semana. (Kämpfer et al., 2013; 

Yassin y Hupfer, 2006 y Yassin et al., 2006). El espacio en blanco indica que no se evaluaron esas fuentes de nitrógeno. 
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Por lo observado en cuanto al crecimiento de los aislados en las diferentes fuentes de 

nitrógeno, se podría deducir que las cepas corresponden a R. corynebacteroides, aunque los 

miembros de esta especie no crecen en presencia de alanina, histidina y triptofano se observó 

que los microorganismos de estudio con estas tres fuentes e nitrógeno fue bajo.  

Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Yassin y Schaal (2005) quienes encontraron 

que el perfil taxonómico de R. corynebacterioides corresponde a colonias suaves, 

pigmentadas naranjas a rojo, las células son en forma de varilla y cocoides, gram positivas y 

ácido-alcohol resistentes, de crecimiento lento; asimila adonitol, arabinosa, 2,3-butanodiol, 

citrato, etilo, fructuosa, galactosa, glucosa, gluconato, inositol, maltosa, manitol, manosa, 

1,2-propanodiol, sacarosa, sorbitol, sucrosa y trehalosa como fuentes de carbón; pero no 

adipato, alcohol isoamílico, celobiosa, lactosa, rafinosa o ramnosa. La xilosa es débilmente 

utilizada como fuente de carbono. Utiliza aspargina, prolina, serina y ornitina, pero no 

acetamida, alanina, arginina, histidina y triptófano como fuentes de nitrógeno. 

 

El potencial catabólico de las especies gordoniae, nocardiae, rodococco y tsukamurellae, y 

probablemente dietziae y skermaniaes no sólo incluye la capacidad de asimilar los hidratos 

de carbono y proteínas, sino también compuestos como hidrocarburos alifáticos, anilina, 

hidrocarburos bicíclicos y policíclicos, compuestos nitroaromáticos, piridina y esteroles  

(Tárnok, 1976; Cain, 1981; Janke et al., 1986; Van Ginkel et al., 1987; Peczynska-Czoch y 

Mordarski, 1988; Williams et al., 1989). Detergentes y plaguicidas, incluyendo la warfarina, 

también son modificados (Goodfellow y Williams, 1983). La capacidad de sintetizar lípidos 

complejos (Minnikin, 1982; Ioneda, 1988), incluyendo ácidos micólicos, distingue a dietziae, 

gordoniae, nocardias, rhodococco, skermaniae y tsukamurellae de todas las otras bacterias 

aparte de corinebacterias y micobacterias (Goodfellow y Maldonado 2006). 

Los miembros del género Dietzia, Gordonia, Rhodococcus y Tsukamurella se han aislado de  

hábitats acuáticos y terrestres, así como a partir de material clínico, y son difíciles de 

distinguir unos de otros utilizando propiedades fenotípicas simples (Goodfellow y 

Maldonado, 2006). La morfología  y el aspecto clínico de las cepas del género Dietzia, por 

ejemplo, son muy similares a los de Rhodococcus equi, un organismo frecuentemente 

encontrado por los microbiólogos médicos en su práctica diaria; por lo que podría parecer 
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que probable las infecciones causadas por la especie dietziae podría haber sido identificada 

erróneamente como Rhodococcus sp. (Koerner et al., 2009).  

Filogenia 
 

Se analizaron las secuencias del gen 16S de cada uno de los aislados (I001, 1002, 1006, 1013 

e I025; I001 16S; IOO2 16S; 1006 16S; 1013 16S e I025 16S), y se compararon con aquellas 

depositadas en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La construcción del árbol 

filogenético para la validación taxonómica se realizó con el programa MEGA 7 (Kumar et 

al., 2015), a partir del método de Máxima Verosimilitud (ML), las distancias evolutivas se 

calcularon usando el modelo de evolución de  Hasegawa Kishino Yano+G (Hasegawa et al., 

1985) que mostró ser el de mayor ajuste para las secuencias. El análisis se realizó con 

representantes de géneros que contienen ácidos micólicos; cabe decir que esta selección de 

microorganismos con ácidos micólicos se hizo a partir de la extracción de estos y a partir del 

BLAST. 

 

En la figura 8, se observa que los aislados que comparten código de inicio, por ejemplo (I006 

e I006 16S), son exactamente el mismo aislado, pero el método de obtención de los 

nucleótidos a partir del 16S es distinto, (pues recordemos que las secuencias provenientes de 

los aislados de I001 a I025 se obtuvieron a partir de cebadores específicos para la clase actino; 

y para las secuencias con terminación 16S se obtuvieron a partir de cebadores universales 

16S) el acoplamiento a los nodos no se comportó como se hubiera esperado por esta 

homología; aquí I06, filogenéticamente se encuentra más relacionado a R. equi, mientras que 

I013, I01 16S e I01, son más cercanos al género Dietzia y a sus especies, sin embargo se 

observa que I006 16S e I013 16S, se agrupan en un clado separado; y con más relación 

filogenética con E. sp, M. smegmatis y R. jostii. Este comportamiento podría estar sustentado 

en la suposición que las copias de genes de rARN dentro de un organismo están sujetos a la 

homogeneización a través de la conversión de genes (Hashimoto et al., 2003).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 8 Árbol filogenético, empleando el método estadístico Máxima Verosimilitud (ML) basado en el modelo de 

evolución de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G), (Hasegawa et al., 1985) y la prueba de filogenia Bootstrap. Se utilizaron 

las secuencias de microorganismos con ácidos micólicos. 

Lo anterior también se complementa con lo determinado por Pei et al (2010)  quienes 

determinaron que existen secuencias 16S de la misma especie, o incluso el mismo genoma 

que son a menudo diferentes; y que las  especies bacterianas con secuencias que difieren en 

> 1% son bastante comunes. En las bacterias termófilas es donde más variaciones 16S rARN 

se han encontrado; por lo que se ha propuesto que la transferencia horizontal de genes es la 

causa potencial de estas variaciones (Acinas et al., 2004). 

Vetrovsky y Baldrian (2013) encontraron que aun teniendo niveles de similitud altos (97%) 

el 9.3% de sus aislados de estudio contenían secuencias de múltiples géneros; muestran que 
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esta similitud interespecífica o intergenéricos puede afectar significativamente la 

construcción OTU´s (Unidad operacional taxonómica); pues en algunos géneros las especies 

tenían exactamente la misma secuencia de 16S rARN. 

De acuerdo a la filogenia I013, I01 16S e I01 pertenecen al género Dietzia, el cuál en un 

principio era identificado como Flavobacterium maris (Harrison, 1929), pero posteriormente 

se le conoció como Rhodococcus maris (Nesternko et al., 1982), por poseer características 

que hacían pensar en su asignación al género Rhodococcus, por lo que al haber supuesto que 

los microorganismos estudiados pertenecían a este género es un poco normal, puesto que las 

características de crecimiento y asimilación de ciertos nutrientes así lo indicaba.  Hoy en día 

el género Dietzia se compone de tres especies D. maris, D. natronolimnaios y D. 

psychralcaliphilus, que forman un clado en el árbol de genes 16S rARN Corynebacterineae. 

 

Existen reportes (Nesterenko et al., 1982;  Rainey et al., 1995a;  Colquhoun et al., 1998) de 

haber hallado cepas de D. maris en suelo, piel y tracto intestinal de la carpa, así como en 

sedimentos de aguas profundas en el Océano Pacífico, pero no existen reportes de haber 

aislado este género en aguas del Golfo de México, por lo que podríamos estar frente a un 

género no antes reportado dentro de este ambiente.  

Se sabe que este género llega a afectar la salud del ser humano, la primera evidencia 

documentada fue de un  paciente inmunocomprometido (Bemer-Melchior et al., 1999); este 

microorganismo también se ha aislado de infecciones en los huesos (Pidoux et al., 2001). 

Otra de las relaciones filogenéticas fuertes que podemos observar es la de los aislados I001, 

con D. schimae; este género recientemente se ha descrito, junto con D. cercidiphylli, las 

cuales han sido aisladas a partir de tejido vegetal de una superficie esterilizada (Li et al., 

2008). 

 

Entre los nuevos géneros de Dietzia que se han encontrado se tiene a D. dagingensis, aislada 

a partir  de una muestra de agua proveniente de  la planta petrolera Dagenging en China 

(Nazina et al., sin publicar), y D. timorensis, aislada a partir de una muestra de suelo, en  

Indonesia (Yamamura et al., 2010). Sin embargo se necesitan más estudios para determinar 
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el estatus taxonómico de D. dagingensis, pues tiene una secuencia de genes 16S rARN 

idéntica a la cepa D. natronolimnaea. 

El mismo comportamiento se observa en la figura 9, con los aislados I002 e I025; I02 se 

relaciona filogenéticamente con E. longus; mientras que E. citreus se relaciona con I025; 

pero también se aprecia que tanto I02 16S e I025 16S se encuentran en un clado distinto y su 

aproximación filogenética es más cercana a E. citreus. 

Este género fue propuesto por Shiba y Simidu (1982), son bacterias gram-negativas, ovoides, 

aeróbicos y en algunos casos quimioorganótrofos. Las especies de este género son de color 

rojo o naranja, en su coloración contienen bacterioclorofila-a y carotenoides (Shiba y Simidu, 

gram1982; Yurkov et al., 1994). En 2002 se describió a Erythrobacter citreus, una especie  

con pigmentación amarilla, que carece de bacterioclorofila-a (Denner et al., 2002). Los 

análisis filogenético basado en secuencias 16S rARN han demostrado que el género 

Erythrobacter cae dentro de la α-subclase de las proteobacterias y está  estrechamente 

relacionada con los géneros Erythromicrobium y Porphyrobacter (Yurkov et al., 1994; Anzai 

et al., 2000; Denner et al., 2002). 
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Figura 9  Árbol filogenético, de los aislados i02 e i025 y algunos miembros del género  Erythrobacter; empleando el 

modelo de evolución de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G), (Hasegawa et al., 1985) y la prueba de filogenia Bootstrap. 

Existen investigaciones que sugieren que una combinación de características morfológicas y 

quimiotaxonómicas se puede utilizar para distinguir Dietzia de otros géneros que contienen 

ácidos micólicos (Koerner et al., 2009), sin embargo en esta investigación se comprobó que 

esto no fue posible, debido a la dificultad que resulto clasificar correctamente a los 

microorganismos estudiados según su género con estas características, como: coloración, 

consistencia, crecimiento lento o rápido, tipo de pared celular, contenido de ácido micólicos 

y asimilación de nutrientes; pero se comprobó que es necesaria la implementación de 

métodos genéticos para una identificación adecuada; esto también concuerda con lo 

encontrado por Kleinsteuber et al., (2006); Sette et al., (2007); Tiago et al., (2004) y Brito et 

al., (2006) que cuentan con cepas de Dietzia aisladas en aguas subterráneas, manglares y 

yacimientos petroleros pero no las han podido caracterizar; también se tienen reportes de la 

evidencia en donde con la utilización de pruebas de carbono (Biotype- 100 tiras) se puede 

llegar a diferenciar e identificar, miembros de los géneros Dietzia, Gordonia y Rhodococcus 
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(Bizet et al., 1997), sin embargo con la evaluación que se llevó a cabo utilizando diferentes 

fuentes de carbono y nitrógeno esta identificación a nivel género no se pudo llevar a cabo 

correctamente, estos resultados coinciden con los reportados por Koerner et al., (2009) 

quienes encontraron que con la utilización de un equipo comercial (API CORYNE versión 

3.0) se obtiene un perfil de identificación, del 98.1% como Rhodococcus sp., siendo géneros 

de Dietzia los realmente analizados. 

Es importante señalar que hoy en día no se debe considerar como única opción, hacer una 

identificación de cualquier microorganismo sólo con la implementación de métodos 

tradicionales, se debe hacer uso de herramientas moleculares, específicamente se sabe que 

las bacterias constantemente van creando resistencia a su entorno, y esto conlleva 

adaptaciones que pueden dar características fenotípicas que podrían ser confusas para su 

identificación e manera tradicional, en el presente trabajo se pone en evidencia que dos 

microorganismos estudiados presentaban características de actinobacterias, específicamente 

pertenecientes a la familia Corynebacteriaceae, sin embargo gracias a las pruebas 

moleculares se pudo concluir que tanto I002 como I025 pertenecen a la familia 

Erythrobacteraceae. 

Conclusiones 
 

La necesidad de utilizar herramientas moleculares para complementar la caracterización y 

explorar las diversas actividades metabólicas de los miembros de las familias Dietziaceae, 

Gordoniaceae, Nocardiaceae y Tsukamurella cada vez más evidente. 

La importancia de esta investigación, radica en el aporte del conocimiento a la diversidad 

genética de actinomicetos provenientes de sedimentos del Golfo de México, una de las 

principales aportaciones fue el hallazgo de especies del género Dietzia, pues se sabe que esta 

puede estar implicada en la degradación de petróleo crudo, la presencia de estas especies nos 

indica que estamos frente a microorganismos no reportados con anterioridad en este 

ambiente, es importante señalar la amplia diversidad de actinomicetos presentes en ambientes 

marinos y dejar de reconocer a los géneros Micromonospora, Rhodococcus y Streptomyces, 

como los más representativos; en términos de la importancia biotecnológica de la presente 

recordemos que algunos de estos actinomicetos producen metabolitos secundarios, a partir 
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de los cuáles podemos obtener agentes terapéuticos, además del posible uso como 

biocolorante que se puede dar a partir de los pigmentos carotenoídes, pero para esto es 

necesario ampliar los estudios y utilizar técnicas analíticas para contabilizar los pigmentos.  

Perspectivas 
 

 Es necesario implementar métodos analíticos, para cuantificar la producción de 

pigmentos carotenoides. 

 Se considera oportuno que la selección de cebadoress para la PCR, se realice con 

aquellos que recientemente hayan mostrado mejor afinidad para la replicación. 

 Es recomendable evaluar los aislados obtenidos frentes especies antagonistas, además 

de estudiar el potencial de los aislados para degradar compuestos xenobióticos. 
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Anexos  
Resiembra de UFC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

   

 

 
 

Figura 3. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperaron  2 colonias  

Figura 4. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, no 

hubo recuperación 

Figura 5. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, no 

hubo recuperación 

Figura 6. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, no 

hubo recuperación 

Figura 7. Resiembra de UFC 
en GYM·conc, no hubo 

recuperación 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, no 

hubo recuperación  

Figura 9. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, no 

hubo recuperación  

Figura 10. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperaron  2 colonias 

Figura 11. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperaron  3 colonias  

Figura 12. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 
recuperaron  2 colonias  

 

 

  

 

 

 

Figura 13. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperaron  2 colonias 

Figura 14. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperaron  4colonias 

Figura 15. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperaron  3 colonias 

Figura 16. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperaron  4 colonias 

Figura 17. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperaron  3 colonias  

 

 

 

 

   

Figura 18. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, no 

hubo recuperación  

Figura 19. Resiembra de 
UFC en GYM·conc, se 

recuperó 1 colonia  
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Medios de cultivo 
Los medios fueron esterilizados por 15 minutos. 

GYEA 
(Agar Glucosa extracto de Levadura; Gordon y Mihm, 1962) 

Glucosa 10 g 
Extracto de levadura 10 g 

Agar 12 g 

Agua destilada 1000 mL 

pH 7.2 

 

GYM 
(Agar Glucosa extracto de Levadura y Malta; Catálogo DSMZ, 2001) 

Glucosa 4 g 
Extracto de levadura 4 g 

Extracto de malta 10 g 
Carbonato de calcio 2 g 

Agar 12 g 

Agua destilada 1000 mL 

pH 7.0- 7.2 
 

Medio basal  
(Shirling & Gottlieb, 1966) fuentes nitrógeno 

D-glucosa 10 g 
MgSO4.7H2O 5 g 

NaCl 0.5 g 
FeSO4.H2O 0.01 g 

K2HPO4  1.0 g 
Agar 18 g 

Agua bidestilada 1000 mL 
pH 7.4 

 

ISP-9  
(Shirling & Gottlieb, 1966) Fuentes de carbono 

(NH4)SO4 2.64 g 
KH2PO4 2.38 g 

K2HPO4.3H2O 5.65 g 
MgSO4.7H2O 1.0 g 

Solución sales traza(Pridham τ 
Gottlieb) 

 

1 mL 

Agar 18 g 
Agua bidestilada 1000 mL 

pH 6.8-7.0 
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Electroforesis horizontal 
Se pesaron 0.25g de agarosa, se añadió en un matraz Erlenmeyer con 25 ml de buffer TAE  

pH 1X, se homogenizó la mezcla calentando en una placa, se dejó enfriar hasta 

aproximadamente 45°C y se añadió 1.25 μL de marcador SYBR, se mezcló el contenido y se 

vertió en una cámara de electroforesis horizontal, dejándose solidificar de 25 a 30 minutos 

En el primer carril se colocaron 0.9 μL de marcador, en los carriles 2 a 6 se colocó la muestra 

de ADN,  (2 μL de ADN y 1 μL de colorante), se dejó correr el gel durante 45 minutos a 75 

W.  
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