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I.1. MICROORGANISMOS HALÓFILOS  

I.1.1. CONCEPTO 

Etimológicamente, el término “halófilo” proviene del griego hals (sal) y phil (amigo, 

amor), es decir, “amante o amigo de la sal”. Por lo tanto podemos definir a los 

microorganismos halófilos como aquellos que requieren ciertas cantidades de sales para 

crecer (Ventosa y Arahal, 2002a).  

I.1.2. CLASIFICACIÓN 

La clasificación más aceptada de los microorganismos halófilos se debe a Kushner y 

Kamekura (Kushner & Kamekura, 1988) quienes dividieron a los microorganismos halófilos 

en débiles, moderados y extremos de acuerdo a la concentración de NaCl que sustenta el 

crecimiento óptimo de cada uno de estos tipos: 

- No halófilos: su crecimiento óptimo se produce a una concentración de NaCl 

inferior a 0,2 M (1 %, p/v). Existen microorganismos no halófilos capaces de 

crecer en medios hasta con 2,5 M de NaCl (15 %, p/v), denominándose 

halotolerantes. 

- Halófilos débiles: su crecimiento óptimo se produce a una concentración de 

NaCl de entre 0,2 y 0,5 M (1–3 %, p/v). A esta categoría pertenecen las 

bacterias marinas 

- Halófilos moderados: crecen de forma óptima a concentraciones de NaCl 

comprendidas entre 0,5 y 2,5 M (3–15 %, p/v). 

- Halófilos extremos: su crecimiento óptimo se produce a una concentración de 

NaCl de entre 2,5 y 5 M (15–30 %, p/v).  

Cuando Skerman publicó su famosa lista de nombres aprobados de bacterias 

(Skerman et al., 1980) sólo aparecían una decena de especies halófilas entre las 2500 

bacterias que entonces se consideraron. Desde esa época se han descrito cientos de especies 

de bacterias halófilas, clasificadas dentro de las categorías de débiles, moderadas y extremas. 

Las bacterias halófilas moderadas y halófilas extremas son las principales pobladoras 

de los ambientes hipersalinos, aunque también pueden ser aisladas de otros hábitats. Las 

primeras son más abundantes a concentraciones salinas intermedias (10–20 %, p/v de NaCl), 

mientras que las últimas predominan en ambientes con salinidades superiores al 20 % (p/v) 

de NaCl. Existe un rango salino en el cual coexisten y compiten ambas categorías de 
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microorganismos (Rodríguez-Valera y col., 1985; Rodríguez-Valera, 1988; Benlloch y col., 

2002; Ventosa, 2006). 

I.1.3. TAXONOMÍA Y FILOGENIA 

 Lejos de la ya antigua clasificación de los organismos vivos en cinco reinos, la 

secuencia del gen del ARNr 16S, utilizada como marcador filogenético, llevó a Carl Woese 

y colaboradores a proponer una nueva clasificación de los organismos vivos en tres 

dominios: Archaea, Bacteria y Eukarya (Woese, 1987; Woese y col., 1990), representados 

en el conocido como “árbol universal de la vida” (Figura 1) y en los que los organismos 

halófilos están ampliamente distribuidos, aunque sin duda los procariotas son los que 

incluyen mayor diversidad de microorganismos halófilos y son los más diversos y los mejor 

estudiados hasta el momento.  

 

Figura 1. Árbol de la vida basado en la secuenciación del gen del ARNr 16S y 

distribución de algunos de los microorganismos halófilos (Oren, 2008). 

Más adelante se hace una descripción más precisa de los microrganismos halófilos que 

conocemos en los tres dominios, si bien, podemos adelantar que la mayor representación de 

estos microrganismos en el Dominio Archaea se encuentra dentro del orden Halobacteriales, 

familia Halobacteriaceae (Oren, 2006). Por su parte dentro del Dominio Bacteria, la familia 

Halomonadaceae (clase Gammaproteobacteia, orden Oceanospirillales) es la que incluye 

mayor número de microorganismos halófilos (Arahal y Ventosa, 2006). Los miembros de las 

familias Halobacteriaceae y Halomonadaceae son heterotrofos aerobios y mesófilos. 

Nuestro conocimiento de la diversidad filogenetica y fisiológica dentro de las familias 

Halobacteriaceae y Halomonadaceae ha ido en aumento en las ultimas décadas gracias a los 

distintos programas de investigación que se han desarrollado, encaminados al muestreo de 

distintos ambientes salinos e hipersalinos en diferentes paises, y que han llevado a la 
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caracterización y descripción taxonomica de muchas nuevas especies (Oren, 2008; de la 

Haba y col., 2011). 

I.1.3.1. Microorganismos halófilos del Dominio Bacteria 

En las Tablas y 1 y 2 se incluyen los órdenes y familias de los phyla Proteobacteria 

y Firmicutes, que alojan la mayoría de las bacterias halófilas. 

Las bacterias halófilas cultivadas hasta el momento se encuadran esencialmente en las 

distintas clases de los phyla Proteobacteria y Firmicutes, aunque también existen algunos 

representantes en los phyla Actinobacteria, Cyanobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes, 

Thermotogae y Tenericutes. La mayoría son organismos de vida libre, pero también existen 

posibles patógenos del hombre y de otros animales, endosimbiontes de distintos organismos 

y formas que viven íntimamente asociadas a las plantas que habitan los suelos salinos 

(Salicornia). 

En los medios acuáticos se han aislado, de forma primordial, especies pertenecientes a 

los phyla Cyanobacteria, Proteobacteria y Bacteroidetes, así como miembros de la clase 

Clostridia en sus sedimentos. 

Dentro de estos phyla existen grupos taxonómicos que incluyen un elevado número 

especies halófilas como es el caso de la familia Halomonadaceae o del orden 

Halanaerobiales. Por el contrario también existen especies que constituyen casos aislados 

dentro de un orden u otro taxón de menor rango. También merece la pena señalar que 

algunos de estos taxa fueron creados exclusivamente para alojar bacterias halófilas y que 

otros, sin embargo, encierran tanto especies halófilas como no halófilas. 

Las bacterias fotosintéticas, aunque aparentemente son menos abundantes que las 

quimiotrofas, están presentes en los medios acuáticos hasta una salinidad del 20-25 % (p/v). 

Entre ellas se han aislado representantes del phylum Cyanobacteria y anoxifotobacterias de 

las clases Gammaproteobacteria y Alfaproteobacteria. 

Las bacterias quimiotrofas halófilas abarcan proteobacterias (clases 

Alfabetaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria y 

Epsilonproteobacteria) con una gran diversidad de tipos morfológicos, fisiológicos y 

metabólicos.  



Introducción 

 

24 
 

Tabla 1. Géneros del phylum Proteobacteria que contienen especies halófilas. 

CLASE ORDEN FAMILIA EJEMPLO 

Alfaproteobacteria 
(33)

a
 

Caulobacterales Hyphomonadaceae Hyphomonas
b
 

Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodovulum 

Rhizobiales 
Hyphomicrobiaceae Dichotomicrobium 

Rhodobiaceae Rhodobium
b
 

Rhodospirillales Rhodospirillaceae Marispirillum 

Gammaproteobacteria 

(51)
 
 

Alteromonadales  

Alteromonadaceae Alteromonas
b
 

Idiomarinaceae Idiomarina
b
 

Pseudoalteromonadaceae Pseudoalteromonas
b
 

Psycromonadaceae Psycromonas
b
 

Chromatiales 

Chromatiaceae Halochromatium 

Ectothiorhodospiraceae Ectothiorhodospira
b
 

Halothiobacillaae Halothiobacillus
b
 

Oceanospirillales  

Oceanospirillaceae Nitrincola 

Alcanivoraceae Alcanivorax
b
 

Hahellaceae Halospina 

Halomonadaceae Halomonas
b
 

Saccharospirillaceae Saccharospirillum
b
 

Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
b
 

Salinisphaerales Salinisphaeraceae Salinisphaera
b
 

Thiotrichales Piscirickettsiaceae Thiomicrospira 

Vibrionales Vibrionaceae Salinivibrio 

No clasificadas  Methylohalomonas 

Deltaproteobacteria 
(6)

 
 

Desulfobacterales Desulfobacteraceae Desulfocella 

  Desulfobulbaceae Desulfurivibrio 

Desulfovibrionales Desulfohalobiaceae Desulfohalobium
b
 

  Desulfovibrionaceae Desulfovibrio
b
 

Epsilonproteobacteria 
(3)

 
 

Campylobacterales  
Campylobacteraceae Arcobacter 

Helicobacteraceae Sulfurimonas 
a, número de géneros que incluyen especies halófilas. 
b, género tipo. 
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Tabla 2. Géneros del phylum Firmicutes que contienen especies halófilas. 

CLASE ORDEN FAMILIA EJEMPLO 

Bacilli 

   (25)
a
 

Bacillales  

Bacillaceae Halobacillus 

Planococcaceae Jeotgalibacillus 

Staphylococcaceae Salinicoccus 

Clostridia 

    (10)
a
 

Halanaerobiales 
Halanaerobiaceae Haloanaerobium

b
 

Halobacteroidaceae Halobacteroides
b
 

a, número de géneros que incluyen especies halófilas. 
b, género tipo. 

El género Halomonas es sin duda el que aloja más bacterias halófilas. En la actualidad 

Halomonas contiene más de 70 especies (www.bacterio.cict.fr), muchas de las cuales han 

sido descritas por nuestro grupo de investigación (Euzeby, 2009)(Euzeby, 2009)(Euzeby, 

2009) (página web del grupo BIO188: http://www.ugr.es/~eps/es/index.html). Las especies 

de Halomonas son bacilos Gram negativos aerobios, quimioheterótrofos y muy versátiles 

desde el punto de vista ecológico, fisiológico y metabólico, al menos en el laboratorio. 

Dichas especies han sido aisladas de ambientes muy diversos, desde alimentos a pinturas 

murales, pasando por los distintos hábitats salinos que existen en la naturaleza.  

Por último, y en lo que a los medios acuáticos se refiere, tenemos que hacer una 

mención especial de Salinibacter, un bacteroidete. Salinibacter ruber es una bacteria halófila 

extrema aunque su pariente más próximo es Rhodothermus marinus, un microorganismo 

termófilo del mar. Ambos constituyen una rama muy antigua del phylum y próxima al nodo 

de bifurcación que constituye el superphylum que incluye a los Bacteroidetes y a los 

Chlorobi. 

Salinibacter comparte hábitats en los cristalizadores de las salinas con las arqueas 

halófilas y de hecho también coincide con ellas en muchas de sus características más 

significativas. Así por ejemplo este microorganismo halófilo extremo tiene metabolismo 

quimioheterótrofo y es aerobio; sus colonias son pigmentadas de rojo; crece de forma óptima 

a temperaturas bastante altas; acumula potasio en su citoplasma, y posee en sus membranas 

xanthorodopsina, una bomba de protones asociada al retinal con un pigmento antena 

carotenoide. Por sus semejanzas con las arqueas halófilas, la presencia y abundancia de 

Salinibacter en los cristalizadores de las salinas no se conoció hasta finales de los 90 usando 

técnicas moleculares. Posteriormente se logró su cultivo y en el año 2002 se describió 

formalmente en el IJSEM (Anton y col., 2002). Actualmente sabemos que Salinibacter no 

sólo representa del 5-30% de la población procariota de los cristalizadores, sino que es un 

microorganismo diverso y bastante ubicuo. Así, constituye una fracción importante de la 

microbiota de las salinas de nuestro país, Israel y Turquía. También está presente en las 

http://www.bacterio.cict.fr/
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salinas de Maras en Perú aunque de una forma menos significativa; en estas últimas destaca 

Salicola, otra bacteria halófila extrema (Kharroub y co.l, 2006; Maturrano y col., 2006). 

En relación con las bacterias halófilas que habitan los sedimentos y suelos salinos son 

básicamente Firmicutes, tanto de la clase Bacilli como de la clase Clostridia, y algunas 

Actinobacteria y Proteobacteria. Nuestro grupo de investigación fue pionero en los estudios 

de los suelos salinos a principio de los años ochenta (Quesada y col., 1982; Quesada y col., 

1983). En los suelos salinos se encuentran miembros de la clase Bacilli, sobre todo especies 

halófilas pertenecientes a Bacillus, Gracilibacillus y Halobacillus. Además también se aíslan 

del suelo algunos representantes de los géneros Actinospolyspora, Nocardiopsis y 

Halomonas, entre otros. De hecho aunque el suelo es menos diverso en Proteobacteria que 

en Bacilli, las Gammaproteobacteria podrían ser igual de abundantes que ellos. 

En los sedimentos de las aguas salinas e hipersalinas existe una mayor diversidad. Así 

en la clase Bacilli se han descrito especies de una docena de géneros aunque el más 

abundante y diverso es Halobacillus que también se aísla del suelo. De la clase Clostridia se 

encuentran especies de Halanaerobium y Halobacteroides, entre otras bacterias. Finalmente 

también se han aislado en los sedimentos de los medios acuáticos algunas 

Deltaproteobacteria sulfatoreductoras, Actinobacteria y Gammaproteobacteria. 

Aunque como puede observarse coexisten en los suelos y en los sedimentos una gran 

variedad de especies halófilas, estos ambientes son los hermanos pobres de los hábitats 

salinos en lo que a estudios ecológicos se refiere; por lo tanto aún no conocemos el papel que 

estos microorganismos realizan en ellos. Las razones son obvias pues el análisis de cualquier 

suelo es mucho más complejo que el de los medios acuáticos salinos. 

Para una revisión más extensa a cerca de los microorganismos halófilos del Dominio 

Bacteria se pueden consultar los artículos publicados por (de la Haba y col., 2011; Dworkin 

y col., 2007; Garrity col., 2005; Oren y col., 2002).  

I.1.3.2. Microorganismos halófilos del Dominio Archaea 

Arqueas y bacterias están ampliamente distribuidas pero, en la mayoría de los 

ambientes, las arqueas están en menor proporción que las bacterias; sin embargo esta visión 

puede cambiar cuando se estudien otros ambientes, tales como los plancton marinos, en los 

que no se han hecho este tipo de estudios aún, por no considerarse éstos ambientes típicos de 

arqueas (Ventosa, 2006). 

Los costes energéticos de los procesos metabólicos llevados a cabo por las arqueas, al 

menos en algunos entornos, puede ser tan grande que la diversificación filogenética sea más 

limitada en comparación con las bacterias (Oren, 1999). Pero las arqueas pueden dominar la 
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microbiota presente total en algunos ambientes tales como zonas con altas temperaturas y 

altos pH (Hugenholtz y col., 1998) o las aguas del Mar Muerto (DeLong y col., 1994). 

En la Tabla 3 se incluyen los órdenes y familias del phylum Euryarchaeota que aloja 

la mayoría de las arqueas halófilas.  

Las arqueas halófilas cultivadas hasta el presente pertenecen al phylum 

Euryarchaeota. Éstas incluyen las arqueas halófilas extremas aerobias o haloarqueas que 

quedan agrupadas en el orden Halobacteriales (Grant y Larsen, 1989), con una sola familia, 

Halobacteriaceae (Gibbons, 1974; Tindall, 1992) que hoy en día agrupa más de 100 especies 

clasificadas en una treintena de géneros, de entre los cuales, los más representativos son 

Halobacterium, Halococcus, Haloarcula, Haloferax, Natronococcus y Natronobacterium.  

La familia Halobacteriaceae incluye cocos, bacilos, y multitud de formas 

pleomóficas como las triangulares y cuadradas. Requieren al menos un 1,5 M de NaCl, y las 

colonias de la mayoría de las cepas tienen colores rojizos debido a la presencia de 

carotenoides C50 (bacteriorruberina) que proporcionan dichas tonalidades a las aguas que 

habitan. Son quimioorganotrofos, capaces de usar carbohidratos como fuente de carbono y 

energía o aminoácidos como única fuente de carbono, nitrógeno y energía (Grant y col., 

2001). Algunos de estos microorganismos contienen un pigmento derivado del retinal, 

denominado bacteriorodopsina, capaz de producir movimientos de iones a través de la 

membrana celular por acción de la luz, o funcionar como fotosensores (Oren, 1999). La 

segunda edición del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Grant y col., 2001) 

incluye una extensa descripción de la misma. Algunos de sus miembros no solo requieren 

específicamente cloruro sódico sino que exigen un medio alcalino y se denominan 

haloalcalófilos. 
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Tabla 3. Géneros del phylum Euryarchaeota que contienen especies halófilas. 

CLASE ORDEN FAMILIA GENERO 

Halobacteria Halobacteriales Halobacteriaceae 

Haladaptatus 

Halalkalicoccus 

Halarchaeum 

Haloarcula 

Halobacterium
a
 

Halobaculum 

Halobiforma 

Halococcus 

Haloferax 

Halogeometricum 

Halogranum 

Halomarina 

Halomicrobium 

Halonotius 

Halopelagius 

Halopiger 

Haloplanus 

Haloquadratum 

Halorhabdus 

Halorubrum 

Halosarcina 

Halosimplex 

Halostagnicola 

Haloterrigena 

Halovivax 

Natrialba 

Natrinema 

Natronoarchaeum 

Natronobacterium 

Natronococcus 

Natronolimnobius 

Natronomonas 

Natronorubrum 
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Tabla 3. Continuación. 

CLASE ORDEN FAMILIA GENERO 

Methanomicrobia 
Methanosarciales Methanosarcinaceae 

Methanohalobium 

Methanohalophilus 

Methanosalsum 

Methanomicrobiales No clasificada Methanocalculus 
a, género tipo 

También son halófilas algunas arqueas metanógenas que habitan en los medios 

hipersalinos y que incluyen especies halófilas extremas y moderadas pertenecientes a los 

géneros Methanohalobium (Zhilina y Zavarzin, 1987), Methanosalsum (Boone y Baker, 

2001) y Methnaohalophilus (Paterek y Smith, 1988), incluidas en la familia 

Methanosarcinaceae, dentro del orden Methanosarciales. Estas arqueas son anaerobias 

estrictas y productoras de metano (Balch y col., 1979). Además, la especie Methanocalculus 

halotolerans (Ollivier y col., 1998) ha sido descrita como una arquea metanógena 

halotolerante y aunque pertenece al orden Methanomicrobiales, no ha sido asignada a 

ninguna familia por lo que, hasta el momento, se considera incertae sedis dentro de este 

orden. 

Clásicamente se ha considerado que las arqueas eran procariotas halófilos extremos 

(Kushner & Kamekura, 1988), de hecho, se caracterizan por requerir un mínimo del 1,5M de 

NaCl para crecer siendo el óptimo del 3,5 al 4,5 M de NaCl, incluso muchas son capaces de 

crecer a concentraciones saturadas de NaCl (5.2 M). Sin embargo, en los últimos años, se 

están describiendo arqueas halófilas con menores requerimientos salinos y que habitan en 

medios de baja salinidad (Purdy col., 2004). Además, las secuencias ambientales acumuladas 

han hecho evidente que las arqueas son un grupo cosmopolita que no se limita a ambientes 

extremos (Aller, 2008); así encontramos representantes en aguas del océano (DeLong, 2005), 

sedimentos del océano (Cambon-Bonavita y col., 2009), lagos de agua de mar (Keough y 

col., 2003), suelos (Ochsenreiter y col., 2003),  raíces de plantas (Simon y col., 2000), 

acuíferos contaminados con petróleo (Kleikemper y col., 2005) y un largo etcétera. Y es que 

las arqueas son muy diversas tanto filogenéticamente (Fuhrman y col., 1993; Elshahed y col., 

2004; Mills y col., 2003) como fisiológicamente (Ouverney y Fuhrman, 2000; Wuchter y 

col., 2003; Robertson y col., 2005) 

Para una revisión más extensa a cerca de los microorganismos halófilos del Dominio 

Archaea se pueden consultar los artículos publicados por (de la Haba y col., 2011; Dworkin 

y col., 2007; Garrity y col., 2005; Oren, 2002).  
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I.1.3.3. Microorganismos halófilos del Dominio Eukarya 

Los primeros halófilos que se descubrieron fueron las algas, posiblemente debido a 

su mayor tamaño. En 1833 Darwin hizo una descripción asombrosa de los colores de un lago 

salado y explicó a que se debían éstos, durante su expedición en el HMS Beagle, cuando 

visitó el área de la desembocadura del Río Negro, en la ciudad El Carmen, en la Patagonia, 

en agosto de 1833. Así escribió: 

One day I rode to a large salt-lake, or Salina, which is distant fifteen miles from the town. During 

the winter it consists of a shallow lake of brine, which in summer is converted into a field of 

snow-white salt. The layer near the margin is from four to five inches thick, but towards the 

centre its thickness increases. This lake was two and a half miles long, and one broad. Others 

occur in the neighbourhood many times larger, and with a floor of salt, two and three feet in 

thickness, even when under water during the winter. One of these brilliantly white and level 

expanses in the midst of the brown and desolate plain offers an extraordinary spectacle. A large 

quantity of salt is annually drawn from the salina: and great piles, some hundred tons in weight, 

were lying ready for exportation. The season for working the salinas forms the harvest of 

Patagones; for on it the prosperity of the place depends. Nearly the whole population encamps on 

the bank of the river and the people are employed in drawing out the salt in bullock-waggon. This 

salt is crystallized in great cubes, and is remarkably pure: Mr. Trenham Reeks has kindly 

analyzed some for me, and he finds in it only 0.26 of gypsum and 0.22 of earthy matter. It is a 

singular fact that it does not serve so well for preserving meat as sea-salt from the Cape de Verd 

islands; and a merchant at Buenos Ayres told me that he considered it as fifty per cent. less 

valuable. Hence the Cape de Verd salt is constantly imported, and is mixed with that from these 

salinas.  

The border of this lake is formed of mud: and in this numerous large crystals of gypsum, some of 

which are three inches long, lie embedded; whilst on the surface others of sulphate of soda lie 

scattered about. The Gauchos call the former the "Padre del sal," and the latter the "Madre;" 

they state that these progenitive salts always occur on the borders of the salinas, when the water 

begins to evaporate. The mud is black, and has a fetid odour. I could not at first imagine the 

cause of this, but I afterwards perceived that the froth which the wind drifted on shore was 

coloured green, as if by confervae; I attempted to carry home some of this green matter, but from 

an accident failed. Parts of the lake seen from a short distance appeared of a reddish colour, and 

this perhaps was owing to some infusorial animalcula. The mud in many places was thrown up by 

numbers of some kind of worm, or annelidous animal. How surprising it is that any creatures 

should be able to exist in brine, and that they should be crawling among crystals of sulphate of 

soda and lime! And what becomes of these worms when, during the long summer, the surface is 

hardened into a solid layer of salt? Flamingoes in considerable numbers inhabit this lake, and 

breed here, throughout Patagonia, in Northern Chile, and at the Galapagos Islands, I met with 

these birds wherever there were lakes of brine. I saw them here wading about in search of food 

probably for the worms which burrow in the mud; and these latter probably feed on infusoria or 

confervae. Thus we have a little living world within itself adapted to these inland lakes of brine.  

Dentro de los microorganismos eucariotas existen halófilos entre las algas, los 

protistas y los hongos. En la bibliografía podemos encontrar un número reducido de 

publicaciones sobre la diversidad de estos microorganismos en los ambientes hipersalinos 
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(Feazel y col., 2008; Gunde-Cimerman y col., 2004; Gunde-Cimerman y col., 2005a; Gunde-

Cimerman y col., 2005b; Javor, 1989; Pedrós-Alió, 2004; Rodriguez-Valera, 1988; Wu y 

col., 2009).  

Algas y protistas  

En las algas tenemos representantes de diatomeas y de algas verdes. Las diatomeas 

halófilas son algunas especies de Amphora, Nitzschia y Entomoneis. Estas algas crecen 

óptimamente al 7,5 % (p/v) de sal y toleran hasta el 15 % (p/v). 

Respecto a las algas verdes, en el año 2000 se aisló Picocystis salinarum, en las 

salinas de San Francisco (California, USA) y posteriormente se ha encontrado en otros lagos 

salinos (Lewin y col., 2000). 

Asteromonas gracilis es otra alga verde eurihalina (crece desde el 0,5 %, p/v de sal 

hasta la saturación) y en ella se está investigando su osmoregulación (Ben-Amotz y 

Grunwald, 1981).  

Pero sin duda el representante halófilo de las algas verdes más importante, por su 

abundancia y aplicaciones tecnológicas, es Dunaliella, incluida entre las Chlorophyceae. 

Dunaliella es conocida desde el siglo XIX. Dunal (1838) la describió como un organismo 

unicelular rojo al que llamó Haematococcus salinus, habitante común de los medios 

hipersalinos. Los antiguos consideraban que el color rojo de las salinas se debía a causas 

físico-químicas pero gracias a los estudios de Dunal se atribuyó a esta alga y a las artemias 

que la consumían. Hoy sabemos que esto es así hasta cierto punto pues, como hemos 

comentado, también los procariotas contribuyen a dicha coloración. 

En 1905 Hamburger y Teodoresco describieron detalladamente el alga de forma 

independiente, que finalmente fue llamada Dunaliella; estudiaron sus pigmentos 

fotosintéticos y carotenoides rojo-anaranjados (Hamburger, 1905; Teodoresco, 1905). 

Actualmente existe un grupo con sede en México y California que está trabajado 

bastante con este microorganismo (Olmos 2000; Olmos-Soto y col., 2002). En cuanto a las 

publicaciones sobre Dunaliella también merece la pena destacar la revisión que hizo Oren en 

2005 (Oren, 2005). 

De Dunaliella se conocen diferentes tipos desde antiguo. Sin embargo se han 

realizado pocos estudios taxonómicos y filogenéticos y el análisis de su ARNr 18S no se 

hizo con dicho fin hasta hace relativamente poco años. Actualmente se consideran 

numerosas especies: D. salina, D. bardawil, D. viridis, D. parva, D. tertioleta, entre otras 

(Teodoresco, 1905; 1906; Nicolai y Baas Becking, 1925; Lerche, 1937; Butcher, 1959). 
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Con el estudio de Liska y colaboradores (Liska y col., 2004) se inició la proteómica 

de Dunaliella. En el mismo se analizó el patrón de proteínas que se sintetizan a baja y alta 

concentración de sal, hallándose que existen 76 enzimas que se inducen por la sal. Son 

enzimas implicadas en el ciclo de Calvin, en la hidrólisis del almidón, transportadoras de 

sodio, y factores que regulan la biosíntesis y degradación de proteínas. 

Las algas son los principales productores primarios en los medios hipersalinos, al 

menos hasta el 15 % (p/v) de sales; tienen una importante contribución a la biomasa del 

sistema y son una fuente de glicerol para otros microorganismos halófilos pues acumulan 

este compuesto como soluto compatible para su osmoregulación. 

También existen algunos protistas en los ambientes salinos que pueden tolerar 

concentraciones más altas que las algas (desde 15 %, p/v hasta la saturación). Se han descrito 

especies halófilas en los ciliados como Trachelocerca, Metacystis y Chilophyria; en 

zooflagelados como Monosiga, Rhynchomonas y Phyllominus; y en los sarcodina como 

Heteromoeba y Naegleria, entre otros. 

Estos protistas se alimentan de bacterias, algas y otros protozoos por lo que juegan 

un papel importante en los medios ambientes controlando la población de los otros 

microorganismos halófilos. 

Hongos filamentosos y levaduras 

Respecto a los hongos, existen muy pocos estudios respecto a los que habitan los 

medios hipersalinos acuáticos. Como es sabido existen bastantes especies que toleran la sal 

pero muy pocos halófilos y hasta hace poco tiempo se pensaba que eran sólo habitantes 

temporales de los hábitats salinos que habían sido transportados hasta allí a través del aire. 

Hoy en día se cree que deben contribuir significativamente a la biota de los ecosistemas 

hipersalinos (Buchan y col., 2003; Cantrell y col., 2006; Cantrell y Baez-Félix, 2010; Gunde-

Cimerman y col., 2004).  

El equipo de Gunde-Cimerman ha aislado varias especies de hongos halófilos que 

están estudiando en profundidad: Trimmatostroma salinum, Hortaea werneckii Phaeotheca 

triangularis y Cladosporium sphaerospermum, entre otros (Butinar y col., 2005; Gunde-

Cimerman y col., 2000; Zalar y col., 1999). Trabajan en una salina del Adriático en 

Eslovenia. Hortaea werneckii  produce una tiña negra humana; este microorganismo es 

capaz de crecer a concentraciones próximas a la saturación y acumula como soluto 

compatible glicerol y otros polioles. Actualmente sus descubridores investigan su 

osmoregulación y otros autores han publicado algunos trabajos sobre aislados clínicos. 

Un equipo en el que participa Aharon Oren, famoso experto en el campo del 

halofilismo, también ha realizado algunos estudios sobre hongos aislados del Mar Muerto, 
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describiendo la especie Gymnascella marismortui (Buchalo y col., 1998; Buchalo y col., 

1999; Buchalo y col., 2000; Kis-Papo y col., 2003). 

Platas y otros autores describieron una nueva especie de ascomiceto, Monosporascus 

ibericus, de plantas que crecían en los suelos salinos del Delta del Ebro. (Collado y col., 

2002). 

Feazel y sus colaboradores (Feazel y col., 2008) han descrito, usando primers 

universales para el gen del ARNr 18S, que algunos clones detectados en un tapete 

microbiano de una salina de Guerrero Negro (México) podían ser asignados a la especie 

Metschnikowia bicuspidata (Saccharomycotina). 

Finalmente el grupo de investigación formado por Sharon Cantrell y sus 

colaboradores, combina las técnicas moleculares con las técnicas clásicas de cultivo para la 

descripción de los hongos en ambiente salinos. Estos investigadores han analizado los 

hongos de una salina de Cabo Rojo, en la costa sudeste de Puerto Rico, obteniendo 

numerosos aislados de hongos halotolerantes y halófilos pertenecientes a 36 especies en las 

muestras tomadas de los estanques y a 26 especies en las muestras de los tapetes salinos, 

siendo ésta la primera vez que se describe la presencia de hongos en tapetes microbianos 

(Cantrell y col., 2006). Entre los géneros donde se han aislado especies halófilas moderadas 

o débiles destaca Aspergillus, seguido de Cladosporium y Penicllium; otros taxa menos 

abundantes son Chaetomium, Curvularia, Dreschlera, Graphium, Humicola, y Myrothecium. 

También han publicado la descripción de una nueva especie de Pericornia, P. variicolor 

(Cantrell y col., 2007). En su última publicación en este área (Cantrell y Baez-Féliz, 2010) 

señala el hallazgo de secuencias correspondientes a clones de hongos de los que no existen 

cepas cultivables. 

I.2. HÁBITATS HIPERSALINOS 

Los hábitats hipersalinos son ambientes extremos que se caracterizan por presentar 

una elevada concentración de sal así como valores límites de uno o varios parámetros tales 

como la temperatura, el pH, la radiación solar, la concentración de nutrientes, la presión de 

oxígeno, la presencia de metales pesados y los compuestos tóxicos (Rodríguez-Valera, 

1998).  

Estos hábitats están distribuidos por todo el planeta y son bastante abundantes en 

nuestro país, reflejo de ello son las numerosas salinas litorales en todas las provincias con 

costa, como son las salinas de Santa Pola (Alicante), Cabo de Gata (Almería), Isla Cristina 

(Huelva), así como otras interiores que se alimentan de manantiales salinos, como las salinas 

Espartinas (Madrid) y las salinas de la Malahá (Granada). Otras representaciones son las 

lagunas saladas como la de Fuente de Piedra (Antequera, Málaga), los suelos salinos como 
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los de Vera (Almería) y los numerosos humedales y marismas como el Humedal de Ajauque 

y Rambla Salada (Murcia) del que hablaremos más adelante. Muchos de estos ambientes son 

espacios protegidos de gran valor ecológico que alojan una diversidad biológica de máximo 

interés (Figura 2). 

Los ambientes hipersalinos están representados principalmente por los sistemas 

acuáticos y los suelos hipersalinos (Ventosa y col., 2008), aunque también se engloban en 

esta categoría las minas de sal, algunas plantas del desierto, salmueras próximas a los 

yacimientos petrolíferos y una gran variedad de productos en salmuera o salazón (Grant y 

col., 1998, Ventosa, 2006). 

 
Figura 2. Ejemplos de hábitats hipersalinos en España. 

A, Salinas de Santa Pola (Alicante); B, Salinas de Cabo de Gata (Almería); C, Laguna salada de Fuente de Piedra 

(Málaga); D, Salinas Espartinas (Madrid); E, Salinas  de La Malahá (Granada); F, Humedal de Ajauque y Rambla 

Salada (Murcia). 
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Se consideran aguas hipersalinas aquellas que tienen un contenido en sales superior al 

agua del mar (aproximadamente el 3,5 %, p/v) y constituyen el 0,008 % de los sistemas 

acuáticos (Williams, 1996). Así, las aguas hipersalinas se clasifican en talasosalinas y 

atalasosalinas según su composición de sales sea cualitativamente similar a la de los océanos 

o sea diferente (Rodriguez-Valera, 1988). Las aguas talasosalinas tienen un origen marino 

por lo que las cantidades relativas de sus distintas sales inorgánicas son aproximadamente 

iguales a las del agua del mar; los iones principales presentes en dichas sales son cloruro y 

sodio y en menor proporción magnesio, sulfato, potasio, calcio, bromuro y fluoruro (Ventosa 

y Arahal, 2002b). Ejemplos típicos de sistemas de aguas talasosalinas son entre otros, las 

salinas solares y el Gran Lago Salado (Utah, EEUU) procedente de la disolución de sales de 

roca pero con una composición relativa de sales similar a la del agua del mar (Post, 1977; 

Rodríguez-Valera, 1993). Por otro lado, las aguas atalasosalinas se producen en gran parte 

por la disolución de depósitos minerales de origen continental; la proporción de sales es 

distinta a la del agua del mar con un predominio de los iones calcio y magnesio (Brock, 

1979; Rodríguez-Valera y Ruiz-Berraquero, 1983; Rodríguez-Valera, 1993). El Mar Muerto, 

lagos hipersalinos de la Antártida y los lagos de Wadi Natrun en Egipto son ejemplos de 

estas aguas atalasosalinas (Figura 3). 

 
Figura 3. Ejemplos de aguas hipersalinas. 

A, Gran Lago Salado (aguas talasosalinas); B, Mar Muerto (aguas atalasosalinas). 

Respecto a los suelos salinos, son aquellos que contienen más de un 0,2 % (p/v) de 

sales (Kaurichev, 1980). A diferencia de los ambientes anteriores, los suelos hipersalinos no 

están bien definidos, por lo que no hay, de momento, ninguna clasificación más específica. 

Estos suelos, están ampliamente distribuidos en nuestro planeta, particularmente en regiones 

áridas o semiáridas. La microbiota representante de los suelos salinos forma comunidades 

complejas que son reflejo de las interacciones entre factores físicos y químicos del suelo 

(textura, contenido en nutrientes y materia orgánica, pH, etc) y factores ambientales tales 

como el clima y la vegetación (Martínez-Alonso y col., 2010; Buckley y col., 2003). 

A B
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I.2.1. HUMEDAL DE AJAUQUE Y RAMBLA SALADA 

El Humedal de Ajauque y Rambla Salada es un hábitat de gran valor ecológico, 

reconocido como Paisaje Protegido por la Ley 4/1992 de Ordenación y Protección del 

Territorio de la Región de Murcia. En el año 2000 fue declarado Zona de Especial 

Protección para las Aves (ZEPA, ES0000195) por la importante colonia cigüeñuela. El área 

se ha designado como Lugar de Importancia Comunitaria (LIC, ES6140005) en el que se han 

inventariado seis hábitats naturales de interés. El Embalse de Santomera, localizado en esta 

zona, se ha declarado Área de Protección para la Fauna por la legislación regional, debido a 

la importante cantidad de aves acuáticas que aquí invernan y anidan. 

El Humedal de Ajauque y Rambla Salada se encuentra situado en la zona nororiental 

de la Región de Murcia. Tiene una extensión de 1.632 hectáreas que pertenecen a los 

municipios de Abanilla, Fortuna, Santomera y Molina de Segura (Figura 4).  

 
Figura 4. Situación geográfica del Humedal de Ajauque y Rambla Salada.  

Imagen tomada de la Dirección General de Patrimonio Natural y Biodiversidad de 

la Consejería de Agricultura y Agua de la Región de Murcia 

Este humedal nace en Los Baños de Fortuna, lugar conocido como Rambla de las 

Contiendas. Bajo unas condiciones de sequía extrema, gran irregularidad interanual en las 

precipitaciones y ocasionales lluvias torrenciales, el Humedal de Ajauque y Rambla Salada 

se asienta sobre materiales sedimentarios blandos que favorecen la presencia de fenómenos 

de erosión muy peculiares en algunos casos, con paisajes geomorfológicos de gran valor 

natural formados por numerosas galerías. 

Destacan también las formaciones geológicas de gran interés como son los 

afloramientos volcánicos de fortunitas en los Cabecicos Negros de Fortuna, cuyo interés de 

conservación se remonta al año 1917. Importante es también el yacimiento geotérmico, que 

da origen a las aguas termales en los Baños de Fortuna. 
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Este Paisaje Protegido es considerado un tipo de humedal asociado a ramblas, que 

presenta una compleja red de drenaje con tramos de aguas permanentes y temporales y una 

gran variedad en los valores de salinidad del agua, como consecuencia del sustrato 

geológico-litológico. 

La flora y la fauna en este lugar son un tanto singulares y en muchos casos 

endémicas. En los tramos de aguas permanentes, las condiciones de salinidad limitan en gran 

medida la presencia de vegetación acuática sumergida, representada por diversas algas y la 

planta Ruppia marítima. Enraizadas en el agua, pero emergiendo (plantas helófitas), destacan 

por su abundancia y densidad los carrizales. Su distribución se asocia a zonas de descarga de 

aguas dulces subterráneas. Conforme las fluctuaciones de las aguas son mayores, las 

comunidades vegetales se entremezclan siendo frecuente que junto a los carrizales aparezcan 

juncos. En zonas encharcables y salinas aparecen diferentes especies de saladar, como 

Anthrocnemum macrostachyum y Sarcocornia fruticosa, que junto con los tarajes (Tamarix 

canariensis y Tamarix boveana) constituyen la vegetación más característica de los 

humedales asociados a ramblas. En zonas más altas y alejadas del agua destaca la presencia 

de otras especies vegetales halófilas como Anabasis hispanica y Limonium spp. o 

“siemprevivas”. Esta zona cuenta además con comunidades muy singulares como especies 

gipsícolas, matorrales termófilos e incluso la presencia de elementos en el paisaje de gran 

valor cultural como es la palmera datilera. 

La fauna presente en este espacio natural es muy rica y variada. El inventario 

faunístico lo constituyen 145 especies de aves, 18 especies de mamíferos, 14 especies de 

reptiles y 3 especies de anfibios. El embalse de Santomera y las zonas encharcadas de 

Rambla Salada y Ajauque acogen poblaciones de aves acuáticas como Anas platyrhynchos 

(anade real) y Ardea cinerea (garza real europea), las cuales permanecen todo el año; otros 

son nidificantes habituales como Charadrius alexandrinus (chorlitejo patinegro) y 

Himantopus himatopus (cigüeñuela); otras especies aparecen en los meses de otoño e 

invierno, procedentes de zonas más frías, como Podiceps nigricollis (zampullín cuellinegro), 

etc. Los anfibios que habitan son del tipo de la rana común (Pelophylax perezi) y peces como 

Gambusia spp. y Carassius spp.  

Como ya hemos mencionado este hábitat se caracteriza por presentar grandes 

cambios estacionales, como ocurre en las zonas del mediterráneo, con la consecuente 

afectación de los productores primarios ya que la luz es la fuente de energía principal y la 

temperatura es el mayor regulador de los procesos metabólicos. De los trabajos realizados 

por el grupo de investigación de Ecología Acuática (E-065-06) de la Universidad de Murcia, 

se desprende que Rambla Salada es un ecosistema afectado principalmente por las 

condiciones climáticas que reflejan el patrón típico de la zona del Mediterráneo. Por otro 

lado, la influencia antropogénica está provocando modificaciones de la concentración de 

salinidad por la entrada de agua dulce procedente de la desviación de canales de agua para 
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regadío. Este hecho modifica el funcionamiento de este ecosistema, así por ejemplo hay 

constancia de que ha disminuido la biomasa de algas epipélicas y aumentado Cladosphora 

glomerata; estos cambios podrían dar lugar a un aumento de los productores primarios con el 

consiguiente aumento de la biomasa de macroinvertebrados. (Velasco y col., 2003; 2006; 

Gutierrez-Cánovas y col., 2009).  

Una información más exhaustiva acerca de este Paisaje Protegido puede obtenerse de 

la Dirección General de Patrimonio Natural y Biodiversidad, Consejería de Agricultura y 

Agua, de la Región de Murcia (http://www.murcianatural.carm.es). 

I.3. DIVERSDIAD MICROBIANA 

Edward O. Wilson, reputado entomólogo norteamericano, pronunciaba por primera 

vez la palabra “biodiversidad” en 1986 para referirse a la variedad de formas vivas existentes 

en la Tierra. El estudio de la diversidad procariota es objeto de muchas investigaciones por 

parte de distintas ramas de la ciencia y esto es así porque la diversidad no conocida oculta 

una información trascendental sobre especies desconocidas hasta la fecha, con el 

consecuente desconocimiento de los metabolismos existentes que nos ayuden a entender la 

evolución  (Pedrós-Alió, 2006). Actualmente este término es sinónimo de la riqueza natural 

de cualquier área.  

Dada la importancia del estudio de la biodiversdiad, hoy en día se están realizando 

numerosas investigaciones encaminadas a analizar la presencia de determinadas especies en 

diferentes entornos. Esto permitirá obtener conclusiones sobre cómo las características del 

medio ambiente y las propiedades específicas de las especies influyen en los patrones de 

distribución microbiana (Tamames, 2010). 

Los análisis de distribución de abundancia de especies indican que la diversidad se 

divide en dos grandes grupos; el primero incluye a pocas especies que son muy abundantes, 

y que fácilmente son detectadas con la mayoría de las técnicas moleculares, por lo que se 

cree que son las más activas e importantes en los flujos de materia orgánica (Cottrell y 

Kirchman, 2003); sin embargo, estas especies abundantes representan sólo una pequeña 

porción de la diversidad microbiana total (Galand y col., 2009). El segundo grupo, llamado 

“biosfera rara” (Sogin, 2006), comprende a un alto número de especies raras que contiene la 

mayoría de la diversidad y que son poco abundantes (Pedrós-Alió, 2006) (Figura 5).  

Aunque se cree que los grupos taxonómicos abundantes están bien adaptados a su 

medio ambiente y contribuyen más a la producción de biomasa (Cottrell y Kirchman, 2003; 

Zhang y col., 2006), algunas especies raras son muy importantes para los ciclos 

biogeoquímicos globales (Galand, 2009), de donde se desprende la necesidad de intentar 

cultivar este grupo de microorganismos. 

http://www.murcianatural.carm.es/
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Figura 5. Clasificación de los taxones respecto a su abundancia (Pedrós-Alió, 2006). 

La diversidad y los patrones de distribución de las especies se conoce bastante bien 

en macroinvertebrados, pero no están claros en los microorganismos (Tamames, 2010). 

Algunas de las tendencias ecológicas que ya se han observado en aquéllos, como la 

existencia de patrones biogeográficos, han sido propuestas también en los microorganismos, 

lo que indicaría la existencia de normas comunes o globales que rigen la ecología de todas 

las formas de vida (Horner-Devine y col., 2004, Cho y Tiedje, 2000; Whitaker y col., 2003; 

Martiny y col., 2006; Pommier y col., 2007). Sin embargo, algunos análisis indican la 

ubicuidad de determinadas especies procariotas (Finlay, 2002; Horner-Devine y col., 2004).  

La diversidad de los microorganismos parece pues indiscutible y existen importantes 

razones por las que tal diversidad debe conocerse y preservarse.  

La primera y más importante es que los microorganismos mantienen la vida en el 

planeta pues son responsables de la parte central de los ciclos biogeoquímicos. Sin embargo, 

a la vista de la plétora de microorganismos que aún no hemos descubierto, posiblemente 

realicen otras muchas intervenciones en la naturaleza que aún desconocemos y que es 

importante descubrir. 

Un segundo motivo para valorar y estudiar la diversidad microbiana es la cantidad de 

nuevas sustancias potencialmente beneficiosas que se encuentran escondidas en ella. La 

cantidad de productos de origen microbiano que utilizamos hoy en día es innumerable. Está 

disminuyendo la velocidad a la que se conocen nuevas proteínas de mamíferos, pero el 

número de proteínas de origen microbiano sigue aumentando de manera continuada. 
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La tercera ventaja que obtenemos del estudio de la diversidad microbiana es el 

propio arsenal de conocimientos que nos brinda por sí misma. La vida microbiana se 

encuentra en cualquier lugar del planeta.  

Por otro lado, hacer una estimación de la diversidad de las comunidades microbianas 

es muy complejo debido a la existencia de una larga e inaccesible población. A esto se le 

añade el problema de la gran complejidad y desafíos metodológicos. Hacerlo con precisión 

requiere el uso de medios fiables, conocer al microorganismo que se pretende aislar, una 

definición razonable de especie y una robusta descripción de la frecuencia de distribución de 

las especies. Así como el censo de un país describe una propiedad fundamental de dicho 

país, la riqueza de un ambiente es el descriptor fundamental de la estructura de la comunidad 

(Schloss, 2007). 

Pero como dijo Tindall (2004), todavía queda mucho trabajo más allá de hacer un 

simple inventario y es que la comprensión de la diversidad funcional requiere una 

comprensión de la diversidad filogenética (Aller, 2008).  

I.3.1. LOS MICROORGANISMOS QUE TODAVÍA NO SE HAN LOGRADO 

CULTIVAR 

En la Tierra se estima que existen entre cinco y treinta millones de especies de 

animales y vegetales (Alain y Querellou, 2009) pero los microorganismos son el principal 

componente de la diversidad de cualquier ecosistema y los seres que más abundan en nuestro 

planeta (Ferrer, 2004; Pedrós-Alió, 2006). Hoy se estima que pueden existir hasta 10
9 

especies de procariotas (estos datos derivan de las observaciones microscópicas de las 

muestras naturales y del análisis de las secuencias del gen ribosómico 16S) que en su 

conjunto contienen más carbono, nitrógeno y fósforo que la totalidad de las plantas y de los 

animales. Por ello decimos que los microorganismos son el conjunto de mayor biomasa del 

planeta. Sólo en el mar se calcula que existen 10
30 

células microbianas y 25.000 tipos por 

cada litro de agua. Los suelos, en general, contienen un orden de magnitud más en riqueza 

que las aguas debido a su heterogeneidad (Curtis y col., 2002).  

La secuenciación del gen ARNr 16S amplificado por PCR de los DNAs extraídos de 

muestras ambientales ha demostrado ser una potente y muy útil forma de identificación de 

los procariotas presentes, en detrimento de los métodos de cultivo ya que en muchos casos, 

los grupos microbianos menos abundantes están ausentes o pobremente representados (Burns 

y col., 2004). Este hecho comenzó a vislumbrarse cuando a finales de los 80 y principios de 

los 90 se publicaron una serie de artículos que demostraron que la naturaleza estaba repleta 

de procariotas que desconocíamos (Amann y col., 1990; Amann y col., 1995; Giovannoni y 

col., 1990; Green y Keller, 2006; Leadbetter, 2003; Olsen y Bakken, 1987; Pace, 1986). Pero 

el primer paso para conocer el papel ecológico de los microorganismos en ambientes 
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hipersalinos incluye la identificación de los organismos presentes a través de la 

cuantificación y crecimiento de organismos en cultivo puro (Tamaki y col., 2005). Además 

es preciso cultivar tales microorganismos si se quieren explotar con fines biotecnológicos. 

Por este motivo, en los últimos años se están intentando desarrollar nuevos métodos de 

cultivo que sean capaces de aislar los microorganismos que son detectados por técnicas 

moleculares. Estos métodos, que a continuación comentaremos brevemente, se pueden 

clasificar dentro de tres categorías (Alain y Querellou, 2009). 

Nuevos medios de cultivo y condiciones de incubación 

Todas estas técnicas tratan de imitar al máximo las condiciones que existen en la 

naturaleza o las que se prevé que requieren los microorganismos que se desean cultivar. 

Fundamentalmente las variaciones consisten en disminuir la concentración de nutrientes 

(Janssen, 2009; Sait et al., 2002); Hamaki y col., 2005; Hosoya y col., 2009; Stevens y col., 

2007; Uphoff y col., 2001), eliminar los carbohidratos simples como fuentes de carbono 

(Schoenborn y col., 2004), sustituir el agar por otros agentes solidificantes que puedan 

resultar menos tóxicos (Deguchi y col., 2007; Takahashi y Omura, 2003; Tamaki y col., 

2009; Tsudome y col., 2009; Janssen y col., 2002; Taylor, 1951), acidificar o alcalinizar 

moderadamente el medio (Pankratov y col., 2008; Sait y col., 2006), y simular en las 

condiciones de incubación la temperatura y la atmósfera natural de la muestra. También es 

importante prolongar los periodos de incubación hasta doce o más semanas pues muchos de 

los nuevos microorganismos se caracterizan por su lento crecimiento. 

Además podemos utilizar medios que favorezcan el crecimiento de nuevos 

microorganismos como añadir al medio de cultivo sustancias que minimicen el estrés 

oxidativo causado por los peróxidos como por ejemplo catalasa o piruvato o usar 

componentes específicos del suelo como los ácidos húmicos, moléculas señales (N-acil 

homoserin-lactonas o AMPc) (Bruns y col., 2003; Stevenson y col., 2004) e inhibidores de 

las bacterias predominantes (antibióticos y otros compuestos). 

High-throughput cultivation (cultivo de alto rendimiento) 

Son técnicas que requieren como paso previo una dilución muy alta de la muestra 

para lograr separar casi cada célula microbiana presente en la misma de manera que los 

microorganismos de crecimiento rápido no inhiban a los de crecimiento lento; estás técnicas 

utilizan sistemas automáticos que generan microgotas que llegan a contener una sola célula. 

Posteriormente las muestras, diluidas al límite, son inoculadas en placas microtiter que 

contienen medios de nuevo diseño como los que hemos descrito en el apartado anterior. Los 

pioneros de esta última técnica de dilución al límite fueron Button y sus colaboradores 

(Button y col., 1993). Otros trabajos que han aplicado este método son los siguientes: Bruns 

y colaboradores (2003), Connon y Giovannoni (2002), Ingham y colaboradores (2007), Koch 



Introducción 

 

42 
 

y colaboradores (2008), Simu y Hagström (2004), Stingl y colaboradores (2008). Zengler y 

colaboradores (2002), Zengler y colaboradores (2005) Mediante esta técnica se consiguió 

aislar y cultivar por primera vez Pelagibacter ubique, la bacteria más abundante de los 

océanos (Rappé y col., 2002). También ha sido aplicada a hongos filamentosos (Collado y 

col., 2007). 

Métodos de cultivo in situ que permiten las interacciones microbianas 

Los métodos de cultivo in situ se han empleado en los siguientes trabajos: Bollman y 

colaboradores (2007), Ferrari y colaboradores (2005), Ferrari y colaboradores (2008a), 

Ferrari y Gillings (2009), Gavrish y colaboradores (2008), Nichols y colaboradores (2008), 

Sakai y colaboradores (2007), Simon y colaboradores (2005).  

Estos dispositivos simulan las interacciones que en el ambiente natural tienen unos 

microorganismos con otros y también con otros seres vivos y con los elementos abióticos del 

entorno; consisten en sistemas que retienen las células microbianas en un compartimiento, 

mientras que sí permite el intercambio bidireccional de pequeñas moléculas. En este sistema 

los residuos metabólicos pueden ser expulsados del cultivo mientras que los nutrientes y las 

señales moleculares microbianas pueden difundir hacia el interior. 

Tambien se pueden cultivar las muestras sobre superficies inertes como el sistema de 

membrana-extracto de suelo (Ferrari y col., 2005; Ferrari y col., 2008a). Algunos autores 

afirman que estos métodos permiten a los microorganismos crecer mejor que con los 

métodos que utilizan cámaras de difusión o realizan dilución al límite (Bollman y col., 2007; 

Kaeberlein y col., Simu y Hagström, 2004; Watve y col., 2000). 

Otra de las técnicas que permite las interacciones microbianas basada en el co-

cultivo, ha sido descrita recientemente por D’Onofrio y colaboradores (D´onofrio y col., 

2010) y en ella se ha demostrado que la producción de sideróforos favorece el crecimiento de 

microorganismos que no han podido ser cultivados previamente en los medios clásicos. 

I.4. SELECCIÓN DE NUEVOS MICROORGANISMOS 

PRODUCTORES DE ANTIBIÓTICOS 

La importancia de los metabolitos bioactivos producidos por microorganismos se 

conoce desde hace más de medio siglo. Algunos de los fármacos más importantes utilizados 

hoy día como son la penicilina, la ciclosporina A y la adriamicina, entre otros, proceden de 

hongos y bacterias (Alanis, 2005).  

Actualmente están reemergiendo ciertas enfermedades infecciosas producidas por 

bacterias (Jones y col., 2008) y apareciendo otras nuevas que constituyen un importante 
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problema para la salud pública y las economías globales (Cetina 2010; Ahmed y col., 2008). 

Los casos en los que algunos patógenos son cada vez más resistentes a los antibióticos 

convencionales está aumentando de manera vertiginosa (Witte, 1999). Así, por ejemplo, 

Pseudomonas aeruginosa es un patógeno oportunista, principal causante de infecciones 

nosocomiales por la resistencia intrínseca a muchos agentes antimicrobianos (Kollef 2005, 

Depardieu y col., 2007). En Staphylococcus aureus, la resistencia a los antibióticos y su 

virulencia está contribuyendo al resurgimiento de infecciones nosocomiales y comunitarias 

(Lowy 2003, Livermore, 2004). Por lo tanto, hay una gran necesidad de encontrar nuevas 

sustancias con actividad antibiótica con nuevas estructuras químicas y nuevos mecanismos 

de acción. Por otra parte, Aspergillus fumigatus, es en la actualidad, el hongo filamentoso 

más patógeno que se propaga por el aire, causando diferentes enfermedades dependiendo del 

estado inmunitario de la persona infectada (enfermedades pulmonares invasivas o no 

invasivas y aspergilosis pulmonar alérgica) (McCormick y col., 2010).  

Los organismos de origen marino no tienen un historial significativo en cuanto a su 

uso en medicina tradicional, de hecho, el primer antibiótico de bacteria marina fue 

identificado y caracterizado en 1966 por Burkholder y colaboradores (Burkholder y col., 

1966), pero en los últimos años se han convertido en un importante punto de estudio para la 

búsqueda de nuevos productos antimicrobianos (Anand y col., 2006). Aunque existe un gran 

vacío en cuanto al conocimiento de las aplicaciones que los microorganismos halófilos 

presentan en el campo de la biomedicina y especialmente en el campo de los 

antimicrobianos, se tiene constancia de que los productos marinos naturales contienen una 

amplia gama de nuevos antibióticos con estructuras químicas que no están presentes en los 

microorganismos que habitan el medio terrestre (Bernan y col. 1997). La adaptación de las 

bacterias a diversos hábitats salinos podría ser responsable de las habilidades específicas 

para la producción de metabolitos secundarios considerados únicos por el momento (Bernan 

y col. 1997) y que han mostrado tener actividades antimicrobianas, antivirales, 

inmunosupresoras, antitumorales y anticoagulantes (Carte 1993, Reichenbach 2001).  

El gran interés en la obtención de moléculas bioactivas procedentes de 

microorganismos halófilos o halotolerantes (Faulkner, 2002) se debe también a su alta 

diversidad (McCarthy y col., 2004, Blunt y col., 2004) y a sus propiedades específicas que 

les han permitido adaptarse al medio hipersalino y que posiblemente se traduzcan en la 

producción de nuevos metabolitos primarios y secundarios. Los resultados que se han 

obtenido hasta el momento mediante el screening de bacterias marinas aisladas de algas e 

invertebrados han mostrado ser una fuente importante de metabolitos antimicrobianos 

(Burgess y col., 1999).  

En la última revisión realizada por Mayer y colaboradores (2011), sobre los 

compuestos marinos con actividad antimicrobiana, se pone de manifiesto la importancia de 

éstos en el campo de la medicina. El estudio llevado a cabo por investigadores de 26 países 
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reveló que sólo durante los años 2007-2008 se encontraron 197 compuestos marinos. De 

ellos 74 tenían actividad antibacteriana, anticoagulante, antifúngica, antimalárica, 

antituberculosa, antiprotozoaria y antiviral; 59 compuestos afectaban a los sistemas 

cardiovascular, inmunológico y nervioso, y tenían actividad antiinflamatoria; y los 64 

restantes mostraron uniones a diferentes receptores y dianas moleculares que indicaban la 

pertenencia a distintas clases farmacológicas (Tabla 4). Por lo tanto, aunque hasta ahora la 

síntesis o modificación química de sustancias antimicrobianas ha sido una buena opción, la 

diversidad de los microorganismos y sus metabolitos es incomparable y de una gran 

importancia médica. 

El principal problema con que se enfrentaban las empresas farmacéuticas era la 

incapacidad para cultivar los nuevos microorganismos fuera de su medio ambiente (Davis, 

2005) a pesar de conocer su existencia a través de las técnicas moleculares (Antón y col., 

2000; 2008; Benlloch y col., 2001; Rappé y Giovannoni, 2003; Burns y col., 2004; Pedrós-

Alió, 2005; Maturrano y col., 2006; Pagaling y col., 2010). Como ya hemos comentado 

anteriormente, se calcula que en nuestro planeta pueden existir del orden de 10
9
 especies de 

procariotas y hasta el presente se han descrito únicamente unas 8000 (Oren y Papke, 2010), 

por lo que sólo se han podido cultivar del 0,1-1% de su población (Amann y col., 1995; 

Green y Keller, 2006; Leadbetter, 2003). Esto, unido al alto porcentaje de redescubrimiento 

de compuestos ya conocidos y a la baja probabilidad de hallazgo de nuevas moléculas, hizo 

que las empresas farmacéuticas abandonasen la búsqueda de nuevos antibióticos a partir de 

los microorganismos.  

Por fortuna hoy sabemos que los microorganismos que aún no hemos logrado 

cultivar podrían ser productores de sustancias de interés biotecnológico según los estudios de 

metagenómica han puesto de manifiesto (Nichols, 2007; Alain y Querellou, 2009; Zengler, 

2009).  

Por otro lado sabemos que la mayoría de las especies halófilas cultivables hasta la 

fecha, se encuadran dentro de los phyla Proteobacteria y Firmicutes (Oren, 2002), mientras 

que los estudios ecológicos moleculares están poniendo de manifiesto la abundancia de 

Bacteroidetes, Plantomyces y otros taxones de los cuales tenemos aislados pocos 

representantes (Antón y col., 2002; 2008; Benlloch y col., 2001; Burns y col., 2004; Pedrós-

Alió, 2005; Maturrano y col., 2006). Los genes que codifican las rutas de metabolitos 

secundarios no están distribuidos al azar entre las bacterias sino que son ciertos taxa con 

genomas extensos (>4Mb), por ejemplo Bacillus, Pseudomonas, mixobacterias, 

cianobacterias, acidobacterias y actinobacterias los que tienen desde unos pocos a múltiples 

rutas metabólicas secundarias de sintetasas de poliketidos y péptidos no ribosomales 

(Donadio y col., 2007). Por ello sería posible encontrar dichos genes tanto en las bacterias 

halófilas cultivables como en las que hemos detectado a través de técnicas moleculares ya 
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que pertenecen a esos taxa (Ward y col., 2009; Nett y col., 2009; Eichorst y col., 2007; Koch 

y col., 2008; Pankratov y col., 2008). 

Tabla 4. Compuestos con actividad antibacteriana y antifúngica encontrados durante 

los años 2007-2008 en cepas de origen marino. 
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Por el momento, sólo en unos pocos casos se han podido extraer del medio ambiente 

los “clusters” de genes de metabolitos secundarios de microorganismos desconocidos, clonar 

grandes insertos en genotecas y expresarlos heterólogamente usando técnicas de biología 

molecular (Brady, 2007; Craig y col., 2009; King y col., 2009). Sin embargo, debido a 

limitaciones tecnológicas, estos métodos son todavía incapaces de revelar el espectro 

completo de las capacidades fisiológicas y biosintéticas de una especie bacteriana o de su 

relación con la ecología que la rodea. A pesar del potencial de las aproximaciones de la 

metagenómica y de la recombinación genética en la investigación de antibióticos, las 

aproximaciones basadas en el cultivo de microorganismos siguen siendo esenciales en el 

descubrimiento de antibióticos. Las células vivas aisladas en un cultivo puro pueden 

manipularse fisiológica y genéticamente y puede aumentarse la escala de producción. Así 

pues, a corto plazo, las investigaciones basadas en el cultivo siguen siendo cruciales en el 

descubrimiento y producción de antibióticos (Nichols, 2007; Alain y Querellou, 2009; 

Zengler, 2009).  

Empresas como la Fundación MEDINA (Fundación Centro de Excelencia en Investigación 

de Medicamentos Innovadores en Andalucía, http://www.medinaandalucia.es), con más de 

50 años de experiencia en el descubrimiento de fármacos a partir de productos naturales y la 

evaluación preclínica de candidatos a fármacos, están redireccionando su investigación hacia 

el descubrimiento de nuevos productos naturales bioactivos de origen microbiano en 

ambientes hipersalinos de Andalucía, ya que la variación topográfica y geofísica así como la 

biodiversidad endémica intrínseca a la región, se refleja en altos niveles de diversidad 

microbiana y endemismos. Debido a todo lo anteriomente expuesto, dicha Fundación y 

nuestro grupo de investigación han comenzado un trabajo en colaboración, financiado por el 

Proyecto de Excelencia “Descubrimiento de nuevos antibióticos mediante la combinación de 

dos estrategias: cultivo de bacterias no cultivadas previamente y muestreo de hábitats salinos 

de Andalucía” el cual se incluye en el Capítulo 4 de esta tesis doctoral. 

Como ya hemos comentado los microorganismos halófilos tienen un alto potencial 

biotecnológico. Por una parte, las aplicaciones más interesantes de haloarqueas son la 

producción de bacteriorrodopsina, enzimas, exopolisacáridos, polihidroxialcanoatos, 

bioplasticos y halocinas. Al parecer, pudieran ser utilizadas también en la biodegradación de 

hidrocarburos y compuestos tóxicos e incluso en el diagnóstico de algunos tipos de cáncer 

(Rodríguez-Valera, 1991, Galinski y Tindall, 1992; Ventosa y Arahal, 2002a; Mellado y 

Ventosa, 2003). Por otra parte, las bacterias halófilas también han sido consideradas como 

un grupo de organismos con un enorme potencial biotecnológico (Mellado y Ventosa, 2003; 

Ventosa, 2004; 2006; 2008). No sólo producen enzimas, solutos compatibles o biopolímeros 

de interés industrial o médico (Arias y col., 2003; Béjar y col., 1998; Calvo y col., 1998; 

Margesin y Schinner 2001; Quesada y col., 1993; 2004; Sánchez-Porro y col., 2003; Ventosa 

y col., 1998; Luque y col., 2010), sino que, además, poseen propiedades que facilitan su 

explotación comercial. A este respecto, señalaremos su marcado carácter eurihalino, su fácil 

cultivo y manipulación en el laboratorio y su falta de patogenicidad. 

http://www.medinaandalucia.es/
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Nuestro grupo de investigación “Exopolisacáridos Microbianos” (BIO 188, 

(http://www.ugr.es/~eps/es/index.html) está dedicado principalmente al estudio de nuevas 

especies de bacterias halófilas, incluyendo sus potenciales aplicaciones en biotecnología y 

medicina, el desarrollo de herramientas genéticas, los estudios de "quorum sensing" y al 

análisis de la biodiversidad de ambientes hipersalinos.  

La presente tesis doctoral se enmarca dentro de los estudios realizados en el proyecto 

de investigación: "Estudio de la comunidad de procariotas de Rambla salada (Murcia), un 

espacio protegido de interés ecológico y comunitario. Selección de bacterias de utilidad 

industrial y ecológica"  (CGL2005-05947; IP: Emilia Quesada Arroquia). 

El Humedal de Ajauque y Rambla Salada es un ambiente hipersalino que está siendo 

estudiado por investigadores del grupo de Ecología Acuática de la Universidad de Murcia 

(Josefa Velasco, Andrés Millán y otros) y cuyos resultados han demostrado su singularidad 

en términos de especies eucariotas. Dichos investigadores han señalado que la biodiversidad 

de este espacio protegido puede verse afectada por la pérdida de salinidad debida al trasvase 

Tajo-Segura y otras actividades humanas como la agricultura. 

Desde el punto de vista microbiológico el Humedal de Ajauque y Rambla Salada era 

un paraje inexplorado hasta el comienzo de nuestro estudio. El grupo de la Universidad de 

Murcia recabó nuestra participación y nuestro equipo consideró que este hábitat podría 

constituir un modelo apropiado para estudiar la diversidad microbiana de los ambientes 

hipersalinos, utilizando técnicas clásicas de cultivo y selección, al mismo tiempo que 

técnicas moleculares, en un entorno donde pudiéramos analizar aguas, sedimentos y suelos 

salinos. 

Por otra parte nuestro grupo de investigación estaba interesado en aislar nuevas 

bacterias halófilas de interés biotecnológico que podríamos hallar en este ambiente 

hipersalino aún inexplorado. 

Los objetivos del proyecto CGL2005-05947 eran los siguientes: 

1. Estudiar la comunidad procariota mediante métodos clásicos de cultivo y nuevos 

métodos moleculares, y comparar los resultados obtenidos con ambos tipos de técnicas. 

2. Hacer una estimación de la diversidad, estructura y dinámica de las poblaciones de 

bacterias y arqueas. 

3. Identificar actividades microbianas de interés ecológico 

4. Seleccionar cepas de interés biotecnológico. 

http://www.ugr.es/~eps/es/index.html
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Para desarrollar todos los estudios previstos se incorporaron al equipo investigador del 

proyecto CGL2005-05947 dos becarias predoctorales, Nahid Oueriaghli, quien se haría 

cargo de los estudios de ecología molecular en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada, y la 

autora de la presente tesis doctoral, María Rocío Luque Aznar, quien tendría que llevar a 

cabo el estudio de biodiversidad empleando técnicas de cultivo clásicas y la selección de 

cepas de interés tecnológico. Ambas investigadoras deberían realizar sus estudios en 

paralelo, muestreando local y temporalmente las estaciones de muestreo seleccionadas en el 

Humedal de Ajauque y Rambla Salada y trabajando sobre idénticas muestras de suelos, 

aguas y sedimentos salinos. De esta forma sus resultados permitirían comparar la microbiota 

total y cultivable, haciendo una estimación real de la diversidad microbiota de los distintos 

hábitats salinos del Humedal de Ajauque y Rambla Salada, principal objetivo del proyecto 

de investigación. 

Por todo ello los objetivos de la presente tesis doctoral han sido los siguientes: 

Realizar un muestreo y estudio microbiológico de los diversos ambientes salinos que 

existen en  el Humedal de Ajauque y Rambla Salada que, repetidos a lo largo de dos años y 

en diferentes estaciones, nos permitiera: 

1. Enumerar los procariotas cultivables en las diferentes muestras de aguas, suelos y 

sedimentos salinos. 

 

2. Aislar un número significativo de cepas bacterianas y arqueas, que a su vez nos 

permitiera: 

2.1  Identificar taxonómicamente un número elevado de las especies 

procariotas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada y hallar 

nuevos tipos de microorganismos halófilos o halotolerantes. 

 

2.2 Analizar la diversidad procariota en función de la salinidad del medio 

y otros parámetros físico-químicos, así como la época de muestreo. 

 

2.3 Hallar nuevos procariotas de interés biotecnológico. 

 

Finalmente todo este estudio lleva implícito una comparación posterior con los 

resultados obtenidos al aplicar técnicas de ecología molecular en el Humedal de Ajauque y 

Rambla Salada. Como ya hemos indicado anteriormente, dichos estudios no forman parte de 

esta tesis doctoral pero se han hecho en paralelo a ella. Que sepamos ésta es la primera vez 

que se plantea en un hábitat hipersalino tal estudio paralelo, por lo que consideramos que 

nuestros resultados pueden tener un gran interés en el campo del halofilismo. 
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III.1.1. RESUMEN 

El Humedal de Ajauque y Rambla Salada es un paraje natural que forma parte del 

espacio protegido por la comunidad de Murcia (BORM 10/9/1998). La mayor parte del año 

predomina en este hábitat los llamados “cauces secos”, aunque existen tramos o puntos 

donde afloran aguas subterráneas. Las sales proceden de materiales evaporíticos 

(fundamentalmente yesos) que forman parte de los sedimentos de las cuencas vertientes de 

las ramblas. El rango de salinidad es muy amplio y se alcanzan valores en algunos puntos de 

entre el 15 y el 18% (p/v). Con el propósito de conocer la comunidad de procariotas existente 

en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada se llevaron a cabo cuatro muestreos en los años 

2006 y 2007 en los que se recogieron muestras de suelos, aguas y sedimentos en las zonas de 

la finca de la Salina, una surgencia de agua sulfurosa salina, rambla Ajauque en el humedal 

de Derramadores y las aguas abajo del canal del trasvase Tajo-Segura. En cada una de las 

zonas muestreadas se realizó un análisis físico-químico que incluía el contenido de sales, la 

conductividad, el pH y la tensión de oxígeno. 

Las muestras fueron procesadas mediante las técnicas de microbiología clásica. Se 

hicieron diluciones de las mismas y se sembraron en el medio nutritivo MY a distintas 

concentraciones salinas, tras lo cual se hicieron los recuentos para cada muestra y 

concentración de sal y se seleccionaron 477 cepas en función de su diversidad colonial. 
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III.1.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

III.1.2.1. Lugares de muestreo y análisis físico-químico 

Para el aislamiento de las cepas se realizaron cuatro muestreos en el Humedal de 

Ajauque y Rambla Salada (Murcia) en los meses de febrero y junio de 2006 y febrero y 

noviembre de 2007. En cada uno de ellos se tomaron ocho muestras en cuatro lugares 

diferentes, concretamente la finca de la Salina (muestras M1, M2, M4 y M5), una surgencia 

de agua sulfurosa salina (muestras M7 y M8), el canal del trasvase Tajo-Segura (muestra 

M9), y la rambla Ajauque en el humedal de Derramadores (muestra M6) (Figura 6). Las 

muestras M1, M4 y M7 eran de agua, las muestras M2, M5 y M6 eran de suelo, y las 

muestras M8 y M9 eran de sedimento. Las muestras se guardaron a 4 ºC hasta que se 

procesaron en el laboratorio 24 horas después. 

 

Figura 6. Lugares de muestreo en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada. 
A, Finca de la Salina; B, Trasvase Tajo-Segura; C, Humedal de Derramadores; D, Surgencia de agua sulfurosa 

salina. 

 Al mismo tiempo que se hizo el muestreo en las distintas zonas mencionadas, se 

realizó un análisis físico-químico, midiendo los valores de pH, contenido en sales y 

contenido en oxígeno. 
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III.1.2.2. Aislamiento de bacterias y arqueas 

En el laboratorio, 1g de cada muestra de suelo o sedimento fue homogeneizado y 

suspendido en 9 ml de solución salina de sales y se mantuvo en agitación a 150 rpm durante 

15 minutos para disgregar las partículas del suelo y facilitar la dispersión de los 

microorganismos. Para las muestras de agua se procesaron 10 ml. A continuación se hicieron 

diluciones seriadas. Cada dilución (100 µl) se sembró en el medio nutritivo MY (Moraine y 

Rogovin 1966; Quesada y col., 1993) con la cantidad necesaria de una solución stock de 

sales al 30 % (p/v) (Rodríguez-Valera y col., 1981) con el fin de aislar la población 

quimioheterótrofa aerobia. Se utilizaron las siguientes concentraciones de sales: 0,5; 3; 5; 10; 

20 y 30 % (p/v). La composición detallada del medio MY, así como de la solución de sales 

se incluye en el anexo I. Dicho medio se preparó a un valor de pH igual a 7 ajustado con el 

medidor de pH CRISON micro pH2000 y se esterilizó en autoclave a 112 ºC durante 30 

minutos distribuyéndose a continuación en placas tras su enfriamiento a 50-60 ºC.  

 La selección de las colonias de bacterias se hizo tras 5 días de incubación a 32 ºC en 

función de su morfología colonial (Ventosa y col., 1982; Quesada y col., 1982); los 

posteriores aislamientos de cada cepa se hicieron en el mismo medio de cultivo. 

 Para la selección de arqueas el procedimiento fue el mismo, utilizando en este caso 

una concentración de sales del 30 % (p/v) tanto para las soluciones seriadas como para el 

medio MY. La incubación se realizó a 41 ºC durante dos semanas. Como en el caso anterior, 

la selección de colonias se hizo en función de su aspecto y los subcultivos se hicieron en el 

mismo medio de cultivo.  

III.1.2.3. Conservación de las cepas 

 Los microorganismos se mantuvieron a una temperatura de 4°C en el medio sólido 

MY al 5 % (p/v) en el caso de las cepas bacterianas y al 25 % (p/v) en el caso de las cepas de 

arqueas. Para conservarlos a largo plazo se mantuvieron congelados a una temperatura de -

80 ºC en medio líquido MY a igual concentración y se utilizó como crioprotector dimetil 

sulfóxido (DMSO) o glicerol a una concentración del 20 % (v/v) 

.



Capítulo 1: Selección de las cepas objeto de estudio 

59 
 

III.1.3. RESULTADOS 

En general, los valores medidos de salinidad, pH, oxígeno y conductividad 

presentaron diferencias en las distintas épocas del año muestreados ya que están 

directamente relacionados con la estación meteorológica, de manera que en la época de 

lluvia se produce una disolución de las concentraciones de cloruro y variaciones del oxígeno 

disuelto. Los meses de junio de 2006 y noviembre de 2007 se caracterizaron por la escasez 

de precipitaciones, concretamente, la Agencia Estatal de Meteorología (www.aemet.es) 

recoge unos valores medios de lluvias para cada mes de 5,08 y 5,58 mm respectivamente. En 

el mes de febrero de 2006 las lluvias en el cómputo del mes fueron de 18,53 mm y 7,36 mm 

en febrero de 2007. 

También hubo diferencias con respecto a los distintos hábitats muestreados. En la 

muestra de agua M1 de la finca de la Salina, la concentración salina fue mayor en junio de 

2006 (44,4 g/l), época caracterizada por la escasez de precipitaciones mientras que en las 

otras épocas, dicha concentración osciló entre los 11,8 g/l y los 33,8 g/l. Directamente 

relacionado con esta concentración, los valores de conductividad fueron más elevados en 

junio de 2006 (65,9 Ωcm) y menor la concentración de oxígeno disuelto (10,20 mg/l) en 

dicha época con respecto a las otras épocas de muestreo de este hábitat en las que la 

conductividad osciló entre 20,1 Ωcm y 58,8 Ωcm, y el oxígeno disuelto entre 13 mg/ml y 

17,2 mg/ml. Lo mismo ocurrió en la muestra M4, en donde la concentración salina fue 

mayor en junio de 2006 (83,1 g/l) y los valores de conductividad y oxígeno disuelto fueron 

120,12 Ωcm y 4,46 mg/ml, respectivamente. En cambio los valores de salinidad, 

conductividad y oxígenos disueltos en las otras épocas de muestreo oscilaron entre 20-36,7 

g/l, 35,9-57 Ωcm y 7,9-19,8 mg/ml respectivamente. En cuanto a los valores de pH, en la 

muestra M1, oscilaron entre los 6,3 en junio de 2006 y los 8,36 en noviembre de 2007, y en 

el caso de la muestra M4, oscilaron entre los 3,85 en junio de 2006 y los 8,03 en noviembre 

de 2007. Resultados similares se obtuvieron en las muestras M2 y M5 de la finca de la 

Salina. 

Por otra parte, la zona de la surgencia (muestras M7 y M8), destacó por presentar los 

mayores valores de concentración salina con respecto al resto de hábitats. Los valores 

medidos oscilaron entre los 140 g/l registrados en junio de 2006 y los 177 g/l medidos en 

febrero de 2007. Se trata de una poza de agua sulfurosa salina de peculiares características 

por su alto contenido en cloruro y elevada proporción de sulfatos procedentes del yeso. Los 

valores medidos de conductividad en cada caso fueron 188 Ωcm y 265 Ωcm y los de oxígeno 

disuelto 1 mg/ml y 0,6 mg/ml respectivamente. Este nacimiento de agua se mantiene 

constante a lo largo del año lo que hace que los parámetros físico-químicos estudiados no 

registren altas variaciones en las distintas épocas del año muestreadas como sí ocurrió en la 

finca de la Salina. Los valores de pH medidos estuvieron próximos a la neutralidad (entre 

6,55 y 6,98). 

http://www.aemet.es/
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Al contrario que en la surgencia, la concentración de sal medida en el trasvase Tajo-

Segura (muestra M9) fue la más baja con respecto al resto de hábitats debido a la desviación 

del agua de riego para los cultivos aledaños; los valores medidos de salinidad, conductividad 

y oxígeno disuelto oscilaron entre 2,9-6,8 g/l, 5,58-7,3 Ωcm, y 20,6-10,3 mg/ml 

respectivamente. Respecto a los valores de pH, éstos oscilaron entre 7,7 y 9,7. 

Por último, el humedal de Derramadores (muestra M6), se caracterizó por presentar 

valores intermedios en los parámetros físico-químicos con respecto al resto de los hábitats. 

Así, la concentración de sal fue de 25,2 g/l, la conductividad 40 Ωcm, el oxígeno disuelto de 

20,3 mg/ml y el pH de 8,46. 

Por otra parte, en los recuentos de la microbiota que se llevaron a cabo para cada 

zona muestreada, el número de microorganismos osciló entre los 1 x 10
3
 UFC/ml en febrero 

de 2007 y los 6,6 x 10
7
 UFC/ml en junio de 2006 a las concentraciones del medio MY al 20 

% (p/v) y 3 % (p/v) respectivamente. En la Tabla 5 se detallan los recuentos obtenidos para 

cada muestra en cada uno de los hábitats estudiados. En el medio MY al 30 % (p/v), sólo se 

observó crecimiento en las placas incubadas a 41 ºC durante dos semanas en las que  se 

pretendía aislar arqueas. El mismo medio incubado a menor temperatura para aislar bacterias 

no dio lugar a crecimiento alguno. Por otro lado, en las muestras M2 y M9 tomadas en 

febrero de 2006 y las muestras M7 y M8 recogidas en noviembre de 2007, no se observó 

crecimiento a ninguna concentración salina cuando las placas se incubaron a 32 ºC durante 

cinco días y sí cuando se incubaron a 41 ºC durante dos semanas. 

Teniendo en cuenta las distintas épocas de muestreo, se observó que pudiera existir 

una relación entre la época del año y el número de microorganismos en el hábitat, de manera 

que los mayores recuentos, del orden de 10
6
-10

7
 UFC/ml, se obtuvieron en el mes de junio 

de 2006 y noviembre de 2007 coincidiendo con un menor registro de lluvias. 

Respecto a las zonas de muestreo, el recuento de microorganismos en la finca de la 

Salina fue mayor en los meses de febrero de 2006 y noviembre de 2007; en la surgencia y 

humedal de Derramadores, los mayores recuentos correspondían al mes de junio de 2006, y 

por último, en la zona correspondiente al trasvase Tajo-Segura, los recuentos fueron 

similares en junio de 2006, febrero de 2007 y noviembre de 2007. 

Sin embargo no existió una relación entre los recuentos y la salinidad del medio 

empleado. En función de lo expuesto anteriormente las zonas con las mayores salinidades, 

tales como la surgencia podrían haber dado mayores recuentos en los medios de mayor 

salinidad. De igual forma los recuentos en la zona de menor salinidad, el trasvase Tajo-

Segura, no fueron mayores en las placas de aislamiento con menor contenido en sales. Este 

hecho podría estar en relación con el marcado carácter eurihalino de las bacterias halófilas 

presentes en este hábitat, tal y como hemos podido comprobar posteriormente en el Capítulo 

2. 
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Tabla 5. Recuentos de procariotas totales en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada. 

MUESTREO RECUENTOS* 

         
ZONA ÉPOCA ÁREA 0,5

a
 3

a
 5

a
 10

a
 20

a
 30ª

,b
 

F
IN

C
A

 D
E

 L
A

 S
A

L
IN

A
 

Febrero, 2006 

M1 1,8 x 104 1,8 x 104 3,3 x 104 8.5 x 104 2,8 x 104 1,3 x 104 

M2 nc nc nc nc nc 1 x 104 

M4 4 x 104 5,7 x 104 7,8 x 105 8 x 105 4,2 x 103 2,8 x 104 

M5 5,5 x 106 1,3 x 107 1,3 x 106 9 x 104 1,9 x 103 1,3 x 104 

Junio, 2006 

M1 2 x 105 2 x 106 8 x 105 9 x 105 2 x 104 1 x 107 

M2 6 x 104 8 x 105 2 x 106 1,5 x 106 6 x 106 2 x 107 

M4 3 x 103 1 x 105 3 x 104 1,2 x 106 3,9 x 106 2 x 106 

M5 3 x 106 2,4 x 106 8,5 x 104 8,3 x 104 1,4 x 104 1,5 x 106 

Febrero, 2007 

M1 
6.6 x 

105. 
8 x 105 /5 x 106 5 x 106 nc 1 x 105 

M2 1.8 x 106 7.8 x 106 5.6 x 106 7.1 x 106 1 x 103 2.6 x 105 

M4 3 x 104 2.5 x 105 2.5 x 105 1.2 x 105 nc 2.5 x 105 

M5 9.2 x 106 5.2 x 106 4.2 x 106 1.8 x 105 nc 1.2 x 105 

Noviembre, 2007 

M1 2.4 x 105 7 x 106 4.5 x 106 1.1 x 106 
1.38 x 

106 
1.5 x 106 

M2 3.5 x 106 4.9 x 107 6.6 x 107 3.2 x 107 1.1 x 107 1.6 x 105 

M4 7.3 x 105 2.4 x 106 5.5 x 106 3.8 x 106 6 x 106 2.5 x 105 

M5 1 x 104 2.5 x 106 1 x 106 3.5 x 106 1,4 x 103 1 x 105 

S
U

R
G

E
N

C
IA

 

Febrero, 2006 
M7 3 x 104 4 x 105 4,3 x 105 4,7 x 106 7 x 104 4,3 x 104 

M8 nc nc nc nc nc 3 x 104 

Junio, 2006 
M7 6 x 103 3 x 103 3,6 x 105 2 x 104 2 x 103 2,6 x 106 

M8 3 x 104 3,7 x 105 6,5 x 105 6 x 105 7 x 105 4,5 x 107 

Febrero, 2007 
M7 3.4 x 105 5.5 x 105 1.7 x 106 4.7 x 105 nc 1.3 x 105 

M8 1.5 x 105 4 x 105 4.7 x 105 1.5 x 106 nc 1.7 x 105 

Noviembre, 2007 
M7 nc nc nc nc nc 3 x 104 

M8 nc nc nc nc nc 1 x 104 

HUMEDAL 

Febrero, 2006 

M6 

1,3 x 105 5 x 104 6 x 104 4,2 x 104 7,4 x 103 2 x 104 

Junio, 2006 1 x 105 6,7 x 105 1 x 106 1,9 x 106 2,3 x 106 1 x 107 

Noviembre, 2007 3 x 103 
1.22 x 

104 
1.6 x 104 8.5 x 104 3.5 x 104 1.8 x 105 

TRASVAS

E TAJO-

SEGURA 

Febrero, 2006 

M9 

nc nc nc nc nc 1,2 x 104 

Junio, 2006 3 x 105 1,5 x 107 1,2 x 107 1,3 x 107 1,8 x 107 1,2 x 106 

Febrero, 2007 
1.05 x 

106 

3.46 x 

106 
5.3 x 106 

5.38 x 

106 
nc 2.3 x 105 

Noviembre, 2007 5.5 x 104 5.2 x 106 9.3 x 106 4 x 106 
2.35 x 

104 
1.8 x 104 

*, % (p/v); nc, no crecimiento; a, recuentos obtenidos utilizando el medio MY a distintas concentracines de sal e 

incubados a 32 ºC durante cinco días;  b, recuentos obtenidos utilizando el medio el MY al 30 (p/v) e incubado a 

41ºC durante dos semanas. 
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Por último, en cuanto a la selección de cepas, ésta se hizo en función de su 

diversidad colonial. En la Figura 7 se muestra un imagen tomada del recuento de 

microorganismos realizado en el medio MY al 10 % (p/v) a partir de una dilución de 10
-3

 

(v/v) de la muestra M5 de la finca la Salina en junio de 2006. 

 

Figura 7. Diversidad colonial encontrada en el recuento de microorganismos.  

En total se seleccionaron 428 cepas de las placas incubadas a 32 ºC durante cinco 

días, de las cuales, 76 y 127 cepas, se seleccionaron de los meses febrero y junio de 2006 

respectivamente y 123 y 102 cepas, de los meses de febrero y noviembre de 2007. Respecto 

a las zonas de muestreo, se seleccionaron 221 cepas en la finca de la Salina, 89 en la 

surgencia, 50 en el humedal de Derramadores y 68 en el trasvase Tajo-Segura. La mayoría 

de dichas cepas se seleccionaron a las concentraciones intermedias de sal; así un total de 

135, se seleccionaron del medio MY al 5 % (p/v), 117 cepas fueron seleccionadas del medio 

MY al 10 % (p/v), y 87 cepas se aislaron del medio MY al 3 % (p/v), todas ellas incubadas a 

32 ºC durante 5 días. En cambio, las 49 cepas aisladas del medio MY al 30 % (p/v), 

provenían de una incubación a 41 ºC durante dos semanas, no observándose crecimiento 

cuando dicho medio se incubó a 32 ºC durante 5 días. Respecto a la distribución  de las 49 

cepas por épocas del año, 9 cepas se aislaron en febrero de 2006, 17 cepas en junio de 2006, 

13 cepas en febrero de 2007 y 10 cepas en noviembre de 2007; y en cuanto a la distribución 

por zonas muestreadas 29 cepas se aislaron de la finca de la Salina, 11 cepas pertenecían a la 

surgencia, 6 cepas al humedal de Derramadores y 3 cepas al trasvase Tajo-Segura. 

En la Tabla 6 se especifican los datos relativos al lugar de procedencia, tipo de 

muestra, época de muestreo y medio de cultivo de donde se aislaron cada una de las cepas 

seleccionadas para este estudio. 
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Tabla 6. Procedencia de las cepas seleccionadas para el estudio. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 
LUGAR DE MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M1-10 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M1-100 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  
M1-101 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M1-102 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 2  

M1-103 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M1-103-X Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M1-104 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-106 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 2  

M1-107 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 10  

M1-108 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 20  

M1-109 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 10  

M1-110 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 10  

M1-111 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 5  
M1-112 Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M1-113 Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M1-114 Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 20  

M1-115-I Suelo Febrero, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M1-115-II Suelo Febrero, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M1-116 Suelo Febrero, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M1-117 Suelo Febrero, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M1-118 Suelo Febrero, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M1-120 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-122 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M1-123 Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M1-123-X Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  
M1-124 Agua Febrero, 2006 Surgencia MY 3  

M1-125 Agua Febrero, 2006 Surgencia MY 5  

M1-126 Agua Febrero, 2006 Surgencia MY 10  

M1-127 Agua Febrero, 2006 Surgencia MY 10  

M1-128 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M1-13 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M1-130 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M1-131 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M1-133-I Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M1-133-II Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M1-134 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 20  
M1-135 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 0,5  

M1-136 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-138 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M1-141 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-142 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-143 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 0,5  

M1-144 Agua Febrero, 2006 Surgencia MY 10  

M1-145 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M1-14-X Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 
LUGAR DE MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M1-159 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M1-16-X Agua Febrero, 2006 Surgencia MY 5  

M1-17 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M1-18 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 30  

M1-180 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M1-184 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 10  
M1-185 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 10  

M1-186 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 5  

M1-187-I Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M1-187-II Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M1-188 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M1-19 Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 30  

M1-190 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-191-I Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M1-191-II Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M1-192 Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M1-193-I Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 20  
M1-193-II Sedimento Febrero, 2006 Surgencia MY 20  

M1-194 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 4  

M1-195 Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M1-196 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 4  

M1-198 Suelo Febrero, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M1-199 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-20 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M1-200 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-201 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-202 Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M1-21-X Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 20  
M1-23 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M1-5-X Agua Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M1-7 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M1-9 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M1-97 Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 2  

M1-X Sedimento Febrero, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M1-XX Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-1 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 0,5  

M2-10 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-11 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-11a Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-11d Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  
M2-12 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-13 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-139 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M2-14 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-140-I Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 
LUGAR DE MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M2-140-II Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M2-146 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-147 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M2-148 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-149 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 5  

M2-15 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  
M2-150 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 3  

M2-151 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 3  

M2-153 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-154 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-155 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-156 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-157 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-158 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-159 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 5  

M2-16 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M2-160 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5  
M2-162 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 20  

M2-163 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-164 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-165 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 3  

M2-166 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 5  

M2-167 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 10  

M2-168 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-169 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-17 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M2-171 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-173 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  
M2-174 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-175 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-176 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-177 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-178 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-179 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M2-18 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M2-180 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 20  

M2-181 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-182 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-183 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-183-X Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  
M2-19 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-1c Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-1d Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-2 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 0,5  

M2-204 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 
LUGAR DE MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M2-21 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-22 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M2-23 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-24 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 20  

M2-25 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 20  

M2-26 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  
M2-27 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-28 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5  

M2-29 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M2-2a Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-2b Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-2d Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-2-X Suelo Febrero, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-3 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 0,5  

M2-30 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 20  

M2-31 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M2-32 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5  
M2-33 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-34 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M2-35 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M2-37 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 10  

M2-38 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 5  

M2-39 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 10  

M2-4 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-40 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 0,5  

M2-41 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 0,5  

M2-42 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 0,5  

M2-43 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 0,5  
M2-44 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M2-45 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-46 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-47 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-49 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M2-4a Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-4b Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-4c Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-4d Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30  

M2-5 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-50 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M2-52 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  
M2-53 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 0,5  

M2-55 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 0,5  

M2-56 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 3  

M2-57 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 3  

M2-58 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 
LUGAR DE MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M2-59 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-6 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-61 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-62 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 0,5  

M2-63 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-64 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 0,5  
M2-65 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-66-B Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M2-66-M Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10  

M2-67 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M2-68 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 0,5  

M2-69 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 10  

M2-7 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-70 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 10  

M2-72 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M2-74 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 20  

M2-76 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  
M2-77 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-78 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-79 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-7a Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 30  

M2-7b Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 30  

M2-7c Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 30  

M2-8 Sedimento Junio, 2006 Surgencia MY 30  

M2-81 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 10  

M2-82 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M2-83 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-85 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  
M2-86 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5  

M2-87-I Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-87-II Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  

M2-88 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M2-89 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 20  

M2-9 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10  

M2-90 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5  

M2-91 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5  

M2-93 Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M2-9a Agua Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 30  

M2-9b Agua Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 30  

M2-X Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3  
M2-XX Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5  

M2-3X Sedimento Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M2-4X Agua Junio, 2006 Surgencia MY 5  

M3-1 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-10 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 

LUGAR DE 

MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M3-100 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 0,5  

M3-101 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 0,5  

M3-102 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-103 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-104 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-105 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 3  
M3-106 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-107 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-109 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-11 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-110 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-111 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-112 Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-12 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 20  

M3-120 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 0,5  

M3-121 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-122 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  
M3-123 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-125 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M3-126 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M3-127 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-128 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-129 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-13 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 20  

M3-130 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-131 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-14 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-15 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  
M3-17 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-18 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-19 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-1a Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M3-1c Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M3-1d Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M3-2 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-20 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-21 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-22 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-23 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-24 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  
M3-25 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-26 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-27 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-28 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-29 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 
LUGAR DE MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M3-2a Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M3-2b Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M3-2d Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M3-3 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-31 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 0,5  

M3-32 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 0,5  
M3-33 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-34 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-35 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M3-36 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-37 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-38 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 3  

M3-39 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 5  

M3-4 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-40 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 5  

M3-41 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 5  

M3-42 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 5  
M3-43 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 5  

M3-44 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 5  

M3-45 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-46 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-47 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 20  

M3-48 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-49 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-4a Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M3-4X Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 5  

M3-5 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-50 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 10  
M3-51 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-52 Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 10  

M3-53 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5  

M3-54 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5  

M3-55 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5  

M3-56 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M3-57 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M3-58 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M3-59 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M3-6 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-60 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M3-61 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  
M3-62 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M3-63 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M3-64 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M3-65 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M3-66 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 10  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 
LUGAR DE MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M3-67 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M3-68 Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M3-69 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-7 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-70 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-70-X Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  
M3-72 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-73 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-74 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-75 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-76 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-77 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-78 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M3-79 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-7b Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 30  

M3-8 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-80 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  
M3-81 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-82 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-83 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-84 Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-85 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-86 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-87 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-88 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-89 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-8a Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 30  

M3-8b Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 30  
M3-8c Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 30  

M3-8d Sedimento Febrero, 2007 Surgencia MY 30  

M3-9 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M3-90 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-91 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-92 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-93 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-94 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-95 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-96 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-97 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M3-9b Agua Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 30  
M3-X Suelo Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M3-XX Sedimento Febrero, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M3-3X Agua Febrero, 2007 Surgencia MY 0,5  

M4-1 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M4-10 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 10  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 

LUGAR DE 

MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M4-100 Sedimento Noviembre, 2007 Surgencia MY 3  

M4-101 Sedimento Noviembre, 2007 Surgencia MY 3  

M4-102 Sedimento Noviembre, 2007 Surgencia MY 5  

M4-103 Sedimento Noviembre, 2007 Surgencia MY 5  

M4-104 Sedimento Noviembre, 2007 Surgencia MY 5  

M4-105 Sedimento Noviembre, 2007 Surgencia MY 10  
M4-106 Sedimento Noviembre, 2007 Surgencia MY 10  

M4-107 Sedimento Noviembre, 2007 Surgencia MY 10  

M4-11 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M4-12 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M4-13 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M4-14 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 20  

M4-15 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 20  

M4-16 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 20  

M4-17 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 20  

M4-18 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M4-19 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  
M4-1a Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M4-1b Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M4-1c Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M4-2 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M4-20 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-21 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-22 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-23 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-24 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-26 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M4-28 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 5  
M4-29 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M4-3 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M4-30 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M4-31 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M4-32 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M4-33 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M4-34 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M4-35 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 10  

M4-36 Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 20  

M4-37 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5  

M4-38 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  

M4-39 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 3  
M4-3B Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M4-3M Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 5  

M4-4 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M4-40 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M4-42 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  
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Tabla 6. Continuación. 

CEPA MUESTRA 
ÉPOCA DE 

MUESTREO 

LUGAR DE 

MUESTREO 

MEDIO DE 

AISLAMIENTO 

(%, p/v)* 

M4-43 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M4-44 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M4-45 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M4-46 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M4-47 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M4-48 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  
M4-49 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 5  

M4-4a Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M4-4b Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M4-4c Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M4-4d Suelo Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 30  

M4-5 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-50 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M4-51 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M4-52 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 10  

M4-53 Sedimento Noviembre, 2007 Trasvase Tajo-Segura MY 20  

M4-54 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  
M4-55 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 0,5  

M4-56 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-57 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-58 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-59 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-5a Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-6 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-60 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-61 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 3  

M4-62 Agua Noviembre, 2007 Finca de la Salina MY 5  

*, se pudo comprobar que todas las cepas que se aislaron en el medio MY al 30 % (p/v) era arqueas (véase el 

Capítulo 2).  
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III.1.4. DISCUSION 

Los cambios de salinidad, afectan al funcionamiento de los ecosistemas alterando los 

procesos bióticos y abióticos (Nielsen y col., 2003). Los cambios de la biota se deben 

fundamentalmente a que los iones cloruro afectan directamente al pH, oxígeno disuelto y 

balance de nutrientes (Bailey, 2002). Además, el efecto que este cambio produce en la 

microbiota depende de la tolerancia a la sal de las especies (Csonka y Hanson, 1991).  

En este estudio se observó que existía cierta relación entre la época del año y el 

número de microorganismos en el hábitat, de manera que los mayores recuentos, del orden 

de 10
6
-10

7
 UFC/ml, se obtuvieron en los meses de junio de 2006 y noviembre de 2007, en 

los que las precipitaciones fueron prácticamente nulas según consta en los registros de la 

Agencia Estatal de Meteorología. Esto parece lógico si se tiene en cuenta que, aunque en el 

Humdal de Ajauque y Rambla Salada llueve poco, en invierno las lluvias producen una 

dilución de la microbiota de la rizosfera en general y de la halófila en particular ya que 

disminuye la concentración de cloruro (Velasco y col., 2006). Por otra parte, dichos 

recuentos se mantuvieron con valores similares en un amplio margen de concentración de 

sales utilizadas en los medios y que oscilaron entre el 3 y el 20 % (p/v). Este hecho puede 

deberse a la adaptación de los microorganismos a las distintas concentraciones de sal que se 

producen en un mismo hábitat a lo largo de las distintas épocas del año a causa de las 

variaciones climatológicas, como es la pluviosidad, que afectan directamente a los 

parámetros físico-químicos y por consiguiente, a la microbiota existente. 

La mayoría de la cepas seleccionadas procedían de los medios MY al 5 % (p/v) y MY 

al 10 % (p/v), incubados a 32 ºC durante cinco días, con 135 y 117 cepas seleccionadas 

respectivamente, ya que en estos medios, además de elevados recuentos también se observó 

una gran diversidad colonial lo que sin duda influyó en la selección de colonias; además casi 

todas las cepas seleccionadas a estas concentraciones de sales fueron subcultivadas con 

éxito, cosa que no siempre sucedió con las colonias seleccionadas a mayores y menores 

concentraciones. Este hecho pudiera indicar que en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada 

existe una diversidad procariota dominada por las bacterias halófilas moderadas; pero 

también podría indicar el marcado carácter eurihalino de las bacterias de este hábitat; es 

decir, muchas de las cepas que crecieron al 5 y 10% (p/v) de sales en los medios de 

aislamiento posiblemente eran las mismas que crecieron, aunque peor, en los medios de baja 

y alta salinidad y que en resiembras posteriores se perdieron al no ser cultivadas en una 

concentración óptima.  

Por otro lado, las cepas seleccionadas a partir del medio MY al 30 % (p/v) eran sólo 

arqueas, como posteriormente se pudo observar en el Capítulo 2, y procedían únicamente de 

la incubación de este medio a 41 ºC durante dos semanas, no observándose crecimiento en el 

lote de placas que se incubaron a 37 ºC durante cinco días. Este hecho es algo inusual porque 
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en otros hábitats hipersalinos hemos logrado aislar bacterias en medios con estas elevadas 

concentraciones de sales (Martínez-Cánovas y col., 2004). Por otra parte también merece la 

pena destacar el hallazgo de un número tan significativo de arqueas halófilas en un hábitat 

donde la salinidad más alta registrada fue del 17,76 % (p/v). La mayoría de estas cepas se 

aislaron de los ambientes de mayor salinidad como son algunas de las muestras de la finca de 

la Salina y la surgencia (Figura 6), pero también se hallaron algunas de ellas en las otras 

estaciones de muestreo que tenían un contenido salino muy bajo, confirmándose el hecho de 

que estos microorganismos pueden permanecer viables en medios de baja concentración de 

sales (Ventosa, 2006; Elshahed y col., 2004). 

También podemos adelantar, como se comprueba más adelante en el Capítulo 2, que 

tampoco hemos encontrado en ninguno de nuestros muestreos la bacteria Salinibacter que es 

halófila extrema y que coincide con las arqueas en muchas de sus características más 

significativas como es, entre otras, el crecimiento óptimo a temperaturas bastante elevadas 

(Anton y col., 2002). 

Finalmente diremos que los elevados recuentos obtenidos en las cuatro zonas 

estudiadas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada, indican que existe una elevada 

comunidad de procariotas, cuyo estudio es importante para conocer mejor el Espacio 

Protegido que constituye este hábitat, ya que hasta la fecha sólo ha sido estudiado a nivel 

eucariota (Velasco y col., 2006; 2009; Gutiérrez-Cánovas y col., 2009). 
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III.2.1. RESUMEN 

Las cepas seleccionadas en el capítulo anterior fueron caracterizadas 

taxonómicamente mediante un análisis polifásico que incluía estudios fenotípicos y 

filogenéticos y en algunos casos también genotípicos y quimiotáxonómicos.  

La metodología empleada para la caracterización fenotípica se basó en las 

descripciones hechas por Ventosa y colaboradores (1982), Quesada y colaboradores (1983) y 

Mata y colaboradores (2002), así como en las recomendaciones del Comité Internacional de 

Taxonomía para la descripción de nuevas especies de la familia Halomonadaceae (Arahal y 

col., 2007) y del orden Halobacteriales (Oren y col., 1997b). El estudio filogenético se 

realizó mediante el análisis de la secuenciación parcial del gen del ARNr 16S (Ludwig y 

Schleifer, 1999; Ludwig y Klenk, 2001). Para la propuesta de nuevas especies se porcedio a 

la secuenciación total de dicho gen. 

El análisis se completó mediante estudios genotípicos para la determinación del 

contenido en G+C del ADN genómico mediante el método gráfico descrito por Ferragut y 

Leclerc (1976) en aquellas nuevas especies filogenéticamente muy próximas a las ya 

descritas.  

 Por último, se determinó también el contenido en ácidos grasos y quinonas 

respiratorias en todas aquellas cepas candidatas a constituir nuevos taxa.  

 Como resultado de este estudio hemos identificado, hasta el momento, dos nuevas 

especies pertenecientes al género Halomonas, una nueva especie del género Marinobacter, 

otra especie del género Pseudoalteromonas y un núevo género de la familia 

Halobacteriaceae. Estas especies son: Halomonas lipolytica, Halomonas proteolytica, 

Marinobacter halophilus, Pseudoalteromonas salina y Salinearchaeom rambliculum.  
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III.2.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

III.2.2.1. Caracterización fenotípica 

III.2.2.1.1. Caracterización fenotípica de las cepas bacterianas 

Para la identificación de las cepas bacterianas se realizaron un total de 88 pruebas 

fenotípicas que se detallan en la Tabla 7. Las cepas que posteriormente fueron identificadas 

como Halomonas spp. fueron caracterizadas con 50 pruebas adicionales las cuales se señalan 

en dicha tabla mediante un asterisco (*). 

La metodología seguida se recoge en los artículos de Ventosa y colaboradores 

(1982), Quesada y colaboradores (1983), Mata y colaboradores (2002) y Arahal y 

colaboradores (2007). 

La composición detallada de todos los medios así como las soluciones o reactivos 

necesarios para la lectura de las pruebas se describe en el anexo II. Salvo indicación explícita 

todos los medios empleados en este capítulo se prepararon a un valor de pH igual a 7 con el 

medidor de pH CRISON micro pH2000 y se esterilizaron en autoclave a 112 ºC durante 30 

minutos. 
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Tabla 7. Pruebas fenotípicas seleccionadas para la caracterización de las cepas 

bacterianas. 

 
*, pruebas realizadas únicamente sobre las cepas identificadas como especies de Halomonas que pudieran 

constituir nuevos taxa.
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A) Pruebas morfológicas  

 Las pruebas que se describen en este apartado se llevaron a cabo utilizando el medio 

sólido de MY al 5 % (p/v) tras 24 horas de incubación a 32 ºC a excepción de la tinción de 

esporas, para la cual el cultivo se incubó durante 5 días. 

Tinción de Gram 

Se siguió la técnica usual para observar la movilidad y la respuesta tintorial de cada 

microorganismo. Se observó también la tendencia a la formación de asociaciones celulares y 

la capacidad de las células de teñirse de forma homogénea. 

Movilidad 

Para esta prueba se añadieron al cultivo 2 ml de solución de sales al 5 % (p/v) y 

pasadas 2 horas, se observó la suspensión resultante al microscopio óptico mediante el 

método de la gota pendiente. 

Tinción de esporas  

Se siguió el método de Schäeffer y Fulton (1933). En los casos dudosos se cultivó el 

microorganismo en el medio de Norris y colaboradores (1981), modificado 

convenientemente con la adición de almidón al 1 % (p/v) para favorecer la esporulación  y 

añadiendo solución de sales al 5 % (p/v).  

Morfología colonial 

Se observó la morfología colonial de cada cepa en cuanto a tamaño, forma, 

consistencia y borde. La pigmentación de las colonias se anotó tras incubar el cultivo durante 

una semana. 

B) Pruebas fisiológicas 

Para las siguientes pruebas se utilizaron 10 µl de inóculo de la cepa objeto de estudio 

que se había cultivado previamente en 5 ml de medio MY al 5 % (p/v) a 32 ºC durante 24 

horas con una agitación de 100 rpm.  
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Crecimiento a distintas concentraciones de sales, temperatura y pH 

Se ensayaron las siguientes condiciones: 

a) Concentración de sales (%, p/v): 1; 3; 5; 7,5; 10; 15; 20 y 30. 

b) Temperaturas (ºC): 22; 32; 37; 41 y 55. 

c) Valores de pH: 5; 6; 7; 8; 9 y 10. 

Para determinar las condiciones de crecimiento óptimo, se realizó una primera 

lectura de las placas a las 24 horas. Posteriormete se hizo una segunda lectura tras 7 días de 

incubación para comprobar si el microorganismo era capaz de crecer o no en el resto de las 

condiciones. 

Crecimiento en anaerobiosis 

 Las placas se incubaron durante 7 días en las jarras de anaerobiosis comercializadas 

por OXOID
®
. Para crear un ambiente exento de oxígeno se empleó el Sistema Anaeróbico 

AnaeroGen
TM

, de la misma casa comercial. Paralelamente se realizó un control en aerobiosis 

del mismo inóculo y medio. 

Producción de esporas 

 Para conocer de forma indirecta si las cepas eran capaces de producir esporas, se 

sometieron los inóculos a un calentamiento a 80 ºC durante 60 minutos y posteriormente se 

observó si el microorganismo era capaz de crecer en el medio MY al 5 % (p/v) de sales. 

C) Pruebas bioquímicas 

Estas pruebas se hicieron mediante siembra de 10 µl  de un inóculo de 24 horas en 

medio MY líquido al 5 % (p/v) en cada uno de los medios a ensayar, con excepción de las 

pruebas de catalasa y de oxidasa, que se realizaron con un cultivo de 24 horas en el medio 

MY sólido al 5 % (p/v). En la Tabla 8 se incluye una relación de las mismas. 

Catalasa  

Para la realización de esta prueba se adicionó 

directamente agua oxigenada de 10 volúmenes a un 

cultivo de 24 horas. La aparición de burbujas indicó la 

formación de oxígeno y por  tanto, la presencia de la 

enzima (Figura 8).   
 

Figura 8. Prueba de la catalasa. 
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Oxidasa 

 Para detectar la enzima citocromo C 

oxidasa se realizó la extensión de un cultivo 

de 24 horas sobre un papel de filtro y 

rápidamente se depositó una gota de 

solución acuosa de N, N, N ,́ N´-tetrametil-

p-fenilendiamina al 1 % (p/v).  

Se dio la prueba como positiva si el reactivo era oxidado a un color azul-violáceo 

oscuro antes de 10 segundos (Figura 9).  

Crecimiento en agar Mac Conkey* 

 Con esta prueba se puede analizar si el microorganismo tolera los medios de baja 

tensión superficial. 

El medio se preparó suspendiendo 51,5 g del medio deshidratado Agar Mac Conkey 

(Panreac
®
) en 1.000 ml de solución de sales al 5 % (p/v). En ésta y las siguientes pruebas 

marcadas con asterisco (*) la incubación se realizó a 32 ºC durante 7 días con lecturas 

diarias. 

Crecimiento en agar Cetrimida* 

 Se suspendieron 45,7 g del medio deshidratado Agar Cetrimida (Difco
®

) en 1.000 ml 

de solución de sales al 5 % (p/v). Se observó si la cepa era capaz de crecer en este medio ya 

que la cetrimida actúa inhibiendo el crecimiento de la mayoría de los microorganismos con 

excepción de Pseudomonas aeruginosa y otros microorganismos Gram negativos no 

fermentadores. 

Hemolisis en agar-sangre* 

 Esta prueba permitió observar la 

actividad hemolítica de los 

microorganismos mediante la aparición de 

un halo transparente (hemolisis total o β) o 

verdoso (hemolisis parcial o α) alrededor 

del crecimiento bacteriano (Figura 10). 

 

 

 
Figura 9. Prueba de la oxidasa. 

 

 

 

 
Figura 10. Prueba de hemolisis en agar sangre. 

 

 

α hemolisis   β hemolisis 
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Hidrólisis de la esculina* 

 Se observó si aparecía un 

ennegrecimiento sobre y alrededor del 

crecimiento bacteriano, lo que nos indica la 

hidrólisis de la esculina y la formación de 

esculetina, la cual, con el ión férrico 

presente en el medio de cultivo, forma un 

complejo férrico de color negro (Figura 11). 

 

Hidrólisis de la tirosina y formación de pigmento* 

 Mediante esta prueba se observó la 

hidrólisis de este compuesto por la 

disolución de los cristales de tirosina debajo 

y alrededor del crecimiento bacteriano. Se 

observó también la aparición de un color 

marrón sobre y alrededor de la zona de 

crecimiento lo que indicó la formación de 

pigmento (Figura 12).  

 

Hidrólisis del almidón* 

Se utilizó el medio sólido de MY al 5 % (p/v) al que se le suprimió la glucosa, 

adicionándole en su defecto almidón (ADSA
®
) al 1 % (p/v) (Cowan y Steel, 1993). La 

lectura se realizó inundando la placa con una solución de lugol. 

El medio adquirió un color marrón 

oscuro allí donde existía almidón sin 

hidrolizar. La hidrólisis se observó por la 

aparición de halos sin teñir alrededor de la 

extensión del microorganismo que poseía la 

enzima amilasa (Figura 13). 

 

 

 
Figura 11. Prueba de hidrólisis de la esculina. 

 

 
Figura 12. Prueba de hidrólisis de la tirosina. 

 
 

 

 
Figura 13. Prueba de hidrólisis de almidón. 
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Hidrólisis del Tween 20* y Tween 80* 

Se siguió el método de Sierra (1957) para el estudio de la actividad lipolítica y se 

ensayaron dos derivados del polioxietilén sorbitan, el Tween 20 y el Tween 80. 

Se observó, en los casos positivos, 

la aparición de un halo opaco alrededor del 

crecimiento bacteriano debido a la 

precipitación de la sal cálcica del ácido 

liberado (Figura 14). 

 

Producción de lecitinasa* 

Esta prueba se realizó siguiendo la metodología descrita por Larpent y Larpent-

Gourgand (1957). 

Se observó en los casos positivos la 

opalescencia del medio alrededor de la zona 

de crecimiento. Cuando la actividad lecitinasa 

se acompañaba de propiedades lipolíticas, se 

formaba una capa superficial de coloración 

alrededor del crecimiento bacteriano (Figura 

15). 

 

Producción de ADNasa* 

Se utilizó el medio deshidratado ADNasa Agar (ADSA
®
), el cual se preparó 

suspendiendo 42g en 1.000 ml de solución de sales al 5 % (p/v).  

Para la lectura se vertió HCl 1N 

(Panreac
®
) sobre la placa, que precipita el 

ADN intacto confiriendo opacidad al medio. 

En los microorganismos productores de la 

enzima aparece un halo claro alrededor del 

crecimiento (Jeffries y col., 1957) (Figura 

16). 

 

 
Figura 15. Prueba de producción de lecitinasa. 

 
 

 
Figura 16. Producción de ADNasa. 

 
 

 
Figura 14. Prueba de hidrólisis de Tween 20. 
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Producción de fosfatasa* 

Se llevó a cabo la lectura 

adicionando sobre la placa una solución de 

amoniaco concentrado (Panreac
®
). La 

aparición de un color rosa sobre y alrededor 

del crecimiento bacteriano indicó la 

liberación de la fenolftaleína, que con el 

amonio adquiere color rosado (Baird-Parker, 

1963) (Figura 17). 

 

Hidrólisis de la caseína* 

Se siguió el método modificado de Hastings (1904). A 500 ml de leche desnatada se 

le añadió el mismo volumen de medio sólido de MY al 5 % (p/v) y elaborado a doble 

concentración en todos sus componentes; tanto la leche como el medio deben estar 

previamente estériles y atemperados a 55-60ºC. La mezcla resultante se repartió en placas.  

En la lectura se observaron halos de 

aclaramiento alrededor de la extensión del 

microorganismo cuando la prueba era 

positiva. Para los casos dudosos, se utilizó el 

reactivo de Frazier (Frazier, 1926); si la 

zona de aclaramiento decrecía tras la adición 

del mismo, era indicativo de que la caseína 

no había sido hidrolizada totalmente (Cowan 

y Steel, 1993) (Figura 18). 

 

Prueba de oxido-fermentación de la glucosa* 

 Se utilizó como medio base el descrito por Ventosa y colaboradores (1982), 

adicionado de un 1% (p/v) de glucosa y distribuido en tubos Weimberg. La bacteria se 

inoculó en profundidad utilizando una pipeta Pasteur estéril en el medio previamente 

regenerado. Rápidamente se cubrió con agar estéril al 1 % (p/v) calentado a sobrefusión, 

formando un tapón de unos dos centímetros y a continuación se añadió parafina estéril. 

 

 
Figura 17. Producción de fosfatasa. 

 

 

 
Figura 18. Prueba de la hidrólisis de la caseína. 
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 Se hicieron lecturas diarias y se anotaron 

la producción de ácidos en ausencia de oxígeno 

mediante el viraje del indicador rojo fenol a 

amarillo. La observación diaria de los tubos es 

fundamental para evitar falsos resultados negativos 

debidos al reviraje del indicador con el tiempo. Se 

anotó también la producción de gas observada por 

el desplazamiento del tapón de agar o burbujas en 

el fondo del tubo (Callies y Mannhein, 1978) 

(Figura 19). 

 

Respiración sobre nitratos* y fumarato* 

Se utilizó el mismo medio de cultivo que para la prueba de óxido-fermentación de la 

glucosa y se le añadió nitrato potásico al 0,1 % (p/v) o fumarato potásico al 0,08 % (p/v). Las 

condiciones de inoculación e incubación no se modificaron.  

 

En el caso de la respiración sobre nitratos, para el inóculo se transfirieron 50µl de un 

cultivo líquido de 24 horas crecido en medio MY al 5 % (p/v) al mismo medio adicionado de 

0,1 % de nitrato potásico y se incubó de nuevo 24 horas sin agitación para su posterior 

inoculación en los tubos Weimberg.  

 

La prueba se consideró positiva cuando se 

observó crecimiento en el tubo sin producción de ácidos, 

lo que indicaba que se había producido una respiración. 

Como en el caso anterior se anotó también la producción 

de gas observada por el desplazamiento del tapón de agar 

o burbujas en el fondo del tubo (Callies y Mannhein, 

1978) (Figura 20). 

 

Reducción de nitratos y nitritos 

En este ensayo se detectaron las actividades nitrato y nitrito reductasa.  

Se siguió el método propuesto por Skerman en 1967. El medio, que contenía nitrato 

potásico (Panreac
®
), se distribuyó en tubos de hemolisis con campana Durham previo a su 

esterilización.  Tras 5 días de incubación a 32 ºC se procedió a la lectura, observándose en 

primer lugar la presencia o ausencia de gas en el interior de la campana. La presencia de gas 

 
Figura 20. Prueba de  

respiración sobre nitratos. 

 
Figura 19. Prueba de oxido-

fermentación de la glucosa. 
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indicó que no había nitratos en el medio, por haberse reducido inicialmente a nitritos y éstos 

haberse reducido nuevamente hasta dinitrógeno gas u otras especies gaseosas intermedias. 

En los tubos en los que no había gases en la campana, se adicionó 1 ml de los reactivos de 

nitratos A y B. La aparición de un color rojo intenso indicó la presencia de nitritos en el 

medio. En los casos negativos se añadió a cada tubo granalla de zinc (aproximadamente 5 

mg/ml); la aparición de un color rojo indicó que aún existían nitratos en el medio, con lo cual 

la prueba era dada como negativa.  

El esquema a seguir para la interpretación de los resultados se detalla en la Figura 

21. 

 
Figura 21. Reacción enzimática en la reducción de nitratos y nitritos. 

En la Tabla 8, se muestra un cuadro resumen con los medios de cultivo descritos.  

Batería de pruebas API 20E (Biomerieux
®
) 

API 20E es un sistema estandarizado que permite la identificación de bacterias no 

exigentes, mediante 20 pruebas bioquímicas miniaturizadas. Los microtubos, que contienen 

los sustratos deshidratados, se inoculan con una suspensión bacteriana en solución de sales al 

5 % (p/v) procedentes de un cultivo bacteriano en MY al 5 % (p/v). Dicha solución debe 

ajustarse al número 0,5 de la escala de MacFarlad equivalente a la concentración de 10
7
-10

8
 

UFC/ml. Las reacciones producidas durante el periodo de incubación se traducen en cambios 

de color o son revelados mediante la adición de reactivos siguiendo las instrucciones del 

fabricante (Figura 22; Tabla 9).  
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Tabla 8. Pruebas bioquímicas utilizadas para la caracterización fenotípica de las cepas 

bacterianas.  

PRUEBA* 
MEDIO DE CULTIVO 

Crecimiento en: 
 

    •Agar Cetrimida Agar Cetrimica preparado en 5 % (p/v) de sales 

    •Agar Mac Conkey Agar Mac Conkey preparado en 5 % (p/v) de sales 

Hemolisis MY al 3 % (p/v) + Sangre bovina 5 % (p/v) 

Hidrólisis de 
 

    •Almidón MY al 5 % (p/v) (sin glucosa) + Almidón (1 %, p/v) 

    •Caseína MY al 5 % (p/v) con doble concentración en su composición  

+ Leche desnatada en igual volumen que el medio MY 

    •Esculina MY al 5 % (p/v) + Esculina (0,1 %, p/v) + Citrato férrico 

(0,05 %, p/v)  

    •Tirosina y producción de 

pigmento 
MY al 5 % (p/v) + Tirosina (0,5 %, p/v) 

    •Tween 20 y 80 MY al 5 % (p/v) + Tween 20 o Tween 80 (1 %, p/v) 

Producción de 
 

    •ADNasa ADNasa Agar preparado en 5 % (p/v) de sales 

    •Fosfatasa 
MY al 5 % (p/v) + Solución acuosa de difosfato de 

fenolftaleína (0,01 %, p/v)  

    •Lecitinasa 
MY al 5 % (p/v) + 10 % (v/v) de emulsión de yema estéril 

preparada en 250 ml de solución salina estéril  

Oxido/Fermentación de la glucosa 

Glucosa (1 %, p/v) + Extracto de levadura (1 %, p/v) + 

Proteosa peptona (0,5 %, p/v)  + Rojo fenol (0,04 %, p/v) + 

Sales 5 % (p/v) 

Respiración sobre nitratos 

Glucosa (1 %, p/v) + Extracto de levadura  (1 %, p/v) + 

Proteosa peptona (0,5 %, p/v) + Rojo fenol (0,04 %, p/v) + 

Sales 5 % (p/v) + Nitrato potásico (0,1 %, p/v) 

Respiración sobre fumarato 

Glucosa (1 %, p/v) + Extracto de levadura  (1 %, p/v) + 

Proteosa peptona (0,5 %, p/v) + Rojo fenol (0,04 %, p/v) + 

Sales 5 % (p/v) + Fumarato potásico (0,008 %, p/v) 

Reducción de nitratos y nitritos 

Extracto de levadura (1 %, p/v) + Proteosa peptona (0,5 %, 

p/v) + Glucosa (0,1 %, p/v) + Nitrato potásico (0,1 %, p/v) + 

Sales 5 % (p/v) 

*, las pruebas de catalasa y oxidasa se realizaron con agua oxigenada de 10 volúmenes y solución acuosa de N, 

N, N ,́ N´-tetrametil-p-fenilendiamina al 1 % (p/v), respectivamente. 
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En la Tabla 9 se detallan las pruebas bioquímicas que componen el sistema API20E 

así como las enzimas que intervienen en cada reacción y la lectura de los resultados. 

Tabla 9. Pruebas API 20E e interpretación de los resultados. 

PRUEBA REACCIÓN / ENZIMAS NEGATIVO POSITIVO 

ONPG Beta-galactosidasa sin color amarillo 

ADH Arginina deshidrolasa amarillo rojo o naranja 

LDC Lisina descarboxilasa amarillo rojo o naranja 

ODC Ornitina descarboxilasa amarillo rojo o naranja 

CIT Utilización del citrato como única 

fuente de carbono y energía 

verde azul  

H2S Producción de H2S sin precipitado negro precipitado negro 

URE Ureasa amarillo rojo o naranja 

TDA Triptófano desaminasa amarillo marrón-rojo 

IND Producción de indol amarillo color rosa o anillo 

rosa-rojo 

VP Producción de acetoína (Voges-

Proskauer) 

sin color rosa-rojo 

GEL Gelatinasa sin difusión difusión de 

pigmento 

GLU Fermentación de la glucosa azul o verde amarillo 

MAN Fermentación del manitol azul o verde amarillo 

INO Fermentación del inositol azul o verde amarillo 

SOR Fermentación del sorbitol azul o verde amarillo 

RHA Fermentación de la ramnosa azul o verde amarillo 

SAC Fermentación de la sacarosa azul o verde amarillo 

MEL Fermentación de la melobiosa azul o verde amarillo 

AMY Fermentación de la amigdalina azul o verde amarillo 

ARA Fermentación de la arabinosa azul o verde amarillo 

 

 

Figura 22. Galería API 20E. Crecimiento de la cepa M1-192 tras su inoculación e incubación a 32ºC 
 durante 24 horas  
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Batería de pruebas API 20NE (Biomerieux
®
) 

Se trata también de un sistema estandarizado para la identificación de especies de 

bacilos Gram negativos no exigentes que no sean enterobacterias mediante la inclusión de 20 

pruebas compuestas por 8 pruebas bioquímicas y 12 pruebas de asimilación de sustratos. 

La preparación del inóculo se realizó de igual manera a la llevada a cabo para el 

sistema API20E. La lectura de los 8 microtubos que contienen las pruebas bioquímicas se  

realizó por cambios de color en el medio o tras la adición del reactivo correspondiente. En el 

caso de las 12 pruebas de asimilación de sustratos, la lectura se realiza únicamente 

observando crecimiento bacteriano en los microtubos. En la Tabla 10 se detallan las pruebas 

bioquímicas que componen el sistema API 20NE así como las enzimas que intervienen en 

cada reacción y la lectura de los resultados. 

Tabla 10. Pruebas API 20NE e interpretación de los resultados. 

PRUEBA REACCIÓN / ENZIMAS NEGATIVO POSITIVO 

NO3 
Reducción de nitratos a nitritos sin color rojo 

Producción de gas rojo sin color 

GLU Fermentación de la glucosa azul-verdoso amarillo 

ADH Arginina dihidrolasa amarillo rojo o naranja 

ESC Hidrólisis de la esculina sin color gris o marrón 

URE Hidrólisis de la urea sin color rojo o naranja 

TRP 
Producción de indol amarillo color rosa o anillo 

rosa-rojo 

GEL Gelatinasa sin difusión difusión del pigmento 

OPNPG β-galactosidasa sin color amarillo 

GLU Asimilación de glucosa transparente turbio 

ARA Asimilación de arabinosa transparente turbio 

MNE Asimilación de manosa transparente turbio 

MAN Asimilación de manitol transparente turbio 

NAG Asimilación de N-acetilglucosamina transparente turbio 

MAL Asimilación de malonato  transparente turbio 

GNT Asimilación de gluconato  transparente turbio 

CAP Asimilación de caprato  transparente turbio 

ADI Asimilación de adipato transparente turbio 

MLT Asimilación de malato  transparente turbio 

CIT Asimilación de citrato  transparente turbio 

PAC Asimilación de fenilacetato  transparente turbio 

D) Pruebas nutricionales 

Se estudió el empleo de diversos carbohidratos, alcoholes y ácidos orgánicos como 



Material y métodos 

 

92 
 

única fuente de carbono y energía. Asimismo, se ensayaron varios aminoácidos para estudiar 

la capacidad de los microorganismos para usarlos como único aporte de carbono, nitrógeno y 

energía. Todos los sustratos ensayados fueron suministrados por Sigma
®
 y pueden 

consultarse en la Tabla 7. 

Para los estudios nutricionales  de carbohidratos, alcoholes y ácidos orgánicos se 

siguió la técnica de Koser (1923), modificada por Ventosa y colaboradores (1982), utilizando 

un medio base de sales. 

El sustrato ensayado se adicionó al medio hasta la concentración final de 0,2 % (p/v) 

en el caso de los carbohidratos y de 0,1 % (p/v) en el caso de los alcoholes y los ácidos 

orgánicos. Para su esterilización, el medio se repartió en tubos de hemolisis y se trató en 

autoclave a vapor fluente durante 30 minutos para evitar la degradación de los compuestos. 

El proceso se repitió dos veces con un intervalo de 24 horas, durante el cual los tubos se 

incubaron a 32 ºC.  

Para la siembra de todas las pruebas nutricionales se utilizó un cultivo de 24 horas en 

el medio Koser, que a su vez se había inoculado a partir de un cultivo de 24 horas en medio 

MY líquido al 5 % (p/v). Este paso previo se realizó para asegurar la utilización del sustrato 

añadido como único aporte de carbono y energía. Los cultivos se incubaron a 32 ºC durante 

siete días. 

En cada ensayo se utilizó un tubo 

control sin sustrato para cada 

microorganismo, que se inoculó al mismo 

tiempo que el resto de las pruebas con el fin 

de evitar falsos positivos. Se utilizó también 

un control positivo mediante la siembra en 

medio MY líquido al 5% (p/v) para 

comprobar que el microorganismo había 

crecido. Se dieron como positivos los casos 

en que apareció una turbidez manifiesta 

mediante  comparación con el tubo control 

(Figura 23). 

En el caso de la utilización de aminoácidos como única fuente de carbono, nitrógeno 

y energía, se empleó el mismo medio anterior al que se eliminó el nitrato potásico y se 

sustituyó el  fosfato amónico dibásico por la sal sódica. Los aminoácidos en concentración 

del 0,1 % (p/v), se adicionaron por filtración después de haber esterilizado el medio base en 

autoclave. 

 

 
Figura 23. Turbidez del medio Koser  

con glucosa tras su inoculación e incubación. 
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E) Pruebas de sensibilidad a agentes antimicrobianos 

Para el estudio de la sensibilidad frente a agentes antimicrobianos se siguió la 

técnica de Bauer y colaboradores (1966). Se utilizaron discos de celulosa de 6 mm de 

diámetro de Oxoid
®
 impregnados de los distintos agentes antimicrobianos (Figura 24). 

Los antibióticos gentamicina y tobramicina se ensayaron en medio MY al 2 % (p/v) 

ya que se inactivan a concentraciones mayores (Coronado y col., 1995); el resto de los 

compuesto se ensayaron en medio MY al 5 % (p/v). Los agentes antimicrobianos utilizados 

se muestran en la Tabla 7 

Como inóculo se utilizó una suspensión del 

microorganismo en solución de sales al 2 % (p/v) 

ajustada al número 0,5 de la escala de Mac Farland. 

La lectura se realizó a las 24 horas de incubación a 

32 ºC midiendo el diámetro de la zona de inhibición 

del crecimiento y el microorganismo se clasificó 

como resistente, sensible o intermedio de acuerdo 

con las tablas estandarizadas establecidas por Barrit 

y Thornsberry (1980). 

 

En la Tabla 11 se detallan las especies válidamente descritas utilizadas como 

referencia.

 
Figura 24. Halos de inhibición  

del crecimiento bacteriano 
alrededor del disco de antibiótico. 
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Tabla 11. Especies de referencia utilizadas en el estudio taxonómico de las cepas 

bacterianas. 

ESPECIE 

R1, Brevundimonas mediterrranea R28, Pseudomonas halophila 

R2, Halomonas alimentaria R29, Salinicola marasensis 

R3, Halomonas almeriensis R30, Salinivibrio costicola 

R4, Halomonas anticariensis R31, Salipiger mucescens 

R5, Halomonas campaniensis R32, Vibrio aerogenes 

R6, Halomonas campisalis R33, Vibrio furniissi 

R7, Halomonas cerina R34, Yersinia massiliensis 

R8, Halomonas denitrificans R35, Bacillus atrophaeus 

R9, Halomonas desiderata R36, Bacillus badius 

R10, Halomonas eurihalina R37, Bacillus licheniformes 

R11, Halomonas fontilapidosi R38, Bacillus megaterium 

R12, Halomonas gudaonensis R39, Bacillus micoydes 

R13, Halomonas koreensis R40, Bacillus mojavensis 

R14, Halomonas nitroreducens R41, Bacillus pumilus 

R15, Halomonas organivorans R42, Bacillus subtilis 

R16, Halomonas shengliensis R43, Bacillus thuringiensis 

R17, Halomonas subglaciescola R44, Bacillus vallismortis 

R18, Halomonas ventosae R45, Bacillus velezensis 

R19, Idiomarina fortilapidosi R46, Brevibacterium marinum 

R20, Idiomarina ramblicola R47, Marinococcus halotolerans 

R21, Kushneria marisflavi R48, Oceanobacillus profundus 

R22, Marinobacter algicola R49, Planococcus mariticolumbae 

R23, Marinobacter guineae R50, Staphylococcus fleoretii 

R24, Marinobacter hydrocarbonoclasticus R51, Staphylococcus nepalensis 

R25, Marinobacter lipolyticus R52, Staphylococcus pasteuri 

R26, Palleronia marismirons R53, Virgibacillus halophilus 

R27, Pseudoalteromonas carragenovera R54, Virgibacillus salarius 
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III.2.2.1.2. Caracterización fenotípica de las arqueas 

Se realizaron un total de 82 pruebas fenotípicas (Tabla 12) siguiendo las 

recomendaciones del Comité Internacional de Taxonomía para la descripción de nuevas 

especies del orden Halobacteriales (Oren y col., 1997b).  

La composición detallada de los medios así como las soluciones o reactivos 

necesarios para la lectura de las pruebas se describe en el anexo II.
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Tabla 12. Pruebas fenotípicas seleccionadas para la caracterización de las cepas de 

arqueas. 
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A) Pruebas morfológicas  

Las pruebas de movilidad, tinción de Gram y morfología colonial se llevaron a cabo 

de la misma manera que las detalladas anteriormente para la caracterización de las cepas 

bacterianas. Únicamente se ajustó la concentración de solución de sales al 25 % (p/v) y las 

condiciones para un óptimo crecimiento mediante la incubación a 37 ºC durante 15 días. 

B) Pruebas fisiológicas 

En las siguientes pruebas se utilizaron como inóculo 10 µl de un cultivo en medio 

MY líquido al 25 % (p/v) incubado durante 7días a 37 ºC a 100 rpm.  

Crecimiento a distintas concentraciones de sales, temperatura, pH y magnesio 

Siguiendo las recomendaciones de Tindall y Collins (1986), se utilizó el medio 

casamino (CA) para ensayar las siguientes condiciones: 

a) Concentración de sales (%, p/v): 0; 1; 3; 5; 10; 15; 20 y 30. 

b) Temperaturas (ºC): 22; 32; 37; 41 y 51. 

c) Valores de pH: 5; 6; 7; 8; 9 y 10. 

d) Concentraciones de magnesio (%, p/v): 0; 0,5; 1: 2; 5; 10; 20; 30. Este ensayo se 

llevó a cabo utilizando el medio descrito por Oren (1977b). 

Para aquellas cepas en donde el crecimiento óptimo tenía lugar a altos valores de pH, 

se repitió el ensayo para las distintas concentraciones de sal y de temperatura utilizando el 

medio CA convenientemente modificado (Tindall, 1992). 

Crecimiento en anaerobiosis 

 Se utilizó el medio M1 al que se adicionó nitrato potásico al 3 % (p/v) o L-arginina 

al 4 % (p/v) para estudiar si las cepas utilizaban algunos de estos compuestos como último 

aceptor de electrones (Oren y col., 1977b). Las placas se  incubaron durante 14 días en jarras 

de anaerobiosis comercializadas por OXOID
®
. Para crear un ambiente exento de oxígeno se 

empleó el Sistema Anaeróbico AnaeroGen
TM

, de la misma casa comercial que las jarras. 

Paralelamente se realizó un control en aerobiosis del mismo inóculo y medio. 
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C) Pruebas bioquímicas 

Estas pruebas se realizaron utilizando como ínóculo 10 µl de un cultivo del 

microorganismo objeto de estudio crecido a 37 ºC durante 7 días en medio MY líquido al 25 

% (p/v), con excepción de las pruebas de catalasa y de oxidasa que se hicieron con un cultivo 

de 7 días crecido en medio MY sólido al 25 % (p/v). Ambas pruebas se llevaron a cabo de 

igual forma a la descrita para la caracterización de las cepas bacterianas. 

Las pruebas de hidrólisis del almidón y del Tween 80, producción de ADNasa, 

reducción de nitratos y nitritos, así como respiración sobre nitratos, se llevaron a cabo 

siguiendo el mismo protocolo que el utilizado en la caracterización de las cepas bacterianas 

(apartado III.2.2.1.1.C ) con los medios y las condiciones de crecimiento óptimos para las 

cepas de arqueas. El resto de las pruebas bioquímicas ensayadas se describen a continuación. 

Producción de gelatinasa* 

Se siguió el método de Frazier (1926), modificado en placa siguiendo las 

recomendaciones de Sneath y Collins (1974). 

La detección de la enzima se realizó 

añadiendo el reactivo de Frazier, el cual 

reacciona con la gelatina dando lugar a un 

complejo opaco blanquecino. La 

observación de un halo transparente sobre 

un fondo opaco indicó que la prueba era 

positiva (Figura 25).  

Esta prueba y todas las que a 

continuación aparecen marcadas con asterisco 

(*) se incubaron a 37ºC durante 14 días con 

lecturas diarias.  

Producción de indol* 

Con esta prueba se determinó si el microorganismo poseía la enzima triptofanasa, 

capaz de actuar sobre el triptófano dando lugar a indol más alanina. Para ello se siguieron las 

directrices de Kovacs (1928). En este caso el medio se distribuyó en tubos de hemolisis. 

Para detectar la presencia de indol, se añadieron unas gotas de reactivo de Kovacs y 

se agitó. La prueba se consideró positiva cuando se formaba un anillo rojo en la superficie y 

negativa si el anillo formado era de color amarillo (Figura 26).  

 
Figura 25. Producción de gelatinasa. 
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Figura 26. Prueba de indol. 

Prueba de rojo de metilo* 

Esta prueba se realizó para determinar si los microorganismos realizaban 

fermentación ácido-mixta en la cual se produce una mezcla de ácidos a partir de la glucosa 

que disminuyen el pH del medio. Para ello se utilizó el medio de Clark-Lubbs modificado 

convenientemente y se distribuyó en tubos de hemolisis. 

 Para su lectura, se añadieron unas gotas de solución de rojo de metilo, se agitó y se 

observó el posible cambio de color. Un viraje a rojo indicó que la prueba era positiva, 

naranja dudosa y amarillo negativa (Cowan y Steel, 1982) (Figura 27)). 

 
Figura 27. Fermentación ácido-mixta. 

 

Prueba de Voges Proskauer* 

Se llevó a cabo esta prueba para comprobar si los microorganismos objeto de estudio 

realizaban fermentación butanodiólica. El medio y condiciones utilizadas fueron las mismas 

que las utilizadas para la prueba anterior.  
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Para la lectura se añadieron unas gotas de α-naftol al 0,5 % (p/v) en etanol y a 

continuación solución acuosa de KOH al 40 % (p/v). La lectura se realizó a los 20 minutos 

de añadir los reactivos. Las cepas que dieron la prueba negativa se volvieron a leer después 

de mantener los tubos a 37 ºC durante 2 horas. La reacción positiva viene indicada por la 

aparición de un color rojo intenso (Barrit, 1936) (Figura 28). 

 
Figura 28. Fermentación butanodiólica. 

Producción de ácidos a partir de carbohidratos 

 Se determinó la producción de ácidos a partir de los carbohidratos que se detallan en 

la Tabla 12, todos ellos suministrados por Sigma
®
. Se utilizó el medio M1 al 25 % (p/v) 

suplementado con rojo fenol al 0,04 % (p/v) que se distribuyó en tubos de hemolisis. 

 Los carbohidratos a una 

concentración final del 1 % (p/v), se 

añadieron por filtración una vez esterilizado 

el medio.  

 La producción de ácidos se 

manifestó mediante el viraje del indicador a 

color amarillo (Cowan y Steel, 1982) 

(Figura 29) tras la incubación durante dos 

semanas a 37 ºC. 

En la Tabla 13 se muestra un cuadro resumen con los medios de cultivo de las 

pruebas bioquímicas descritas anteriormente.  

 

 
Figura 29. Producción de ácidos a partir de 

carbohidratos. 
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Tabla 13. Pruebas bioquímicas utilizadas para la caracterización fenotípica de las cepas 

de arqueas. 

PRUEBA* MEDIO DE CULTIVO 

Hidrólisis de 
 

•Almidón M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Almidón (1 %, p/v)  

•Tween 80 M1 al 25 % (p/v) +Tween 80 (1 %, p/v) . 

Producción de  
 

•ADNsa ADNsa Agar preparado en 25 % (p/v) de sales 

•Gelatinasa  M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Gelatina (1 %, p/v)  

Producción de indol M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Triptona (1 %, p/v)   

Rojo de metilo Glucosa al 0,5 % (p/v) + Sales al 25 % (p/v)  

Voges-Proskauer Glucosa al 0,5 % (p/v) + Sales al 25 % (p/v)  

Producción de ácidos a partir de 

carbohidratos 

M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Rojo fenol (0,04 %, 

p/v) + Carbohidrato al 1 % (p/v)) 

Respiración sobre nitratos 

Glucosa (1 %, p/v) + Extracto de levadura  (1 %, p/v) + 

Proteosa peptona (0,5 %, p/v) + Rojo fenol (0,04 %, 

p/v) + sales 5 % (p/v) + Nitrato potásico (0,02 %, p/v) 

Reducción de nitratos y nitritos  
M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Nitrato potásico (0,2 

%, p/v)   

*, las pruebas de catalasa y oxidasa se realizaron con agua oxigenada de 10 volúmenes y solución acuosa de N, 

N, N ,́ N´-tetrametil-p-fenilendiamina al 1 % (p/v), respectivamente. 

 

D) Pruebas nutricionales 

Se estudió el empleo de diversos carbohidratos, alcoholes y ácidos orgánicos como 

única fuente de carbono y energía. Asimismo, se ensayaron varios aminoácidos para estudiar 

la capacidad de los microorganismos para usarlos como único aporte de carbono, nitrógeno y 

energía. Todos los sustratos ensayados fueron suministrados por Sigma
®
 y se recogen en la 

Tabla 12.  

Para el ensayo se siguió la técnica de Koser (1923), modificada por Ventosa y 

colaboradores (1982), de la misma manera que se procedió para las pruebas nutricionales en 

las cepas bacterianas (véase el apartado III.2.2.1.1.D), ajustando las concentraciones de sales 

al 25 % (p/v) así como la temperatura y tiempo de incubación a 37 ºC durante 15 días. 

E) Pruebas de sensibilidad a agentes antimicrobianos 

Para el estudio de la sensibilidad frente a agentes antimicrobianos se siguió la 

técnica de Bauer y col., 1966, empleando el medio MY sólido al 25 % (p/v).  
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Como inóculo se utilizó una suspensión del microorganismo en solución salina 

ajustada al número 0,5 de la escala de Mac Farland. La lectura se realizó a los 10 días de 

incubación a 37 ºC midiendo la zona de inhibición del crecimiento y el microorganismo se 

clasificó como resistente, sensible o intermedio de acuerdo con los valores establecidos por 

Barrit y Thornsberry (1980). Los agentes antimicrobianos utilizados, así como las 

concentraciones de cada uno de ellos se muestran en la Tabla 12. 

En la Tabla 14, se detallan las especies válidamente descritas que hemos usado como 

referencia. 

Tabla 14. Especies de referencia utilizadas en el estudio taxonómico de las cepas de 

arqueas. 

ESPECIE 

R1, Haladaptatus paucihalophilus  R11, Halorubrum aidingense  

R2, Haloarcula argentinensis  R12, Halostagnicola kamekurae  

R3, Haloarcula quadrata  R13, Halostagnicola larsenii 

R4, Halococcus hamelinensis  R14, Haloterrigena jeotgali 

R5, Haloferax mediterranei  R15, Haloterrigena thermotolerans  

R6, Haloferax mucosum  R16, Natrialba aegyptiaca  

R7, Haloferax prahovense R17, Natrinema altunense  

R8, Halogeometricum borinquense  R18, Natrinema gari  

R9, Halomicrobium mukohataei  R19, Natrinema pallidum 

R10, Halorhabdus tiamatea  

 

III.2.2.2. Análisis numérico de las pruebas fenotípicas 

 A partir de los resultados de las pruebas morfológicas, culturales, fisiológicas, 

bioquímicas, nutricionales y de sensibilidad a agentes antimicrobianos, se realizó un análisis 

numérico para determinar la semejanza fenotípica de las bacterias y arqueas objeto de 

estudio. 

 Este análisis numérico se llevó a cabo con el programa informático NTSYSpc 2.02. 

La codificación de las pruebas se realizó dando el valor 1 a las pruebas positivas y 0 a las 

negativas. Las pruebas en las cuales la comparación no era posible, bien porque resultaran 

dudosas o bien porque no se disponía del dato, se codificaron como 9. 

 La valoración de los datos para obtener el grado de semejanza entre las distintas 

cepas, se realizó empleando el coeficiente de semejanza de Sokal y Michener (1958) de 

apareamiento simple. Los resultados obtenidos con dicho coeficiente de semejanza se 

sometieron a un análisis de agrupación según la técnica UPGMA (del inglés Unweighted 

Pair Group Mean Average) o de acoplamiento promedio binario contrapesado, obteniéndose 

el correspondiente coeficiente de correlación cofenética (Sneath y Sokal, 1973).  
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III.2.2.3 Microscopía electrónica 

Este estudio se realizó, en algunas cepas bacterianas, en el Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Se utilizó un cultivo en medio MY 

líquido al 5 % (p/v) del microorganismo en fase exponencial, crecido a 32 ºC durante 24 

horas sin agitación. Se determinó el tamaño y morfología celular, así como la disposición de 

los flagelos, en las cepas móviles, para lo cual las células fueron teñidas con rojo de rutenio. 

La posible presencia de inclusiones de reserva u orgánulos se observaron realizando 

secciones con un ultramicrotomo Reichert Ultracut S. Las secciones se tiñeron con acetato 

de uranilo (1%, p/v) y citrato de plomo. En ambos casos, se utilizó el microrscopio de 

transmisión Zeiss TEM EM 10C, con 30 µm de apertura de objetivo y 80 KV de voltaje de 

aceleración.  

III.2.2.4. Estudio genotípico  

III.2.2.4.1. Extracción de ADN 

La extracción del ADN de las cepas bacterianas y de las arqueas se llevó a cabo por 

el método descrito por Martín-Platero y colaboradores (2007). Las soluciones utilizadas para 

tal fin, así como las utilizadas en el estudio filogenético, se pueden consultar en el anexo II. 

Se utilizó un inóculo en fase exponencial del microorganismo crecido en medio MY 

al 5 % (p/v) o al 25 % (p/v) según la cepa a estudiar. En el caso de cepas bacterianas, cuando 

éstas eran productoras de exopolisacárido (EPS), se utilizó un cultivo en medio mínimo MM 

al 5 % (p/v) de sales al que se le adicionó tioglicolato sódico 1M con el fin de reducir la 

producción del polímero y facilitar la extracción de ADN.  

Para la extracción de ADN se centrifugó 1 ml de un cultivo de 24 horas, 

(aproximadamente 10
9
 UFC/ml) a 13.000 rpm en la centrífuga BIOFUGE 13 (Heraeus 

Instruments). A continuación las células se resuspendieron en 100 µl de la solución 1, se les 

añadió 0,1g de lisozima y 0,5 µl de una solución de ARNasa (40 µg/ml) y se incubaron a 37 

ºC durante 30 minutos, tras lo cual, se añadieron 600 µl de tampón de lisis (solución 2) y se 

mezclaron por inversión suave hasta observar su clarificación, dejando a continuación la 

mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos. 

 Seguidamente se añadieron 0,5 µl de proteinasa K (20 mg/ml) para eliminar las 

proteínas que interfieren en la extracción de ADN y las células se dejaron de nuevo 10 

minutos a temperatura ambiente. 

 La inactivación enzimática se llevó a cabo incubando la mezcla a 80 ºC durante 10 

minutos de forma que durante este tiempo gran parte de las proteínas solubles, así como la 

solución enzimática empleada al inicio de la extracción, se desnaturalizan.  
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 Después de atemperarse, las proteínas se precipitaron mediante la adición de 200 µl 

de solución 3, se agitó suavemente, se enfrió en hielo durante 10 minutos y se centrifugó 

durante 5 minutos a 4 ºC y una velocidad de 14.000 rpm en la centrífuga de tubos eppendorf 

CENTRIFUGE 5415 (Ependorf
®
). 

 Para precipitar el ADN, el sobrenadante se transfirió a un tubo que contenía 600 µl 

de isopropanol y el ADN se recogió por centrifugación y se lavó dos veces con etanol al 70 

% (v/v), previamente enfriado a -20ºC; a continuación se centrifugó durante 5 minutos a 

14.000 rpm a temperatura ambiente.  

 La muestra que contenía el ADN se dejó secar ligeramente a temperatura ambiente 

durante 10 minutos y posteriormente se disolvió en agua bidestilada estéril para la 

secuenciación del gel del ARNr 16S o en solución salina citrada 0,1X (SSC 0,1X) para la 

determinación del contenido en G+C. 

III.2.2.4.2. Determinación de la concentración de ADN 

 La concentración de ADN se determinó utilizando un espectrofotómetro del tipo 

NANODROP, adoptando las recomendaciones del manual de Sambrook y Russell (2001). La 

concentración de ADN de la muestra se expresó respecto al valor estándar de DO260= 1 para 

soluciones con 50 g de ADN de cadena doble. La pureza de la muestra viene dada por la 

relación DO260/DO280 de forma que un valor de esta relación por debajo de 1,8 es indicativo 

de contaminación por proteínas, EPS y/o fenol. 

III.2.2.4.3. Determinación del contenido en G+C 

 El contenido en bases guanina más citosina del ADN (G+C moles %) fue 

determinado a partir de la temperatura media de desnaturalización (Tm), mediante el método 

gráfico descrito por Ferragut y Leclerc (1976). Se empleó para ello el perfil de 

desnaturalización térmica (Marmur y Doty, 1962) dado por un espectrofotómetro UV-Vis 

Lambda3B (Perkin-Elmer
®
), a una longitud de onda de 260 nm. La muestra se calentó desde 

50 ºC hasta 110 ºC a una velocidad constante de 1 ºC por minuto mediante un programador 

de temperatura modelo PTP-1 (Perkin-Elmer
®
). La variación de la DO con la temperatura se 

recogió en un registrador modelo Waters 746 Data Module (Waters-Millipore
®
), a una 

velocidad constante de 1 cm por minuto. El ensayo se hizo por triplicado. 

 El porcentaje en G+C se obtuvo utilizando la ecuación de Owen y Pitcher (1985). Se 

escogió como referencia la temperatura media de desnaturalización de 74,6 ºC en SSC 0,1X 

de Escherichia coli NCTC 9001
T
 y su porcentaje de G+C de 50,9 moles  %. Dicha ecuación 

se expresa como: 

G + C moles  % = 50,9 + 2,09 (Tm - 74,6) 
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III.2.2.5. Estudio filogenético 

III.2.2.5.1. Obtención de las secuencias del gen del ARNr 16s  

A) Amplificación del gen 

 Se utilizó el ADN genómico extraído mediante el método de Martín-Platero y col., 

(2007) descrito anteriormente (apartado III.2.2.4.1).  

 El gen del ARNr 16S (1500pb) se amplificó por PCR, siguiendo el protocolo de 

Saiki y colaboradores (1988) y empleando la enzima ADN polimerasa de Thermus aquaticus 

(Lawyer y col., 1989).  

Para la amplificación del gen en las cepas bacterianas se utilizó el cebador directo 

16F_B27 que se une a las posiciones 8-27, y el cebador reverso 16R_B1488 que se une a las 

posiciones 1511-1488 (Lane, 1991); para las cepas de arqueas se utilizó el cebador directo 

16F_A17 que se une a las posiciones 1-17, y el cebador reverso 16R_A1492 que se une a las 

posiciones 1492-1513 (Ihara y col., 1997 y Grant y col., 1999). 

 Todos los cebadores fueron s por sintetizados Sigma-Genosys
®
 y sus secuencias se 

muestran en la Tabla 15. 

Tabla 15. Oligonucleótidos usados en la amplificación y secuenciación del gen del ARNr 

16S en bacterias y arqueas. 

CEBADOR SECUENCIA (5´→3´) REFERENCIA 

16F_B27 AGAGTTTGATCATGGCTCAG Lane, 1991 

16R_B1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCA Lane, 1991 

16F_A17 ATTCCGGTTGATCCTGC Ihara y col., 1997 

16R_A1492 ACGGHTACCTTGTTACGACTT Grant y col., 1999 

 

 La reacción de amplificación fue distinta según se tratase de cepas bacterianas o de 

arqueas. En la Figura 30 se especifican las condiciones de amplificación para cada caso. 
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Figura 30. Condiciones de amplificación del gen del ARNr 16S. A, condiciones para las cepas de bacterias;  
B, condiciones para las cepas de arqueas. 

B) Análisis de los productos de PCR mediante electroforesis 

La electroforesis se realizó en geles horizontales de agarosa (Seakem GTG
®
, FMC 

Corp.) sumergidos en tampón TBE 1X y preparados al 1 % (p/v) con el mismo tampón. 

Como tampón de carga se utilizó el tampón 5X DNA Loading Buffer Blue de Bioline
®
 

adicionando 1μl por cada 5 μl de ADN. Las condiciones de electroforesis fueron 100V 

durante 40 minutos. Paralelamente, se usó el marcador HyperLadder
TM

 I de 10Kb de 

Bioline
®
. A continuación, el ADN se tiñó con una solución de bromuro de etidio (0,5 μg/ml) 

durante 15 minutos y se visualizó mediante exposición del gel a la luz U.V. (245 nm) en un 

transiluminador modelo Universal Hood II (Bio-Rad®) (Figura 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A       B 

 
Figura 31. Análisis del gen del ARNr 16S. Carril M, marcador de peso molecular HyperLadderTM; 

carriles 1-5, fragmento amplificado por PCR de las cepas bacterianas M2-2, M2-3, M2-14, M2-15 y M2-19. 
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C) Clonación del fragmento de ADN amplificado 

Esta etapa requiere la purificación previa de los productos de PCR para el cual se 

utilizó el kit Illustra
®
 GFX ADN (GE Healthcare

®
) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. 

A continuación se procedió a insertar el fragmento en el vector de clonación p-GEM-

T de Promega
®
, para su posterior secuenciación con los cebadores universales T7 y SP6 

(Tabla 16). Este proceso se llevó a cabo en aquellas cepas que pudieran constituir nuevos 

taxa. El procedimiento seguido se describe a continuación. 

Tabla 16. Oligonucleótidos usados en la clonación del producto de PCR del gen del 

ARNr 16S para bacterias y arqueas. 

CEBADOR SECUENCIA (5´→3´) REFERENCIA 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
Cebador universal vector pGEM-T 

(Promega
®
) 

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG 
Cebador universal vector pGEM-T 

(Promega®) 

 

Ligación del inserto en el vector P-GEM-T 

Una vez realizada la purificación del fragmento de PCR deseado, se procedió a ligar 

éste con el vector mediante la enzima ADN ligasa del bacteriófago T4 en un volumen de 

reacción de 10 μl. La reacción se incubó durante 18 horas a 16 ºC. 

Preparación de células competentes con CaCl2 y transformación por choque térmico 

La preparación de células competentes de Escherichia coli DH5α CaCl2 y su 

posterior transformación se realizó siguiendo el protocolo descrito en el manual de 

Sambrook y Russell (2001). Éstas se transformaron con ADN plasmídico mediante choque 

térmico. Las células que habían adquirido el plásmido se seleccionaron mediante la siembra 

de 100 μl de la suspensión celular en medio LB sólido suplementado con ampicilina, IPTG y 

X-Gal. Tras una incubación a 37 ºC durante 24 horas se seleccionaron las colonias blancas 

que tenían el inserto.  

Extracción del ADN plasmídico 

Se procedió a extraer el ADN plasmídico para la posterior secuenciación, empleando 

para ello el kit comercial GenEluteTM HP Plasmid Miniprep de Sigma
®
. Como paso previo 

a la secuenciación, se comprobó el éxito de la clonación mediante una electroforesis en gel 
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de agarosa al 1 % (p/v), con un voltaje de 100V durante un tiempo de 50 minutos usando 

como control negativo el ADN del plásmido p-GEM-T.  

D) Secuenciación del frangmento de ADN. 

La secuenciación se llevó a cabo en el Servicio de Secuenciación Automática del 

Instituto de Parasitología y Biomedicina López-Neyra de Granada, utilizando el 

secuenciador Applied Biosystems (modelo 373 STRECHT). El método seguido fue el 

comercializado por Perkin Elmer, ABI PRISM
TM

 “Big Dye Terminators”, que utiliza en la 

reacción de extensión el enzima AmpliTaq DNA polymerase (ref, 402122) y emplea 

dideoxinucleótidos marcados con cromóforos fluorescentes.  

Los cromatogramas de las secuencias del gen del ARNr 16S fueron comprobados 

visualmente para corregir los posibles errores con el programa Chromas 2.33. Seguidamente, 

estas secuencias se compararon con las disponibles en las bases de datos EMBL y GenBank 

mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1990) disponible en el servidor de internet del 

NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nih.gov), y el 

programa EzTaxon Server 2.1 (www.eztaxon.org) (Chun y col., 2007). 

El análisis filogenético realizado permitió comparar las secuencias del gen del ARNr 

16S de nuestras cepas con las especies de referencia. En una primera etapa, se secuenciaron 

600 pb de la región hipervariable V1-V3 y a continuación, se secuenció el gen completo en 

aquellas cepas que podrían constituir nuevos taxa, es decir, aquellas cuyos porcentajes de 

identidad con las secuencias de otros microorganismos depositados en la base de datos eran 

inferiores al 97 %. 

III.2.2.5.2. Construcción de los árboles filogenéticos 

El análisis filogenético se realizó mediante el software MEGA (Molecular 

Evolutionary Genetics Análisis) versión 4.0.2 (Kumar y col., 2008) después de alinear las 

secuencias mediante el método CLUSTALX (Thompson y col., 1994). Las distancias 

evolutivas, incluyendo un factor de corrección para las mutaciones reversas (Jukes y Cantor, 

1969), se calcularon en función del número de pares de bases en que difieren o asemejan dos 

genes mediante los métodos del vecino más cercano o neighbour joining (Saitou y Nei, 

1987) y máxima parsimonia; asimismo, se determinaron los valores de remuestreo o 

bootstrap basados en 1000 repeticiones. Por último, para corregir posibles sesgos en las 

relaciones de parentesco entre los microorganismos en estudio, se utilizaron las secuencias 

del gen del ARNr 16S de especies tipo de referencia que se incluyen como externas u 

“outgroups”, las cuales se especifican en la Tabla 17. 

 

http://www.ncbi.nih.gov/
http://ijs.sgmjournals.org/cgi/content/full/57/10/2259
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Tabla 17. Especies tipo utilizadas como “outgroups”. 

ESPECIES REFERENCIAS 

Methermicoccus shengliensis (ZC-1 T)  Cheng y col., 2007 

Methanolobus profundi (MobM T) Mochimaru y col., 2009 

Halotalea alkalilenta (AW-7 T) Ntougias y col., 2007 

Modicisalibacter tunisiensis (LIT2 T) Ben Ali Gam y col., 2007 

Alteromonas macleodii (DSM 6062 T) Baumann y col., 1972 

Algicola bacteriolítica (ATCC 700679 T) Sawabe y col., 1998 

Methanospirillum hungatei (ATCC 2789T) Ferry y col., 1974 

*, los números de acceso al Genbank se muestran entre paréntesis 

La consistencia de una determinada relación filogenética se evaluó, por un lado, por 

su permanencia independientemente del algoritmo usado (Chelo y col., 2007) y, por otro, por 

el valor de remuestreo o “bootstrap” de la agrupación, mediante el cual, se comprobó 

estadística y aleatoriamente si el orden en que se habían introducido las secuencias afectaba 

a las características del modelo empleado (Felsenstein, 1985).  

III.2.2.6. Análisis quimiotaxonómico 

Se realizó a partir de 250 ml de un cultivo del microorganismo de las cepas 

bacterianas en medio MY líquido al 5% (p/v) incubado a 32 ºC durante 24 horas a 100 rpm. 

Tras este tiempo, el cultivo se centrifugó y el sedimento fue enviado al Servicio de 

Identificación de la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ, 

Braunschweig, Germany), donde se realizó tanto la determinación de ácidos grasos como la 

de las quinonas respiratorias. En el análisis de los primeros se empleó la técnica de 

cromatografía de gases (GLC), mientras que para la determinación de las quinonas 

respiratorias se usó la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 
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III.2.3. RESULTADOS 

III.2.3.1. Caracterización taxonómica de las cepas bacterianas 

Las 428 cepas bacterianas fueron caracterizadas taxonómicamente mediante el estudio 

de 88 pruebas fenotípicas, cuyos resultados pueden consultarse en el anexo III, en el que se 

incluyen también los datos fenotípicos de las cepas de referencia utilizadas para el estudio 

taxonómico.  

La secuencia parcial del gen del ARNr 16S se resolvió de manera satisfactoria en 

366 aislados e indicó una alta diversidad bacteriana representada por 101 especies incluidas 

en 33 géneros, 20 familias, 14 órdenes, 6 clases y 4 phyla (Tablas 18 y 19). El porcentaje de 

identidad de cada una de ellas puede consultarse en el anexo IV. Para la identificación a 

nivel de género se ha utilizado un porcentaje de identidad del 95 % y para la de especie del 

97 %. 

La familia Halomonadaceae fue la más representatada con 155 cepas, seguido de las 

familias Bacillaceae con 59 cepas, Alteromonadaceae con 52 cepas, Staphylococcaceae con 

28 cepas, Vibrionaceae con 18 cepas e Idiomarinaceae con 10 cepas. Los géneros más 

abundantes de cada familia fueron Halomonas con 151 cepas, Marinobacter con 48 cepas, 

Bacillus con 46 cepas, Staphylococcus con 28 cepas, Salinivibrio con 13 cepas e Idiomarina 

con 10 cepas.  

Por otra parte, se realizó un análisis filogenético empleando las secuencias del gen 

del ARNr 16S de las cepas seleccionadas mediante el algoritmo Máxima Parsimonia (véase 

el anexo V). 

Las secuencias parciales del gen del ARNr 16S de 21 de las cepas (18 cepas Gram 

negativas y 3 Gram positivas) presentaron porcentajes de identidad inferiores al 98 % con 

respecto a las secuencias depositadas en la base de datos EMBL y EzTaxon Server 2.1. A 

este grupo se les secuenció el gen completo. De ellas, las cepas M3-97 y M1-16-X, 

presentaron homología con especies del género Halomonas, concretamente, la cepa M3-97 

mostró un porcentaje de identidad del 97,23 % con Halomonas cerina SP4
T
y la cepa M1-16-

X un porcentaje del 96,94 % con Halomonas fontilapidosi 5CR
T
. La cepa M4-3M presentó 

un porcentaje de identidad del 97,9 % con Marinobacter segnicrescens SS011B1-4
T
, y la 

cepa M1-120 un porcentaje de identidad del 98,2 % con Pseudoalteromonas carrageenovora 

ATCC 43555
 T

. Estas cuatro cepas fueron elegidas para una descripción más completa por 

considerarlas candidatas a constituir nuevas especies. En el resto de cepas, el análisis de la 

secuencia completa del gen del ARNr 16S mostró un porcentaje de identidad cercanos al 99 

% con otras secuencias depositadas en la base de datos y que serán también estudiadas 

próximamente con objeto de conocer su posición taxonómica exacta. 
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Tabla 18. Especies de los phyla Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes identificadas 

entre las cepas bacterianas aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada, según 

la secuencia parcial del gen del ARNr 16S. 

 
*, los números entre paréntesis indican el número de aislados de cada taxón. 

PHYLUM CLASE ORDEN FAMILA GÉNERO ESPECIE

Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Brevibacteriaceae Brevibacterium  Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801T (5)

(5)* (5)

Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Riemerella Riemerella anatipestifer ATCC 11845T (1)

(1) (1)

Firmicutes Bacilli Bacillales

Bacillaceae Bacillus Bacillus anthracis ATCC 14578T (3)

(59) (46) Bacillus beringensis BR035T (1)

Bacillus butanolivorans K9T (2)

Bacillus endophyticus 2DT T(3)

Bacillus muralis LMG 20238 T (2)

Bacillus oceanisediminis H2T (2)

Bacillus safensis FO-036bT (10)

Bacillus simplex NBRC 15720T (7)

Bacillus subtilis subsp. inaquosorum BGSC 3A28 T(1)

Bacillus tequilensis NRRL B-41771 T (8)

Bacillus vallismortis DSM 11031T (7)

Marinococcus Marinococcus luteus YIM 91094 T(3)

(3)

Oceanobacillus Oceanobacillus manasiensis YD3-56 T (3)

(3)

Virgibacillus Virgibacillus olivae E308T(2)

(7) Virgibacillus salarius SA-Vb1T(5)

Planococcaceae Planococcus Planococcus rifietoensis M8 T(5)

(5) (5)

Staphylococcaceae Staphylococcus Staphylococcus capitis subsp. capitis ATCC 27840T(2)

(28) (28) Staphylococcus epidermidis ATCC 14990T(2)

Staphylococcus hominis subsp. hominis DSM 20328T (1)

Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticusGTC 1228 T(1)

Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 T(13)

Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305T(3)

Staphylococcus warneri ATCC 27836T(6)
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Tabla 19. Especies del phylum Proteobacteria identificadas entre las cepas bacterianas 

aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada, según la secuencia parcial del gen 

del ARNr 16S. 

 

 



Capítulo 2: Caracterización taxonómica 

 

113 
 

Tabla 19. Continuación 

 
*, los números entre paréntesis indican el número de aislados de cada taxón. 

*
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A continuación se recogen los resultados obtenidos en el estudio polifásico llevado a 

cabo sobre estas cuatro cepas candidatas a constituir nuevos taxa. Los árboles resultantes de 

la aplicación de los algoritmos Máxima Parsimonia, Neighbour Joining y Maximum 

Likelihood utilizados en el estudio filogenético que no se muestren en este capítulo, pueden 

consultarse en el anexo VI. 

La caracterización taxonómica de las cepas se llevó a cabo siguiendo las 

recomendaciones del Comité Internacional de Taxonomía para la descripción de nuevas 

especies de la familia Halomonadaceae (Arahal y col., 2007) y la metodología descrita en 

los artículos publicados por Ventosa y colaboradores (1982), Quesada y colaboradores 

(1983) y Mata y colaboradores (2002). 

III.2.3.1.1. Identificación taxonómica de las cepas M3-97 y M1-16-X 

El estudio fenotípico llevado a cabo en las cepas M3-97 y M1-16-X indicó que 

ambas cepas poseían las características comunes a todas las especies del género Halomonas. 

Las especies de este género son bacilos Gram negativos con metabolismo respiratorio y 

catalasa positivos. Crecen entre el 1% y el 20 % (p/v) de sales, a temperaturas entre 15ºC y 

41ºC y en un intervalo de pH de 6 a 9. Todas las cepas son indol, Voges-Proskauer y 

hemolisina negativas. Ninguna de ellas produce esporas, incluso cuando se incuban en el 

medio de Norris (Norris y col., 1981). La producción de ácidos a partir de diversos azúcares 

no es frecuente y sí la utilización de una gran cantidad de sustratos como única fuente de 

carbono y energía y de compuestos como única fuente de carbono, nitrógeno y energía. 

Todas son sensibles a la rifampicina y, además, excepto las especies Halomonas almeriensis, 

Halomonas halodenitrificans y Halomonas salina todas son sensibles a la sulfamida.  

En la Figura 32 se muestra el dendrograma obtenido en el análisis numérico de los 

resultados de las pruebas fenotípicas con el programa NTSYSpc 2.02, utilizando el 

coeficiente de Sokal y Michener y la técnica de agrupación UPGMA. En este análisis 

numérico hemos incluido aquellas especies de Halomonas que guardan mayor relación 

fenotípica con las cepas M3-97 y M1-16-X. 

La cepa M3-97 presentó un 87 % de semejanza con el grupo formado por las 

especies Halomonas fontilapidosi, Halomonas cerina, Halomonas nitroreducens y 

Halomonas ventosae. La cepa M1-16-X se encuentra relacionada con la especie Halomonas 

alkaliphila con un porcentaje de semejanza del 90,5 %. 
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Figura 32. Dendrograma basado en 76 características fenotípicas, utilizando el coeficiente de Sokal y 

Michener y la técnica de agrupación UPGMA.  

 

SEMEJANZA (%)

46 55 64 73 82 91 100

M3-97 
H .cerina SP4T (EF613112)
H. nitroreducens 11ST (EF613113)
H. fontilapidosi 5CRT (EU541349)
H. ventosae Al12T (AY268080)
M1-16-X
H. alkaliphila 18bAGT (AJ640133)
H. alimentaria YKJ-16T (AF211860)
H. gudaonensis SL014B-69T (DQ421808)
H. shengliensis SL014B-85T (EF121853)
H. campaniensis 5AGT (AJ515365)
H. koreensis SS20T (AY382579)
H. denitrificans M29T (AM229317)
H. anticariensis FP35TT (AY489405)
H. campisalis ATCC 700597 T (AF054286)
H. desiderata FB2T (X92417)
H. eurihalina ATCC 49336T (X87218)
H. magadiensis 21 MIT (X92150)
H. pacifica DSM 4742T (L42616)
H. subglaciescola DSM 4683T (AJ306892)
H. venusta DSM 4743T (AJ306894)
H. halodenitrificans ATCC 13511T (L04942)
H. salina F8-11T (AJ295145)
H. maura S-31T (FN257741)
H. variabilis DSM 3051T (AJ306893)
H. aquamarina DSM 30161T (AJ306888)
H. meridiana DSM 5425T (AJ306891)
H. cupida DSM 4740T (FN257742)
H. pantelleriensis AAPT (X93493)
H. halophila DSM 4770T (FN257740)
H. elongata ATCC 33173T (AM941743)
H. halmophila ATCC 19717T (AJ306889)
H. halodurans ATCC 29686 T(L42619)
H. almeriensis M8T (AY858696)
H. saccharevitans AJ275T (EF144149)
H. kribbensis BH843T (DQ280368)
H. lutea YIM 91125T (EF674852)
H. sulfidaeris Esulfide1T (AF212204)
H. hydrothermalis Slthf2T (AF212218)
H. hydrothermalis Slthf2T (AF212218)
H. neptunia Eplume1T (AF212202)
H. organivorans G-16.1T (AJ616910)
H. muralis LMG 20969T (AJ320530)

85 %
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Identificación de la cepa M3-97 

Como indicábamos con anterioridad, el dendrograma mostrado en la Figura 32 reveló que la 

cepa M3-97 presenta una semejanza del 87 % con el grupo formado por las especies 

Halomonas cerina, Halomonas nitroreducens, Halomonas fontilapidosi y Halomonas 

ventosae.  

La secuencia completa (1501 pb) del gen del ARNr 16S en la cepa M3-97 

presentaba los 15 nucleótidos característicos de la familia Halomonadaceae y los 4 

nucleótidos del género Halomonas. El análisis de la misma mediante los algoritmos 

Neighbour Joining, Máxima Parsimonia y Maximun Likelihood confirmó la pertenencia al 

género Halomonas, siendo la topología de todos estos árboles similar. En la Figura 33 se 

muestra el árbol resultado del análisis mediante el algoritmo Maximun Likelihood. Las 

especies más cercanas filogenéticamente fueron Halomonas cerina SP4
T
, Halomonas 

fontilapidosi 5CR
T
 y Halomonas ventosae Al12

T
 con porcentajes de identidad del 97,23 %, 

97,09 % y 97,06 % respectivamente.  

Los estudios genotípicos mostraron un contenido en G+C de 66,9 moles %, el cual 

queda incluido en el rango de G+C establecido para el género Halomonas, que se extiende 

desde 53,8 moles % de H. denitrificans (Kim y col., 2007) y H. venusta (Baumann y col., 

1972) a 74,3 moles % de H. ventosae (Martínez-Cánovas y col., 2004). 

Respecto a los estudios quimiotaxonómicos llevados a cabo revelaron que los ácidos 

grasos predominantes en la cepa M3-97 eran 18:1ω7c (45,01%, p/p) y 16:0 (25,93%, p/p), 

así como que la quinona mayoritaria era la ubiquinona 9 (92 %, p/p).  
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Figura 33. Árbol filogenético basado en la secuencia completa del gen del ARNr 16S obtenido mediante el 
método Máximum Likelihood. Se utilizó como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Halotalea alkalilenta 
AW-7T. Los números de acceso al GenBank se muestran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” 
mayores del 70 %. 
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En la Tabla 20 se recoge el contenido total en ácidos grasos de la cepa M3-97 

expresado en tantos por ciento. 

Tabla 20. Composición en ácidos grasos de la cepa M3-97. Resultados expresados como 

porcentaje del total de ácidos grasos. 

CEPA ÁCIDOS GRASOS (%, p/p) 

M3-97 

10:0 10:0 3OH 12:0 3OH 16:0 17:0 CYCLO 18:1 ω7c 18:0 19:0 CYCLO ω 8c 

2,85 0,23 6,73 25,93 1,10 45,01 0,74 9,66 

 

La imagen tomada al microscopio electrónico de transmisión, reveló que se trataba 

de una cepa móvil mediante flagelos peritricos (Figura 34). 

 
Figura 34. Microfotografía de la cepa M3-97, 

donde se muestran sus flagelos peritricos (16.000X). 

 

En la Tabla 21 presentamos las características fenotípicas diferenciales entre la cepa 

M3-97 y las especies más relacionadas. En el pie de dicha de tabla aparecen las 

características comunes con ellas.  
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Tabla 21. Características que distinguen la cepa M3-97 de las especies más 

relacionadas.  
1, cepa M3-97

T
; 2, Halomonas cerina SP4

T
; 3, Halomonas fontilapidosi 5CR

T
; 4, 

Halomonas ventosae Al12
T
; 5, Halomonas nitroreducens 11S

T
; 6, Halomonas elongata 

ATCC 33173
T
; Símbolos: +, positivo; -, negativo; ND, no determinado; D, dudoso. 

CARACTERÍSTICA 1 2 3 4 5 6 

Morfología 
Bacilo Cocobacilo Bacilo corto Bacilo Cocobacilo Bacilo 

Tamaño (µm) 
1,2-1,4 x 3,2-

3,5 
0,8 x 1,1± 0,96 x 1,73§ 

0,7-0,8 x 1,2-

1,4₮ 

0,6-0,8 x 1,0-

1,6¥ 
0,8 x 1,1 

Ξ 

Movilidad + - + + - + 

Pigmentación Crema 
Crema-

amarillo 

Crema-

marrón 
Crema Crema Blanco 

Producción de EPS + + - + - - 

Flagelos Peritricos - Polar§ Lateral₮ - 

Polar/ 

Peritricos 

Ξ 

Crecimiento a 
    

 
 

Concentración de sales 

% (p/v)     
 

 

Rango 3-25 3-25 3-25 1-15 0,5-30 0-20 

Óptimo 5 7,5-10 7,5-10 8 5-7,5 3,5-8 

Temperatura (°C) 
    

 
 

Rango 21-41 4-45 15-45 25-37 5-41 4-45 

Óptimo 32 32-35 32-35 32 32-37 30-37 

Valores de pH 
    

 
 

Rango 5-10 5-10 5-9 6-10 5-10 5-10 

Óptimo 7 6-7 6-8 7-8 7-9 7 

Hidrólisis de 
    

 
 

ADN - + + - - + 

Tween 80 + + - - - - 

Tirosina - + + + - - 

Producción de pigmento 

de la tirosina 
- - + - - - 

H2S  - - + + + - 

Lecitinasa + - + - - + 

Fosfatasa + - - - + + 

Ureasa - + - - + + 

Respiración sobre nitratos + + + + + - 

Respiración sobre nitritos + + + + + - 

Ornitina descarboxilasa - D - - ND + 

Crecimiento en 
    

 
 

Agar MacConkey + - + + + + 

Agar Cetrimida + + - + - + 

Crecimiento en* 
    

 
 

Acetato + + - + + + 

Adonitol - - + - - + 

Almidón - - + + - + 

Caprilato - - - - D - 

Citrato + + + - + + 

D-celobiosa + + - + D + 

D-fructosa + - + + + + 
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Tabla 21. Continuación 
  

 
 

CARACTERÍSTICA 1 2 3 4 5 6 

D-galactosa + - + + + + 

D-gluconato - - + + + + 

D-manitol - - - - + + 

D-manosa - - + - + + 

D-rafinosa - - - - D + 

Esculina - - - + - + 

Etanol + - - + + - 

Glicerol - D + + + - 

Lactosa - - - - + + 

L-alanina + - + - + + 

L-arabinosa - - + - + + 

L-fenilalanina - + + - D - 

L-histidina + - + - + + 

L-ramnosa + - + + - + 

L-serina + - + + + + 

L-valina + - - - - + 

mio-inositol + + - - - + 

Propionato - - - - + + 

Sorbitol - - + + + + 

Producción de ácidos de 
    

 
 

amigdalina - - - - D + 

D-melibiosa - - - - D + 

L-ramnosa - - - - - + 

Sensibilidad a: 
    

 
 

Amoxicilina (25 µg) + + + + + - 

Ampicilina (10 µg) + + + + + - 

Cefalotina (30 µg) + D + ND + - 

Eritromicina (15 µg) - - - + D - 

Gentamicina (10 µg) + D + ND D - 

Penicilina G (10 µg) - D + ND D - 

Polimixina B (300 IU) + + - + + - 

Sulfamida (300 µg) + + + + + - 

Tetraciclina (30 µg) + ND + ND D - 

Tobramicina (10 µg) + - + - - + 

Contenido en G+C (moles %) 66,9 62,7 65,7 74,3 65,3 60,5 

Contenido en ácidos grasos
a 

(%, p/p)     
 

 

16:0 25,93 30,91 25,55 ND 27,8 ND 

16:1ω7c ND 20,81 ND ND ND ND 

18:1ω7c 45,01 27,76 31,36 ND 29,92 ND 

16:1ω7c/15:0 ISO 2OH ND ND 22,33 ND 22,30 ND 

*, como única fuente de carbono y energía o única fuente de carbono, nitrógeno y energía. 
a
, la quinona mayoritaria en todas las cepas es la ubiquinona 9. 

Todas las cepas incluidas en esta tabla son positivas para la hidrólisis de Twen 20, la reducción aerobia del nitrato, el 

crecimiento en succinato y D-trealosa, y lasensibilidad a ácido nalidíxico (30 µg) y rifampicina (5 µg). Son negativas 

para la actividad amilasa, la hidrólisis de la caseína, la gelatina, la hemolisis en agar sangre, el crecimiento en DL-

lactato, L-metionina y salicilina, la producción de ácidos de L-arabinosa, D-glucosa, D-manitol, mio-inositol, sacarosa 

y D-sorbitol.  

Datos obtenidos de: ±, González-Domenech y col. (2008) §, González-Domenech y col. (2009); ₮. Marínez-Cánovas y col. 
(2004); ¥, González-Domenech y col. (2008); Ξ Vreeland y col. (1980). 
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Como puede observarse, la cepa M3-97 se distinguió de estas especies en un número 

significativo de pruebas morfológicas, bioquímicas, fisiológicas, nutricionales y de 

sensibilidad a agentes antimicrobianos, destacando por la gran cantidad de antimicrobianos a 

los cuales es sensible y especialmente por su actividad lipolítica sobre Tween 80. 

Identificación de la cepa M1-16-X 

Como describíamos con anterioridad, la cepa M1-16-X  y la especie Halomonas 

alkaliphila formaron un fenón con un porcentaje de semejanza del 90,5 % (Figura 32). 

El análisis filogenético basado en el gen completo (1494 pb) del ARNr 16S 

empleando los algoritmos Neighbour Joining, Máxima Parsimonia y Maximun Likelihood 

confirmaron la pertenencia de dicha cepa al género Halomonas. La secuencia contenía 

además los 15 nucleótidos característicos de la familia Halomonadaceae y los 4 nucleótidos 

del género Halomonas. 

En la Figura 35 se muestra el árbol resultado del algoritmo Maximun Likelihood el 

cual mostró una topología similar a los árboles obtenidos mediante los algortimos Neighbour 

Joining y Máxima Parsimonia. Las especies más cercanas filogenéticamente fueron 

Halomonas fontilapidosi 5CR
T
 y Halomonas alkaliphila 18bAG

T
 con porcentajes de 

identidad del 96,94% y 96,88% respectivamente. 
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Figura 35. Árbol filogenético basado en la secuencia completa del gen del ARNr 16S obtenido mediante el 
método Maximum Likelihood. Se utilizó como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Modicisalibacter 
tunisiensis LIT2T. Los números de acceso al GenBank de las secuencias de las cepas de referencia se encuentran 
entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 70 %. 
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En base a los resultados fenotípicos y filogenéticos, se hicieron estudios genotípicos 

y quimiotaxonómicos con objeto de confirmar la posición taxonómica de la cepa M1-16-X. 

El contenido en G+C fue de 56,2 moles % incluido en el rango de G+C establecido para el 

género Halomonas. Los ácidos grasos predominantes fueron 18:1ω7c (58,02 %, p/p) y 16:0 

(24,19 %, p/p). El análisis de las quinonas mostró que la cepa contenía la ubiquinona 9 (Q9) 

como lipoquinona respiratoria predominante (97 %, p/p), aunque también presentaba una 

pequeña cantidad de ubiquinona 8 (3 %, p/p). El contenido expresado en tantos por ciento de 

los ácidos grasos se muestra en la Tabla 22. 

Tabla 22. Composición en ácidos grasos de la cepa M1-16-X. Resultados expresados 

como porcentaje del total de ácidos grasos. 

CEPA ÁCIDOS GRASOS (%, p/p) 

M1-16-X 

10:0 10:0 3OH 12:0 12:0 2OH 12:0 3OH 14:0 16:0 

1,51 0,08 0,63 0,09 4,70 2,79 24,19 

17:0 18:1 ω7c 18:1 ω5c 18:0 11 metil 18:1 ω7c 20:1 ω7c  

0,11 58,02 0,22 1,03 0,69 0,11  

 

Al microscopio electrónico de transmisión, se confirmó la movilidad de dicha cepa 

al observar la presencia de flagelos peritricos (Figura 36). 

  
Figura 36. Microfotografía de la cepa M1-16-X 
donde se muestran sus flagelos peritricos (16.000X). 

La comparación fenotípica y genotípica de la cepa M1-16-X y de las especies 

fenotípica y filogenéticamente más cercanas se muestran en la Tabla 23. Las características 

comunes en todas ellas se describen en el pie de la tabla. 
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Tabla 23. Características que distinguen la cepa M1-16-X de las especies relacionadas.  

1, cepa M1-16-X
T
; 2, Halomonas fontilapidosi 5CR

T
; 3, Halomonas alkaliphila 18bAG

T
; 4, 

Halomonas elongata ATCC 33173
T
; Símbolos: +, positivo; -, negativo; ND, no determinado. 

CARACTERÍSTICA 1 2 3 4 

Morfología Bacilo Cocobacilo Bacilo Bacilo 

Tamaño (µm) 2,4-2,5 x 1,2-1,3  0,.96 x 1,73 2,3-2,6 x 0,6-0,7¶ 0,8 x 1,1 

Pigmentación Crema Crema-marrón Crema Blanco 

Producción de EPS + - + - 

Flagelos Peritricos Polar ND Polar/ Peritricos Ξ 

Crecimiento a     

Concentración de sales % (p/v)     

Rango 1-30 3-25 0-20 0-20 

Óptimo 5 7,5-10 10 3,5-8 

Temperatura (°C)     

Rango 22-41 15-45 5-20 4-45 

Óptimo 32 32-35 37 30-37 

Valores de pH     

Rango 5-10 5-9 7,5-10 5-10 

Óptimo 7 6-8 9 7 

Hidrólisis de      

ADN - + - + 

Gelatina + - + - 

Tween 20 + + - + 

Tirosina  - + + - 

Producción de pigmento de la tirosina - + + - 

H2S  - + - - 

Lecitinasa - + - + 

Fosfatasa - - + + 

Ureasa - - - + 

Respiración sobre nitratos + + - - 

Respiración sobre nitritos - + - - 

Ornitina descarboxilasa - - - + 

Crecimiento en agar MacConkey - - + + 

Crecimiento en:*       

Acetato + - + + 

Adonitol - + - + 

Caprilato + - + - 

D-celobiosa + - + + 

D-fructosa - + + + 

D-manitol - - - + 

D-manosa - + + + 

D-rafinosa - - - + 

D-salicina - - - - 

Esculina - - - + 

Glicerol + + + - 

Lactosa - - + + 

mio-inositol + - + + 

Propionato + - + + 
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Tabla 23. Continuación     

CARACTERÍSTICA 1 2 3 4 

D-salicina - - - - 

Esculina - - - + 

Glicerol + + + - 

Lactosa - - + + 

mio-inositol + - + + 

Propionato + - + + 

L-arabinosa - + + + 

L-fenilalanina - + + - 

L-serina + + - + 

L-valina - - + + 

Producción de ácidos de:      

amigdalina - - - + 

D-glucosa + - - - 

D-melibiosa - - - + 

mio-inositol + - - - 

L-ramnosa - - - + 

Sensibilidad a      

Ampicilina (10 µg) + + + - 

Penicilina G (10 µg) + + + - 

Tetraciclina (30 µg) + + + - 

Contenido en G+C (moles %) 56,2 65,7 53,1 60,5 

Contendio en ácidos grasos
a 
(%, p/p)     

16:0 24,19 25,55 56 ND 

16:1 ND ND 22 ND 

16:1ω7c ND ND ND ND 

18:1ω7c 58,02 31,36 ND ND 

*, como única fuente de carbono y energía o única fuente de carbono, nitrógeno y energía. 
a
, la quinona mayoritaria en todas las cepas es la ubiquinona 9. 

Todas las cepas incluidas en esta tabla son positivas para la movilidad, la reducción aerobia del nitrato, el crecimiento 

en L-alanina, citrato, D-galactosa, D-gluconato, D-glucosa, L-histidina, L-ramnosa, sorbitol, almidón, succinato y D-

trealosa y el crecimiento en agar cetrimida. Son negativas para la actividad amilasa, la hidrólisis de caseína y Tween 

80, hemolisina, el crecimiento en DL-lactato, L-metionina y etanol, la producción de ácidos de L-arabinosa, D-manitol, 

sacarosa y D-sorbitol y son resistentes a  eritromicina (15 µg).  

§, Datos obtenidos de González-Domenech y col. (2009); ¶,  Datos obtenidos de Romano y col. (2006); Ξ,  Datos obtenidos de 

Vreeland y col. (1980). 

 
Como ocurría con el caso anterior, la cepa M1-16-X se distinguió de las especies 

más relacionadas en un número significativo de pruebas morfológicas, bioquímicas, 

fisiológicas, nutricionales y de sensibilidad a agentes antimicrobianos, mostrando además 

características fenotípicas que no son muy frecuentes entre las especies que componen el 

género Halomonas como es la hidrólisis de la gelatina. 
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III.2.3.1.2. Identificación taxonómica de la cepa M4-3M  

La secuencia del gen del ARNr 16S (1445 pb) de la cepa M4-3M fue analizada 

mediante los algoritmos Neighbour Joining, Máxima Parsimonia y Maximum Likelihood, 

mostrando la pertenencia de dicha cepa al género Marinobacter. En la Figura 37 se muestra 

el árbol filogenético basado en el algoritmo Neighbour Joining. La topología del árbol 

mostró alta similitud con los obtenidos mediante los otros algoritmos utilizados.  

Las especies más relacionadas filogenéticamente fueron Marinobacter segnicrescens 

con un porcentaje de identidiad del 97,9 %, seguida de las cepas Marinobacter adhaerens, 

Marinobacter flavimaris y Marinobacter salsuginis con porcentajes de identidad del 97,5 %; 

97,5% y 97,4 % respectivamente. 

El análisis genotípico de la cepa M4-3M mostró que tenía un contenido en G+C de 

56,92 moles %, incluido en el rango establecido para el género Marinobacter que se extiende 

desde 53 a 59,6 moles % (Liebgott y col., 2006). En cuanto a la composción en ácidos 

grasos, en la Tabla 24 se muestra el contenido total expresado en tantos por ciento, siendo 

los predominantes los ácidos grasos 15:0 ANTEISO (34,30 %, p/p), 17:0 ANTEISO (13,98 

%, p/p) y 16:0 (13,28 %, p/p). La ubiquinona Q9, fue la quinona predominante (93%, p/p). 
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Figura 37. Árbol filogenético basado en la secuencia completa del gen del ARNr 16S obtenido mediante el 
método Maximum Likelihood. Se utilizó como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Alteromonas 
macleodii DSM 6062T. Los números de acceso al GenBank de las secuencias de las cepas de referencia se 
encuentran entre paréntesis.  
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Tabla 24. Composición en ácidos grasos de la cepa M4-3M. Resultados expresados como 

porcentaje del total de ácidos grasos. 

CEPA ÁCIDOS GRASOS (%, p/p) 

M4-3M 

14:0 ISO 14:0 15:0 ISO 15:0 ANTEISO 16:0 ISO 

2,14 1,16 7,37 34,30 6,14 

16:0 15:0 2OH 17:0 ISO 17:0 ANTEISO  

13,28 1,07 8,88 13,98  

18:0 ISO 18:0 

19:0 

ANTEISO 

20:0  

0,91 7,70 1,21 1,26  

El estudio fenotípico realizado indicó que la cepa M4-3M presenta características 

comunes a las especies del género Marinobacter. Las especies de dicho género son bacilos 

Gram negativos con metabolismo respiratorio y catalasa positivos. Crecen en un amplio 

margen de concentraciones de sales (entre el 1 % y el 20%, p/v), de temperaturas (entre  4 ºC 

y 45 ºC) y de pH (entre 6 y 9,5). La mayoría de las especies son móviles por flagelos 

peritricos o por un único flagelo polar. Son capaces de utilizar una gran cantidad de sustratos 

como única fuente de carbono y energía y como única fuente de carbono, nitrógeno y 

energía. 

La observación al microscopio electrónico de transmisión de la cepa M4-3M (Figura 

38) reveló, que al igual que muchas de las especies del género Marinobacter, presentaba un 

único flagelo polar. 

 
Figura 38. Microfotografía de la cepa M4-3M 

mostrando su único flagelo polar (16.000X). 
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En la Tabla 25 se muestran las características fenotípicas de la cepa M4-3M y las 

especies fenotípicas y filogenéticamente más relacionadas. 

Tabla 25. Características que distinguen la cepa M4-3M de otras especies relacionadas.  
1, cepa M4-3M

T
; 2, Marinobacter segnicrescens SS011B1-4

T
; 3, Marinobacter adhaerens 

HP15
T
; 4, Marinobacter sediminum R65

T
; 5, Marinobacter flavimaris SW-145

T
; 6, 

Marinobacter algicola DG893
T
; 7, Marinobacter salsuginis SD-14B

T
;

 
8, Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus MBIC1303
T
; Símbolos: +, positivo; -, negativo. ND, no determinado; 

D, dudoso. 
CARACTERÍSTICA 

1 2¥ 3¥ 4¥ 5¥ 6¥ 7¥ 8 

Morfología Bacilo 
Coco-

bacilo 
Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo 

Bacil

o 
Bacilo 

Tamaño (µm) 0,5 x 1,9 0,7 x 2 
0,7 x 
1,9 

0,3 x 2 
0,7 x 

2,2 

0,5 x 

2,1 
1 x 2 

0,3 x 

2,1 

Movilidad + + + + + + + + 

Pigmentación Crema 
Crema-

amarillo 

Crema-

marrón 
Crema Crema Crema 

Crem

a 
Blanco 

Flagelos Polar Polar Polar ND Polar Polar Polar Polar 

Crecimiento a 
   

 
 

  
 

Concentraciones de sales 

% (p/v)    
 

 
  

 

Rango 3-20 1-20 0,5-20 0,5-18 2-20 3-20 1-20 1-20 

Óptimo 5 4-8 10 10 7,5 3-6 5 7,5 

Temperatura (°C) 
   

 
 

  
 

Rango 32-51 15-45 5-45 4-42 5-41 15-51 15-45 32-45 

Óptimo 32 30-37 34-38 37 32 25-30 30-37 32 

Valores de pH 
   

 
 

  
 

Rango 7-9 5-9 6-9 6-9 6-8 7-9 6-9 7-10 

Óptimo 7 7,5-8 7,5-8 7 7 7,5 7,5-8 7 

Hidrólisis de 
   

 
 

  
 

Almidón - - - - - + - - 

Gelatia  + + - - - - + 
 

Tween 20 + - ND - + - + + 

Tween 80 + + ND + - - + - 

Tirosina + - - - - - - - 

Producción de pigmento 

de la tirosina 
+ - - - - - - - 

Reducción aerobia del nitrato + + - + - - + + 

Reducción aerobia del nitrito - - - - - - + - 

Respiración sobre nitratos + D - ND D + + - 

Respiración sobre nitritos - D - ND D - + - 

Ornitina descarboxilasa - ND - + ND - + - 

Crecimiento en* 
   

 
 

  
 

Acetato + + - - - - + + 

Citrato + + - - - + - + 

D-fructosa + + - - - + - - 

D-galactosa + - - - - + - - 

D-glucosa + + - + - - + 
 

Glicerol + - - + - + + - 

Lactosa + - - - - + - - 

L-alanina + - + - - + + - 
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Tabla 25. Continuación 
   

 
 

  
 

CARACTERÍSTICA 
1 2¥ 3¥ 4¥ 5¥ 6¥ 7¥ 8 

L-histidina + - - - - - - - 

Succinato + - - - + + - + 

Producción de ácidos de 
   

 
 

  
 

amigdalina - - - - - - - - 

D-fructosa + - - - + - + - 

D-glucosa + - - - - + + - 

Contenido en G+C (moles %) 56,92 59,5 56,9 56,9 57 54 55,9 53 

Contendio en ácidos grasos
a 
(%, 

p/p)    
 

 
  

 

15:0 ANTEISO 34,30 ND ND ND ND ND ND ND 

16:0 13,98 ND ND ND ND ND ND ND 

17:0 ANTEISO 13,28 2,12 ND 21,78 24,8 25,5 22,9 23,59 

*, como única fuente de carbono y energía o carbono, nitrógeno y energía 
a
, la quinona mayoritaria es la ubiquinona Q9. 

Todas las cepas fueron negativas para la hidrólisis de la urea y la producción de ácidos a partir de D-manitol, D-melibiosa, D-

sorbitol, L-arabinosa, L-ramnosa, mio-inositol y sacarosa. 

¥, Datos tomados de los autores: Guo y col., 2007; Kaeppel y col., 2011; Romanenko y col., 2005; Yoon y col., 2004; Green y 

col., 2006; Achtman y Wagner, 2008; Gauthier y col., 1992. 

La cepa M4-3M se diferencia especialmente de las especies relacionadas 

filogenéticamente, por sus temperaturas de crecimiento y por una variable actividad 

hidrolítica sobre proteínas, lípidos y otros compuestos. Además también parece ser 

nutricionalmente más versátil que el resto y muy sensible a los antimicrobianos.  

III.2.3.1.3 Identificación taxonómica de la cepa M1-120 

La secuencia del gen del ARNr 16S (1305 pb) de la cepa M1-120 se comparó con las 

secuencias de las cepas tipo de las especies del género Pseudoalteromonas, mediante los tres 

algoritmos Neighbour Joining, Máxima Parsimonia y Maximum Likelihood confirmándose 

la pertenencia de dicha cepa al género Pseudoalteromonas. En la Figura 39 se muestra el 

árbol filogenético basado en el algoritmo Neighbour Joining. Esta cepa mostró una similitud 

del 97,9 % con la especie Pseudoalteromonas carrageenovora ATCC 43555
T
. 
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Figura 39. Árbol filogenético basado en la secuencia del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método 
Máximum Likelihood. Se utilizó como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Algicola bacteriolytica ATCC 
700679T. Los números de acceso al GenBank de las secuencias de las cepas de referencia se encuentran entre 
paréntesis.  
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Los estudios genotípicos realizados indicaron que el valor medio en G+C era de 37,9 

moles % para la cepa M1-120, próximo a 39,5 moles % de Pseudoalteromonas 

carrageenovora.  

Respecto al análisis quimiotaxonómico los ácidos grasos predominantes fueron 16:0 

(29,85 %, p/p) y 12:0 3OH (8,26 %, p/p). En la Tabla 26 se especifica el contenido total en 

ácidos grasos de la cepa M1-120 con un contenido superior al 1 %, p/p. 

Tabla 26. Composición en ácidos grasos de la cepa M1-120. Resultados expresados como 

porcentaje del total de ácidos grasos.  

CEPA ÁCIDOS GRASOS 

M1-120 

12:0 12:0 3OH 14:0 16:0 

3,49 8,26 1,59 29,85 

17:1 ω8c 17:0 18:1 ω7c 18:0 

1,38 1,00 5,76 2,86 

La cepa M1-120, al igual que el resto de especies del género Pseudoalteromonas, es 

un bacilo Gram negativo con un metabolismo respiratorio; crece en un rango de temperaturas 

de entre 4 ºC y 37ºC. Es móvil y catalasa positivo. Hidroliza la gelatina, el DNA y el Tween 

80.  

La cepa M1-120 presenta un único flagelo polar observable al microscopio 

electrónico de transmisión (Figura 40). 
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Figura 40. Microfotografía de la cepa M1-120  

mostrando su único flagelo polar (16.000X). 

Las principales diferencias entre la cepa M1-120 y la especie Pseudomonas 

carrageenovora, con la que se relaciona filogenéticamente, se describen en la Tabla 27.  

Tabla 27. Características diferenciales entre la cepa M1-120 y Pseudomonas 

carrageenovora ATCC 43555
T
. 

CARACTERÍSTICA M1-120 P. carrageenovora
a
  

ATCC 43555
T
 

Tamaño (µm) 0,9-1,0 x 2,1-2,3 0,7-0,8 x 1,9-2,5 

Morfología Bacilo Cocobacilo 

Crecimiento en sales (%, p/v) 1-15 1-7,5 

Crecimiento en pH 6-10 6-9 

Crecimiento en*   

Acetato - + 

D-galactosa - + 

Glicerol - + 

L-Lactosa - + 

Citrato - + 

L-alanina + - 

Sensibilidad a    

Eritromicina (15µg) - D 

Contenido en G+C (moles %) 37,9 39,5 

*, sustratos utilizados como única fuente de carbono y energía o como única fuente de carbono, energía y nitrógeno. 

D, dudoso. 
a
, datos obtenidos de Kagawa-Matsuhita y colaboradores (1992) y Gauthier y colaboradores (1995). 
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La cepa M1-120 se diferencia especialmente por su capacidad para crecer a 

concentraciones salinas más elevadas y por su escasa versatilidad nutricional, ya que utiliza 

pocos sustratos como única fuente de carbono y energía, y la producción de ácidos a partir de 

diferentes carbohidratos es bastante escasa. Por el contrario la actividad hidrolítica es amplia 

aunque no destaca sobre el resto de especies del género Pseudoalteromonas; finalmente es 

sensible a la mayoría de los antimicrobianos.  

III.2.3.2. Caracterización taxonómica de las cepas de arqueas 

 Las 49 cepas pertenecientes al Dominio Archaea, aisladas del Humedal de Ajauque 

y Rambla Salada, fueron identificadas inicialmente en base a la secuencia parcial del gen del 

ARNr 16S. En la Tabla 28 se muestran las distintas asignaciones taxonómicas. 

Entre las 49 cepas aisladas, se identificaron 19 especies incluidas en 12 géneros. 

Haloferax y Natrinema fueron los géneros más representados con un 20,4 % del total cada 

uno, seguido de los géneros Halostagnicola (12,2 %), Haloarcula (8,2 %), Halorubrum (8,2 

%), Haloterrigena (8,2 %), Halococcus (6,1 %), Haladaptatus (4,1 %), Halomicrobium (4,1 

%), Natrialba (4,1 %), Halogeometricum (2,1 %) y Halorhabdus (2,1 %).  

El análisis de las secuencias parciales del gen del ARNr 16S mediante el algoritmo 

Máxima Parsimonia confirmó la pertenencia de todas las cepas a la familia 

Halobacteriaceae (Figura 41). Los resultados de las pruebas fenotípicas y el porcentaje de 

identidad en las secuencias del ARNr 16S de cada una de las cepas puede consultarse en los 

anexos VII y VIII respectivamente. 

A continuación, se procedió a la secuenciación completa del gen del ARNr 16S de 

cinco de las cepas por considerarlas candidatas a constituir nuevos taxa ya que su porcentaje 

de identidad con las secuencias de las bases de datos era inferior al 97 %. Concretamente nos 

referimos a las cepas M2-2D, M4-6a, M4-6b, M3-1c y M2-7b que de acuerdo con los 

resultados mostrados en la Tabla 28 se habrían asignado en un principio a los géneros 

Halorhabdus, Haladaptatus, Halomicrobium, Natrinema, respectivamente. El análisis 

filogenético reveló que la cepa M2-2D podría constituir un nuevo género ya que sólo 

presentó un 92,35 % de identidad con la especie Halomarina oriensis JMC 16495
T
 y por 

tanto fue con esta cepa con la que se continuó el estudio taxonómico. El resto de cepas 

presentaron unos porcentajes de identidad superiores al 98,4 %; concretamente, las cepas 

M4-6a y M4-6b presentaron un porcentaje del 98,7 % y 98,4 % con Haladaptatus 

paucihalophilus DX253
T
 , la cepa M3-1c un 98,5 % con Halomicrobium mukohataei  arg-2

T
 

y la cepa M2-7b un 98,9 % con Natrinema pallidum  CIP 106292
T
 y se continuará en un 

futuro próximo con su estudio.  
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Tabla 28. Asignación taxonómica de las cepas de arqueas aisladas del Humedal de 

Ajauque y Rambla Salada en base a la secuencia parcial del gen del ARNr 16S. 

PHYLUM CLASE ORDEN FAMILA GÉNERO ESPECIE 
E

u
ry

a
rc

h
a
eo

ta
 

H
a

lo
b

a
ct

er
ia

 

H
a

lo
b

a
ct

er
ia

le
s 

H
a

lo
b

a
ct

er
ia

ce
a

e 

Haladaptatus 

(2)* 
Haladaptatus paucihalophilus  DX253

T
 (2) 

Haloarcula 

(4)  

Haloarcula argentinensis  arg-1
T
 (2) 

Haloarcula quadrata  801030/1
T
 (2) 

Halococcus 

(3)  
Halococcus hamelinensis  100A6

T
 (3) 

Haloferax 

(10)  

Haloferax mediterranei  R-4
T
  (6) 

Haloferax mucosum  PA12
T
 (2) 

Haloferax prahovense  TL6
T
 (2) 

Halogeometricum 

(1)  
Halogeometricum borinquense  PR3

T
 (1) 

Halomicrobium 

(2) 
Halomicrobium mukohataei  arg-2

T
 (2) 

Halorhabdus 

(1) 
Halorhabdus tiamatea  SARL4B

T
 (1) 

Halorubrum 

(4) 
Halorubrum aidingense  31-hong

T
 (4) 

Halostagnicola 

6  

Halostagnicola kamekurae  194-10
T
 (3) 

Halostagnicola larsenii  XH-48
T
 (3) 

Haloterrigena 

(4) 

Haloterrigena jeotgali  A29
T
 (2) 

Haloterrigena thermotolerans  PR5
T
 (2) 

Natrialba 

(2) 
Natrialba aegyptia  40

T
 (2) 

Natrinema 

(10) 

Natrinema altunense  AJ2
T
 (3) 

Natrinema gari  HIS40-3
T
 (1) 

Natrinema pallidum  CIP 106292
T
 (6) 

*, los números entre paréntesis indican el número de aislados de cada taxón. 

La caracterización taxonómica de las cepas se llevó a cabo siguiendo las 

recomendaciones del Comité Internacional de Taxonomía para la descripción de nuevas 

especies del orden Halobacteriales (Oren y col., 1997b). 
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Figura 41. Árbol filogenético basado en la secuencia parcial del gen del ARNr 16S obtenido mediante el 

método Máxima Parsimonia. Se utilizó como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Methanospirillum 

hungatei JF-1T. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50 %. Los números de acceso al GenBank se 

muestran entre paréntesis. 



Capítulo 2: Caracterización taxonómica 

 

137 
 

III.2.3.2.1. Identificación taxonómica de la cepa M2-2D 

Como ya se ha indicado, la secuencia del gen del ARNr 16S de la cepa M2-2D (1470 

pb) mostró un porcentaje de identidad del 92,35 % con Halomarina oriensis JMC 16495
T
. 

Los porcentajes de identidad con otras especies relacionadas filogenéticamente fueron 91,98 

% con Natronomonas moolapensis, 91,69 % con Natronomonas pharaonis, 91,1 % con 

Halorhabdus utahensis y 91,03 % con Halobacteium noricense. Dicha secuencia fue 

analizada mediante los algoritmos Neighbour Joining, Máxima Parsimonia y Maximum 

Likelihood, confirmando la pertenencia de la cepa M2-2D a la familia Halobacteriaceae. En 

la Figura 42 se muestra el árbol basado en el algoritmo Maximun Likelihood y en el anexo 

IX pueden consultarse los árboles resultados de aplicar los otros dos algoritmos. 

 
Figura 42. Árbol filogenético basado en la secuencia del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método 
Maximum Likelihood. Se utilizó como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Methanospirillum hungatei 
ATCC 27890T. Los números de acceso al GenBank/EMBL/DDBJ se muestran entre paréntesis. Se indican los 
valores de “bootstrap” superiores al 50 %. 

Las cepas de la familia Halobacteriaceae crecen a partir del 15 % (p/v) de sal y de 

un valor de pH de 6. Necesitan una concentración mínima del 0,5 % (p/v) de magnesio para 

crecer. La mayoría reducen el nitrato de forma aerobia y ninguna de ellas crece con citrato 

como única fuente de carbono y energía ni DL-alanina como única fuente de carbono, 

nitrógeno y energía. Son resistentes a sulfamida, eritromicina, ampicilina, tetraciclina y 

cloranfenicol. 

Del análisis fenotípico realizado se desprende que la cepa M2-2D presentaba 

numerosas diferencias fenotípicas con las especies de la familia  Halobacteriaceae, 

mostrando mayor semejanza con Halomarina oriensis, Natronomonas moolapensis, 

Natronomonas pharaonis, Halorhabdus utahensis, Halobacterium noricense y Halorientalis 

regularis. 

La comparación fenotípica de esta cepa y de las especies más relacionadas se 

muestra en la Tabla 29. En el pie de tabla, se indican las características comunes a todas 

ellas. 
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Tabla 29. Características que distinguen la cepa M2-2D de las especies más 

relacionadas. 
1, cepa 2-2D; 2, Halomarina oriensis JMC 16495

T
; 3, Natronomonas moolapensis CECT 

7526
T
; 4, Natronomonas pharaonis DSM 21620

T
; 5, Halorhabdus utahensis DSM 12940

T
; 

6, Halobacterium noricense DSM 15987
T
; 7, Halorientalis regularis JMC 16425

T
. 

Símbolos: +, positivo; -, negativo. ND: no determinado; P, pleomorfo; C, coco; B, bacilo. 
CARACTERÍSTICA 

1 2¥ 3Ⱡ 4₮ 5† 6ᴥ 7ᶲ 

Morfología P C P P P P B 

Pigmentación Rosa Roja Roja Roja Roja Roja Roja 

Crecimietno a 
       

Concentraciones de magnesio (%, 

p/v)        

Rango  0,5-30 0,5-31 1-30 0,5-30 0,5-20 0,5-30 0,5-10 

Optimo 10 5 7,5 5 3 5 3 

pH  
       

Rango  6-9 7-9 6-8 7-10 6-9 6-8 6-9 

Optimo 7,5 8 8 8 7 7 7 

Concentraciones de sales (%, p/v) 
       

Rango  15-30 10-30 15-30 10-30 15-30 15-30 20-30 

Optimo 25 25 25 20 25 25 25 

Temperatura (°C) 
       

Rango  25-51 25-41 25-42 25-43 25-51 32-41 25-41 

Optimo 37 37 40 40 41 37 37 

Hidrólisis de 
       

Almidón + - ND - - - + 

Gelatina + + ND ND - - - 

Producción de indol - - ND - - ND + 

Reduccion aerobia de nitratos + + + + + - + 

Crecimiento anaerobio en 
       

L-arginina - - ND - - + - 

Nitrato - - ND - + + - 

Crecimiento en*  
       

L-arabinosa - + - - - + + 

Cistina - - ND - - - + 

D-fructosa + + - - + + - 

D-lactosa + + - + - - + 

DL-glicerol + + + + - - + 

D-glucosa + + + + + - + 

D-lactosa - + - - - + - 

D-manitol - + - - - + + 

L-serina - - - - - - + 

D-trealosa - + ND - - + + 

L-valina - - - - - - + 

D-xilosa + + - + + - - 
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Tabla 29. Continuación 
       

CARACTERÍSTICA 
1 2¥ 3Ⱡ 4₮ 5† 6ᴥ 7ᶲ 

Producción de ácidos a partir de  
       

L-arabinosa - + - - + - - 

D-fructosa - + - - + - - 

D-galactosa + + - - + - + 

DL-glicerol - + - - - - - 

D-glucosa + + - - + - + 

D-lactosa - + - - + - - 

D-trealosa - + - - - - + 

D-xilosa - + - - - - + 

Suceptibilidad a  
       

Ácido nalidíxico  (30µg) - - ND - - - - 

Bacitracina (10UI) - + - + + - + 

Ciprofloxacina (5µg) - - ND - ND ND - 

Penicilina G (10UI) - - ND - - ND - 

Rifampicina (5µg) + + + + - ND + 

Trimetropim (1,25µg) +  

Sulfametoxazol (23,75µg) 
- - ND - ND ND - 

*, como única fuente de carbono y energía o única fuente de carbono, nitrógeno y energía. 

Todas las cepas incluidas en esta tabla son resistentes a ampicilina (10 µg), cefalotina (30 µg), cloranfenicol (30 µg), 

eritromicina (15 µg), estreptomicina (10 µg) y tetraciclina (30 µg). 

Ninguna de estas cepas utiliza alanina como única fuente de carbono, nitrógeno y energía, ni citrato como única fuente 

de carbono y energía.  

Datos de ¥, Inoue y col. (aceptada); Ⱡ, Burn y col. (2010); ₮, Soliman y Tryper (1983); †, Waino y col. (2000); ᴥ, 

Gruber y col. (2004); ᶲ; Cui y col. (aceptada). 

 

La cepa M2-2D se distingue de las especies más relacionadas en un alto número de pruebas 

fenotípicas, tanto morfológicas como bioquímicas, nutricionaes y de sensibilidad a agentes 

antimicrobianos, destacando por la pigmentación rosa de sus colonias y la capacidad para 

crecer a la temperatura de 51 ºC. Además, hidroliza el almidón, no presenta la enzima 

ADNasa, y produce ácidos de la D-glucosa y de la D-galactosa. Por otra parte, es sensible 

únicamente a la rifampicina de entre todos los antimicrobianos ensayados. 
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III.2.4. DISCUSIÓN 

La identificación de las cepas encontradas en el Humedal de Ajauque y Rambla 

Salada constituye una importante fuente de información acerca de este hábitat inexplorado 

desde el punto de vista microbiológico. Dentro de las comunidades microbianas, los 

procariotas heterótrofos (Dortch y Packard, 1989; Marie y col., 1999) llevan a cabo 

funciones de importancia fundamental ya que controlan los flujos de nutrientes en el sistema 

a través de la mineralización de la materia orgánica (Fuhrman y Azam, 1982; Azam y col., 

1983; Schut y col., 1997) y la producción secundaria de carbono (Azam y col., 1983). Por lo 

tanto, la identificación y estudio de los aislados confiere información sobre los procesos 

metabólicos que llevan a cabo y que son necesarios para el entendimiento de los ecosistemas 

así como para el conocimiento de patrones biogeográficos (Staley y Gosink, 1999). Además, 

al analizar un hábitat inexplorado desde el punto de vista microbiológico es posible encontrar 

nuevas especies no descritas hasta el momento y con potencial aplicación industrial.  

El conocimiento de la diversidad procariota está íntimamente relacionada con la 

taxonomía procariota (Oren, 2004), de manera que el estudio y descripción de la diversidad 

implica un conocimiento previo de las especies procariotas y, por consiguiente, una 

definición clara de especie. La taxonomía se basa en tres elementos clave: identificación, 

clasificación y nomenclatura. Los tres elementos son campos dinámicos, y cada elemento 

depende del que le precede. Mientras que la nomenclatura se rige por el Código 

Bacteriológico (Lapage y col., 1992), la clasificación y la identifiación de los procariotas son 

áreas que no están formalmente reguladas y en las que se han producido numerosos cambios 

en los últimos 50 años (Tindall, y col., 2010). Incluso hoy día, a pesar de la información de 

que disponemos acerca de la diversidad, la fisiología y la genómica de los microorganismos 

procariotas, todavía no existe una definición clara de especie procariota.  

Desde los primeros días de la Microbiología como ciencia, existen dificultades para 

establecer un sistema de clasificación satisfactorio de los procariotas. Aún siendo la especie, 

de forma jerárquica, la base de la taxonomía, su concepto aún carece de una base teórica, y 

todas son definiciones pragmáticas tales como, por ejemplo, la definición dada por Cowell y 

colaboradores (1995) “una especie consiste en un conjunto de cepas que muestran un alto 

grado de similitud fenotípica comparado con otros grupos de cepas relacionadas“. Ward 

(1998) propuso establecer un concepto “natural” basado en la evolución de las especies. Así 

pues, la definición de especie es tremendamente subjetiva ya que no somos capaces de 

determinar y definir conceptos como “gran parecido”, “características esenciales” 

“características distintivas”. Cuántos y qué caracteres debe tener una especie es, por ahora, 

una cuestión de criterio personal, que carece de directrices claras. 

De las definiciones de especie procariota dadas por algunos autores (Dykhuizen y 

Green, 1991, Istock y col., 1996; Payls y col., 1997, Stackebrant 2000; Roselló-Mora y 

Amann, 2001), se deduce un concepto filo-fenotípico; se trata pues de “una categoría que 
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circunscribe a (preferiblemente) un grupo coherente de individuos aislados mostrando un 

alto grado de similaridad en (muchas) características independientes, analizadas bajo 

condiciones estandarizadas (Tindall y col., 2010). El actual concepto de especie está basado 

en las recomendaciones publicadas en 1987 por el Comité de Expertos  (Wayne y col., 

1987), posteriormente confirmados y extendidos por el Comité especial para la reevaluación 

de la definición de especie en bacteriología (Stackebrandt y col, 2002) y más recientemente 

por Tindall y colaboradores (2010), los cuales han descrito los métodos que deben ser 

considerados para la correcta caracterización procariota.  

Teniendo en cuenta que la caracterización de una cepa es un elemento clave para la 

sistemática procariota, tanto las metodologías más recientes como las que se consideran 

"tradicionales" siguen siendo elementos clave para determinar si un cepa pertenece a un 

taxón conocido o constituye uno nuevo, en este último caso, la cepa o conjunto de cepas 

debe caracterizarse lo más completamente posible (Tindall y col, 2010). Para ello está 

ampliamente aceptado que una descripción taxonómica adecuada de los procariotas, en 

particular de la especie, sólo puede lograrse cuando se lleva a cabo un estudio polifásico en 

la que se tengan en cuentas las características fenotípicas, filogenéticas, genómicas y 

quimiotaxonómicas. El término taxonomía polifásica fue concebido por Colwell (1968) y 

revisado por Vandamme y col., 1996). Si bien aún no existe un consenso sobre el número de 

características distintivas que son necesarias para describir a una nueva especie, la 

coherencia entre estas características es necesaria para la clasificación correcta de los 

procariotas; de forma individual, muchos de los caracteres son insuficientes para delimitar 

las especies, pero en su conjunto proporcionan una información descriptiva que nos permite 

reconocerlas (Vandamme y col., (1996). 

La caracterización fenotípica constituye una de las líneas esenciales en taxonomía 

polifásica (Vandamme y col., 1996), ya que aunque no representa toda la información 

potencial del genoma de los microorganismos (Logan, 1994; Rosselló-Mora y Amann, 2001) 

es esencial para establecer una concordancia con los datos genéticos y filogenéticos 

(Stackebrandt y Goebel, 1994; Stackebrandt y col., 2002). 

Por otro lado, el contenido en G+C puede resultar útil como información orientativa; 

una discrepancia elevada entre dos cepas podría ser indicativa de diferencias taxonómicas 

entre las mismas (Goodfellow y col., 1997). No obstante, en los casos en los que los valores 

son semejantes, debería considerarse como un dato más en la confirmación de la relación 

taxonómica, ya que no se puede descartar la existencia de grupos diferentes con similar 

contenido en guanina y citosina. La información que aporta este análisis no indica la 

semejanza de genomas, sino la proporción en determinados nucleótidos (Roselló-Mora y 

Amann, 2001).  
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Por su parte, el análisis quimiotaxonómico resulta interesante como dato 

complementario para una caracterización taxonómica (Arahal, 2007) y de especial interés en 

el caso de la caracterización de las especies de arqueas (Oren y col., 1997b).  

En este trabajo, el estudio polifásico realizado en las cepas M3-97, M1-16-X, M4-

3M y M1-120 revelan que pudieran constituir nuevos taxa, todas ellos incluidos dentro de la 

clase Gammaproteobacteria, donde se incluye el mayor número de especies de bacterias 

halófilas (Tabla 1).  

Las cepas M3-97 y M1-16-X constituyen nuevas especies del género Halomonas 

(Dobson y Franzmann 1996), Halomonas lipolytica y Halomonas proteolytica. Este es el 

género tipo de la familia Halomonadaceae (Franzmann y col., 1988), incluido en el orden 

Oceanospirillales (Garrity y col., 2005), el que contiene mayor número de especies halófilas 

dentro de las proteobacterias. Otros géneros dentro de esta famila que inluyes bacterias 

halófilas moderadas son Aidingimonas (Wang y col., 2009d), Carnimonas (Garriga y col., 

1998), Chromohalobacter (Ventosa y col., 1989), Cobetia (Arahal y col., 2002a), Kushneria 

(Sánchez-Porro y col., 2009b), Modicisalibacter (Ben Ali Gam y col., 2007), y Salinicola 

(Anan’ina y col., 2007). Los miembros de esta familia han sido aislados de muy hábitats, 

tales como aguas marinas, lagos salinos y/o alcalinos, salinas solares, aguas residuales, 

suelos salinos, alimentos, plantas y también, recientemente, de muestras biológicas (Kim y 

col., 2010). Este hecho, puede ser el motivo por el cual se trate de un grupo de especies con 

gran heterogeneidad fenotípica.  

La cepa M4-3M es una nueva especie del género Marinobacter (Marinobacter 

halophilus) que se incluye en la familia Alteromonodaceae (Ivanova y Mikhailov, 2001; 

Ivanova y col., 2004), en el orden Alteromonadales (Bowman and McMeeking 2005), otro 

de los grupos importantes que contienen microorganismos halófilos moderados. El género 

Marinobacter (Gauthier y col., 1992) es el que más mayor número de especies incluye 

dentro de esta familia; concretamente 27 especies se han aislado de sitios muy diversos, 

como agua de mar, suelo y lagos hipersalinos, aguas residuales, cultivos de dinoflagelados, 

sedimentos marinos, etc. Dentro de esta familia, se incluyen otros géneros con representantes 

halófilos como son Melitea (Urios y col., 2008), Microbulbifer (González y col., 1997), 

Marinobacterium (González y col., 1997), Marinimicrobium (Lim y col., 2006), Haliea 

(Urios y col., 2008), Glaciecola (Bowman y col., 1998), Bowmanella (Jean y col., 2006), 

Alteromonas (Baumann y col., 1972), Aliagarivorans (Jean y col., 2009), Agarivorans 

(Kurahashi y Yokota 2004), Aestuariibacter (Yi y col., 2004), Salinimonas (Jeon y col., 

2005), Saccharophagus (Ekborg y col., 2005). Solamente en el género Alishewanella (Vogel 

y col., 2000) no se ha descrito hasta el momento ninguna especie halófila. 

La cepa M1-120 constituye una nueva especie del género Pseudoalteromonas 

(Pseudoalteromonas salina) perteneciente a la familia Pseudoalteromonadaceae (Ivanova y 

col., 2004) que también se clasifica dentro del orden Alteromonadales. Esta familia incluye a 
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los géneros Algicola (Ivanova y col., 2004), Pseudoalteromonas (Gauthier y col., 1995), 

Psychrosphaera (Park y col., 2010), de los cuales, sólo el género Pseudoalteromonas tiene 

representantes halófilos. Los miembros de esta familia han sido aislados predominantemente 

de agua de mar, lagos y sedimentos salinos.  

En lo que se refiere a las arqueas, la cepa M2-2D es un miembro de la familia 

Halobacteriaceae dentro del orden Halobacteriales, también llamadas haloarqueas. Las 

arqueas se incluyen en dos phyla llamados Eryarchaeota y Crenarchaeota. Todas las 

arqueas halófilas que se han podido cultivar hasta el momento pertenecen al phylum 

Euryarchaeota pero los estudios de ecología molecular también han puesto de manifiesto 

que existen Crenarchaeota en los medios hipersalinos. La familia Halobacteriaceae incluye 

33 géneros (de la Haba y col., 2011; Dworkin y col., 2007a; Garrity y col., 2005a; Oren, 

2002) pero la cepa M2-2D no guarda suficiente relación con ninguno de ellos por lo que será 

descrita como especie tipo dentro de un nuevo género con el nombre de Saliniarchaeom 

ramblicolum 

III.2.4.1. Cepa M3-97 

Teniendo en cuenta que la cepa M3-97 sólo está relacionada filogenéticamente con 

Halomonas cerina con un porcentaje de identidad del 97,23 % y que además difiere de una 

forma significativa en sus características fenotípicas y en su contenido en G+C del ADN, 

consideramos que puede constituir un nuevo taxa, por lo que proponemos la cepa M3-97
T
 

como la cepa tipo de la nueva especie Halomonas lipolytica dentro del género Halomonas. 

Descripción de Halomonas lipolytica sp. nov. 

Halomonas lipolytica (1i.po.ly'ti.ca. Gr. n. lipos grasa; Gr. adj. lytikos disolvente; 

M.L. adj. lipolytica que disuelve la grasa). 

Las células son bacilos Gram negativos con un tamaño de 1,2-1,4 x 3,2-3,5 µm, 

móviles mediante flagelos peritricos. Catalasa positivo y oxidasa negativo, con metabolismo 

respiratorio con oxígeno, nitrato y nitrito como aceptor final de electrones. Reduce el nitrato 

en aerobiosis. En medio sólido forma colonias convexas de color crema y mucosas. Los 

rangos de concentraciones salinas, de temperatura y pH en los que puede crecer son los 

siguientes: entre el 3 % y el 25 % (p/v) de sales, entre 21 y 41 ºC y entre los valores 5 y 10 

de pH, siendo el crecimiento óptimo a 5 % (p/v) de sales, 32 ºC y pH 7. Crece en agar 

MacConkey y Agar Cetrimida. Hidroliza el Tween 20 y el Tween 80 pero no la caseína, el 

DNA, la gelatina, ni la tirosina. No produce sulfhídrico. Presenta las enzimas lecitinasa y 

fosfatasa pero no produce amilasa, hemolisina, ornitina descarboxilasa ni ureasa. No produce 

ácidos de ninguno de los sustratos ensayados (amigdalina, L-arabinosa, D-glucosa, D-

manitol, D-melibiosa, mio-inositol, L-ramnosa, sacarosa y D-sorbitol). Utiliza como única 

fuente de carbono y energía: acetato, citrato, D-celobiosa, D-fructosa, D-galactosa, etanol, 

http://www.bacterio.cict.fr/a/algicola.html
http://www.bacterio.cict.fr/p/pseudoalteromonas.html
http://www.bacterio.cict.fr/p/psychrosphaera.html
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mio-inositol, L-ramnosa, succinato y D-trealosa; emplea como única fuente de carbono, 

nitrógeno y energía: L-alanina, L-histidina, L-serina, L-valina. No utiliza los siguientes 

sustratos como única fuente de carbono y energía: L-arabinosa, adonitol, almidón, caprilato, 

D-gluconato, DL-lactato, D-manitol, D-manosa, D-rafinosa, esculina, glicerol, lactosa, 

propionato, salicina y sorbitol. No emplea L-metionina ni L-fenilalanina, como única fuente 

de carbono, nitrógeno y energía. Es sensible a ácido nalidíxico (30 μg), amoxicilina (25 μg), 

ampicilina (10 μg), cefalotina (30 μg), gentamicina (10 μg), polimixina B (300 UI), 

rifampicina (5 μg), sulfamida (300 μg), tetraciclina (30 μg) y tobramicina (10 μg), y 

resistente a eritromicina (15 μg) y penicilina G (10 μg). Presenta un contenido de G+C de 

66,9 moles %. Sus ácidos grasos predominantes son C18:1ω7c (45,01%, p/p) y C16:0 

(25,93%, p/p). Su principal ubiquinona es la ubiquinona 9 (92 %, p/p).  

La cepa tipo M3-97
T
 fue aislada de una muestra de agua salina de la finca de la 

Salina, un área perteneciente al Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, España). 

III.2.4.2. Cepa M1-16-X 

Considerando que la cepa M1-16-X sólo está relacionada filogenéticamente con 

Halomonas fontilapidosi y Halomonas alkaliphila con un porcentaje de identidad del 96,94 

% y 96,88 %, respectivamente y que además difiere de una forma significativa en sus 

características fenotípicas y en su contenido en G+C del ADN, proponemos a la cepa M1-16-

X
T
 como la cepa tipo de la nueva especie Halomonas proteolytica dentro del género 

Halomonas. 

Descripción de Halomonas proteolytica sp. nov. 

Pseudomonas proteolytica (pro.te.o.ly t́i.ca. N.L. fem. adj. proteolytica proteolitica).  

Las células son bacilos Gram negativos de tamaño comprendido entre 2,4-2,5 x 1,2-

1,3 µm, móviles mediante flagelos peritricos. En medio sólido forma colonias convexas, 

mucosas, circulares, de color crema. Crece en un rango de soluciones de sales comprendido 

entre el 1 y el 30 % (p/v) con un óptimo de crecimiento a 5 % (p/v). Crece en un rango de 

temperatura que oscila entre 22 y 41 ºC y pH entre 5 y 10, con óptimo crecimiento a 32 ºC y 

a pH 7. Catalasa positivo y Oxidasa negativo. Con metabolismo respiratorio con oxígeno y 

nitrato como último aceptor de electrones. No respira sobre nitrito ni sobre fumarato. Reduce 

anaeróbicamente el nitrato. Crece en agar Cetrimida pero no en agar MacConkey. Es capaz 

de hidrolizar la gelatina y el Tween 20, pero no el almidón, la caseína, el ADN, la tirosina ni 

el Tween 80. No produce fosfatasa, hemolisina, lecitinasa, ornitina descarboxilasa ni ureasa. 

No produce sulfhídrico. Produce ácidos de D-glucosa y mio-inositol pero no de amigdalina, 

L-arabinosa, D-manitol, D-melibiosa, sacarosa, D-sorbitol y L-ramnosa. Utiliza como única 

fuente de carbono y energía acetato, almidón, caprilato, D-celobiosa, citrato, D-galactosa, 

glicerol, D-gluconato, D-glucosa, mio-inositol, propionato, L-ramnosa, sorbitol, succinato y 
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D-trealosa. Como única fuente de carbono, nitrógeno y energía emplea L-alanina, L-histidina 

y L-serina. No utiliza adonitol, D-fructosa, D-manitol, D-manosa, L-lactosa, etanol, D-

rafinosa, D-salicilina, esculina ni lactosa, como única fuente de carbono y energía. No 

emplea L-arabinosa, L-metionina, L-valina ni L-fenilalanina como única fuente de carbono, 

nitrógeno y energía. Es sensible a amoxicilina (25 μg), ampicilina (10 μg), cefalotina (30 

μg), gentamicina (10 μg), ácido nalidíxico (30 μg), penicilina G (10 μg), rifampicina (5 μg), 

sulfamida (300 μg) y tetraciclina (30 μg), y resistente a eritromicina (15 μg). Presenta un 

contenido en G+C de 56,2 moles %. Sus ácidos grasos predominantes son C18:1ω7c 

(58,02%, p/p) y C16:0 (24,19%, p/p). Su principal ubiquinona es la ubiquinona 9 (97 %, 

p/p).  

La cepa tipo M1-16-X
T
 fue aislada de una muestra de agua de una surgencia salina 

en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, España). 

III.2.4.3. Cepa M4-3M 

La cepa M4-3M presentó en la secuencia del gen de su ARNr 16S un porcentaje de 

identidad del 97,9% con Marinobacter segnicrescens, con quién, sin embargo, mantiene 

considerables diferencias fenotípicas. Por tanto creemos que podemos hallarnos ante una 

nueva especie del género Marinobacter, para la cual, proponemos el nombre de 

Marinobacter halophilus. 

Descripción de Marinobacter halophilus sp. nov.  

Marinobacter halophilus (ha.lo.phi´lus. Gr. n. halos sal; Gr. adj. philos amigo; N.L. masc. 

adj. halophilus amigo de la sal). 

Las células son bacilos Gram negativos con un tamaño de 0,5 x 1,9 µm, móviles 

mediante un único flagelo polar. En medio sólido forma colonias convexas de color crema 

Catalasa positivo y oxidasa negativo. Reduce el nitrato en condiciones de aerobiosis. 

Presenta metabolismo respiratorio con nitrato y oxígeno pero no nitrito como último aceptor 

de electrones. Crece entre 3% y 20 % (p/v) de sales y en un rango de 7 a 9 de pH y 

temperatura entre 32 y 51ºC. El crecimiento óptimo se observa a 5 % (p/v) de sales, 32 ºC y 

pH 7. Crece en agar MacConkey y agar Cetrimida. Hidroliza la esculina, la gelatina, el 

Tween 20, el Tween 80 y la tirosina y produce pigmento de la tirosina. No hidroliza el 

almidón. No produce las enzimas lecitinasa, ornitina descarboxilasa ni ureasa. Crece en 

todos los compuestos ensayados como única fuente de carbono y energía o fuente de 

carbono, nitrógeno y energía (acetato, citrato, D-fructosa, D-galactosa, D-glucosa, glicerol, 

lactosa, L-alanina, L-histidina y succinato). Produce ácidos a partir de D-fructosa y D-

glucosa pero no a partir de amigdalina, D-manitol, D-melibiosa, D-sorbitol, L-arabinosa, L-

ramnosa, mio-inositol ni sacarosa. Es sensible a ácido nalidíxico (30 µg), polimixina B (300 

UI) y sulfamida (300 µg), y resistente a amoxicilina (25 µg), ampicilina (10 µg), cefalotina 
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(30 µg), eritromicina (15 µg), gentamicina (10 µg), penicilina G (10 µg), rifampicina (5 µg) 

y tetraciclina (30 µg). El contenido en G+C es de 56,2 moles %. Sus ácidos grasos 

predominantes son grasos 15:0 ANTEISO (34,30 %, p/p), 17:0 ANTEISO (13,98 %, p/p) y 

16:0 (13,28 %, p/p). Su principal ubiquinona es la ubiquinona 9 (93 %, p/p). 

La cepa tipo M4-3M
T
 fue aislada de una muestra de agua salina de la finca de la 

Salina, un área perteneciente al Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, España). 

III.2.4.4. Cepa M1-120 

La cepa M1-120 presentó en la secuencia del gen de su ARNr 16S un porcentaje de 

identidad del 97,9% con Pseudoalteromonas carrageenovora, con quién, sin embargo, 

mantiene considerables diferencias fenotípicas. Por tanto creemos que podemos hallarnos 

ante una nueva especie del género Pseudoalteromonas, para la cual, proponemos el nombre 

de Pseudoalteromonas salina.  

Descripción de Pseudoalteromonas salina sp. nov. 

Pseudoalteromonas salina (sa.li´na. L. fem. adj. salina salado, salina). 

Las células son bacilos Gram negativos con un tamaño de 0,9-1,0 x 2,1-2,3 µm, 

móviles mediante un único flagelo polar. En medio sólido forma colonias convexas de color 

blanco-crema. Catalasa positivo y oxidasa negativo. Presenta metabolismo respiratorio con 

oxígeno como último aceptor de electrones. Crece entre el 1% y 15 % (p/v) de sales, en un 

rango de pH de 6 a 10 y de temperatura entre 22 y 37ºC. El crecimiento óptimo de la cepa se 

observa a 5 % (p/v) de sales, 32 ºC y pH 7. Crece en agar MacConkey. Produce la enzima 

fosfatasa y ureasa pero no hemolisina. Hidroliza la caseína, la esculina, el Tween 20 y el 

Tween 80 pero no el almidón ni la tirosina. Crece sobre D-fructosa, L-lactosa, D-glucosa y 

succinato como única fuente de carbono y energía, y sobre L-alanina como única fuente de 

carbono, nitrógeno y energía. Es sensible a polimixina B (300 UI), amoxicilina (25 μg), 

tetraciclina (30 μg), tobramicina (10 µg), gentamicina (10 μg), ampicilina (10 μg), 

rifampicina (5 μg) y cefalotina (30 μg), y resistente a la sulfamida (300 µg), eritromicina (15 

µg), ácido nalidíxico (30 µg) y penicilina G (10 µg). El contenido en G+C es de 37,9 moles 

%. Sus ácidos grasos predominantes son 16:0 (29,85 %, p/p) y 12:0 3OH (8,26 %, p/p).  

La cepa tipo M1-120
T
 fue aislada de una muestra de agua salina de la finca de la 

Salina, un área perteneciente al Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, España). 

III.2.4.5. Cepa M2-2D 

En base a las diferencias tanto fenotípicas como filogenéticas de la cepa M2-2D 

respecto a los géneros y especies válidamente descritos de la familia Halobacteriaceae, 

consideramos que esta cepa debe ser reconocida como tipo de una nueva especie, dentro de 



Discusión 

 

148 
 

un nuevo género para los cuales proponemos los nombre Saliniarchaeom y Saliniarchaeom 

ramblicolum 

Descripción de Saliniarchaeom gen. nov. 

Saliniarchaeom  

Las células son pleomórficas. Catalasa positivo. En medio sólido forma colonias 

circulares, convexas, mucosas y son pigmentadas de rosa. Metabolismo respiratorio. 

Produce ácidos de la glucosa. Presenta una alta versatilidad nutricional. Halófilo extremo. 

Requiere Na
+
 y Mg

2+
. La especie tipo es Saliniarchaeom ramblicolum.  

Descripción de Saliniarchaeom ramblicolum sp. nov. 

ramblicolum [ram.bli.co´la. Español sb. fem. rambla del Árabe sb. ramla lit. terreno 

arenoso; L. suff. [in]cola habitante de; N.L. sb. fem. nom. ramblicola habitante de una 

rambla.  

Además de las características ya descritas para el nuevo género, la especie es 

oxidasa negativo. En medio sólido forma colonias circulares y convexas de color rosa y 

mucosas. Crece entre un 15 % y 30 % (p/v) de sales con un crecimiento óptimo al 25 % 

(p/v). Requiere un mínimo de magnesio del 0,5 % (p/v) para su crecimiento siendo el 

óptimo a 10 % (p/v). Crece en un rango de temperatura entre 25-51 ºC y de pH entre 6 y 9 

con un óptimo de crecimiento a 37 ºC y a pH 7,5. Su metabolismo es respiratorio con 

oxígeno y nitrato como último aceptor de electrones. Reduce el nitrato en aerobiosis. 

Hidroliza el almidón y la gelatina pero no el Tween 80. Indol negativo. Produce fosfatasa 

pero no ADNasa. No crece en anaerobiosis con L-arginina ni nitrato. Produce ácidos de D-

galactosa y D-glucosa, pero no de L-arabinosa, D-fructosa, DL-glicerol, D-lactosa, D-

trealosa ni D-xilosa. Utiliza D-fructosa, D-galactosa, DL-glicerol, D-glucosa y D-xilosa 

como única fuente de carbono y energía. Es sensible a la rifampicina (5 µg) y resistente al 

acido nalidíxico (30 µg), bacitracina (10 UI), ciprofloxacina (5 µg), penicilina G (10 UI), 

Trimetropin-Sulfametoxazol (1,25 µg + 23,75 µg), ampicilina (10 µg), cefalotina (30 µg), 

cloranfenicol (30 µg), eritromicina (15 µg), estreptomicina  (10 µg) y tetraciclina (30 µg). 

La cepa tipo M2-2D
T
 fue aislada de una muestra de suelo salino de la Finca de la 

Salina, un área perteneciente al Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, España). 
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III.3.1. RESUMEN 

Conocer la diversidad microbiana se considera parte primordial del estudio de los 

ecosistemas. El Humedal de Ajauque y Rambla Salada, un paraje inexplorado desde el punto 

de vista microbiológico, está considerado Espacio Protegido de la comunidad Murciana 

(BORM 10/9/1998), de ahí el gran interés que suscita este estudio. 

El análisis de la composición microbiana para cada época y zona de muestreo se llevó 

a cabo mediante la métrica de distancia euclidiana cuadrada. La matriz de datos se elaboró 

con la asignación taxonómica a nivel de género dada por el programa EzTaxon Server 2.1 

utilizando la secuencia parcial de la región hipervariable V1-V3 del gen del ARNr 16S con 

un porcentaje de identidad de al menos el 95 %. El estudio global se realizó mediante el 

cálculo del parámetro estadístico Chi-Cuadrado con el programa Statgraphics Centurion 

versión 16.1.11. 

Analizada la composición microbiana, se hizo un estudio de diversidad utilizando el 

programa informático DOTUR el cual calculó los índices de diversidad y estimadores de 

riqueza mediante el análisis de la secuencia parcial del gen del ARNr 16S a un nivel de 

distancia genética del 3 %. 

Este estudio nos permitió poner de manifiesto la alta diversidad procariota existente en 

el Humedal de Ajauque y Rambla Salada, diversidad que no se ve afectada por la época de 

muestro. 
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III.3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

III.3.2.1. Composición de las comunidades  

El análisis de las comunidades se llevó a cabo para las cuatro épocas de muestreo y 

los cuatro hábitats seleccionados en el Humdal de Ajauque y Rambla Salada (véase el 

Capítulo 1). 

Mediante la identificación taxonómica, obtenida de la secuencia parcial del gen del 

ARNr 16S (véase el Capítulo 2), se construyó una matriz de datos con el número total de 

cepas de cada género en función de las dos agrupaciones mencionadas (épocas y zonas de 

muestreo).  

Esta matriz se importó al programa Statgraphics Centurion versión 16.1.11 y se hizo 

un análisis de agrupación empleando la métrica de distancia euclidiana cuadrada para 

obtener el dendrograma correspondiente mediante el análisis UPGMA (Hair y col., 1992). El 

rango de valores de la distancia euclidiana toma valores desde cero a infinito, por tanto, 

cuanto más próximo a cero, más parecidas son las variables, en nuestro caso, las distintas 

épocas y zonas de muestreo (Herrera, 2000). 

A continuación se realizó el test de hipótesis Chi-cuadrado (X
2
) para ambas 

agrupaciones, el cual da como resultado un valor numérico cuyo p-valor debe ser comparado 

con el nivel de significancia α = 0,05. Si el valor calculado es menor se podrá concluir que 

existe una asociación estadísticamente significativa entre las cepas aisladas, es decir, los 

distintos géneros identificados están representados en las dos agrupaciones realizadas.  

La fórmula de Chi-cuadrado es: 

 

donde O y E representan las frecuencias observadas y las esperadas respectivamente. 

III.3.2.2. Análisis de la diversidad  

La evaluación y comparación de la diversidad procariota se llevó a cabo mediante la 

agrupación de los microorganismos en Unidades Taxonómicas Operativas (OTUs, del inglés 

Operational Taxonomic Units), las cuales se obtuvieron utilizando las secuencias parciales 

del gen del ARNr 16S de cada microorganismo y estableciendo un nivel de distancia del 3 

%. 

X2 =
(O – E )2

E
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El análisis de la diversidad se hizo para las dos agrupaciones mencionadas utilizando 

el programa informático DOTUR (Schloss y Handelsman, 2005). Para ello, tras el 

alineamiento de las secuencias mediante el método CLUSTALX (Thompson y col., 1994), se 

construyó una matriz de distancias corregida empleando el método de Jukes-Cantor con el 

programa dnadist del paquete de programas PHYLIP (Felsenstein, 2002). Dicha matriz fue 

entonces importada al programa DOTUR que nos permitió obtener la agrupación de las 

secuencias en OTUs, la estimación de la riqueza en especies (Chao1 y ACE) los índices de 

diversidad de Shannon-Weaver (H’) y el recíproco de Simpson (1/D), así como las curvas de 

acumulación de especies y de rarefacción. Para los estudios de rarefacción, el número de 

remuestreos fue de 1.000.  

III.3.2.2.1. Estimación del número de OTUs 

El método aplicado para la agrupación de secuencias en OTUs fue el algoritmo de 

distancia máxima o “furthest neighbour” a un nivel de distancia del 3%. 

III.3.2.2.2. Índices de diversidad 

La diversidad de una comunidad depende de la riqueza (número de especies) y de la 

abundancia relativa de éstas (equitatividad o evenness, Begon y col., 1986). Los estimadores 

no paramétricos ponderan de diferente manera a las especies abundantes en relación con las 

especies menos abundantes. La medida más simple de diversidad que toma en cuenta tanto la 

abundancia como la riqueza de especies es el índice de diversidad de Simpson (D) (Simpson, 

1949), el cual se calcula a partir de la proporción de individuos de cada especie i que 

contribuyen al total de la muestra. Este índice está basado en la probabilidad de que si se 

toman dos individuos, estos sean de la misma especie (Brown y Bowman, 2001); valores 

cercanos a 1 indican que sólo unas pocas especies predominan en la muestra. La ecuación 

para su cálculo es:  

 

donde S es el número de especies, N es el total de especies presentes y n es el número de 

ejemplares por especie. 

Otro índice de diversidad muy utilizado es el denominado índice de Shannon-

Weaver (H´) (Shannon y Weaver, 1949), el cual calcula la probabilidad de predecir la 

especie de un individuo tomado al azar de la comunidad. Su valor más bajo es 0 y se 

corresponde con comunidades con una sola especie; valores altos indican que las 

comunidades están representadas por muchas especies, cada una con pocos individuos 

(Brown y Bowman, 2001). Este índice se calcula como: 
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donde S es el número de especies (la riqueza de especies), pi la proporción de individuos de 

la especie i respecto al total de individuos; es decir, la abundancia relativa de la especie i, 

medida como la razón del número de individuos de la especie i (ni) sobre el número de todos 

los individuos de todas las especies (N). 

III.3.2.2.3. Estimadores de riqueza 

Se utilizaron los estimadores Chao1 y ACE para evaluar la riqueza total de especies 

(Chao, 1984; Chao y col., 1993). Ambos consideran la proporción de especies observadas en 

relación a aquellas que han sido observadas solo una vez. Como se ha mencionado antes, en 

una comunidad muy diversa, la probabilidad de que las especies sean observadas más de una 

vez será baja ya que la mayoría de las especies estarán representadas por un solo individuo. 

Chao 1 estima el número de especies presentes en una comunidad basándose en aquellas que 

son menos abundantes (Chao y Lee, 1992; Smith y Van Belle, 1984), por lo tanto, toma los 

datos de las especies que están representadas por un solo individuo en la muestra (singletons) 

y las que están representadas por dos individuos (doubletons); este estimador es 

particularmente útil para muestras que tengan bajo número de especies, (Hughes y col., 

2001). En cambio, ACE (Chao y Lee, 1992) incorpora también datos de todas las especies 

con menos de 10 individuos. 

La fórmula para calcular cada uno de estos estimadores es: 

-Chao1:  

 

donde SChao1 es la riqueza total de especies, Sobs es el número de especies observadas, n1 es el 

número de especies observadas una vez y n2 es el número de especies observadas dos veces.  

 

 -ACE (Abundance Coverage Estimator):  

 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=La_riqueza_de_especies&action=edit&redlink=1
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donde SACE es la riqueza total de especies, Sabund es el número de especies abundantes (>10), 

Srare es el número de especies poco abundantes (≤10), CACE es la cobertura de la muestra y F1 

el número de especies con un individuo en la muestra. 

El concepto de cobertura muestreal fue introducido por Good en 1953 (Good, 1953) 

para corregir el sesgo producido en la estimación de la riqueza, ya que cuando se cuantifica 

la riqueza observada en la muestra como el número total de especies presentes en ella, se 

obtiene siempre un límite inferior para la riqueza. La cobertura muestreal es por tanto la 

proporción que representa la abundancia total de las especies presentes en una muestra, con 

relación a la abundancia total de la comunidad 

III.3.2.2.4. Curvas de acumulación de especies y curvas de rarefacción 

Se utilizó la curva de acumulación de especies para visualizar gráficamente el total 

de la diversidad de la comunidad procariota, mediante la representación del número de 

OTUs observados en función del número de secuencias obtenidas. 

Mediante las curvas de rarefacción se representó la expectativa estadística para las 

correspondientes curvas de acumulación.  

En ambas representaciones, a medida que la curva va alcanzando la asíntota mejor es 

la calidad del muestreo y se podrá conocer el valor real del número de OTUs de la 

comunidad y, por tanto, se considerará que el muestreo realizado representa fielmente la 

comunidad existente (Figura 43).  

 
Figura 43. Curvas de acumulación de especies y de rarefacción. 
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En la Tabla 30 se muestra un resumen de la agrupación de secuencias, índices de 

diversidad, estimadores de riqueza y curvas utilizadas en el análisis de la diversidad. 

Tabla 30. Parámetros utilizados en el análisis de la diversidad. 

INDICES  REFERENCIAS 

OTUs Staley, 1997 

Índice de diversidad de Shannon (H´) Shannon y Weaver, 1949 

Recíproco del índice de diversidad de Simpson (1/D) Simpson, 1949 

Estimadores de riqueza (SACE, SChao1) Chao, 1984; Chao y Lee, 1992 

Curvas de rarefacción Sanders, 1968; Hurlbert, 1971 

Curvas de acumulación de especies Colwell y Coddington, 1994 
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III.3.3. RESULTADOS 

III.3.3.1. Composicion de la comunidad microbiana 

III.3.3.1.1. Composicion de la comunidad bacteriana 

En la Tabla 31 se muestra el número de cepas bacterianas identificadas en cada 

género en función de cada época de muestreo y de las cuatro zonas estudiadas. El número de 

cepas identificadas fue mayor en junio de 2006 y en la zona de la finca de la Salina con 127 

y 232 aislados respectivamente (véase la Tabla 31).  

Se utilizó como criterio para la asignación a un determinado género el porcentaje de 

identidad superior o igual al 95% de la región hipervariable V1 a V3 de la secuencia del gen 

del ARNr 16S.  

El género Halomonas constituye el grupo más abundante, seguido de Bacillus, 

Marinobacter y Staphylococcus. Analizando cada uno de estos géneros, se observó que la 

representación de Bacillus y Halomonas fue similar en las distintas épocas de muestreo, no 

así en el estudio por zonas en el que el número de cepas fue mayor en la finca de la Salina 

seguida de la surgencia, humedal de Derramadores y trasvase Tajo-Segura; esto mismo 

ocurrió con las especies identificadas de Marinobacter. 
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Tabla 31. Número de cepas identificadas en cada género según la época de muestreo y 

la zona estudiada. 

GÉNERO 
ÉPOCA DE MUESTREO ZONA DE MUESTREO 

F-06 J-06 N-07 F-07 FS S HD TT-S 

Acinetobacter  0 0 0 1 1 0 0 0 

Achromobacter  0 1 0 0 1 0 0 0 

Aurantimonas  0 0 2 0 2 0 0 0 

Bacillus  14 15 10 7 30 11 4 1 

Bartonella  0 0 1 0 1 0 0 0 

Brevibacterium  0 3 0 2 2 2 1 0 

Brevundimonas  0 0 6 0 6 0 0 0 

Cronobacter  0 0 1 0 0 0 0 1 

Halomonas  32 43 36 40 78 29 23 21 

Idiomarina  0 1 6 3 3 5 2 0 

Kushneria  1 1 1 0 2 0 1 0 

Labrencia  0 0 2 0 0 0 0 2 

Luteimonas  0 1 0 0 1 0 0 0 

Marinobacter  1 18 9 20 28 8 7 5 

Marinococcus  0 2 0 1 1 0 2 0 

Microbulbifer  0 1 0 0 1 0 0 0 

Nesiotobacter  0 1 0 0 0 0 0 1 

Oceanobacillus  1 0 2 0 0 3 0 0 

Palleronia  0 0 1 0 0 0 0 1 

Pantoea  0 0 0 2 1 1 0 0 

Paracoccus  0 0 0 1 1 0 0 0 

Planococcus  0 0 1 4 4 0 0 1 

Pseudoalteromonas  2 0 0 2 4 0 0 0 

Pseudomonas  0 0 1 1 1 0 0 1 

Riemerella  0 0 1 0 0 1 0 0 

Salinicola  0 1 0 0 0 1 0 0 

Salinimonas  0 0 0 3 0 0 0 3 

Salinivibrio  4 8 1 0 6 2 0 5 

Swaminathania  0 0 1 0 1 0 0 0 

Staphylococcus  5 3 18 2 15 11 2 0 

Vibrio  0 3 0 2 4 0 0 1 

Virgibacillus  0 7 0 0 4 2 1 0 

Yersinia  0 0 0 6 3 2 1 0 

Cepas no identificadas 14 18 22 8 31 9 10 12 

TOTAL 74 127 122 105 232 87 54 55 
F-06: febrero 2006; J-06: junio 2006; N-07: noviembre 2007; F-07: febrero 2007; FS: finca La Salina; 

S: surgencia; HD: humedal de Derramadores; TT-S: trasvase Tajo-Segura. 

El análisis mediante distancia euclidiana cuadrada (Figrua 44) reveló que en febrero 

de 2006 la comunidad bacteriana presentaba mayores diferencias en cuanto a diversidad, con 

una distancia de 135 con respecto al resto. En este mes no se aisló ninguna cepa 

perteneciente al género Idiomarina y un único aislado fue identificado como Marinobacter 
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sp. A una distancia de 120 se agruparon los muestreos realizados en junio de 2006 y 

noviembre de 2007 en los cuales no se identificó ningún aislado de los géneros 

Acinetobacter, Pantoea, Paracoccus, Pseudoalteromonas, Salinimonas y Yersinia y por el 

contrario, sólo en ambas épocas se aislaron cepas pertenecientes a los géneros Kushneria y 

Salinivibrio.  

Con respecto a las zonas muestreadas, la finca de la Salina mostró mayor diversidad 

formando un único grupo a una distancia euclidianana cuadrada de 85 (Figura 44). A su vez, 

a una distancia de 35 se agruparon las zonas de la surgencia y humedal de Derramadores. En 

el primer caso, la finca de la Salina fue la única zona en la que se aislaron los géneros 

Acinetobacter, Achromobacter, Bartonella, Luteimonas, Kushneria, Microbulbifer, Pantoea, 

Paracoccus, Swaminathania, Aurantimonas, Brevundimonas, Planococcus y 

Pseudoalteromonas. Además las cepas identificadas como Bacillus, Halomonas, 

Marinobacter y Staphylococcus se aislaron en una proporción muy superior al resto de las 

zonas. En el caso de la surgencia y humedal de Derramadores, se observó que sólo en estas 

zonas se aislaron cepas pertenecientes a los géneros, Oceanobacillus, Riemerella y 

Salinicola; mientras que en la zona del trasvase Tajo-Segura se identificaron especies de 

Cronobacter, Labrencia, Nesiotobacter, Palleronia, Labrencia y Salinimonas que no estaban 

presentes en el resto de zonas (Tabla 31 ). 

Sin embargo, las diferencias mencionadas resultaron no ser significativas cuando se 

llevó a cabo el estudio estadístico global mediante el parámetro chi-cuadrado (χ
2
). Éste 

indicó que existía una representación significativa de los géneros con la época y zona 

muestreada ya que en ambos casos el p-valor fue menor de 0,05 con un nivel de confianza 

del 95,0 % (Tabla 32).  

Tabla 32. Análisis estadístico de la composición de la comunidad bacteriana. 

 

 

 
 

 

 

* 99 grados de libertad. 

 

GRUPO DE ESTUDIO 
Chi-Cuadrado (χ

2
) Valor-P 

ÉPOCA DE MUESTREO 209,944* 0,0000 

ZONAS DE MUESTREO 164,462* 0,0001 
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Figura 44. Composición de la comunidad bacteriana en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia) 

en función del año y de la zona de muestreo (A). Análisis de cluster de la comunidad bacteriana a nivel de 

género en función de las dos agrupaciones (B). 

 

III.3.3.1.2. Composicion de la comunidad de arqueas 

En la Tabla 33 se muestra el número de cepas identificadas en cada género en 

función de la época y de la zona muestreada. Como puede observarse el número fue mayor 

en junio de 2006 (17 cepas) y menor en noviembre de 2007 (10 cepas). La finca de la Salina 

fue el hábitat con mayor número de representantes (29 cepas). 

Los géneros más abundantes fueron Haloferax y Natrinema con 10 aislados cada 

uno de ellos y Halostagnicola con 6 cepas. 
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Por otro lado, los géneros Haladaptatus, Halogeometricum, Halomicrobium y 

Halorhabdus estaban representados únicamente en uno de los años muestreados y en una 

zona de muestreo. La distribución de cepas fue homogénea en las distintas épocas del año; 

en cambio, cuando hicimos el estudio por zonas de muestreo, observamos que las cepas de 

arqueas fueron aisladas de la finca de la Salina y de la surgencia principalmente. 

Tabla 33. Número de cepas identificadas de cada género según la época de muestreo y 

la zona estudiada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F-06: febrero 2006; J-06: junio 2006; N-07: noviembre 2007; F-07: febrero 2007; FS: Finca La Salina;S: Surgencia; HD: 
Humedal de Derramadores; TT-S: Trasvase Tajo-Segura. 

Mediante el análisis de distancia euclidiana cuadrada se obtuvieron dos grandes 

grupos respecto a la época de muestreo. El primero incluía a las épocas de febrero y junio de 

2006 y noviembre de 2007; el segundo grupo, correspondiente a febrero de 2007, se separó 

del resto a una distancia de 25. El muestreo de febrero de 2007 se diferenció en que sólo en 

esa época se aislaron cepas de Halococcus y Halomicrobium y no se aisló ninguna cepa 

perteneciente al género Halostagnicola (Figura 45). A una distancia de 15 se formó un 

subgrupo con los muestreos de junio de 2006 y noviembre de 2007 los cuales se 

diferenciaron de febrero de 2006 por no haber aislado ninguna cepa de los géneros 

Halomicrobium, Halococcus, Halorubrum ni Natrialba. 

Con respecto a las zonas muestreadas, el dendrograma, obtenido por la métrica de 

distancia euclidiana cuadrada mostró dos grupos a una distancia de 25 y un subgrupo con 

una distancia de 15. La finca de la Salina fue el hábitat que presentó mayores diferencias ya 

que en esta zona se cuantificaron más aislados (29 cepas) de los cuales las cepas 

identificadas como Halogeometricum spp., Halorhabdus spp., Halomicrobium spp. y 

GÉNERO ÉPOCA DE MUESTREO ZONAS DE MUESTREO 

F-06 J-06 N-07 F-07 FS S HD TT-S 

Haladaptatus  0 0 2 0 0 0 2 0 

Haloarcula  0 4 0 0 3 1 0 0 

Halococcus  0 0 0 3 1 2 0 0 

Haloferax  0 1 4 5 8 2 0 0 

Halogeometricum  0 1 0 0 1 0 0 0 

Halomicrobium  0 0 0 2 2 0 0 0 

Halorhabdus  0 1 0 0 1 0 0 0 

Halorubrum. 4 0 0 0 3 1 0 0 

Halostagnicola  2 3 1 0 2 0 4 0 

Haloterrigena  3 1 0 0 1 1 0 2 

Natrialba  1 0 0 1 2 0 0 0 

Natrinema  1 6 3 0 5 4 0 1 

TOTAL 11 17 10 11 29 11 6 3 
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Natrialba spp. sólo estuvieron representados en este hábitat. Con respecto al subgrupo 

formado por la surgencia y humedal de Derramadores, en ambas zonas el número de aislados 

fue superior al del trasvase Tajo-Segura. (Figura 45). 

Al igual que ocurrió en la comunidad bacteriana, el análisis global del estudio de la 

composición de la comunidad de arqueas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada 

mediante el estadístico Chi-Cuadrado (χ
2
) resultó en un p-valor inferior a 0,05 con un nivel 

de confianza del 95 % en ambas agrupaciones lo que indicó nuevamente que estas 

diferencias obtenidas no eran significativas (Tabla 34).  

Tabla 34. Análisis estadístico de la composición de la comunidad de arqueas. 

 

 

 

*, 22 grados de libertad; **, 33 grados de libertad 
 

 

Figura 45. Composición de la comunidad de arqueas en el Humedal de Ajauque yRambla Salada (Murcia) 

en función de las épocas del año y las zonas muestreadas (A). Análisis de los cluster de la comunidad de 
arqueas a nivel de género en función de las dos agrupaciones (B). 
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III.3.3.2. Diversidad microbiana 

III.3.3.2.1. Diversidad bacteriana 

El estudio de la diversidad se llevó a cabo mediante el cálculo de los índices de 

diversidad y estimadores de riqueza con el programa informático DOTUR, así como con la 

representación de las curvas de acumulación de especies y de rarefacción. 

De las 428 cepas bacterianas aisladas, se obtuvo la secuencia parcial del gen del 

ARNr 16S de 366 aislados, los cuales se agruparon en 139 OTUs a un nivel de distancia del 

3 %. De acuerdo al método de agrupamiento de distancia máxima, la mayoría de las cepas 

identificadas, un total de 44 OTUs, se aislaron en junio de 2006; teniendo en cuenta las 

zonas de muestreo, el mayor número de secuencias se obtuvo de la Finca de la Salina (83 

OTUs) (Tabla 35). 

Tabla 35. Distribución de OTUs y estimaciones de riqueza de especies bacterianas. 

 

OTUs* H´* 1/D* ACE* Chao 1* 

TOTAL DE SECUENCIAS 
139 4,50 67 235,84 241,24 

ÉPOCA DE MUESTREO 
     

FEBRERO 2006 29 3,06 20 69,53 59,60 

JUNIO 2006 44 3,43 26 75,69 69,67 

NOVIEMBRE 2007 36 3,54 51 37,11 36,50 

FEBRERO 2007 37 3,31 27 55,82 54,00 

ZONA DE MUESTREO 
     

FINCA LA SALINA 83 4,80 52 152,78 128,05 

SURGENCIA 44 3,62 51 75,12 69,00 

HUMEDAD DE DERRAMADORES 24 3,05 32 34,50 31,33 

TRASVASE TAJO-SEGURA 31 3,17 25 80,93 66,00 
*, Datos obtenidos a nivel de distancia del 3 %. 

H’, índice de diversidad de Shannon; 1/D, recíproco del índice de diversidad de Simpson; ACE, estimador de riqueza ACE; 
Chao 1, estimador de riqueza Chao 1. 

En febrero de 2006, los índices de diversidad (H´= 3,06 y 1/D= 20) y el número de 

OTUs (29) fueron más bajos con respecto al resto de épocas muestreadas. Por el contrario, la 

mayor diversdiad se obtuvo en noviembre de 2007 (H´= 3,54 y 1/D= 51). 

Teniendo en cuenta las zonas de muestreo, se consideró de mayor diversidad 

bacteriana la zona de la Finca de la Salina en la cual los índices de diversidad fueron H´= 

4,80 y 1/D= 52 y los estimadores de riqueza Chao 1= 128,05 y ACE= 152,78.  



Resultados 

 

166 
 

La relación entre el número de OTUs observados y el total de las secuencias 

analizadas mediante la curva de acumulación de especies se representa en la Figura 46. En 

dicha figura, se incluyen también las curvas de rarefacción y la representación gráfica de los 

estimadores de riqueza Chao 1 y ACE. La calidad del muestro llevado a cabo se observó 

mediante la curva de rarefacción, la cual tiende a la asíntota y esto indicó que el número total 

de secuencias muestreadas pertenecientes al Humedal de Ajaque y Rambla Salada, 

representan una estimación inicial de la diversidad de bacterias cultivables que habitan en 

esta zona y por tanto, aunque se siguiese muestreando, el valor real del número de OTUs no 

variaría considerablemente. 

 

 
Figura 46. Curvas de acumulación de especies y de rarefacción de las secuencias del gen del ARNr 16S de 
las cepas bacterianas aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada. La riqueza en OTUs estimada se 
representa mediante las curvas de los estimadores Cha1 y ACE. 

Por otro lado, la calidad del muestreo se puede observar en la Figura 47 (A y B) en la 

que se muestra el análisis de rarefacción, también a un nivel de distancia genética del 3 %, 

para las distintas épocas de muestreo (A) y las distintas zonas estudiadas (B). 

La curva obtenida del análisis de rarefacción en el mes de febrero de 2006, aún 

tendiendo a la asíntota, sugiere un bajo número de secuencias muestreadas y por tanto la 

necesidad de realizar nuevos aislamientos para conocer la diversidad real de este hábitat. 

Estas observaciones se relacionan con los índices más bajos de Shannon y Simpson (3,06 y 

20 respectivamente) con respecto a los valores de riqueza obtenidos en las otras épocas de 

muestreo. 
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Figura 47. Curvas de rarefacción de las secuencias del gen del ARNr 16S de cepas bacterianas en función 

de las épocas de muestreo (A) y de los hábitats estudiados (B). 

III.3.3.2.2. Diversidad de arqueas 

El estudio de la diversidad de las especies de arqueas existentes en el Humedal de 

Ajauque y Rambla Salada se llevó a cabo mediante al análisis de la secuencia parcial del gen 

del ARNr 16S de las 49 cepas aisladas.  

En la Figura 48 se muestra la curva de acumulación de especies y de rarefacción 

como representación de la calidad del muestreo llevado a cabo, mediante la relación del 

número de OTUs observados y el total de las secuencias analizadas con un porcentaje de 

similitud del 97 %. Se representa también la estimación de riqueza en OTUs mediante los 

estimadores Chao 1 y ACE. La tendencia a la asíntota de la curva de rarefacción indicó que 

el número total de cepas aisladas fue suficiente para poder estimar la diversidad de arqueas 

cultivables en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada. 

 



Resultados 

 

168 
 

 
Figura 48. Curvas de acumulación de especies y de rarefacción de las secuencias del gen del ARNr 16S de 
cepas de arqueas aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada. La riqueza en OTUs estimada se 
representa mediante las curvas de los estimadores Cha1 y ACE. 

A un nivel de distancia del 3 % las cepas se agruparon en 14 OTUs, los cuales 

provenían principalmente de las muestras de junio de 2006 (17 aislados agrupados con 8 

OTUs) y de la zona de la Finca de la Salina (29 aislados agrupados con 11 OTUs) (Tabla 

36). 

Los menores índices de diversidad (H´= 1,42 y 1/D= 5) se obtuvieron en el mes de 

febrero de 2006 (5 OTUs). 

Teniendo en cuenta los hábitat estudiados, se considera de mayor diversidad 

bacteriana la zona de la Finca de la Salina (11 OTUs) en donde los correspondientes índices 

fueron H´= 2,12 y 1/D= 8,50 y los estimadores de riqueza Chao 1= 15,34 y ACE= 12,50. 
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Tabla 36. Distribución de OTUs y estimaciones de riqueza de especies de arqueas. 

 
OTUs* H´* 1/D* ACE* Chao 1* 

TOTAL DE SECUENCIAS 14 2,35 10,50 16,78 15,50 

ÉPOCA DE MUESTREO 
     

FEBRERO 2006 5 1,42 5 9,56 6,5 

JUNIO 2006 8 1,84 7 48,32 18,0 

NOVIEMBRE 2007 5 1,47 5 5,46 5,0 

FEBRERO 2007 5 1,43 5 6,14 5,5 

ZONA DE MUESTREO 
     

FINCA LA SALINA 11 2,12 8,50 15,34 12,50 

SURGENCIA 6 1,84 10,99 11,00 9,00 

HUMEDAD DE DERRAMADORES 1 0,63 2,14 2 2 

TRASVASE TAJO-SEGURA 1 0,63 3,03 3 2 
*Datos obtenidos a nivel de distancia del 3 %.  

H`, índice de diversidad de Shannon; 1/D, recíproco del índice de diversidad de Simpson; ACE, estimador de riqueza ACE; 

Chao 1, estimador de riqueza Chao 1. 
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III.3.4. DISCUSIÓN 

El interés por conocer los microorganismos presentes en los ambientes salinos se hace 

indiscutible si pensamos que nos permitirá comprender la evolución de la vida en la Tierra, 

ya que se piensa que en este tipo de ambientes extremos comenzó la vida (Zafrilla y col., 

2010); además, conocer la población microbiana en hábitats salinos terrestres nos ayudará a 

conocer las propiedades de estos ecosistemas (Gendrin y col., 2005; Langevin y col., 2005), 

así como encontrar nuevas aplicaciones biotecnológicas de los microorganismos halófilos 

(Oren, 2002; DasSarma y col., 2010).  

La población microbiana de los hábitas salinos está compuesta fundamentalmente por 

miembros de los dominios Bacteria y Archaea (Burns y col., 2004; Maturrano y col., 2006; 

Hedi y col., 2009), sin embargo la diversidad microbiana del Humedal de Ajauque y Rambla 

Salada no había sido nunca analizada previamente a este trabajo. 

En nuestro estudio se aislaron 428 cepas bacterianas y 49 cepas de arqueas. De las 366 

secuencias de bacterias analizadas se identificaron miembros de 6 clases y 4 phyla. La 

mayoría de nuestros aislados pertenecían al phylum Proteobacteria (75 %) y dentro de este, 

a la clase Gammaproteobacteria (42 %), y al phylum Firmicutes (17 %), con el predominio 

de la clase Bacilli (17 %). En el caso de las cepas de arqueas, todas ellas pertenecían a la 

familia Halobacteriaceae. Nuestros resultados son similares a los de otros trabajos en los 

que se confirma que en los ambientes salinos predominan las especies cultivables del phylum 

Proteobacteria (Nemergut y col., 2011) y de la familia Halobacteriaceae (Moschetti y col., 

2006; Oh y col., 2010). Los medios utilizados en este estudio para el aislamiento y recuento 

de bacterias y arqueas así como las condiciones de incubación pueden haber influido 

notablemente en la selección de cepas, de manera que en las distintas épocas del año y zonas 

de muestreo se han aislado bacterias y arqueas con identidades taxonómicas muy próximas 

(Rodriguez-Valera, 2002). Si tenemos en cuenta que sólo somos capaces de cultivar del 1-10 

% de la microbiota existente en la naturaleza (Oren y Papke, 2010), este porcentaje se 

corresponde principalmente con los phyla Proteobacteria y Firmicutes, dejando atrás más de 

una veintena de phyla con la consiguiente pérdida de información muy valiosa como son los 

patrones biogeográficos, procesos metabólicos, y un largo etcétera. 

Esta situación, está cobrando cada vez mayor interés entre los microbiólogos. Por el 

momento, sólo se ha podido aislar los microorganimos de forma axénica, y por consiguiente 

estudiar y explotar una ínfima parte de los microorganismos que existen en la naturaleza. 

Esta información comenzó a vislumbrarse cuando a finales de los años 80 y principios de los 

90 se publicaron una serie de artículos que demostraron que la naturaleza estaba repleta de 

procariotas que desconocíamos. Los autores de estos trabajos, (Amann y col., 1990; 1995; 

Giovannoni y col., 1990; Green y Keller, 2006; Leadbetter, 2003; Olsen y Bakken, 1987; 

Pace, 1986) habían aplicado dos de las técnicas que más han influido en el desarrollo de la 
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ciencia moderna, la PCR y la secuenciación del ADN, para identificar directamente los 

organismos, que estaban presentes en una determinada muestra, a través de la secuencia de 

su gen ribosómico 16S. Desde entonces, no sólo sabemos que la naturaleza está repleta de 

procariotas, y posiblemente de pequeños eucariotas que aún no hemos descubierto ni hemos 

logrado cultivar, sino que también sospechamos que éstos podrían ser incluso más 

abundantes en el medio ambiente que las cepas que ahora cultivamos y tener una actividad 

importante en su ecología. Además se conoce que el 90% de la diversidad procariota se 

encuentra en el subsuelo de la corteza terrestre y sólo el 10% se alberga en la biosfera 

superficial (aguas, sedimentos, aires y suelo superficial) (Roselló-Mora y López-López, 

2008). 

Como ya hemos expuesto con anterioridad, las bacterias halófilas moderadas que se 

han aislado hasta el momento pertenecen principalmente a las Gammaproteobacterias y a los 

Firmicutes . Nuestros resultados están relacionados con la bibliografía existente ya que de 

nuestro estudio se deduce que el 35 % de las cepas aisladas se corresponden con especies del 

género Halomonas y el 11 % con especies de Bacillus. Estos datos son muy importantes si 

tenemos en cuenta que los estudios de diversidad en ambientes salinos en nuestro país son 

escasos (Ventosa y col., 1998), destacando los estudios realizados desde los años ochenta por 

Rodríguez-Valera en las salinas de Santa Pola (Alicante) (Rodríguez-Valera y col., 1981, 

1985, 1991; Martínez-Murcia y col., 1995; Benlloch y col., 2002) y más recientemente en la 

zona mediterránea (Danovaro y col., 2010; Coll y col., 2010).  

Por otro lado, se puede observar como los taxa más abundantes (Halomonas, 

Bacillus y Marinobacter) tienen patrones de distribución similares, lo cual está relacionado 

con los resultados obtenidos por Nemergut y colaboradores (2011). En cambio, el resto de 

especies parecen tener patrones biogeográficos distintos pudiendo estar controlados por 

variables ambientales (Horner-Devine y col., 2004). Se considera además que las 

interacciones bióticas son también responsables de la composición de las comunidades 

microbianas mediante interacciones competitivas o nichos de especialización (Horner-

Devine y col., 2007). 

El estudio estadístico llevado a cabo sobre el total de las cepas bacterianas aisladas e 

identificadas a nivel de género utilizando como criterio el porcentaje del 95 % de identidad 

del gen del ARNr 16S, mostró que existía una relación entre los géneros seleccionados y las 

épocas del año y zonas muestreadas. Esto puede ser debido al alto porcentaje de cepas 

identificadas como especies de Halomonas , Bacillus y Marinobacter, los cuales se 

caracterizan por su alta versatilidad metabólica lo que les confiere un elevado grado de 

ubicuidad (Ventosa, A., 2008).  

Similares resultados se produjeron en el estudio de la comunidad de arqueas. En este 

caso, la totalidad de las cepas aisladas se identificaron como miembros de la familia 

Halobacteriaceae. Las arqueas halófilas de esta la familia son los microorganismos halófilos 
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por excelencia, representados en distintos ambientes salinos como el Mar Muerto, lagos 

hipersalino de Magadi y Kenia y cristalizadores salinos (Bodaker y col., 2009; Grant  y col., 

1999; Baati y col., 2008; Oh y col., 2010, Ozcan y col., 2007). Aunque las arqueas han 

estado tradicionalmente asociadas a ambientes extremos como lagos (Mutlu, 2008), hoy día 

se conoce que dichas especies habitan también otros ambientes salinos no extremos 

(Ventosa, 2006; Elshahed y col., 2004). 

En cuanto al análisis global de la diversidad bacteriana, tanto los índices de 

diversidad de Shannon y el recíproco de Simpson así como los estimadores de riqueza ACE 

y Chao 1 en las distintas épocas y zonas muestreadas fueron bastante elevados, lo que nos 

indica una alta diversidad bacteriana en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Shannnon 

y Weaver, 1949; Simpson, 1949 y Chao y Lee, 1992). Además, si tenemos en cuenta el total 

de secuencias (366), el índice de Shannon con un valor de 4,5 se aproxima a 5, el cual se 

considera de gran diversidad (Shannon y Weaver, 1949).  

Por otro lado, los índices de diversidad y estimadores de riqueza calculados para el 

estudio de la diversidad de arqueas son notablemente inferiores con respecto a la comunidad 

bacteriana, no obstante, si tenemos en cuenta el total cepas de arqueas, el índice de Shannon 

con un valor de 2,35 nos indican que la diversidad es elevada y dada la tendencia a la 

asíntota de la curva de rarefacción, se considera que dicha diversidad está bien representada 

por las cepas aisladas (Sanders, 1968; Hurlbert, 1971). 

Son muchos los hábitats salinos estudiados que muestran una elevada diversidad 

procariota (Moschetti y col., 2006; Baati y col., 2008; Hedi y col., 2009; Oren, 2008); sin 

embargo, pocos son los trabajos recogidos en los que se calculen estos índices y estimadores 

de riqueza que reflejen un verdadero estudio de la diversidad (Galand y col., 2009; Tamames 

y col., 2010; Auguet y col., 2009; Lozupone y col., 2007). Existen diferentes métodos 

todavía bastante complejos para analizar el genoma completo de los microorganismos 

aislados que en un futuro proporcionarán información acerca de la “biogreogaría funcional” 

(Green y col., 2008), pero hasta ese momento, estos índices nos ayudan a conocer los 

patrones de distribución microbianas. 
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III.4.1. RESUMEN 

Esta parte del estudio se realizó en colaboración con los departamentos de 

Microbiología, Química y Screening de la Fundación MEDINA (Fundación Centro de 

Excelencia en Investigación de Medicamentos Innovadores en Andalucía). 

Las resistencias, a veces múltiples, a los antimicrobianos así como el no 

descrubrimiento de nuevos productos en los últimos años a partir de los microorganismos 

productores de antibióticos clásicos, ha impulsado la búsqueda de antimicrobianos en otros 

microorganismos. En este trabajo hemos realizado este estudio en nuestras cepas halófilas. 

Las 428 cepas bacterianas aisladas en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada 

fueron cultivadas en cuatro medios de cultivo diferentes y los metabolitos producidos se 

recogieron mediante un proceso de extracción con acetona y posterior concentración. Los 

extractos fueron enfrentados a cultivos de Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii, 

Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y Aspergillus fumigatus mediante ensayo en 

medio líquido. Aquellos extractos que presentaron un porcentaje de inhibición de la 

actividad microbiana superior al 60% fueron confirmados mediante repetición del ensayo en 

medio líquido y en medio sólido. 

Se encontraron un total de 20 extractos bacterianos con actividad frente a 

Staphylococcus aureus y 5 frente a Aspergillus fumigatus. Estos resultados confirman el 

interés biotecnológico de las bacterias halófilas y la necesidad de seguir investigando en este 

campo teniendo en cuenta que son pocos los estudios que hasta estos días se han realizado en 

ambientes salinos. 
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III.4.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

III.4.2.1. Registro de cepas 

Las 428 cepas bacterianas a ensayar fueron 

registradas en la base de datos CTS (del inglés 

Culture Tracking System) (Figura 49) en la que se 

incluyeron los datos referentes al lugar de 

procedencia, la fecha de recogida, el tipo de 

muestra (suelo, agua o sedimento), el nombre de 

referencia, su asignación taxonómica y algunas 

observaciones adicionales de interés.  

III.4.2.2. Selección de los medios de cultivo y condiciones de incubación 

Cada cepa fue cultivada en cuatro medios 

distintos con objeto de aumentar las posibilidades 

de encontrar moléculas activas frente a bacterias, 

hongos filamentosos y/o levaduras (Tabla 37). El 

medio M1 correspondiente al medio MY al 5 % de 

sales (Moraine y Rogovin, 1966; Quesada y col., 

1993) se empleó con todas las cepas. Los otros 

medios de cultivo empleados se obtuvieron de la 

bibliografía consultada en el Diccionario de 

Productos Naturales (CRC Press Taylos and 

Francis Group) (Figura 50). La composición de 

todos los medios de cultivo utilizados en este 

capítulo se detalla en el anexo X. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 49. Formato  del programa CTS. 

 

 

 
Figura 50. Diccionario de Productos 

Naturales. 
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Tabla 37. Medios de cultivo utilizados en la búsqueda de sustancias antimicrobianas. 

GÉNERO M2 M3 M4 REFERENCIAS* 

Bacillus GSSm LM JM 
Zheng y col., 2007; Landy y col., 

1948; Akpa y col., 2001. 

Brevibacterium NB TSB NM 
Guyomarc´h, 2000; Dias y Weimer, 
1998; Ogata y col., 1971. 

Halomonas AnRS GlNR ASG-Fe 
Bitzer y col., 2006; Hoagland, 1933; 
Van-Thuoc y col., 2010. 

Idiomarina MM 5% (p/v) MB HM 
Argandoña y col., 2001; Yoshikawa y 
col., 1997; Ventosa y col., 1998. 

Marinobacter ASW HS MM5 % (p/v) 
Rontani y col., 1997; Hickford y col., 
2004; Argandoña y col., 2001. 

Microbulbifer MB HM MM 5% (p/v) 
Quévrain y col., 2009; Ventosa  y 
col., 1998; Argandoña y col., 2001. 

Pseudoalteromonas TSB MB Zobell 
Dias y Weimer, 1998; Feher y col., 
2011; Isnansetyo y Kamei, 2003. 

Salinimonas Mm C1 B1 
Nys y col., 2001; medios M2 y M3: 
Al-Zereini y col., 2010. 

Salinivibrio Mm C1 B1 
Nys y col., 2001; medios M2 y M3: 
Al-Zereini y col., 2010. 

Serratia PN TSB MM5 % (p/v) 
Foulds y Shemin, 1969; Dias y 
Weimer, 1998; Argandoña y col., 

2001. 

Staphylococcus MM5% (p/v) BHI m. 2X-YT m. 
Argandoña y col., 2001; Nascimento 
y col., 2004; Crupper y Landolo, 
1996. 

Vibrio Mm C1 B1 
Nys y col., 2001; medios M2 y M3: 
Al-Zereini y col., 2010. 

Yersinia NBD M9 m. LB 
Pelludat y col., 1998; Strauch y col., 
2001; Mokracka y col., 2004. 

Otros géneros MB HM MM 5% (p/v) 
Quévrain y col., 2009; Ventosa  y 
col., 1998; Argandoña y col., 2001. 

Cepas no 

identificadas 
MM 5% (p/v) HM MB 

Argandoña y col., 2001; Ventosa  y 
col., 1998; Quévrain y col., 2009. 

AnRS, Medio Antranílico; BHI, Infusión cerebro-corazón; GlNR, Medio Glutamato; GSSm, Medio GSS; HS, medio 

hipersalino; JM, Medio Jacques; LB, Caldo Luria-Bertani; LM, Medio Landy; MB, Caldo Marino; Mm, medio mínimo con 

glucosa; MM5%, medio mínimo; NB, Caldo nutritivo NBD, caldo nutritivo deficiente en hierro; PN, Caldo Penassay; TSB, 

Caldo tripticasa soja.  

*, el orden de las citas bibliográficas se corresponde para cada género con los medios M2, M3 y M4, respectivamente. 

Las cepas a ensayar se sembraron en placas con medio MY 5% (p/v) durante 5 días a 

32 ºC para comprobar que no existiese ningún tipo de contaminación, tras lo cual, dichas 

placas se utilizaron para obtener el inóculo correspondiente. Cada inóculo se preparó 

mediante la siembra de una colonia aislada en un tubo con 10 ml de medio MY al 5 % (p/v) 

que se incubó a 32 ºC, en agitación a 200 rpm, con un 70 % de humedad relativa durante 48 

horas en la estufa Kühner ISF-4-V. Estos inóculos se utilizaron para la posterior siembra en 

viales con 16 ml del medio de cultivo, los cuales se incubaron durante 5 días, a 32 ºC, en 

agitación a 200 rpm y una humedad relativa del 70 %.  
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III.4.2.3. Cultivo de las cepas  

Se establecieron distintos grupos de cultivo en función de la asignación taxonómica 

de cada cepa. A continuación se prepararon los viales en gradillas de 24 unidades y a su vez 

en grupos de 4, de forma que cada gradilla contenía 6 cepas (Figura 51).  

 
Figura 51. Posiciones de los viales con los medios de cultivo para cada cepa. 

Se transfirieron 0,5 ml de cada inóculo a 4 viales con distintos medios de cultivo en 

las condiciones mencionadas anteriormente. Con objeto de confirmar que no se había 

producido ninguna contaminación durante el proceso, se sembró paralelamente 1 ml de cada 

inóculo en medio MY sólido al 5 % (p/v) y se incubaron en las mismas condiciones. Se 

utilizó como control negativo los medios de cultivo sin inocular e incubados en iguales 

condiciones. 

III.4.2.4. Preparación de los extractos 

 Una vez finalizado el cultivo se procedió a la preparación de cada uno de los 

extractos. Para ello en primer lugar se procedió a lisar las células bacterianas con acetona 

para que liberasen al exterior su contenido intracelular de metabolitos. Tras concentrar el 

volumen de cada vial por evaporación en atmósfera de nitrógeno, se utilizó la resina SP207ss 

en fase reversa para captar las sales del medio del cultivo utilizado, eliminándolas 

posteriormente mediante un doble proceso de lavado y centrifugación. Finalmente los 

extractos fueron concentrados nuevamente por evaporación en atmósfera de nitrógeno. 

III.4.2.5. Ensayo de la actividad antimicrobiana 

III.4.2.5.1. Medios de cultivo 

Se emplearon medios de cultivo comerciales suministrados por diferentes 

proveedores. En la Tabla 38 se incluyen los medios de cultivo y las condiciones de 

incubación utilizados para cada microorganismo frente al que se ensayó la actividad 

antimicrobiana. Dichos medios se esterilizaron a 121ºC durante 30 minutos, con excepción 

del medio RPMI modificado que se esterilizó por filtración mediante el sistema Millipore 

ExpressTM Plus
®
. 
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Los microorganismos utilizados en el ensayo pertenen a la colección de cepas de la 

Fundación MEDINA.  

Tabla 38. Medios de cultivo empleados y condiciones de incubación. 

CEPA MEDIO SÓLIDO MEDIO LÍQUIDO* INCUBACIÓN 

Acinetobacter baumanii LB Agar LB Broth 20h, 37 ºC 

Aspergillus fumigatus PD Agar  
RPMI modificado + 
resazorina 0,002 % (p/v)  

30h, 37 ºC 

Candida albicans  SD Agar  RPMI modificado  20h, 37 ºC 

Pseudomonas aeruginosa LB Agar LB Broth  20h, 37 ºC 

Staphylococcus aureus  M1 M2 20h, 37 ºC 

Staphylococcus aureus 

meticilina resistente  
LB Agar LB Broth  20h, 37 ºC 

*, M1: LB Agar con cloranfenicol; M2: LB Broth con cloranfenicol ; PD Agar: Potato Dextrose Agar; RPMI: 
Roswell Park Memorial Institute; SD Agar: Sabouraud Dextrose Agar.  

III.4.2.5.2. Preparación de las disoluciones de antimicrobianos 

Los antimicrobianos utilizados como controles se muestran en la Tabla 39; todos 

ellos fueron suministrados por Sigma
®
.  

Tabla 39. Antimicrobianos utilizados como controles en los ensayos de determinación 

de la actividad antimicrobiana. 

CEPA CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO 

Acinetobacter baumanii Rifampicina Anfotericina B 

Aspergillus fumigatus 
Anfotericina B, Itraconazol 
y Caspofungina 

         - 

Candida albicans  Anfotericina B Penicilina G 

Pseudomonas aureginosa Ciprofloxacina Anfotericina B 

Staphylococcus aureus  Penicilina G Anfotericina B 

Staphylococcus aureus meticilina 

resistente 
Imipenen Anfotericina B 

Los disolventes y las concentraciones utilizadas en la preparación de los 

antimicrobianos se muestran en la Tabla 40. 

 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Roswell_Park_Memorial_Institute&action=edit&redlink=1
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Tabla 40. Preparación de los antimicrobianos. 

ANTIMICROBIANO DISOLVENTE 
CONCENTRACIÓN DEL 

ENSAYO (µg/ml) 

Anfotericina B DMSO puro 
Aspergillus sp. 4 - 0,5* 

Bacterias y levadura 0,625 - 0,078 

Caspofungina DMSO 20 % (p/v) 1 x 103 - 0,48 

Ciprofloxacina Agua estéril 1.57 - 0.19 

Imipenen Agua estéril 16 - 2 

Itraconazol DMSO 20 % (p/v) 1 x 103 - 0,48 

Penicilina G Agua estéril 0,03 – 3,9 x 10-3 

Rifampicina DMSO 20 % (p/v) 2,5 – 0,3 

         *, en el caso del ensayo en medio sólido, las cocentraciones utilizadas de Anfotericina B en Aspergillus  

          fumigatus fueron desde 1 x 10
3
 a 0,48 µg/ml mediante diluciones al medio (1/2) . 

III.4.2.5.3. Determinación de la actividad antimicrobiana 

A) Preparación del cultivo de los microorganismos de ensayo 

En función del microorganismo a ensayar, el inóculo utilizado se preparó a partir de 

un cultivo de 24 horas o directamente de una colonia. 

Aspergillus fumigatus 

Este hongo filamentoso se conserva habitualmente aislado en el medio PDAgar. A 

partir de este cultivo se preparó una suspensión de esporas añadiendo 30 ml de Tween 80 

salino estéril; las esporas fueron transferidas a un tubo con 50 ml de la misma solución; 

dichas esporas se contaron seguidamente en una cámara de Neubauer
®
 ajustando su 

concentración a 2,4 x 10
4
 esporas/ml. 

Para medir la actividad antifúngica de los compuestos se utilizó el colorante 

resazurina (Martín y col., 2007; Taneja y col., 2007). Dicho colorante es azul no fluorescente 

y cuando las células viables lo reducen a resorufina, adquiere un color rosa altamente 

fluorescente (Figura 52). 
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Figura 52. Reducción de la resazurina. 

Staphylococcus aureus y Candida albicans 

En el caso de Staphylococcus aureus el inoculo se preparó directamente 

resuspendiendo las colonias en medio LB hasta alcanzar una DO600 de 0,3. A esta suspensión 

se le añadió cloranfenicol a una concentración final de 34 µg/ml y a continuación se preparó 

una dilución 1:100. En el caso de Candida albicans la preparación del inóculo se hizo 

suspendiendo sus colonias en el medio RPMI modificado a una DO660 de 0,25 y posterior 

dilución 1:10 en el mismo medio (Roemer y col., 2003; Bills y col., 2009; Vicente y col., 

2009). De esta manera los inóculos de partida tenían una concentración de 6,25 x 10
5
 

UFC/ml y 1 x 10
7
 UFC/ml respectivamente, de acuerdo con las curvas de regresión 

establecidas previamente. 

Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumanii 

Los inóculos se prepararon suspendiendo varias colonias en 10 ml de medio LB que 

se incubó a 37 ºC en agitación a 200 rpm durante 18 horas. En el caso de Pseudomonas 

aeruginosa se preparó una dilución 1:100 para que la concentración final fuese de 5x10
5
 

UFC/ml de acuerdo con los valores establecidos en ensayos previos para los que a una DO600 

= 0,35 le corresponde una concentración de  1 x 10
10

 UFC/ml. Para Acinetobacter baumanii 

se preparó una dilución para una DO612 de 0,3 de manera que el inóculo tuviese una 

concentración final de 5 x 10
5
 UFC/ml.  

B) Ensayo para determinar la actividad antimicrobiana 

Los ensayos se realizaron en medio líquido empleando placas Microtiter
®
 de 96 

pocillos (Costar 3370, Corning, NY, USA). En primer lugar se dispensaron 10 µl de extracto 

de los microorganismos objeto de estudio en las posiciones A2-H11 mediante el sistema 

automático Tecan Aquarius. Un ejemplo de la distribución de las muestras en la placa se 

incluye en la Figura 53. 
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A continuación se añadieron con la ayuda de una pipeta multicanal, 100 µl de medio 

de cultivo en las posiciones A1-D1 que corresponderían con un valor de 100% de inhibición 

(“blancos”); 100 µl de inóculo en las posiciones E1-H1 que corresponderían con un valor de 

100% de crecimiento (“totales”); 10 µl de control positivo a distintas concentraciones de 

antimicrobiano que inhibe el crecimiento (posiciones A12-D12) y 10 µl de control negativo 

también a distintas concentraciones de antimicrobiano que no inhibe el crecimiento 

(posiciones E12-H12). Seguidamente con un dispositivo Multridop Combi (Thermo
®
) se 

distribuyeron 90 µl de inóculo en las posiciones A2-H12 (muestras y controles positivos y 

negativos).  

 
Figura 53. Distribución de las muestras y los controles en las placas de ensayo; •: blancos; 

•: totales; •: control positivo; •: control negativo. En el resto de los pocillos se dispensan los extractos.  

 

En el caso de Aspergillus fumigatus las placas se incubaron estáticamente según las 

condiciones indicadas en la Tabla 38. El crecimiento se midió por fluorescencia con el lector 

de placas multipocillos Victor 1TM (PerkinElmer
®
) utilizando los filtros de emisión y 

excitación de 615 nm y 590 nm respectivamente. Se tuvo en cuenta los posibles falsos 

negativos debido al sobrecrecimiento; en estos casos no se recibió señal fluorescente ya que 

el crecimiento fue tan alto que la resazurina se agotó y el medio quedó transparente.  

En los casos restantes (Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas 

aeruginosa y Acinetobacter baumanii) se hizo una lectura de absorbancia a 600-612 nm 

correspondiente al tiempo cero, en un espectrofotómetro Tecan Ultraevolution. 

Seguidamente, las placas se incubaron estáticamente durante 18-20 horas según las 

condiciones indicadas en la Tabla 38. Una vez transcurrido este tiempo y antes de realizar la 

lectura a tiempo final, se agitaron todas las placas en un Micromix (AB-gene 0661, Thermo 

Fisher Scientific) con el fin de disolver los posibles precipitados que se pudieran haber 

formado. 
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C) Cálculo del porcentaje de inhibición 

La actividad antimicrobiana se estimó mediante el programa Genedata Screener
®
. 

En el caso de Aspergillus fumigatus la fórmula empleada para calcular el porcentaje de 

inhibición de los diferentes extractos a través de la reducción del colorante resazurina fue: 

% Inhibición = 100 - % de reducción 

Siendo el cálculo del porcentaje de reducción:  

 

IFMUESTRA se corresponde con la medida de fluorescencia (615 nm y 590 nm de 

emisión y excitación respectivamente) del microorganismo incubado en presencia de los 

extractos;  IFBLANCO se corresponde con la medida de fluorescencia, a las mismas longitudes 

de onda, del medio de cultivo incubado en presencia de DMSO y IFTOTALES se corresponde 

con la medida de fluorescencia del microorganismo incubado en ausencia de los extractos. 

Sólo se consideraron activos los valores de inhibiciones superiores o iguales al 60 % en valor 

absoluto (Figura 54). 

 

Figura 54. Lectura del cálculo del porcentaje de inhibición en Aspergillus fumigatus. 

IFMUESTRA- IF BLANCO% reducción de resazurina =
IF TOTALES- IF BLANCO

x 100

Ejemplos de activos

Totales

Controles 
positivos

Blancos

Controles 
positivos

Muestras de extractos
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En los casos restantes (Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas 

aeruginosa y Acinetobacter baumanii), la fórmula empleada para calcular el porcentaje de 

inhibición de los diferentes extractos fue la siguiente: 

 

TOMuestra y TFMuestra se corresponden con la absorbancia a 612 nm del 

microorganismo sin incubar e incubado en presencia de los extractos, respectivamente; 

TOBlancos y TF Blancos se corresponden con la absorbancia, a igual longitud de onda, del medio 

de cultivo sin incubar e incubado en presencia del DMSO; y TOTotales y TF Totales se 

corresponden con la absorbancia del microorganismo sin incubar e incubado en ausencia de 

los extractos. Como en el caso anterior sólo se consideraron los activos valores de inhibición 

mayor o igual al 60 % (Figura 55). 

 

Figura 55. Lectura del cálculo del porcentaje de inhibición en Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumanii. 

III.4.2.5.4. Confirmación de los extractos con actividad antimicrobiana 

 Los extractos que presentaron un porcentaje de inhibición de la actividad 

antimicrobiana superior o igual al 60% frente a las bacterias y los hongos ensayados fueron 

(TFMuestra-T0Muestra)-(TFBlancos-T0Blancos)

(TFTotales-T0Totales)-(TFBlancos-T0Blancos)

% Inhibición =   1 - x 100

Controles 
positivos

Controles 
negativos

Blancos

Totales

Muestras de extractos

Ejemplos de activos
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confirmados mediante repetición del ensayo en medio líquido a doble concentración, y en 

medio sólido. 

La precisión del examen se confirmó mediante el factor corregido Z el cual viene 

dado por los parámetros de la media y desviación estándar. Un valor próximo a la unidad se 

considera que se ha relizado un ensayo exacto (Zhang JH, 1999).  

A) Determinación de la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus en 

medio líquido 

 El ensayo se llevó a cabo utilizando las cepas Staphylococcus aureus  y 

Staphylococcus aureus meticilina resistente. La técnica usada para la determinación de la 

actividad antimicrobiana en el caso de Staphylococcus aureus fue similar al protocolo 

descrito anteriormente (véase el apartado III.4.2.5.3.A). En el caso de Staphylococcus aureus  

meticilina resistente se siguió el mismo protocolo, utilizando en este caso como control 

positivo cuatro concentraciones del antimicrobiano Imipenen, desde 16 µg/ml hasta 2 µg/ml 

mediante diluciones al medio. 

 En ambos casos el ensayo se hizo utilizando 10 µl y 5 µl de cada extracto para 

conocer la curva que representa la pérdida de la actividad antimicrobiana y establecer así 

cuál es el volumen necesario para obtener el mayor porcentaje de inhibición. 

B) Determinación de la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus en 

medio sólido 

 Se prepararon los inóculos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus 

meticilina resistente en medio LB con cloranfenicol y medio BHI, respectivamente, 

incubando durante 18 horas. 

 En el caso de Staphylococcus aureus, al medio LB agar atemperado se le añadió un 

0,1 % (v/v) de inóculo (a una DO600 de 0,3), 0,2 % (p/v) de glucosa y 15µg/ml de 

cloranfenicol, y se repartió en placas OMNY TRAY de 48 pocillos. El inóculo de 18 horas de 

Staphylococcus aureus meticilina resistente se ajustó a una DO660 de 0,2 y se añadieron 3,3 

% (v/v) de éste al medio BHI agar atemperado, antes de su reparto en placa. 

 A continuación ambas placas se inocularon con 10 µl de extracto en cada pocillo, 

junto con los antimicrobianos correspondientes utilizados como controles, y se dejaron 

incubar durante 24 horas a 37ºC. Para la lectura de los halos de inhibición se anotó tanto el 

diámetro del halo como la transparencia o turbidez del mismo ya que ambos datos son 

criterios a tener en cuenta a la hora de seleccionar las posibles cepas productoras de 

sustancias antimicrobianas. En la Figura 56 se pueden observar dichos halos. 
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Figura 56. Halos de inhibición del crecimiento de Staphylococcus aureus.  

C) Determinación de la actividad antimicrobiana frente a Aspergillus fumigatus en 

medio líquido 

 Este ensayo se hizo siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado III.4.2.5.3. 

A, empleando volúmenes de 10 µl y 5 µl. 

D) Determinación de la actividad antimicrobiana frente a Aspergillus fumigatus en 

medio sólido. 

 Para este estudio se utilizaron placas OMNY TRAY con 48 pocillos preparadas con el 

medio nitrógeno base-glucosa (YNB-G) agar, al cual se le añadió una suspensión de esporas 

de Aspergillus fumigatus a una concentración de 7,5 x 10
5
 esporas/ml. A cada pocillo se le 

añadieron 10 µl de extracto. Los controles se realizaron añadiendo el mismo volumen de los 

antimicrobianos anfotericina B, itraconazol y caspofungina mediante diluciones al medio, 

desde una concentración inicial de 1 mg/ml hasta 0,48 µl/ml, utilizando DMSO al 20 % 

(v/v). 
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III.4.3. RESULTADOS 

De las 428 cepas bacterianas ensayadas, el 8,2 % (35 cepas) presentaron intensidades de 

antibiosis comprendidas entre el 60 % y 100 %; el resto presentó actividad antimicrobiana 

inferior al 60 % o dieron lugar a resultados dudosos por lo que fueron considerados no 

interesantes desde el punto de vista industrial. 

De las 35 cepas con actividad antimicrobiana, 25 presentaron actividad frente a 

Staphylococcus aureus, mientras que 10 cepas fueron biológicamente activas frente a 

Aspergillus fumigatus, no detectándose actividad antimicrobiana frente a Pseudomonas 

aeruginosa, Candida albicans ni Acinetobacter braumanii.  

En la Tabla 41 se muestran las cepas bacterianas ensayadas junto con su identificación 

taxonómica a nivel de género y el número de éstas que mostraron un porcentaje de inhibición 

superior o igual al 60% en el estudio realizado frente a Staphylococcus aureus y Aspergillus 

fumigatus, empleando el sistema automático Tecan Aquarius. 

Los géneros que presentaron actividad antimicrobiana superior al 60 % fueron 

Halomonas (13 cepas), Bacillus (7 cepas), Salinivibrio (3 cepas), Vibrio (3 cepas), 

Oceanobacillus (2 cepas), Yersinia (2 cepas), Marinobacter (1 cepa), Nesiotobacter (1 cepa), 

y Pantoea (1 cepa), y dos aislados no identificados filogenéticamente. 

Con actividad antibacteriana, el género Bacillus incluía a las especies Bacillus 

endophyticus (1 cepa), Bacillus vallismortis (1 cepa), Bacillus subtilis subsespecie 

inaquosorum (1 cepa) y Bacillus simplex (3 cepas). Respecto al género Halomonas, se 

identificaron las especies Halomonas caseinilytica (2 cepas), Halomonas hydrothermalis (2 

cepas), Halomonas gomseomensis (1 cepa), Halomonas pacífica (1 cepa) y Halomonas 

ventosae (3 cepas). De los géneros Oceanobacillus y Salinivibrio solamente se identificaron 

las especies Oceanobacillus manasiensis (2 cepas) y Salinivibrio proteolyticus (3 cepas) y 

del género Vibrio se identificaron las especies Vibrio azureus, Vibrio owensii y Vibrio 

rumoiensis con una cepa cada una. Por último se identificó una sola cepa como 

Nesiotobacter exalbescens. 
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Tabla 41. Cepas bacterianas cuyos extractos mostraron actividad antimicrobiana.  

 
NÚMERO DE CEPAS 

ACTIVIDAD 
ANTIBACTERIANA* 

ACTIVIDAD 
ANTIFUNGICA* 

Acinetobacter sp. 1 0 0 

Achromobacter sp. 1 0 0 

Aurantimonas spp. 2 0 0 

Bacillus spp. 46 6 1 

Bartonella sp. 1 0 0 

Brevibacterium spp. 5 0 0 

Brevundimonas spp. 6 0 0 

Cronobacter sp. 1 0 0 

Halomonas spp. 151 9 4 

Idiomarina spp. 10 0 0 

Kushneria spp. 3 0 0 

Labrencia spp. 2 0 0 

Luteimonas sp. 1 0 0 

Marinobacter spp. 48 0 1 

Marinococcus spp. 3 0 0 

Microbulbifer sp. 1 0 0 

Nesiotobacter sp. 1 1 0 

Oceanobacillus spp. 3 2 0 

Palleronia sp. 1 0 0 

Pantoea spp. 2 0 1 

Paracoccus sp. 1 0 0 

Planococcus spp. 5 0 0 

Pseudoalteromonas spp. 4 0 0 

Pseudomonas spp. 2 0 0 

Riemerella sp. 1 0 0 

Salinicola sp. 1 0 0 

Salinimonas spp. 3 0 0 

Salinivibrio spp. 13 3 0 

Swaminathania sp. 1 0 0 

Staphylococcus spp. 28 0 0 

Vibrio spp. 5 3 0 

Virgibacillus spp. 7 0 0 

Yersinia spp. 6 0 2 

Cepas no identificadas 62 1 1 

TOTAL 428 25 10 

*Porcentaje de actividad antimicrobiana superior o igual al 60 %, 

Con respecto a la actividad antifungica, los aislados pertenecían a las especies Bacillus 

vallismortis (1 cepa), Halomonas caseinilytica (1 cepa), Halomonas hydrothermalis (1 cepa), 

Halomonas ventosae (2 cepas), Yersinia intermedia (2 cepas), Marinobacter flavimaris (1 

cepa) y Pantoea stewartii subespecie stewartii (1 cepa).  

En todos los casos, la identificación se hizo mediante el análisis con el programa 

EzTaxon Server 2.1 de la secuencia parcial del gen del ARNr 16S hallándose un porcentaje 

de identidad superior al 97 % (véase el Capítulo 2). 
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III.4.3.1. Actividad antibacteriana 

Los extractos que dieron un porcentaje de actividad antimicrobiana superior o igual 

al 60 %, se confirmaron manualmente mediante la repetición del ensayo en medio líquido y 

en medio sólido como se describe en el apartado III.4.2.5.4. Los resultados se encuentran 

recogidos en la Tabla 42; en dicha tabla se han resaltado con fondo gris aquellos extractos 

que dieron lugar a porcentajes de inhibición del 100 % al utilizar 10 µl y que mantuvieron 

prácticamente dicho porcentaje al utilizar 5 µl del mismo. Con fondo verde se resaltan los 

extractos que mostraron porcentajes de inhibición superiores al 60 % al utilizar 10 µl. 

En la Tabla 42 se puede observar como 7 cepas (sombreadas en gris) mostraron 

porcentajes de inhibición del 100 % en medio líquido de Staphylococcus aureus y estos se 

mantuvieron cuando se utilizó la concentración de extracto a la mitad. Otras 13 cepas 

(sombreadas en verde) resultaron también interesantes por el alto porcentaje de inhibición al 

que dieron lugar cuando se utilizarón 10 µl de extracto. Además 8 de ellas también dieron 

lugar a halos de inhibición en medio sólido del mismo microorganismo.  

Seis de estas cepas se habían identificado como especies del género Bacillus (M1-

185, M1-113, M2-16, M3-82, M3-31 y M4-54), seis Halomonas spp. (M1-126, M1-111, 

M1-14-X, M2-15, M2-66-M y M3-41), tres Salinivibrio spp. (M2-78, M2-28 y M2-2-X), dos 

Oceanobacillus spp. (M3-111 y M3-109), dos Vibrio spp. (M2-164 y M4-26) mientras que la 

cepa M3-4X no pudo ser identificada. 

Las cepas M3-82, M3-111, M3-31 y M4-54 presentaron también actividad frente a 

Staphylococcus aureus meticilica resistente, lo que podría indicar que producen compuestos 

no relacionados con los antibióticos betalactámicos. 
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Tabla 42. Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus 

aureus meticilina resistente de los extractos seleccionados. 

CEPA ASIGNACIÓN 

TAXONÓMICA 
Staphylococcus aureus CEPA Staphylococcus aureus MR 

ENSAYO EN 

MEDIO 

LÍQUIDO 

ENSAYO 

EN AGAR 

ENSAYO EN 

MEDIO 

LÍQUIDO 

ENSAYO 

EN AGAR 

10 µl 5 µl 10 µl 10 µl 5 µl 10 µl 

M1-126 Halomonas sp. 96a 52 - M1-126 13 0 - 

M1-125 Halomonas sp. 54 52 - M1-125 19 10 - 

M1-185 Bacillus sp. 100 100 75Cb M1-185 48 38 70C 

M1-111 Halomonas sp. 100 70 - M1-111 36 0 - 

M1-113 Bacillus sp. 100 34 - M1-113 47 7 - 

M1-14-X Halomonas sp. 100 71 - M1-14-X 38 9 - 

M2-15 Halomonas sp. 97 59 - M2-15 23 19 - 

M2-164 Vibrio sp. 80 54 - M2-164 0 0 - 

M2-146 Nesiotobacter sp. 24 11 - M2-146 5 0 - 

M2-78 Salinivibrio sp. 100 57 - M2-78 2 4 - 

M2-16 Bacillus sp. 100 9 65C M2-16 71 7 50C 

M2-66-M Halomonas sp. 98 62 - M2-66-M 34 0 - 

M2-28 Salinivibrio sp. 64 47 - M2-28 4 0 - 

M2-2-X Salinivibrio sp. 66 49 - M2-2-X 8 0 - 

M3-82 Bacillus sp. 100 99 85C M3-82 42 42 140T 

M3-111 
Oceanobacillus 
sp. 

100 99 150C M3-111 49 42 120T 

M3-109 
Oceanobacillus 
sp. 

100 100 50C M3-109 8 17 135T 

M3-41 Halomonas sp. 99 70 - M3-41 36 1 - 

M3-31 Bacillus sp. 100 94 150C M3-31 47 41 120T 

M3-4X 
Cepa no 
identificada 

100 99 - M3-4X 41 32 - 

M4-2 Halomonas sp. 52 35 - M4-2 8 0 - 

M4-26 Vibrio sp. 80 30 60C M4-26 6 4 - 

M4-54 Bacillus sp. 100 100 150C M4-54 64 52 120T 

Controles     Controles    

Penicilina G  99 97 98C Imipenen 87 86 85C 

Anfotericina 
B 

 
2 0 - Anfotericina 

B 
2 0 - 

Staphylococcus aureus MR, Staphylococcus aureus meticilina resistente, 
a
,  porcentaje de inhibición del crecimiento según medida de DO600nm; 

b
, halo de inhibición en milímetros; C, halo de inhibición 

claro; T, halo de inhibición turbio. 
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En relación con la procedencia de los extractos ensayados y su actividad, las cepas 

del género Bacillus M1-185, M3-31 y M3-54 y Oceanobacillus M3-111 dieron lugar a 

extractos activos en dos de los medios empleados para su cultivo, los medios GSS y JM, 

mientras que el resto de las cepas sólo dieron lugar a extractos activos cuando se les cultivó 

en uno de los medios. Dichos medios fueron MY al 5 % (p/v) para las seis cepas del género 

Halomonas (M1-126, M1-111, M1-14-X, M2-15, M2-66-M y M3-41), Mm para los tres 

cepas de Salinivibrio (M2-78, M2-28 y M2-2-X) y las dos cepas de Vibrio (M2-164 y M4-

26) y el medio GSS para el resto. 

El factor de corrección Z del ensayo fue de 0,87 ± 0,1 y 0,88 ± 0,2 con las cepas 

Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus meticilina resistente, respectivamente, lo 

que muestra la rigurosidad del ensayo, puesto que su valor se aproxima a uno (Zhang JH, 

1999). 

III.4.3.2. Actividad antifúngica 

El ensayo de actividad antifúngica se repitió de nuevo en medio líquido y en medio 

sólido en aquellas cepas que mostraron un porcentaje de actividad superior al 60 % de 

acuerdo a como se describe en el apartado III.4.2.5.4.  

En la Tabla 43 se muestran las cepas cuyos extractos presentaron un porcentaje de 

inhibición superior o igual al 60 % de Aspergillus fumigatus en medio líquido. En medio 

sólido ninguna cepa inhibió el crecimiento de este microorganismo. 

Las cepas M4-107, M4-76 y M2-59 alcanzaron porcentajes de inhibición próximos 

al 100 % con 10 µl de extracto y este porcentaje no disminuyó significativamente cuando se 

utilizaron 5 µl del mismo. Estos aislados se identificaron como Yersinia intermedia y 

Marinobacter flavimaris de acuerdo con el análisis de la secuencia parcial de su gen ARNr 

16S (véase el Capítulo 2). Las cepas M2-10 y M1-115-I mostraron altos porcentajes de 

inhibición sólo cuando se utilizaron 10µl de extracto. 
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Tabla 43. Actividad antifúngica frente a Aspergillus fumigatus. 

CEPA 

 Aspergillus fumigatus 

ASIGNACIÓN 

TAXONÓMICA 

ENSAYO EN MEDIO 
LÍQUIDO

a
 

 10 µl 5 µl 

M4-107 Yersinia sp. 99 95 

M4-76 Yersinia sp. 97 84 

M2-59 Marinobacter sp. 96 89 

M2-10 Halomonas sp. 94 60 

M1-115-I Halomonas sp. 85 58 

M4-104 Pantoea sp. 36 19 

M2-93 Bacillus sp. 35 18 

M1-2x Cepa no identificada 22 0 

Control    

Anfotericina B  1 0      
a,  porcentaje de inhibición del crecimiento según medida de fluorescencia a  615 nm y 590 nm de emisión y 
excitación respectivamente. 

Se han resaltado con fondo gris aquellos extractos que dieron lugar a porcentajes de inhibición próximos al 100 % 
al utilizar 10 µl y que mantuvieron altos porcentajes de inhibición al utilizar 5 µl del mismo. Con fondo verde se 
resaltan los extractos que mostraron porcentajes de inhibición superiores al 60 % al utilizar 10 µl. 
 

Entre las bacterias analizadas, sólo la cepa M4-107 identificada como Yersinia 

presentó actividad en tres de los cuatro medios de cultivo utilizados (LB, M9 y MY al 5 %, 

p/v) (véase el apartado III.4.2.2). La cepa M2-93 de Bacillus dio lugar a extractos activos 

cuando se utilizaron los medios GSS y LM. El resto sólo fueron activos cuando se cultivaron 

en uno de los cuatro medios utilizados, que fueron ASG-Fe para las dos cepas identificadas 

como especies de Halomonas (M2-10 y M1-115-X), M9 para la cepa M4-76 identificada 

como una especie de Yersinia, HS para la cepa M2-59 identificada como una especie de 

Marinobacter, LB para la cepa M4-104 identificada como una especie de Pantoea y MaB 

para la cepa no identificada filogenéticamente M1-2X (véase la Tabla 37). 

La fiabilidad del ensayo estuvo representada mediante un factor de corrección Z de 

0,92 ± 0,2. 
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III.4.4. DISCUSIÓN 

Los antibióticos más ampliamente utilizados en clínica son metabolitos producidos 

por bacterias o sus derivados obtenidos de especies fácilmente cultivables del phylum 

Actinobacteria, de Pseudomonas y Bacilli. Sin embargo, los metabolitos bacterianos no se 

están incluyendo en los programas de búsqueda de antibióticos debido a las altas frecuencias 

de redescubrimiento y a la baja probabilidad de hallazgo de nuevas moléculas. 

Respecto al potencial de las aproximaciones de la metagenómica y de la 

recombinación genética en la investigación de antibióticos, pensamos que las 

aproximaciones basadas en el cultivo de microorganismos siguen siendo esenciales en el 

descubrimiento de antibióticos ya que, por el momento, sólo en unos pocos casos se han 

podido extraer del medio ambiente los “clusters” de genes de metabolitos secundarios de 

microorganismos desconocidos, clonar grandes insertos en genotecas y expresarlos 

heterólogamente usando técnicas de biología molecular (Brady, 2007; Craig y col., 2009; 

King y col., 2009). Sin embargo las células vivas aisladas en un cultivo puro pueden 

manipularse fisiológica y genéticamente y puede aumentarse la escala de producción. Así 

pues, a corto plazo, las investigaciones basadas en el cultivo siguen siendo cruciales en el 

descubrimiento y producción de antibióticos (Nichols, 2007; Alain y Querellou, 2009; 

Zengler, 2009). 

En estos momentos es urgente el hallazgo de nuevos antimicrobianos que sean capaces 

de combatir enfermedades infecciosas emergentes, remergentes y aquellas que son 

producidas por cepas resistentes a los compuestos que actualmente existen en el mercado. 

Por ello consideramos que la búsqueda de nuevos productos a partir de microorganismos no 

explorados hasta el momento puede ser una alternativa válida. 

En nuestro trabajo, hemos aislado 428 cepas bacterianas del Humedal de Ajauque y 

Rambla Salada, que han sido estudiadas entre otros fines con el propósito de hallar posibles 

nuevas moléculas con actividad antimicrobiana. Debido a que la expresión de determinadas 

rutas biosintéticas dependen de las condiciones de ensayo utilizadas, las cepas se cultivaron 

en cuatro medios de cultivo distintos, variando las condiciones nutricionales y aumentando 

así la probabilidad de obtener un resultado positivo (Bode y col., 2002; Bills y col., 2004); 

esto nos permitirá, además, conocer mejor cúales son las condiciones más favorables para la 

producción de la molécula antibiótica.  

Los resultados de este trabajo muestran que alrededor de 8,2 % de las cepas ensayadas 

producen extractos activos frente a bacterias u hongos. Como se recoge en otros trabajos de 

Mendoza (1997), Cárdenas (1998), Pérez (1998) y Coya (1999), la actividad antibacteriana 

de nuestras cepas resultó mayor que la actividad antifúngica; concretamente el 5,8 % de los 

aislados fueron activos frente a Staphylococcus aureus y 2,3 % frente a Aspergillus 

fumigatus.  
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Los aislados con actividades antimicrobianas fueron identificados como especies de 

los géneros  Bacillus, Halomonas, Marinobacter, Oceanobacillus Vibrio y Yersinia, lo que 

muestra una gran diversidad microbiana con potencial actividad antibacteriana y antifungica. 

Se trata de bacterias halófilas o halotolerantes que, al igual que otros microorganismos 

extremófilos, han sido consideradas como un grupo de organismos con un enorme potencial 

biotecnológico (Mellado y Ventosa, 2003; Ventosa, 2004; 2006; 2008; Castillo y col., 2001) 

debido a sus características metabólicas que facilitan su explotación comercial como son su 

carácter eurihalino, su fácil cultivo y manipulación en el laboratorio, y su falta de 

patogenicidad.  

Un resultado interesante ha sido que cinco de las bacterias ensayadas presentaron un 

porcentaje de inhibición superior al 60 % frente a Aspergillus fumigatus. Este hongo 

filamentoso causa importantes enfermedades en individuos inmunodeprimidos (Kradin y 

col., 2008; McCormick y col., 2010) y además, es responsable de diversas enfermedades en 

plantas y árboles y de frecuentes contaminaciones de alimentos ricos en almidón como el 

pan y la patata (Wilson, 1971).  

En el estudio realizado por Ortega-Morales y colaboradores (2009), la actividad 

antifúngica detectada en bacterias marinas fue mayor en medios cuya composición era 

principalmente de sales marinas lo cual puede deberse a que sean mejores condiciones para 

la síntesis de moléculas bioactivas. Además numerosos investigadores han puesto de 

manifiesto que las bacterias marinas modulan  la síntesis de metabolitos extracelulares en 

función de parámetros como la temperatura, composición del medio, salinidad y el tiempo de 

incubación (Yakimov y col., 1997; Alexeeva y col., 2003). En nuestro trabajo, en las cepas 

ensayadas hemos detectado actividad frente a Aspergillus fumigatus al emplear medios con 

distinto contenido en sales como fueron los medos LB, M9, MY al 5 % (p/v), MaB, Hs, 

ASG-Fe, GSS y LM. 

Destaca el hecho de que 20 de los microorganismos estudiados produzcan extractos 

que inhiben en más del 60 % el crecimiento de Staphylococcus aureus y cuatro de ellos 

además inhiban la cepa meticilina resistente ya que se trata de uno de los principales agentes 

etiológicos de infecciones tanto nosocomiales como comunitarias que ha adquirido una 

elevada resistencia a diferentes antibióticos (De Lencastre y col., 2007). Las infecciones 

producidas por  Staphylococcus aureus son muy frecuentes en pacientes pediátricos y sus 

opciones de tratamiento son muy limitadas (Isnansetyo y Kamei 2003, Depardieu y col., 

2007). Las cepas meticilina resistente presentan una alta resistencia cruzada a prácticamente 

todos los antibióticos β-lactámicos y constituyen más del 50% de todos los aislados clínicos 

(Styers y col., 2006). 

Ahmed y colaboradores (2008) observaron que las especies del género Bacillus eran 

únicamente activas frente a  bacterias Gram positivas. En nuestro trabajo, la mayoría de las 
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cepas con actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus 

meticilina resistentes pertenecían al género Bacillus, hecho que también se recoge en 

diversos trabajos realizados con bacterias marinas (Holmstrom y Kjelleberg 1999;). 

Las bacterias Gram positivas representan una fuente potencial de sustancias 

antibióticas como se puede constatar en ésta y otras investigaciones (Nair y Simidu, 1987; 

Cárdenas, 1998; Pérez, 1998; Lugioyo y col., 2003; León y col., 2010). 

Por otro lado, de las 428 cepas ensayadas, ningún extracto presentó actividad frente a 

las bacterias Gram negativas Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumanii; estos 

mismos resultados se recogen en diversos estudios sobre microorganismos marinos en donde 

la actividad encontrada fue mayor frente a patógenos Gram positivos (Rosenfeld y ZoBell 

1947, Saadoun y col., 1999 y Basilio y col., 2003).  

Resumiendo, las especies de Bacillus y Halomonas fueron principalmente las que 

dieron lugar a mayor número de extractos con actividad antimicrobiana. Respecto al primer 

caso, resultados similares se recogen en diferentes trabajos  (Baam y col., 1966; Cárdenas 

(1998); Pérez (1998) y Coya (1999). De hecho, el género Bacillus constituye uno de los 

grupos de microorganismos de alto potencial biomédico (Fenical y Jensen, 1993).  

Respecto al género Halomonas, no hay referencias bibliográficas que indiquen la 

presencia de sustancias activas en dicho género, lo cual indica que nos hallamos frente a los 

primeros aislados con interés en este importante campo.  

Nuestros resultados relativos a la actividad antifúngica resultan de enorme interés 

puesto que los trabajos relacionados con el halofilismo, están en su mayoría relacionados con 

la detección de bacterias productoras de sustancias antibacterianas (Dopazo y col., 1988; 

Fábregas y col., 1991; Lodeiros y col., 1991). Sin embargo, pocos estudios se han realizado 

para la detección de nuevas bacterias con actividad antifúngica (Fábregas y col., 1991; Pérez, 

1998). 
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Como hemos descrito en los objetivos de esta memoria, la presente tesis doctoral se 

ha realizado para describir la diversidad procariota de una importante región de la provincia 

de Murcia, el Humedal de Ajauque y Rambla Salada, donde nunca se había realizando antes 

un estudio de tipo microbiológico. Partiendo de esta premisa, este estudio tiene su 

complemento indispensable en otro trabajo de investigación, la tesis doctoral de la licenciada 

Nahid Oueriaghli, cuya defensa se hará en breve.  

De la presente tesis doctoral hemos extraído las conclusiones que enumeramos a 

continuación pero como prólogo a las mismas hemos de exponer que el resultado más 

importante que se desprende de la comparación de ambos trabajos de tesis doctoral es que la 

microbiota que logramos cultivar a partir de las muestras tomadas en Rambla Salada es 

sustancialmente diferente de la que se detecta por técnicas moleculares, donde los grupos 

predominantes parecen ser las especies pertenecientes a los Bacteroidetes, Acidobacteria, 

Actinobacteria, Chloroflexi, Cyanobacteria, Planctomycetes (N.O. comunicación personal). 

Nuestros resultados están en consonancia con los obtenidos por otros autores en otros 

hábitats salinos pero nunca hasta la fecha se habían hecho ambos tipos de estudios de forma 

simultánea; es decir estudiando las mismas muestras por técnicas clásicas y técnicas 

moleculares, en un amplio estudio que incluyera muestreos locales y estacionales de un 

hábitat salino donde coexisten suelos, aguas y sedimentos de distinta salinidad. Por todo ello 

consideramos que nuestro estudio es innovador y sus resultados significativos para el área 

del halofilismo.  

 

Conclusiones 

 

1. En las distintas estaciones de muestreo que hemos analizado en el Humedal de 

Ajauque y Rambla Salada se obtienen elevados recuentos de bacterias totales 

empleando medios ricos en nutrientes con concentraciones de sales comprendidas 

entre el 0,5 y el 20% (p/v) de sales. El recuento de arqueas halófilas y su posterior 

aislamiento sólo es posible si se emplea una concentración de sales del 30% (p/v) y 

una temperatura de incubación próxima a los 40 
o
C.  

2. Los resultados de los recuentos apenas si son afectados por la época del muestreo y 

el lugar concreto de la toma de muestra por lo que en general podemos concluir que 

en todas las zonas analizadas de Rambla Salada existe una abundante población de 

procariotas mesófilos, heterótrofos y aerobios, que incluyen tanto bacterias como 

arqueas. 

3. El aislamiento de cepas utilizando como único criterio la selección de colonias lo 

más diversas posible ha permitido obtener una amplia colección de procariotas (477 

cepas) con una gran diversidad de especies tanto bacterianas como de arqueas. Así 

entre ellas, y de acuerdo con la secuencia parcial del gen del ARNr 16S, hemos 
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encontrado al menos representantes de 120 especies conocidas, incluidas en 45 

géneros, 21 familias, 15 órdenes, 7 clases y 5 phyla.  

4. La colección de bacterias analizadas en este estudio (428 cepas) incluye cepas 

halotolerantes, halófilas débiles y moderadas pero ninguna cepa halófila extrema, 

destacando la ausencia de los taxa que alojan a estas últimas (Salinibacter, Salicola). 

El grupo más abundante fue el de las bacterias halófilas moderadas que 

representaron el 60 % de las cepas bacterianas aisladas. 

5. Todas las arqueas aisladas en este trabajo (49 cepas) eran microorganismos halófilos 

extremos. 

6. La mayoría de las bacterias aisladas en Rambla Salada pertenecen al phylum 

Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, y al phylum Firmicutes, clase Bacilli, 

destacando las especies del género Halomonas, dentro de la familia 

Halomonadaceae que supusieron más del 30% de los aislados. Por ello podemos 

afirmar que Halomonas es la bacteria cultivable que con más frecuencia se aísla en 

Rambla Salada en las condiciones empleadas en este trabajo. 

7. Respecto a la arqueas sólo hemos podido cultivar representantes del phylum 

Euryarchaeota, y todos ellos fueron miembros de la familia Halobacteriaceae. 

8. En el Humedal de Ajauque y Rambla Salada hemos descubierto hasta el momento 

cinco nuevas especies de procariotas, cuatro bacterias para las cuales proponemos 

los nombres de Halomonas lipolytica, Halomonas proteolytica, Marinobacter 

halophilus y Pseudoalteronomonas salina y una arquea que constituiría una nuevo 

género y especie con el nombre de Saliniarcheum ramblicola. 

9. El análisis de la riqueza y abundancia de especies del Humedal de Ajauque y 

Rambla Salada realizado mediante el programa DOTUR pone de manifiesto la 

elevada diversidad de este ambiente. Así mismo hemos podido comprobar que el 

número de aislados que se han analizado en este trabajo representan perfectamente 

tal diversidad. 

10. Entre las cepas bacterianas aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada  

existe un número significativo (20 cepas con actividad antibiótica y 5 cepas con 

actividad antifúngica) de posibles productoras de nuevas sustancias con actividad 

antimicrobiana entre los que destacan los identificados como especies de Halomonas 

y Bacillus. Por ello concluimos que la búsqueda de nuevos productos bioactivos 

entre los procariotas que habitan ambientes inexplorados en este sentido, como lo 

son los hábitats hipersalinos, puede tener un gran interés científico e industrial.  
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Anexo I 

COMPOSICIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO UTILIZADO EN LA SELECCIÓN DE 

CEPAS 

 

 

 
Medio MY modificado  

(Moraine y Rogovin, 1966; Quesada y col., 1993) 
 

Glucosa (Panreac®) 1,0 g 
 

Extracto de levadura (Difco®) 0,3 g 
 

Proteosa-peptona (Difco®) 0,5 g 
 

Extracto de malta (Panreac®) 0,3 g 
 

Solución de sales al 30 % c.s.p. 100 ml 
 

            Sales de Subow al 30% (p/v) 

(Rodríguez-Valera y col., 1981) 
 
 

NaCl (Panreac®) 234,0 g 
 

MgCl2 x 6H2O (Merck®) 41,6 g  

MgSO4 x 7H2O (Merck®) 59,8 g  

CaCl2 x 2H2O (Merck®) 1,1 g  

KCl (Merck
®
) 6,0 g  

NaHCO3 (Merck®) 0,2 g  

NaBr (Merck®) 0,7 g  

FeCl3 x 6H2O (solución al 0,5 % (p/v) 0,65 ml  

Agua destilada c.s.p 1.000 ml  



Anexo II 

COMPOSCIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO, SOLUCIONES Y REACTIVOS 

UTILIZADOS PARA LA CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LAS CEPAS  
 

 
Agar Mac Conkey (ADSA®)   Agar Cetrimida (Difco®)  

(McConkey, 1908)     
Extracto de peptona 20,0 g  Peptona 20,0 g 
Lactosa 10,0 g  MgCl2 x 6H20 1,4 g 

Sales biliares 2,5 g  K2SO4 10,0 g 
NaCl 5,0 g  Cetrimida 0,3 g 
Agar 15,0 g  Agar 13,6 g 
Rojo neutro 0,05 g  Solución de sales al 5,0 %  p/v) c.s.p 1.000 ml 
Cristal violeta 0,001 g    
Solución de sales al 5,0 % (p/v) c.s.p 1.000 ml    
     

Medio de Norris y col. (1981)   Agar DNAsa (ADSA®)  

Peptona (Panreac®) 5,0 g  Triptona 20,0 g 
Extracto de levadura (Panreac®) 3,0 g  ADN 2,0 g 
Agar (Panreac®) 15,0 g  NaCl 5,0 g 
MnSO4 x H2O (Merck®) 0,005 g  Agar 13,6 g 
Solución de sales al 5,0 % (p/v) c.s.p 1.000 ml  Solución de sales al 5,0 % (p/v) c.s.p 1.000 ml 
     

Medio para la prueba de hemolisis 

  Medio para la prueba de hidrólisis de la 

esculina 

 

Sangre bovina (Oxoid®) 50 ml  Esculina (Avocado®) 0,1 g 

Agar (Panreac®) 2 g  Citrato férrico (Panreac®) 0,05 g 
Medio MY al 3 % (p/v) c.s.p. 100 ml  Agar (Panreac®) 2 g 
Preparación: al medio MY al 3 % (p/v) con agar 
esterilizado y enfriado a 50 ºC se le añadió un 5 % 
(v/v) de sangre bovina y se repartió en placas 

 Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 100 ml 

     

Medio para la prueba de hidrólisis 

de la tirosina 

  Medio para la prueba de hidrólisis de 

tween 20 y tween 80 

 

Tirosina (Sigma®) 0,5 g  Tween 20 o Tween 80 1 ml 
Agar (Panreac®) 2 g  Agar (Panreac®) 2 g 
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 100 ml  Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 100 ml 
   Preparación: se esterilizó el tween mediante calor seco y 

se añadió al medio MY al 5 % (p/v) estéril previo a 
repartirlo en placas 

     

Medio para la producción de 

lecitinasa 

 

 Medio para la producción de fosfatasa 

 

Emulsión de yema de huevo estéril 10 ml 
 

Solución acuosa de difosfato de fenolftaleína 
al 1 % (p/v) 

0,01 ml 

Agar (Panreac®) 2 g  Agar (Panreac®) 2 g 
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 90 ml  Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 100 ml 
Preparación: se preparó la emulsión recogiendo la 
yema de huevo sobre 250 ml de solución de sales al 
5 % (p/v) y se le añadió al medio MY estéril para 

repartir en placas 

 Preparación: La solución acuosa se filtró y se añadió al 
medio MY estéril. Se repartió después en placas 
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Medio para la hidrólisis de la caseína 

 
 

Medio de cultivo para producción de 

ácidos de la glucosa 

 

Lecha desnatada 500 ml  (Ventosa y col., 1982)  
Agar (Panreac®) 10 g  Extracto de levadura (Difco®) 10,0 g 
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 500 ml  Proteosa-peptona (Difco®) 5,0 g 
Preparación: se esterilizó el medio MY preparado a 

doble concentración. Una vez enfriado, se añadió el 
mismo volumen de leche desnatada y se repartió en 
placas 

 Rojo fenol (solución acuosa al 0,04 %, p/v) 20 ml 

   Glucosa (Panreac®) 0,1 g 

   Solución de sales al 5 % (p/v) c.s.p 1.000 ml 
     

Medio de cultivo para la reducción 

de nitratos 

 
 

Medio de cultivo para la respiración sobre 

nitratos 

 

   (Stanier y col., 1966)  
Extracto de levadura (Difco®) 10,0 g  Glicerol (Panreac®) 1,0 g 
Proteosa-peptona nº3 (Difco®) 5,0 g  Extracto de levadura (Difco®) 0,3 g 
Glucosa (Panreac®) 1,0 g  Proteosa-peptona nº3 (Difco®) 0,5 g 
Nitrato potásico ( Panreac®). 1,0 g  Nitrato potásico (Merck®) 1 g 
Solución de sales al 5 % (p/v) c.s.p 1.000 ml  Rojo fenol (solución acuosa al 0,04 %, p/v) 20 ml 
   Solución de sales al 5 % (p/v) c.s.p 1.000 ml 
     

Reactivos para la detección de 

nitritos en el medio 

 
  

 

(Skerman, 1967)     
Reactivo A: solución al 0,8 % (p/v), de ácido 
sulfanílico en ácido acético 5N 

 

Solución de lugol 
(Cowan y Steel, 1993) 

 

Reactivo B: solución al 0,5 % (p/v), de 

-naftilamina en ácido acético 5 N 

   I2 (Panreac®) 3,0 g 

   Agua destilada c.s.p 1.000 ml 

 
 

 
Preparación: Se mezclaron todos los reactivos. La mezcla 
se dejó reposar durante 24 horas y se filtró. 

     

Medio de Koser     
Koser (1923)     

NaCl (Panreac®) 75,0 g    
KCl (Merck®) 2,0 g    

MgSO4 x 7H2O (Merck®) 0,2 g    
KNO3 (Merck®) 1,0 g    
(NH4)2HPO4 (Panreac®) 1,0 g    
KH2PO4 (Panreac®) 0,5 g    
Agua destilada c.s.p 1.000 ml    

 
Medio M1    Medio Casamino modificado  

Extracto de levadura (Panreac®) 5 g  (Tindall, 1992)  
Solución de sales al 25 % (p/v) c.s.p. 1.000 ml  Casaminoácidos (Sigma®) 0.5 g 

   Glutamato sódico (Difco®) 0,1 g 

   KCl (Merck®) 0,2 g 

   Na3C3H5O (COO)3 (Merck®) 0,3 g 

   MgSO4 x 7H2O (Merck®) 2,0 g 

   NaCl (Panreac®) 20 g 

   Extracto de levadura (Panreac®) 0,5 g 

   MnCl2 x 4H2O 0,036 g 

   FeCl2 x 4H2O 3,6 mg 

   Agua destilada c.s.p 1.000 ml 
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Medio Casamino   Medio para la producción de gelatinasa  
(Tindall y Collins, 1986)   (Kovacs, 1928)  

Casaminoácidos (Sigma®) 1,5 g  Triptona (Panreac®) 0,1 g 
Na3C3H5O (COO)3 x 2H2O (Merck®) 0,3 g  Agar (Panreac®) 2 g 
Glutamato sódico (Difco®) 0,25 g  Medio M1 al 25 % (p/v) c.s.p. 100 ml 
MgSO4 x 7H2O (Merck®) 0,25 g    

KCl (Merck®) 0,2 g    
NaCl (Panreac®) 25 g    
Agua destilada c.s.p 1.000 ml    

   Medio para la producción de gelatinasa  

Medio de cultivo para el 

requerimiento de magnesio 
 

 
(Frazier, 1926; Sneath y Collins, 1974)  

(Oren, 1977b)   Gelatina (Panreac®) 1 g 
Extracto de Levadura (Panreac®) 5 g  Agar (Panreac®) 2 g 

Glucosa (Panreac®) 2,0 g  Medio M1 al 25 % (p/v) c.s.p. 100 ml 
NaCl (Panreac®) 195 g    
Na2SO4 (Panreac®) 35 g    
KCl (Merck®) 5 g    
CaCl2 (Panreac®) 0,83 g    
NaBr (Panreac®) 0,58 g    
NaHCO3 (Panreac®)  0,17 g    
MgCl2 x 6 H2O(Panreac®)     

Agua destilada c.s.p 1.000 ml    
Preparación: Se mezclaron todos los componentes y 
añadiendo MgCl2 x 6 H2O en concentraciones 
crecientes 

   

     

Medio para la fermentación de la 

glucosa 
 

 Medio para la producción de ácidos  

(Cowan y Steel, 1982)   Solución acuosa de rojo fenol (0,04 %, p/v) 20 ml 
Medio de Clark-Lubbs c.s.p. 100 ml  Medio M1 al 25 % (p/v) c.s.p. 100 ml 

Glucosa 0,5 g    
Solución de sales al 25 % (p/v) s.s.p. 100 ml    

     

Solución de rojo de metilo   Reactivo de Frazier  
(Barritt, 1936)   (Frazier, 1926)  

Rojo de metilo (Merck®) 0,4 g  Cloruro de mercurio (Sigma®) 12,0 g 
Etanol (Probus®) 400 ml  HCl concentrado (Panreac®) 16 ml 
Agua destilada c.s.p 1.00 0ml  Agua destilada c.s.p 80 ml 

   Preparación: Se mezcló el cloruro de mercurio con el agua 
y a continuación se añadió el ácido clorhídrico agitándose 
hasta completa disolución. 

    

Reactivo de Kovacs    
(Kovacs, 1928)    

p-dimetilaminobenzaldehido 5 g   
      HCl concentrado (Panreac®) 75 ml   

Alcohol amílico (Panreac®) 25 ml   
Preparación: Se disolvió el aldehído en alcohol por 
calentamiento suave en baño María, se dejó enfriar y 
se añadió el ácido clorhídrico 
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COMPOSICIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES UTILIZADAS 

EN EL ESTUDIO GENOTÍPICO Y FILOGENÉTICO 
 

 
Solución 1 (extracción de ADN)   Solución 2 (extracción de ADN)  

(Martín-Platero y col., 2007)   (Martín-Platero y col., 2007)  
Sacarosa (10 %, p/v) 5 g  Tris-HCl 1M (pH8) 5 ml 
Tris-HCl 1 M (pH 8) 1,25 ml  EDTA 0,5m 10 ml 

Agua bidestilada c.s.p 50 ml  NaCl 5 M 20 µl 
   SDS 10 % (p/v) 1 ml 

   Agua bidestilada c.s.p 50 ml 

     

Solución 3 (extracción de ADN)   Medio mínimo  
(Martín-Platero y col., 2007)   (Argandoña y col., 2001)  

Acetato sódico 3 M (pH5) 60 ml  Extracto de levadura (Difco®) 0,4 g 

   Proteosa-peptona nº3 (Difco®) 0,2 g 

SSC O,1X   Solución de sales al 5 % (p/v) 16,6 ml 
Citrato sódico (Sigma®) 0,4 g  Agua bidestilada c.s.p 100 ml 
NaCl (Sigma®) 0,08 g    
Agua bidestilada c.s.p 100 ml  TBE 10X  

   Trizma Base (Sigma®) 54 g 

Medio para selección de colonias con 

plásmido 

  Ácido bórico (Sigma®) 27,5 g 

   EDTA (Sigma®) 0,5 M, pH 8 20 ml 
Solución de X-Gal (80 mg/ml de 

dimetilformamida)(Sigma®) 
  Agua bidestilada c.s.p 500 ml 

Ampicilina 1.000x) (Sigma®)     
Medio LB     
   Medio LB sólido  
 500 µl  Triptona (Panreac®) 1 g 
 800 µl  Extracto de levadura (Panreac®) 0,5 g 
 500 µl  NaCl (Panreac®) 1 g 
 500 ml  Agar (Panreac®) 2 g 

   Agua bidestilada c.s.p 100 ml 
     
     

 



Anexo III 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS FENOTÍPICAS REALIZADaS EN LAS 

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS  

 

Tabla 1. Características morfológicas y coloniales 

Gram: Tinción de Gram 

Morf: Morfología 

Pig: Pigmentación de las colonias. C: crema; A: amarillo;  

Muc: Mucosidad de las colonias. 0: no mucosas; 1: mucosas; 2: muy mucosas 

CEPAS UTILIZADAS COMO DE REFERENCIA 

R1, Brevundimonas mediterrranea R18, Halomonas ventosae 

R2, Halomonas alimentaria R19, Idiomarina fortilapidosi 

R3, Halomonas almeriensis R20, Idiomarina ramblicola 

R4, Halomonas anticariensis R21, Kushneria marisflavi 

R5, Halomonas campaniensis R22, Marinobacter algicola 

R6, Halomonas campisalis R23, Marinobacter guineae 

R7, Halomonas cerina R24, Marinobacter hydrocarbonoclasticus 

R8, Halomonas denitrificans R25, Marinobacter lipolyticus 

R9, Halomonas desiderata R26, Palleronia marismirons 

R10, Halomonas eurihalina R27, Pseudoalteromonas carragenovera 

R11, Halomonas fontilapidosi R28, Pseudomonas halophila 

R12, Halomonas gudaonensis R29, Salinicola marasensis 

R13, Halomonas koreensis R30, Salinivibrio costicola 

R14, Halomonas nitroreducens R31, Salipiger mucescens 

R15, Halomonas organivorans R32, Vibrio aerogenes 

R16, Halomonas shengliensis R33, Vibrio furniissi 

R17, Halomonas subglaciescola R34, Yersinia massiliensis 
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Tabla 1. Características morfológicas y coloniales 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 
 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 
 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 

M2-87-I - B C 2 + 
 

M2-41 - B C 2 D 
 

M4-1 - B C 2 + 

M1-100 - B C 2 - 
 

M2-42 - B C 2 + 
 

M4-101 - B C 2 + 

M1-103 - B C 2 + 
 

M2-43 - B C 2 + 
 

M4-102 - B C 2 + 

M1-103-X - B C 2 + 

 
M2-5 - B C 2 + 

 
M4-104 - B C 2 + 

M1-107 - B C 2 + 
 

M2-56 - B C 2 - 
 

M4-107 - B C 2 + 

M1-110 - B C 2 - 
 

M2-57 - B C 2 + 
 

M4-11 - B C 2 + 

M1-111 - B C 2 - 
 

M2-58 - B C 2 + 
 

M4-12 - B C 2 - 

M1-112 - B C 2 - 
 

M2-59 - B C 2 + 
 

M4-13 - B C 2 + 

M1-114 - B C 2 - 
 

M2-6 - B C 2 - 
 

M4-15 - B C 2 - 

M1-115-I - B C 2 + 

 
M2-61 - B C 2 - 

 
M4-16 - B C 2 + 

M1-115-II - B C 2 + 
 

M2-62 - B C 2 + 
 

M4-17 - B C 2 + 

M1-116 - B C 2 + 
 

M2-63 - B C 2 + 
 

M4-19 - B C 2 - 

M1-117 - B C 2 - 
 

M2-66-B - B C 2 + 
 

M4-2 - B C 2 - 

M1-118 - B C 2 + 
 

M2-66-M - B C 2 + 
 

M4-20 - B C 2 + 

M1-120 - B C 2 - 
 

M2-69 - B C 2 D 
 

M4-22 - B C 2 + 

M1-122 - B C 2 + 

 
M2-7 - B C 2 + 

 
M4-23 - B C 2 + 

M1-124 - B C 2 + 
 

M2-71 - B C 2 + 
 

M4-24 - B C 2 - 

M1-125 - B C 2 - 
 

M2-72 - B C 2 + 
 

M4-26 - B C 2 + 

M1-126 - B C 2 + 
 

M2-76 - B C 2 + 
 

M4-28 - B C 2 + 

M1-127 - B C 2 - 
 

M2-77 - B C 2 + 
 

M4-29 - B C 2 + 

M1-130 - B C 2 - 
 

M2-78 - B C 2 + 
 

M4-3 - B C 2 + 

M1-131 - B C 2 + 

 
M2-79 - B C 2 - 

 
M4-30 - B C 2 + 

M1-135 - B C 2 + 
 

M2-81 - B C 2 D 
 

M4-31 - B C 2 - 
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Tabla 1. Continuación 
              

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 
 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 
 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 

M1-137 - B C 2 - 
 

M2-82 - B C 2 - 
 

M4-33 - B C 2 + 

M1-138 - B C 2 - 
 

M2-83 - B C 2 + 
 

M4-35 - B C 2 + 

M1-141 - B C 2 + 
 

M2-85 - B C 2 - 
 

M4-36 - B C 2 + 

M1-142 - B C 2 + 
 

M2-87-II - B C 2 + 
 

M4-37 - B C 2 + 

M1-144 - B C 2 + 
 

M2-88 - B C 2 + 
 

M4-38 - B C 2 - 

M1-145 - B C 2 + 
 

M2-89 - B C 2 + 
 

M4-39 - B C 2 - 

M1-14-X - B C 2 - 
 

M2-9 - B C 2 + 
 

M4-3B - B C 2 + 

M1-16-X - B C 2 - 
 

M2-X - B C 2 - 
 

M4-3M - B C 2 + 

M1-180 - B C 2 + 
 

M2-XX - B C 2 + 
 

M4-4 - B C 2 - 

M1-187-I - B C 2 + 
 

M2-XXX - B C 2 - 
 

M4-40 - B C 2 - 

M1-187-II - B C 2 - 
 

M2-3X - B C 2 + 
 

M4-43 - B C 2 + 

M1-190 - B C 2 + 
 

M3-1 - B C 2 + 
 

M4-44 - B C 2 + 

M1-191-I - B C 2 + 
 

M3-100 - B C 2 + 
 

M4-45 - B C 2 - 

M1-191-II - B C 2 + 
 

M3-110 - B C 2 + 
 

M4-46 - B C 2 - 

M1-192 - B C 2 + 
 

M3-112 - B C 2 + 
 

M4-47 - B C 2 - 

M1-193-I - B C 2 + 
 

M3-12 - B C 2 + 
 

M4-48 - B C 2 - 

M1-193-II - B C 2 + 
 

M3-120 - B C 2 + 
 

M4-49 - B C 2 + 

M1-194 - B C 2 - 
 

M3-121 - B C 2 + 
 

M4-5 - B C 2 - 

M1-196 - B C 2 + 
 

M3-125 - B C 2 + 
 

M4-50 - B C 2 - 

M1-198 - B C 2 - 
 

M3-127 - B C 2 + 
 

M4-51 - B C 2 - 

M1-199 - B C 2 - 
 

M3-128 - B C 2 + 
 

M4-52 - B C 2 + 

M1-200 - B C 2 - 
 

M3-129 - B C 2 + 
 

M4-53 - B C 2 + 

M1-201 - B C 2 - 
 

M3-13 - B C 2 + 
 

M4-55 - B C 2 - 

M1-202 - B C 2 + 
 

M3-130 - B C 2 + 
 

M4-56 - B C 2 - 

M1-21-X - B C 2 - 
 

M3-131 - B C 2 + 
 

M4-57 - B C 2 - 

M1-5-X - B C 2 - 
 

M3-15 - B C 2 + 
 

M4-58 - B C 2 - 

M1-X - B C 2 + 
 

M3-18 - B C 2 + 
 

M4-59 - B C 2 - 
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Tabla 1. Continuación 

              
CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 

 
CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 

 
CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 

M1-XX - B C 2 + 
 

M3-2 - B C 2 + 
 

M4-5a - B C 2 - 

M2-10 - B C 2 + 
 

M3-22 - B C 2 + 
 

M4-6 - B C 2 - 

M2-11 - B C 2 + 
 

M3-23 - B C 2 + 
 

M4-60 - B C 2 - 

M2-12 - B C 2 + 
 

M3-24 - B C 2 + 
 

M4-62 - B C 2 - 

M2-13 - B C 2 + 
 

M3-25 - B C 2 + 
 

M4-63 - B C 2 - 

M2-139 - B C 2 + 
 

M3-26 - B C 2 + 
 

M4-64 - B C 2 - 

M2-14 - B C 2 - 
 

M3-27 - B C 2 + 
 

M4-65 - B C 2 - 

M2-140-II - B C 2 + 
 

M3-28 - B C 2 + 
 

M4-66 - B C 2 - 

M2-146 - B C 2 - 
 

M3-3 - B C 2 + 
 

M4-67 - B C 2 + 

M2-147 - B C 2 + 
 

M3-32 - B C 2 + 
 

M4-68 - B C 2 + 

M2-148 - B C 2 - 
 

M3-33 - B C 2 + 
 

M4-69 - B C 2 + 

M2-149 - B C 2 + 
 

M3-34 - B C 2 + 
 

M4-7 - B C 2 + 

M2-15 - B C 2 - 
 

M3-35 - B C 2 + 
 

M4-70 - B C 2 + 

M2-150 - B C 2 + 
 

M3-36 - B C 2 - 
 

M4-71 - B C 2 + 

M2-151 - B C 2 + 
 

M3-37 - B C 2 + 
 

M4-72 - B C 2 + 

M2-153 - B C 2 - 
 

M3-38 - B C 2 + 
 

M4-73 - B C 2 + 

M2-154 - B C 2 - 
 

M3-39 - B C 2 + 
 

M4-74 - B C 2 + 

M2-155 - B C 2 + 
 

M3-4 - B C 2 - 
 

M4-76 - B C 2 + 

M2-156 - B C 2 + 
 

M3-40 - B C 2 + 
 

M4-79 - B C 2 + 

M2-157 - B C 2 + 
 

M3-41 - B C 2 + 
 

M4-80 - B C 2 + 

M2-158 - B C 2 + 
 

M3-42 - B C 2 + 
 

M4-81 - B C 2 + 

M2-160 - B C 2 - 
 

M3-43 - B C 2 - 
 

M4-82 - B C 2 + 

M2-162 - B C 2 - 
 

M3-44 - B C 2 + 
 

M4-83 - B C 2 + 



Anexo III 

Tabla 1. Continuación 
              

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 
 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 
 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 

M2-163 - B C 2 + 
 

M3-45 - B C 2 + 
 

M4-84 - B C 2 + 

M2-164 - B C 2 + 
 

M3-46 - B C 2 + 
 

M4-85 - B C 2 + 

M2-165 - B C 2 + 
 

M3-47 - B C 2 + 
 

M4-86 - B C 2 + 

M2-166 - B C 2 - 
 

M3-48 - B C 2 + 
 

M4-87 - B C 2 + 

M2-167 - B C 2 - 
 

M3-50 - B C 2 + 
 

M4-91 - B C 2 + 

M2-168 - B C 2 + 
 

M3-52 - B C 2 + 
 

M4-92 - B C 2 + 

M2-169 - B C 2 - 
 

M3-55 - B C 2 + 
 

M4-93 - B C 2 + 

M2-17 - B C 2 + 
 

M3-56 - B C 2 + 
 

R1 - B C 1 ND 

M2-171 - B C 2 + 
 

M3-57 - B C 2 + 
 

R2 - B C 1 - 

M2-173 - B C 2 - 
 

M3-59 - B C 2 - 
 

R3 - B C 2 - 

M2-174 - B C 2 - 
 

M3-6 - B C 2 + 
 

R4 - B C 1 + 

M2-175 - B C 2 + 
 

M3-60 - B C 2 + 
 

R5 - B C 1 + 

M2-176 - B C 2 + 
 

M3-61 - B C 2 + 
 

R6 - B C 1 + 

M2-177 - B C 2 - 
 

M3-62 - B C 2 + 
 

R7 - B C 2 - 

M2-178 - B C 2 + 
 

M3-63 - B C 2 + 
 

R8 - B C 1 + 

M2-18 - B C 2 + 
 

M3-64 - B C 2 + 
 

R9 - B C 1 + 

M2-180 - B C 2 D 
 

M3-7 - B C 2 + 
 

R10 - B C 2 - 

M2-182 - B C 2 - 
 

M3-70 - B C 2 + 
 

R11 - B C 2 + 

M2-183 - B C 2 + 
 

M3-73 - B C 2 - 
 

R12 - B C 1 + 

M2-183-X - B C 2 + 
 

M3-74 - B C 2 + 
 

R13 - B C 1 + 

M2-19 - B C 2 + 
 

M3-78 - B C 2 + 
 

R14 - B C 2 - 

M2-204 - B C 2 + 
 

M3-79 - B C 2 + 
 

R15 - B C 1 + 

M2-21 - B C 2 + 
 

M3-8 - B C 2 + 
 

R16 - B C 1 + 

M2-22 - B C 2 - 
 

M3-80 - B C 2 + 
 

R17 - B C 2 + 

M2-23 - B C 2 + 
 

M3-81 - B C 2 + 
 

R18 - B C 2 + 

M2-25 - B C 2 - 
 

M3-84 - B C 2 + 
 

R19 - B C 1 + 

M2-26 - B C 2 + 
 

M3-85 - B C 2 + 
 

R20 - B C 1 + 
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Tabla 1. Continuación 
              

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 
 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 
 

CEPA Gram Morf Pig Muc Mov 

M2-27 - B C 2 - 
 

M3-86 - B C 2 + 
 

R21 - B A 1 + 

M2-28 - B C 2 + 
 

M3-87 - B C 2 + 
 

R22 - B C 1 + 

M2-29 - B C 2 + 
 

M3-88 - B C 2 + 
 

R23 - B C 1 + 

M2-2-X - B C 2 + 
 

M3-89 - B C 2 + 
 

R24 - B C 1 - 

M2-30 - B C 2 - 
 

M3-9 - B C 2 - 
 

R25 - B C 1 + 

M2-31 - B C 2 - 
 

M3-90 - B C 2 + 
 

R26 - B C 1 - 

M2-32 - B C 2 - 
 

M3-91 - B C 2 + 
 

R27 - B C 1 + 

M2-33 - B C 2 - 
 

M3-93 - B C 2 + 
 

R28 - B C 1 + 

M2-34 - B C 2 + 
 

M3-94 - B C 2 + 
 

R29 - b c 1 + 

M2-35 - B C 2 + 
 

M3-95 - B C 2 + 
 

R30 - B C 1 + 

M2-36 - B C 2 D 
 

M3-97 - B C 2 + 
 

R31 - B C 1 + 

M2-37 - B C 2 D 
 

M3-XX - B C 2 + 
 

R32 - B C 1 + 

M2-38 - B C 2 D 
 

M4-88 - B C 2 + 
 

R33 - B C 1 + 

M2-4 - B C 2 + 
 

M4-89 - B C 2 + 
 

R34 - B C 1 + 

M3-49 - B C 2 +  M4-9 - B C 2 +        

M3-5 - B C 2 +  M4-90 - B C 2 +        



Anexo III 

Tabla 2. Características fisiológicas 

Crecimiento distintas concentraciones de sal (%, p/v) 

Crecimiento a distintas temperaturas (ºC) 

Crecimiento a distintos valores de pH 
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Tabla 2. Características fisiológicas 

 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M2-87-I + + + + + - - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M1-100 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-103 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-103-X - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-107 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-110 - - + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-111 - + + + + + - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M1-112 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-114 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-115-I + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-115-II - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-116 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-117 - + + + + + + - 

 

- + + + + + 

 

+ + + + - 

M1-118 - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-120 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + D - 

M1-122 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-124 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-125 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-126 - - + + + + + - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M1-127 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-130 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + D 

M1-131 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-135 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M1-137 + + + - - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-138 + + + + + + + + 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M1-141 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-142 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M1-144 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-145 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-14-X + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-16-X + + + + + + + + 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M1-180 - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-187-I + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-187-II - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-190 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-191-I - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-191-II - + + + + + - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M1-192 - + + + + - - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + - - 

M1-193-I - - + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-193-II + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 



Anexo III 

Tabla 2. Características fisiológicas 

    
 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M1-194 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-196 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-198 - + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M1-199 + + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + - - - 

M1-200 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-201 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-202 - + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-21-X + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-5-X - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + D - 

M1-X - + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-XX - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-10 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-11 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-12 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-13 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-139 - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-14 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-140-II - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-146 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-147 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-148 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-149 - + + + + + - - 
 

- + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-15 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-150 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-151 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-153 - + + + + + + - 
 

- + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-154 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-155 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-156 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-157 - + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-158 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-160 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M2-162 + + + + + + + - 
 

- + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-163 - + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-164 - - + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-165 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-166 - - + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-167 - - + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-168 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-169 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-17 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-171 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-173 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-174 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 
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Tabla 2. Características fisiológicas 

    
 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M2-175 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-176 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-177 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M2-178 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-18 - + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-180 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M2-182 - - - + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-183 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-183-X - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-19 - - + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-204 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-21 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-22 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M2-23 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-25 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M2-26 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-27 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-28 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-29 - + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-2-X - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-30 - + + + + + + - 
 

+ + + + + D 
 

+ + + + D 

M2-31 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M2-32 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M2-33 - + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-34 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-35 + + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-36 - + + + + + + - 
 

- + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-37 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-38 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-4 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-41 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + - - 

M2-42 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-43 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-5 - + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-56 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-57 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-58 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-59 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

- + + + - 

M2-6 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-61 + + + + + - - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-62 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 



Anexo III 

Tabla 2. Características fisiológicas 

    
 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M2-63 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-66-B + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-66-M + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-69 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-7 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-71 - + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-72 - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-76 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-77 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-78 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-79 - + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-81 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M2-82 - - + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-83 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-85 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-87-II - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-88 - + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-89 - + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-9 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-X + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-XX - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-3 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-4X - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-1 - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-100 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-110 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-112 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-12 - + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-120 + + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + + 

M3-121 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

M3-125 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-127 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-128 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-129 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-13 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-130 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-131 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-15 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-18 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-2 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-22 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 
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Tabla 2. Características fisiológicas 

    
 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M3-23 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-24 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-25 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + - - 

M3-26 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-27 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-28 - + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-3 + + + + + - - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-32 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-33 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-34 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-35 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-36 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-37 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-38 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-39 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-4 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-40 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-41 - + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-42 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-43 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-44 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-45 - + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-46 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-47 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-48 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-49 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-5 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-50 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-52 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-55 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-56 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-57 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-59 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-6 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-60 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-61 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-62 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-63 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-64 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-7 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-70 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 
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Tabla 2. Características fisiológicas 

    
 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M3-73 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

M3-74 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

M3-78 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

M3-79 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + - - - 

M3-8 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-80 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

M3-81 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-84 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-85 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-86 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-87 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-88 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-89 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

M3-9 - + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-90 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + - - - 

M3-91 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-93 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-94 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-95 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-97 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-XX - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-3X - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-1 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-101 + D D + D D D D 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-102 + + + + + + - - 
 

- + + - - - 
 

+ + - + - 

M4-104 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-107 + + + + - - - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-11 + - + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-12 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-13 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-15 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

- + + + - 

M4-16 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-17 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-19 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-2 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-20 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-22 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-23 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-24 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-26 + + + + + + + - 
 

- + + + + - 
 

+ + + - - 

M4-28 + + + + - - - - 
 

- - + - - - 
 

+ + + - - 

M4-29 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-3 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-30 + + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-31 + - + + + - - - 
 

- - + - - - 
 

+ + + - - 
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                      Tabla 2. Características fisiológicas 

    
 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M4-33 + + + + + + + - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-35 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-36 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-37 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-38 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-39 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-3B + - + + + - - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + - - 

M4-3M + - + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-4 + + + + + + - - 
 

- - + + + - 
 

+ + + + - 

M4-40 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-43 + + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-44 + - + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-45 + + + + + + - - 

 

- + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-46 + + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-47 + + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-48 + + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-49 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-5 + + + + + - - - 
 

- - + + + - 
 

+ + + + - 

M4-50 + + + + + + - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-51 + + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-52 + - + + + - - - 
 

- + + + - - 
 

+ + - - - 

M4-53 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-55 + + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-56 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-57 + - + + + - - - 

 

- + + + - - 

 

+ + - + - 

M4-58 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-59 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-5a + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-6 + + + + + + - - 
 

- + + + + - 
 

+ + + + - 

M4-60 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-62 + + + + + + + - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-63 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-64 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-65 + - + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-66 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-67 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-68 + - + + + - - - 

 

- + + + - + 

 

+ + + + - 

M4-69 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-7 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-70 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 
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                      Tabla 2. Características fisiológicas 

    
 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M4-71 - D D + + D D D 

 

+ + + + + + 

 

+ + - - - 

M4-72 - D D + + D D D 
 

- + + + - - 
 

+ + + - - 

M4-73 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-74 - D D + + D D D 
 

- - + + - - 
 

+ + + + + 

M4-76 + + + + + - - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-79 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-80 + + + + + + - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-81 - + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-82 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-83 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-84 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-85 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-86 + + + + + + - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-87 - + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M4-88 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-89 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-9 + + + + + - - - 
 

- - + + + - 
 

+ + + + - 

M4-90 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M4-91 + + + + + - - - 

 

- + + + - + 

 

+ + - - - 

M4-92 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-93 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R1 + + - - - - - - 
 

+ + + - - - 
 

+ + - - - 

R2 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + + 

R3 - - + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + - - 

R4 + + + + + + - - 

 

- + + + + - 

 

+ + + + D 

R5 + + + + + + + + 
 

- + + + + + 
 

+ + + + D 

R6 + + + + + + - - 
 

- - - + + + 
 

+ + + + D 

R7 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + D 

R8 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + D 

R9 + + + + + + + - 
 

- - + + + + 
 

+ + + + + 

R10 + + + + + + + - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

R11 - + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + D 

R12 + + + + + + + + 
 

- + + + + + 
 

+ + + + D 

R13 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + D 

R14 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + D 

R15 - + + + + + + + 
 

- + + + + + 
 

+ + + + + 

R16 + + + + + + + + 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + D 

R17 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R18 + + + + + + - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + - + 

R19 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + D 

R20 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

R21 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

R22 + + + + + - - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

R23 + + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + - - 
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Tabla 2. Características fisiológicas 

    
 

sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,5 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

R24 + + + + + - - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

R25 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R26 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

R27 + + + + - - - - 
 

- + + + + + 
 

+ + - - - 

R28 - + + + + + + - 
 

+ + + + - - 
 

+ + + + D 

R29 - - - - + + + + 
 

- + + + - - 
 

+ + + - - 

R30 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R31 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + - - 

R32 + + + + + - - - 
 

+ + + - - - 
 

+ + - - - 

R33 + + + + + - - - 
 

+ + + - - - 
 

+ + - - - 

R34 + + + - - - - - 
 

+ + + - - - 
 

- + + - - 
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Tabla 3. Pruebas bioquímicas (I). 

Cat: catalasa 

Ox: oxidasa 

NR: presecia de nitrato reductasa 

nr: presencia de nitrito reductasa 

Esp: producción de esporas 

CA: crecimiento en anaerobiosis 

O/F: oxido-fermentación 

Resp. NO3
-
: respiración sobre nitrato 

Prod. gas: producción de gas por 

respiración sobre nitrato 

McC: crecimiento en agar McConkey 

Alm: hidrólisis del almidón 

Lec: producción de lecitinasa 

Fosf: producción de fosfatasa 

Esc: hidrólisis de la esculina 

DNA: producción de  DNAsa 

TW20 y 80: hidrólisis del Tween20 y 80 

AS: hemolisis  

Cas: hidrólisis de la caseina 

Tir: hidrólisis de la tirosina 

P.Tir: pigmento de la tirosina 

Cet: crecimiento en agar cetrimida 
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Tabla 3. Pruebas bioquímicas (I). 

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M2-87-I + - - - - + - - - + - + + - - + - + - + - + 

M1-100 + - + - - + - + - + + - + + - + - - - + + - 

M1-103 + + + - + - - - - + - + + + + + + + - + - + 

M1-103-X + + + + - + - + + + - - + + + + - + - + + + 

M1-107 + + + - + - - - - + - + + + + + + + - + - + 

M1-110 + + - - - - - + - - - + + + + + + + - - + - 

M1-111 + + + - - - - - - - - - + + + - - + + + - - 

M1-112 + - + - - - - + - + + + - + - + - + - + + - 

M1-114 + - + - - D - - - + - - + + + + + - - - - - 

M1-115-I + - + - - - - - - + - - + + + + - + - - + - 

M1-115-II + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + - 

M1-116 + - + - - - - + - + + + - + + + - - - + + + 

M1-117 + + + + - + + + + + - - + + + + - - - + + - 

M1-118 + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + - 

M1-120 + - - - - D - + - + - + - - + + + + - + + - 

M1-122 + - + - - - - + - + - - + + - + - + + + + + 

M1-124 + + + + - D + + - + - - + + + + - - + + + + 

M1-125 + - + - - - - - - + - - + + + - - + - + - + 

M1-126 + + + + - D + + + - - - + + + - + + + - + - 

M1-127 + + + - - D - + - - - + - + + + + - + - + + 

M1-130 + - + - - + - + - + - - + + + - - - + + - + 

M1-131 + + + - - + - + - + - - + + - + - - - + - + 

M1-135 + + - - - - + - - + + + + + - + - + - + - - 
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Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M1-137 + + + - - - - - - - + - + + + + - + - + + - 

M1-138 - - + - - - - + - + - - + + + - - - - + + + 

M1-141 + + + - + - - - - + - + + + + + + + - + - + 

M1-142 + + - - + - + - - + + + + + - + - + - + + - 

M1-144 + + + - + D - - - + + + + + + + - + + + - + 

M1-145 + + + - - + - - - + - - + + + + + + + + + + 

M1-14-X + - + - - - - - - + - - + + + - - + - + - + 

M1-16-X + - + - - - - - - + - - + + + - - + - + - + 

M1-180 + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + - 

M1-187-I + + + - - - - - - + + + + + + + + - + + + + 

M1-187-II + + + - - - + + - + - - + + + - - - + - - + 

M1-190 + + + - - D - + - - - - + + + + - - + + + + 

M1-191-I + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + - 

M1-191-II + + + + - - - + - + - - - - + + - + - - - + 

M1-192 + - - - - + + + - + - - + + + + - + + + - + 

M1-193-I + - + - - + - - - - - + + + + - - + - + - + 

M1-193-II + + + + - - - - - - - - + - + + + - - - + - 

M1-194 + + + - - - + + - + - - + + + - - - + - - + 

M1-196 + + + - - - - - - + - - - + + + - + - + + + 

M1-198 + - + - - + - + + + - - + + + + - + + - - + 

M1-199 + - + - - + + + - + + + + + + + - - + + + + 

M1-200 + - - - - + + + - + + + + + + + - - + + + + 

M1-201 + - + - - - - + - + - - + + - + + - - - - + 

M1-202 - - + - - - + - - + - + + - + + - + - - - - 
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Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M1-21-X - - + - - - - + - + - - + + + - - - - + + + 

M1-5-X + - - - - D - + - + - + - - + + + + - + + - 

M1-X - - + - - - + - - + - + + - + + - + - - - - 

M1-XX + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + - 

M2-10 + + + - - - - + + + - - + - + + - - + - - + 

M2-11 + + + + - D - + - + - - + - + + - - + - - + 

M2-12 + + + + - - - - - + - - + - + + - - + - - + 

M2-13 + + - - - + - + + + + - + + + + + + + - - + 

M2-139 + + + - - - - + + - - - + + + + - + + + + + 

M2-14 + + + - - + - - - - - + + + + + - - - - + + 

M2-140-II + + + - - - - + + - - - + + + + - + + + + + 

M2-146 + + + - - - + - - - + - + + - + - - - - - + 

M2-147 + + + - - - - - - + - - + + + + - + - - - + 

M2-148 + + - - - + + - - + - - + - + - + + + - - + 

M2-149 + + + + - D - - - + - - + - + + - + + - - - 

M2-15 + + + + - D - + + + - + + + + + - - - + + + 

M2-150 + + + - - - - - - + - + + + + + - - - + + + 

M2-151 + + + - - + - - - + - + + + - + - + - - - + 

M2-153 + + + - - - - + - - - + + + + + - - - - + + 

M2-154 + + + + - - - + + - - - + + + + - + - - - + 

M2-155 + + + - - + - - - - - + + + - + + + - - - + 

M2-156 + + + - - - - - - + - + + + + + + + - - + + 

M2-157 + + + + - + - + + - - - + + - + + - - + + + 

M2-158 + - + - - D - - - + - - + + + - + + - + + + 



Anexo III 

                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M2-160 + + + + - - - - - - + - + + + + - - - + + + 

M2-162 + - + - - D - + + + - - + + + - - + - + - + 

M2-163 + + + - - - - + - + - + + - + + + + + - - + 

M2-164 + + + - - - - - - - - + + + + - + + - - - - 

M2-165 + + - - - - + - - - + + + + + + + + + - - + 

M2-166 + - + + - - - - - + - - + + + + - + + - - + 

M2-167 + - + - - - - - - + - - + + + - - + - - - + 

M2-168 + + + + - D - + + + - - + - - + - - - - - + 

M2-169 + + + - - D - - - + - - + + + + - - + + - + 

M2-17 + + + + - - - + + + - + + - - + + + + + - + 

M2-171 + + + - - D - - - + - + + + + + + - + + - + 

M2-173 + + + - - + + - - + - - + + + + - - + - - + 

M2-174 + + + - - D + - - + - - + + + + - - - + + + 

M2-175 + + + - - D + - - - - + - - + + + - - - - + 

M2-176 + + + - - - + - - + + - + + + - - - - + + + 

M2-177 + - + - - - - - - - - - - - - - - - + - - + 

M2-178 + - + - - - + - - + + - + + + - - - - + + + 

M2-18 + + + + + - - - - + - + + - - + + + + + - + 

M2-180 - - + - - D - + - - - + + + + + - + + - - + 

M2-182 + - + - - - - + + + + + + + + + + + + + + + 

M2-183 + + + + + - - + - - - + + + + + - - - + - - 

M2-183-X + - + - - - - + - + - + + + + + - - - - + + 

M2-19 + + + - - + - - - - - + + + - + + - - - - + 

M2-204 + + + - - - - - - + - - + + + + - - + + - + 

M2-21 + + - - - + + + - + - + + + + + - - + + - + 
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Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M2-22 + - + - - + + + - + - + + + + - - - + - - + 

M2-23 + - + - - - - - - + - - + - + + - - + - - + 

M2-25 + - + - - D - + - + - - + + - + - - - - - + 

M2-26 + + + - - - - + - + - - + + + + - - + - - + 

M2-27 + - + - - + + + - + - - + + + + - - + + + + 

M2-28 + + + + - + - + - + - - + + - + - - - - - + 

M2-29 + + + - - + - + + + - - + + + + - + + + + + 

M2-2-X + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + - 

M2-30 + + + + - + - + + + + + + + - + - + + + + + 

M2-31 + + + + - - - - - - + - + + + + - - - + + + 

M2-32 + + + + - - - - - - + - + + + + - - - + + + 

M2-33 + + + + - D - + + + - - + - + + - - + - - + 

M2-34 + + + - - - - + + + - + + + + + - - + - - + 

M2-35 + + + + - + - + + + - - + + + + - + + + + + 

M2-36 - + + - - D - + - - - - + + - + - - - - - + 

M2-37 + + + - - + - + - + - - + + + + - - - + + + 

M2-38 - + + - - + - + - + - - + + + + - - - + + + 

M2-4 + + + + - D - + + + - - + + + + - + - - - + 

M2-41 + + + - - + + + - + - - + + + + + - - + + + 

M2-42 + - - - - - - - - + - - - - + + - - - - - + 

M2-43 + + + - - - - + - + - - + + + + - + + + - + 

M2-5 + + + + - D - + + + - + + + + + - + - + + + 

M2-56 + - + - - D + - - + - - + - + + + + + - - - 

M2-57 + - + - - - - - - + - - + - + + - - - + - + 



Anexo III 

                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M2-58 + - + + - D - - - + - + + - - + + + + + - + 

M2-59 + + + - - - - + - + + + + + + + - - + - + + 

M2-6 + + + + - - - + + + - - + + + + - + - + + + 

M2-62 + + + - - + - + + + - - + - - - - - - + - + 

M2-63 + + + - - - + + - - - + + + + + - - - - + + 

M2-66-B + + + + - - - - - + - + + - - + + + + + - + 

M2-66-M + + + + + - - - - + - + + - - + + + + + - + 

M2-69 + + + - - + - + - + - - + + + + - - - + + + 

M2-7 + + + - - - - - - - - + + + + + - - + - + + 

M2-71 + + + + - + - + - - + - + + + + - - + - - + 

M2-72 + + + - - - - + + - - - + + + + - + + + + + 

M2-76 + + + - - + + + - + + + + + + + + + + - - + 

M2-77 + + - - - + - - - - - - + - + + - - - - - + 

M2-78 + + + - - + - + - + - + - + + + - - + + + + 

M2-79 + - - - - D + + - + - + + + - - - - + - - + 

M2-81 - + - - - - - + - - - - + + + + - + + - - + 

M2-82 + - + - - + + + - + + + + + + + - + + + + + 

M2-83 + + + - - - - - - + - - + + - + - + + + - + 

M2-85 + - + - - - - - - + - + + + + + - - - - - + 

M2-87-II + + + - + - - - - + - + + + + + + + - + - + 

M2-88 + + + - - + - + + + - - - - + - - + + + + + 

M2-89 + + + - - + - + + + - - - - + - - + + + + + 

M2-9 + + + - - + - - - + - + + + + + - - - + - + 

M2-X + - - - - - - - - + - + + - + + - + - + - + 

M2-XX + + + + - - - - - + - - + - + + - - + - - + 

M2-XXX + - + - - D + + + + - + + + + + - + + + + + 
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                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M2-4X + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + - 

M3-1 + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + - 

M3-100 + - + - - - - - - + + - + + + + - - + - + - 

M3-110 + + - - + - - - - + - - + + + + - - - - - - 

M3-112 + - + + - - - + + + - - - + + + - + - + + - 

M3-12 + - + - - - - + - + - - + + + + - + - - - + 

M3-120 + + + - - - D + - - + - - + + + + + + - - - 

M3-121 + + + - - - - + - - - + + + + + + - - + + - 

M3-125 + + + - - - - + - + - - + + + + - + - + + + 

M3-127 + - + + - - - + - - - - + - + + - + + - - - 

M3-128 + - + + - - - + - - - - + - + + - + + - - - 

M3-129 + + + - - - - + + - - + + + + + - + - - - - 

M3-13 + + + - - - - + + - - + + + + + - + - - - - 

M3-130 + + + - - - - + + - - + + + + + - + - - - - 

M3-131 + + + - - - - + + - - + + + + + - + - - - - 

M3-15 + - + + - - - + - - - - + - + + - + + - - - 

M3-18 + - - - - - - - - - - + + + + + - - - + - - 

M3-2 + + + + - - - - - - - - + - + + + - - - + - 

M3-22 + + + - - - - - - + - + - + + + + + - - - + 

M3-23 + + + + - - - + + + - - - + + + + + - - - - 

M3-24 + - + - - - - + - + - - + + + + - - - - - - 

M3-25 + - + - + - - + - - - - + - - + - - - - - - 

M3-26 + + + + - - - + + + - - + + + + - + - - - + 



Anexo III 

                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M3-27 + + + + - - - + + + - - + + + + - - - - - - 

M3-28 + + + + - - - + + + - + + - + + - - - - - - 

M3-3 + - + + - - - + - - - - - + + + - - - + + - 

M3-32 + - - - + - - - - - + - + + + + - + + - - + 

M3-33 + + + - - - - - - - - + - + + + + + + - - + 

M3-34 + - + - + - - - - - + + + + - + + - + - - + 

M3-35 + + + - - - - + - - - + + - + + + - - + + + 

M3-36 + + + - + - - - - + + - - - + + - - + - - - 

M3-37 + + + + - - - + + - - - + - - + - - + - - + 

M3-38 + - - - - + - + - + - - + + + + - + + - - + 

M3-39 + + + - - - - - - + + + + - + + - + - - - - 

M3-4 + - + + + - + + - - - - + + + + - + + - - - 

M3-40 + + + - - - - - - + + + + + + + - - - - - - 

M3-41 + + + - + - - - - + - - + + - + - - - - - - 

M3-42 + + + - - - - - - - - + + + - + + - + - + - 

M3-43 + + + + - - - + - + + + - + + + - - + - + - 

M3-44 + + - - - - - - - + - + + + + + - - + + - - 

M3-45 + + + - + - - - - + - - + - + + + - - + - - 

M3-46 + + + - + - - + + + + - + - + + + + - + - - 

M3-47 + + + + + - - - - - - + - - - + + - + + + + 

M3-48 + + + - + - - - - - - - + - + + + - + - - + 

M3-49 + + + - - - - + + - - - + - + + - + + + + + 

M3-5 + + + + - - - - - - - - + - + + + - - - + - 

M3-50 + + + - - + + + - + - + + + + + - + + - - - 

M3-52 + + + + - - - + - + - - + + + + - - + + + + 

M3-55 + + + + - - - + + + - + + + + + + - + - - + 
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Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M3-56 + - + - - - - + - + - - - - + + - - - + + + 

M3-57 + + + - - - - - - + - - + - + + - + - - - + 

M3-59 + + + - + - - + + - - - + + + + + - + + + + 

M3-6 + + + + - - - + + + - - + + + + + + + - + + 

M3-60 + + + + - - - - - + - - + + - + + + - + - - 

M3-61 + + + - - - - + - - - + + - + + + - - + + + 

M3-62 + + + + + - - + - + - - + + + + - + - + + - 

M3-63 + + + - - - - - - + - - + + + + + - + + + - 

M3-64 + + + - - - - + - + - - + + + + - + - + + + 

M3-7 + + + + - - - - - - - - + - + + + - - - + - 

M3-70 + - + - - - - - - - + + + + + + - - + - - + 

M3-73 + + + - - - - - - - - + + - + + + - - + + + 

M3-74 + - + - - - - - - - + + + + + + - - + - - - 

M3-78 + - + - - - - - - - + + + + + + - - + - - - 

M3-79 + - - - - - - - - - + + + + + + + - - + + - 

M3-8 + + + - - - - + + - - + + + + + - + - - - - 

M3-80 + + + - - - - + - - - + + + + + + - - + + - 

M3-81 + - + + - - - - - + - - + + + + + + - - - - 

M3-84 + - + - + - + - - + + + + + + + - - + - - + 

M3-85 + + + + - - - + - + - - + + + + - - - - - - 

M3-86 + - + + - - - + + + - - + + + + + + + + + - 

M3-87 + + + + - - - + + + - + + - + + - + - + + - 

M3-88 + + + + - - - + + + - - + + + + - + - + + - 

M3-89 + - + + - - - + + + - + + + + - + + + + + + 



Anexo III 

                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M3-9 + - + - - - - + - - - - + + + + - + - + - + 

M3-90 + - + + - - - + + + - + + + + + + - + + - + 

M3-91 + + + - - - - + + - - + + + + + - + + + + - 

M3-93 + + + - - - - + + + - - + + + + - + + + - + 

M3-94 + - + - - - - + + + - - + + + + - + + + - + 

M3-95 + + + - - - - + - + - - + + + + - + + + - + 

M3-97 + + + - + - - - - + - - + + + + - + - + + - 

M3-XX + + + - + - - - - + - + + + + + + + - + - + 

M3-4X + + + - + - - - - + - + + + + + + + - + - + 

M4-1 + + + - - + - - - + - + + + - - + + + + - + 

M4-101 + - + - + - + + + + - - + + + + - - + + + + 

M4-102 - - + + - + + + + - + + - - - + - + + - - - 

M4-104 + - - - + + + + - - - - + - + - - + + - - + 

M4-107 - - + - - + + + + + - - + - + - - + - - - - 

M4-11 + + + - - - - + + + - + + + - + - - + + - + 

M4-12 + + + - - - - - - + - + + + + + - - + + + + 

M4-13 + - + - - + + + + + + + + + + + - + + - - + 

M4-15 + + + - - + - + + + - + + + + + - + + + - + 

M4-16 + - + - - - - - - + - - + + + + + - - + + + 

M4-17 - - + - - - - - - + + - + + + + - - + + - + 

M4-19 - + + - - - + - - + - - + + + + - - + + + + 

M4-2 + - + - - + + - - + - + + + + + + + + + + + 

M4-20 - + + - + + - - - + + - + + + + + + + + + + 

M4-22 + + + - + + - + + + + + + + + + + - + + + + 

M4-23 - + + - - - - - - + + + + + + + - - + + + + 

M4-24 + - + - - + + + - + - + + + + + - + + + - + 
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                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M4-26 + - + - - + + + - + - + + + + + - + + + - + 

M4-28 - - + - - + + + - + + + + + + - - + + + + + 

M4-29 - + + - - + + + + + - + + + + + - + + + + + 

M4-3 + + + - - + + - - + + + + + - + + + + + - + 

M4-30 + - + - + + - + + - - - + - + - - + - - - - 

M4-31 - + - - - - - - - - + - - - + - - - + - - - 

M4-33 - + + - - - - - - + - - - + - - - - - + - + 

M4-35 + + + - - + - + + + - + + + + - - - - - - + 

M4-36 - + + - - + - - - + - + + + - - + - - - - + 

M4-37 + - + - + + + + + + - + + + + + - + + + + + 

M4-38 + + + - + + + + + + - + + + + - - - - + - + 

M4-39 + + + - - - - - - + - - + + + - - - - - - + 

M4-3B + - + - - + + + - + - + + + + + - + + + + + 

M4-3M + - + - - + + + - + - + + + + + - + + + + + 

M4-4 + - + - - + + - - + - + + + - - + + + + - + 

M4-40 + + + - - - + - - + - + + - + - - - - + - + 

M4-43 - + + - - - + + + + - + + - + + - - - + - + 

M4-44 + - + - - + + + - + - + + + + + - + + + + + 

M4-45 + + + - - - - + + + - + + + + + - - + + + + 

M4-46 + + + - + - - + + + + + + + + + - - + + - + 

M4-47 + + + - - + - + + + - + + - - - - - - + + + 

M4-48 + + + - - - - + + + - + + - - - - - - + + + 

M4-49 + + + - - - - + + + - + + + - - - - + + + + 



Anexo III 

                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M4-5 + + + - - + - - - + - - + + - + + + + + - + 

M4-50 + + + - - - + + + - - + + + + - + + + - - + 

M4-51 + + + - - - + + + + - + - + + + + + + + - + 

M4-52 + + + - - - + + + + - + + + - + + + + - + + 

M4-53 + + + - + - - + + + - + - + + + - + + + - + 

M4-55 + + + - - - + + + + - - + - + - + + - + + + 

M4-56 + + + - - + - + - + - - + - + - + - + + + + 

M4-57 + - + - - - + + + + - + + + + + + + + + - + 

M4-58 + + + - - + - + + + - + + - + - + - - + + - 

M4-59 + + + - + - - + + + - + + - + - - - - + + - 

M4-5a + + + - - + + - - + - + + + - + + - + + - + 

M4-6 + + + - - + - - - + - + + + + + + + + + - + 

M4-60 + + + - + - - + + + - + + - + - + - - + + - 

M4-62 + - - - - + - + + + + + + + + - + + + + - + 

M4-63 + + + - - - + + + + - + + + + - + - + - - + 

M4-64 + - + - + - + + + + - + + - + - + + - + - + 

M4-65 + + - - - - + + + + + + + - + + + + - + - + 

M4-66 + + - - - - + + + + - - + + + - + + - + + + 

M4-67 + + - - - + + + + - - - + + + - + + - - - - 

M4-68 + + + - - + - + + - - - + + + - + + - - - - 

M4-69 - + + + + + - + + - - + - - - - - + - - - - 

M4-7 + + + - - + - + + + - + + - - - + + + - - + 

M4-70 + + + + + + - + + - - + - - - + - + - - - - 

M4-71 + + + - - + - - - D - + + + - - - + + - - + 

M4-72 - + + + - + - + + + - - - - + - - - - + - - 

M4-73 - + + - + + - - - - - + - - - + + - - + - - 
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                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M4-74 + + + + - + - - - - - + + - + + - - - - - - 

M4-76 + - + - - - + + - - + + + - - + - - + - - - 

M4-79 + - + - - - - + + + - + + + - + + + + + - - 

M4-80 + + + - - + - + + - - + + - - + + - - - - - 

M4-81 + + - - - + - + + - - + + + - + + + + - - - 

M4-82 + - - - - + - + + + - - + - - + + + + - - + 

M4-83 + - + - - - - - - + - + + - - + + + - - - + 

M4-84 + + + - - - - + + + + + + - + + + + - - - - 

M4-85 + + + + - - - + + + + + + - + + + - - - - + 

M4-86 + + - - - + - + + + - + + - + + + + - + - + 

M4-87 + + + - - - - + + + - + + - + + - + + + - + 

M4-88 + + + - - - - - - + - + + - - + - - - + - - 

M4-89 + - - - - + + - - - - + + - - + - + + + - - 

M4-9 + + + - - + - - - + - + + + + + + + + + - + 

M4-90 + + - - - - - + + + - + + - - + - - + + - + 

M4-91 + - + - - - - + + - - - + - + + - + - + - - 

M4-92 + - + - - - - + + + - + + - - + - + - - - + 

M4-93 + + + - - - - + + + + - + - - + + - + - - + 

R1 + - - - - - + - - ND ND ND ND + - - - - + ND ND ND 

R2 + + + + - - D + + + - - D - + - - - - - - + 

R3 + - - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

R4 + + + - - - - - - - - - + - + + - - - - - - 

R5 + + + + - - - + + + - - + - + + + - - - - - 
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                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

R6 + + + + - - - + + - - - - - + + - - - - - - 

R7 + + + D - - - + + + - - + - + + + - - + - - 

R8 + + + + - - - + + + - - D - - + - - - + - + 

R9 + + + + - - - + + + - - + - + + + - - + - + 

R10 + - + - - - - - - + - - + + - + + - - + + + 

R11 + + + + - - - + + - - + - - + + - - - + + + 

R12 + + + + - - - + + + - - + - + + - - - - - + 

R13 + + + + - + - + + + - - + - + + - - - + + + 

R14 + + + + - - - + + + - - - - + - - - - + - - 

R15 + - D D - - - D D D - D D + - D + D - D D D 

R16 + + + + - - - + + + - - + - - + - - - - - + 

R17 + + + - - - - - - + - - + - + - - - - - - + 

R18 + + + + - - - + + - - - - - - + - - - + - - 

R19 + + - - - - - - - + - - + + + + + - + - - - 

R20 + + - - - - - - - - - - + + + + + + + - + - 

R21 + - - - - + - - - + - + + + - - - + - - - - 

R22 + + - - - + - + - + + - - - - - - + - - - - 

R23 + + + + - - + + - + - - - + - - + + - - - - 

R24 + + + + - - - + - + - - + - - + - + - - - - 

R25 + + + + - - - + - + - - - - - - + + - - - - 

R26 + - - - - - - - - - - - + - - + - - - - - - 

R27 + + - - - - - - - + - - + + + + + - + - - + 

R28 + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

R29 - - - - - - - ND - ND - - + + ND ND ND ND + - - + 

R30 + + - - - D + - - - - + - + - D - - - - - + 

R31 + + - - - - - - - - - - + - - + - - - - - - 
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                       Tabla 3. Continuación 

               CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

R32 - - + - - + + ND ND ND + ND ND ND + + + ND + - - ND 

R33 - + + - - + + ND ND ND - ND ND ND - + + ND + - - ND 

R34 + - ND ND - - ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
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Tabla 4. Pruebas bioquímicas (II). Utilización de diferentes sustratos como única fuente de 

carbono y energía o como única fuente de carbono, nitrógeno y energía 

Glu: D-glucosa 

Gal: D-galactosa 

Fruc: D-fructosa 

Lac: lactosa 

Suc: succinato 

Ac: acetato 

Cit: citrato 

Glic: glicerol 

His: L-histidina 

Alan: DL-alanina 
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Tabla 4. Pruebas bioquímicas (II). Utilización de diferentes sustratos como única fuente de carbono y energía o como única fuente de carbono, 

nitrógeno y energía 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M2-87-I + + - + + + + - + - 
 

M3-32 + - + - + + + + + + 

M1-100 + + + + + + + + + + 

 
M3-33 + + + + + + + - + + 

M1-103 + + + + + + + + + + 
 

M3-34 + - - - + + + + + + 

M1-103-X + - - + + + + + + - 
 

M3-35 + - + - + + + - + + 

M1-107 + + + + + + + + + + 
 

M3-36 + + + + + + + + + + 

M1-110 + + + + + + + + + + 
 

M3-37 + + + + + + + + + + 

M1-111 + + + + + + + + + + 
 

M3-38 + + + + + + + + + + 

M1-112 + + - - + + + + + - 

 
M3-39 + + + + + + + + + + 

M1-114 + + + + + + - + + + 
 

M3-4 + + + + + + - - - + 

M1-115-I + + + + + + + + + + 
 

M3-40 + + + + + + + + + + 

M1-115-II + + + - - + + + + + 
 

M3-41 + + + + + + + + + + 

M1-116 + + + + + + + + + + 
 

M3-42 + + + + + + + + + + 

M1-117 + + + - + + + + - + 
 

M3-43 + + + + + + + + + + 

M1-118 + + + - - + + + + + 

 
M3-44 + + + + + + + + + + 

M1-120 + + + - + - - - + - 
 

M3-45 - - + - + + + + + + 

M1-122 + + + + + + + + - + 
 

M3-46 + + + + + + + + + + 

M1-124 + + + + + + + + - + 
 

M3-47 + + + + + + + + + + 

M1-125 + + + + + + + + + + 
 

M3-48 + + + + + + + + + + 

M1-126 + + + + + + + + - + 
 

M3-49 + + + + + + + + + + 

M1-127 + + + + + + + + + + 

 
M3-5 + - - - + + + + - + 

M1-130 + + + + + + + + + + 
 

M3-50 + + + + + + + + + + 

M1-131 + + + + + + + + - + 
 

M3-52 + + + + + + + + + + 
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                       Tabla 4. Continuación 

                 CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M1-135 + + + + + + + + + + 
 

M3-55 + + + + + + + + + + 

M1-137 + + + + - + - + - + 
 

M3-56 + + + - + + + + + + 

M1-138 + + + + + + + + + + 
 

M3-57 + + + - + + + + + + 

M1-141 + + + + + + + + + + 
 

M3-59 + + + + + + + + + + 

M1-142 + + + + + + + + + + 
 

M3-6 + - - - - + - + - - 

M1-144 + + + + - + + + + + 

 
M3-60 + + + - + + + + + + 

M1-145 + + + + + + + + + + 
 

M3-61 + - + - + + + - + + 

M1-14-X + + + + + + + + + + 
 

M3-62 + + + + - + - + + + 

M1-16-X + + + + + + + + + + 
 

M3-63 + + + + + + + - + + 

M1-180 + + + - - + + + + + 
 

M3-64 + + + + + + + + - + 

M1-187-I + + - + + + + - - + 
 

M3-7 + - - - + + + + - + 

M1-187-II + + + + + + + + - + 

 
M3-70 + + + + + + + + + + 

M1-190 + + + + + + + + + + 
 

M3-73 + + + + + + + + + + 

M1-191-I + + + - - + + + + + 
 

M3-74 + + + + + + + + + + 

M1-191-II + + + + + + + + + + 
 

M3-78 + + + + + + + + + + 

M1-192 + + + - - + - + - + 
 

M3-79 + + + + + + + + + + 

M1-193-I + + + + + + + + + + 
 

M3-8 + + + + + + + + + + 

M1-193-II + - - - + + + + - + 

 
M3-80 + + + + + + + + + + 

M1-194 + + + + + + + + - + 
 

M3-81 + + + + + + + + + + 

M1-196 + + + + + + + + + + 
 

M3-84 + + + + + + + + + + 

M1-198 + + + + + + + + + + 
 

M3-85 + - + + + + + + + + 

M1-199 + + + + + + + - + - 
 

M3-86 + - + + + + + + + + 

M1-200 + + + + + + + - - + 
 

M3-87 + - + + + + + + + + 

M1-201 + + + + + + + - - - 

 
M3-88 + - + + + + + + + + 

M1-202 + + + + + + + + + + 
 

M3-89 + + + + + + + + + + 

M1-21-X + + + + + + + + + + 
 

M3-9 + + + + + + + + + + 
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                       Tabla 4. Continuación 

                 CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M1-5-X + + + - + - - - + - 
 

M3-90 + + + + + + + + + - 

M1-X + + + + + + + + + + 
 

M3-91 + + + + + + + + + - 

M1-XX + + + - - + + + + + 
 

M3-93 + - + + + + + + - + 

M2-10 + + - - + - - + - + 
 

M3-94 + - + + + + + + - + 

M2-11 + - - - + + + - - - 
 

M3-95 + + + + + + + + + + 

M2-12 + + + + + + + + + + 

 
M3-97 + + + + + + + + + + 

M2-13 + + + + - + + + - - 
 

M3-XX + + + + + + + + + + 

M2-139 + + + + + + + + + - 
 

M3-4X + + + + + + + + + + 

M2-14 + + + + + + + + - + 
 

M4-1 + - + - + + + + + + 

M2-140-II + + + + + + + + + - 
 

M4-101 + - - - + - - - - + 

M2-146 + + - - - - - + + - 
 

M4-102 + + + + + + + + + + 

M2-147 + + + + + + - - - - 

 
M4-104 + + + + + + + + + + 

M2-148 + + + + + + + + + + 
 

M4-107 + + + + + + + + + + 

M2-149 + + + + + - - - - - 
 

M4-11 + + - - + + + + + + 

M2-15 + + + + + + + - - + 
 

M4-12 + + - - - - - + - + 

M2-150 + + + + + - - - - - 
 

M4-13 - - - - + + + + + + 

M2-151 + + + + + - - - - - 
 

M4-15 + + - + - + + + - + 

M2-153 + + + + + + + + - - 

 
M4-16 + + + - + + + - + + 

M2-154 + + + + + + - + - + 
 

M4-17 + + + + + + + + + + 

M2-155 + + + + + + + + - + 
 

M4-19 + + - - - + + - + + 

M2-156 + - + + + + - + - + 
 

M4-2 + - + - + + + + + + 

M2-157 + + + + + + + + - + 
 

M4-20 + + + + + + + + + + 

M2-158 + + + + + + + + + + 
 

M4-22 + + + + + + + + + + 
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                       Tabla 4. Continuación 

                 CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M2-160 + - - - - - - + - - 
 

M4-23 + + + + + + + + + + 

M2-162 + + + + + - - - - - 
 

M4-24 + + + + + + + + + + 

M2-163 + - + + + + + + - + 
 

M4-26 + + + + + + + + + + 

M2-164 + + + + + + - - - - 
 

M4-28 + + + + + + + + + + 

M2-165 + + + + + + + + + + 
 

M4-29 + + - + + + + + + + 

M2-166 + + + + + - - - - - 

 
M4-3 + - + - + + + + + + 

M2-167 + + + + + - - - - - 
 

M4-30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

M2-168 + + + + + + + + + + 
 

M4-31 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

M2-169 + + + + + + + + + + 
 

M4-33 + + + - + + + + + + 

M2-17 + + + + + + + + + + 
 

M4-35 + + + + + + + + + + 

M2-171 + + + + + + + + + + 
 

M4-36 + + + + + + + + + + 

M2-173 + + - + + + + - - - 

 
M4-37 + + + + + + + - - + 

M2-174 + + + + + + + + + + 
 

M4-38 + + + + + + + + - + 

M2-175 + + + + + + + + + + 
 

M4-39 + + + + + + + + + + 

M2-176 + + + + + + + + + + 
 

M4-3B ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

M2-177 + + + - - - ND - + + 
 

M4-3M ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

M2-178 + + + + + + + + + + 
 

M4-4 + ND + - + + + + + + 

M2-18 + + + + + + + + + + 

 
M4-40 + + - + + + + + + + 

M2-180 + - + - + + + + + + 
 

M4-43 + + + + + + + + + + 

M2-182 + + + + + - + + + + 
 

M4-44 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

M2-183 + + + + - + + + - + 
 

M4-45 + + + + + + + + + + 

M2-183-X + + + + + + + + - + 
 

M4-46 + + + - + + - + - + 

M2-19 + + - + + - + + - + 
 

M4-47 + + + + + + - + + + 

M2-204 + + + + + + + + + + 

 
M4-48 + + + + + + + + - + 

M2-21 + - + + + + - + + + 
 

M4-49 + + + + + + + + + + 

M2-22 + - + + + + + + + + 
 

M4-5 + - - - + + - + - + 
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                       Tabla 4. Continuación 

                 CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M2-23 + + + + + + + + + + 
 

M4-50 + + + + + + + + + + 

M2-25 + + + + + + + + + + 
 

M4-51 + + + - + + + + - + 

M2-26 + + + + + + + + + + 
 

M4-52 + + + + - + + + + + 

M2-27 + + + + + + + + + + 
 

M4-53 + + + + + + + + - + 

M2-28 + - + + + + + + + + 
 

M4-55 + - + - + + + + + + 

M2-29 + + + - + + + + + + 

 
M4-56 + + - - - - + + - - 

M2-2-X + + + - - + + + + + 
 

M4-57 + + + + + + + + + + 

M2-30 + + + + + - - + - + 
 

M4-58 + + + + + + + + + + 

M2-31 + - - - - - - + - - 
 

M4-59 + + + - + + + + + + 

M2-32 + - - - - - - + - - 
 

M4-5a + - + - + + - + - + 

M2-33 + + - + + - + + + - 
 

M4-6 - - - - - + - - - - 

M2-34 + + - - + + + - - + 

 
M4-60 + + + + + + + + + + 

M2-35 + + - + + + + + - + 
 

M4-62 + + + + + + + + - + 

M2-36 - - - - - + - + - + 
 

M4-63 + + + + + + + + + + 

M2-37 + + + + + + + + + + 
 

M4-64 + - + + + + + + + - 

M2-38 + + + + + + + + + + 
 

M4-65 - - - - - - - - - - 

M2-4 + + + + + + + + - + 
 

M4-66 + + + + + + + + 9 - 

M2-41 + - + - + + + - + + 

 
M4-67 - - - - - - - - - - 

M2-42 + - + - + - + + - - 
 

M4-68 + + + + + + + + + + 

M2-43 + - - + + - - + - + 
 

M4-69 + - - - + - + + - - 

M2-5 + + + + + + + + + + 
 

M4-7 - - - - + - + + - + 

M2-56 + + + + + + + + + + 
 

M4-70 + + - - - - + + - - 

M2-57 + + + + + + + + + + 
 

M4-71 + + + + + + + + + + 
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                 CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M2-58 + + + + + + + + + + 
 

M4-72 + + + + + + + + + + 

M2-59 + + + + + + + + + + 
 

M4-73 + + - - - + + + - + 

M2-6 + + + + + + - + - - 
 

M4-74 + + + + + + + + + + 

M2-61 + + + + + + + - - + 
 

M4-76 + + + - + + + + + + 

M2-62 + - - + + - + + - - 
 

M4-79 + + - + + + + + - + 

M2-63 + + + + + + + + + + 
 

M4-80 + - - - + + + + - - 

M2-66-B + + + + + + + + + + 
 

M4-81 + + - + - - + + - - 

M2-66-M + + + + + + + + + + 
 

M4-82 + + - + - - + + - + 

M2-69 + - + - + + + + + + 
 

M4-83 + + + + - - + + + + 

M2-7 + + + + + + + - - + 
 

M4-84 + + + + + + + + + + 

M2-71 + + + + + + + + + + 
 

M4-85 + + - + + + + + - - 

M2-72 + + + + + + + + + - 
 

M4-86 + + - + - - + + + + 

M2-76 + + + + + + + + - + 
 

M4-87 + + + + + + + + + + 

M2-77 + + - + - - - - - - 
 

M4-88 + + + + + - + + - + 

M2-78 - - - - + + - - - - 
 

M4-89 + + - + - + + + - + 

M2-79 + + - + + + - + - - 
 

M4-9 + - + - + - + + - + 

M2-81 + + - + + + + - - - 
 

M4-90 + + + + + + + + - + 

M2-82 + + + - + + + + + + 
 

M4-91 + + + + + + + + + + 

M2-83 + + + + + + + + + + 
 

M4-92 + + - + - - + + - + 

M2-85 + + - + + + + - + - 
 

M4-93 + + + - + + + + - + 

M2-87-II + + + + + + + + + + 
 

R1 + - + + - - - - - + 

M2-88 + + - + - + - + - + 
 

R2 + 9 - + - + + + + + 

M2-89 + + - + - + - + - + 
 

R3 - - - - - - - - - + 

M2-9 - - - - + + + + - + 
 

R4 + - + - - + + + + + 

M2-X + + - + + + + - + - 
 

R5 + - + - + + + + + + 

M2-XX + - - + + + + + - + 
 

R6 + - + - + + + + - + 

M2-XXX + + - - - - - + + - 
 

R7 + - - - + + + 9 - - 
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                       Tabla 4. Continuación 

                 CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M2-4X + + + - - + + + + + 
 

R8 + + + + + + + + - + 

M3-1 + + + - - + + + + + 
 

R9 - - + + + + - + - - 

M3-100 + + + + + + + + - + 
 

R10 + + + + + + + - + + 

M3-110 + + + + + + + + + + 
 

R11 + + + + + - + 9 - - 

M3-112 + + + + + + + + + + 
 

R12 + + - + + + + + + + 

M3-12 + + + + + + + + + + 

 
R13 + - 9 - + + + - + + 

M3-120 + + + + - + - + + - 
 

R14 + + + + + + + + + + 

M3-121 + + + + + + + + + + 
 

R15 + + + - + + + + + + 

M3-125 + + + + + + + + - + 
 

R16 + + - + + + - + - + 

M3-127 + + + + + + + + + + 
 

R17 - - + - + + + - + + 

M3-128 + + + + + + + + + + 
 

R18 + + + + + + + + - - 

M3-129 + + + + + + + + + + 

 
R19 - - - - - - - - - - 

M3-13 + + + - + + + - + + 
 

R20 - - - - - - - - - - 

M3-130 + + + + + + + + + + 
 

R21 + + + + + - + + - - 

M3-131 + + + + + + + + + + 
 

R22 - + + + + - + + - + 

M3-15 + + + + + + + + + + 
 

R23 - - - - - - - - - - 

M3-18 + + + + + + + + + + 
 

R24 - - - - - - - - - + 

M3-2 + - - - + + + + - + 

 
R25 + + + + - - - - - + 

M3-22 + + + + + + + + + + 
 

R26 - - - - - - - - - - 

M3-23 + + + + + + + + + + 
 

R27 - - + - + - - - - + 

M3-24 + + + + + + + + + + 
 

R28 + + - - + - - + - - 

M3-25 + + + + + + + + + + 
 

R29 + + + + + + + + + + 

M3-26 + + + + + + + + + + 
 

R30 + - - - + - - + - + 
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                 CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M3-27 + + + + + + + + + + 
 

R31 - - - - - - - - - - 

M3-28 + - + + + + + + + - 
 

R32 + + - - - - + - - + 

M3-3 + - - + - - - - - + 
 

R33 + + - - - - + - - + 
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Tabla 5. Pruebas bioquímicas (III). Galerías API 

ONPG: ortho-Nitrophenyl-β-galactoside 

ADH: arginina dehidrolasa 

LCD: lactate descarboxilasa 

ODC: ornitina descarboxilasa 

Cit: utilización del citrato 

H2S: producción de sulfidrico 

Ure: producción de ureasa 

TDA: triptofano desaminasa 

Ind: indol 

VP: Voges-Proskawer 

Gel: producción de gelatinasa 

Producción de ácidos de: 

Glu: glucosa 

Man: anitol 

Ino: inositol 

Sor: sorbitol 

Rha: ramnosa 

Mec: melobiosa 

Amy: amigdalina 

Ara: arabinosa 

 



Anexo III 

Tabla 5. Pruebas bioquímicas (III). Galerías API 

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M2-87-I - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M1-100 - - - - + - - + - - - + - - - - - + - - 

M1-103 - - - - - - - + - + + + - - - + - - - - 

M1-103-X - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-107 - - - - - - - + - + + + - - - + - - - - 

M1-110 - + - + - - - + - + + - - - - - - - - - 

M1-111 - - - - - - - + - - + - - - - + - + - - 

M1-112 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M1-114 - + - + + - + + - + + - - - - - - - - - 

M1-115-I - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - 

M1-115-II - - - - - - - + - - - + - - - - - - - + 

M1-116 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M1-117 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-118 - - - - - - - + - - - + - - - - - - - + 

M1-120 + - - - - + - - + - - - + - - - - - + - 

M1-122 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-124 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-125 - + - - + - - + - - - + - - - + - + - + 

M1-126 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-127 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-130 - - - - - - - + - - - + - - - - - + - - 

M1-131 - - - - - - - + - + - - - - - + - - - - 

M1-135 - - - - - - - + - - - + - - - + - - - - 

M1-137 - - - - - - - + - - - + - - - + - - + - 

M1-138 - - - - + - - + - - + - - - - + - - - + 

M1-141 - - - - - - - + - + + + - - - + - - - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M1-142 - - - - - - - + - - - + - - - + - - - - 

M1-144 - - - - - - - + - - - - - - - - - + - + 

M1-145 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-14-X - + - - + - - + - - - + - - - + - + - + 

M1-16-X - + - - + - - + - - - + - - - + - + - + 

M1-180 - - - - - - - + - - - + - - - - - - - + 

M1-187-I - - - - - - - + - - - + - - - + - + + + 

M1-187-II - - - - + - - - - - - + - - - + - + + + 

M1-190 - - - - - - - + - + + + - - + - - - - + 

M1-191-I - - - - - - - + - - - + - - - - - - - + 

M1-191-II - - - - - - - + - - + + - + - - + - - - 

M1-192 - + - - - - - + - - + + + - - - + - - - 

M1-193-I - - - - - - - + - + + + - - - - - + - - 

M1-193-II - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-194 - - - - + - - - - - - + - - - + - + + + 

M1-196 - - - - - - - + - - - - - - - - - + + - 

M1-198 - + - - - - - - - - - + - - - + - - - + 

M1-199 - - - - - - - + - - + + - - - - - - - - 

M1-200 - - - - D - - + - - - + - - - - - - + - 

M1-201 - - - - - - - + - - + - - - - - + - - - 

M1-202 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - 

M1-21-X - - - - + - - + - - + - - - - + - - - + 

M1-5-X + - - - - + - - + - - - + - - - - - + - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M1-X - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - 

M1-XX - - - - - - - + - - - + - - - - - - - + 

M2-10 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-11 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-12 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-13 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-139 - - - + - - - + - + - + + + + - + - + - 

M2-14 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-140-II - - - + - - - + - + - + + + + - + - + - 

M2-146 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-147 - + - - + - - + - - - - - + - - - + - + 

M2-148 - - - - - - + + - + - - - - - - - - - - 

M2-149 - - - - - - - + - - - + - - - - - + - - 

M2-15 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-150 - - - - - - - + - - - + - - - + - + - - 

M2-151 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-153 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M2-154 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-155 - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - 

M2-156 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-157 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-158 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-160 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-162 - + - - - - - - - - + - - - - + - + - - 

M2-163 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-164 - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M2-165 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-166 - - - - - - + + - + - - - - - - - - - + 

M2-167 - - - - - - - - - - - + - - - + - + - - 

M2-168 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-169 - + - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-17 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-171 - - - - - - + + - - - + - - - - - - - - 

M2-173 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-174 - - - - - - - + - - - - + + - + - - - - 

M2-175 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-176 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-177 - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - 

M2-178 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-18 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-180 - - - - - - - - + - + - - - - - - - - - 

M2-182 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-183 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-183-X - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

M2-19 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-204 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-21 - + - - - - - + - + + + + - + - + - - - 

M2-22 - - - - - - - + - + - - + - - - + - - - 

M2-23 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M2-25 - - - - + - - + - - + + - - - - - + - - 

M2-26 - - - - - - - + - + - - + + - - - - - - 

M2-27 - + - - - - - + - + + + + - - - - - - - 

M2-28 - - - + - - - + - + + - + - - - - - - - 

M2-29 - - - - - - - + + - + + + - + - + - + - 

M2-2-X - - - - - - - + - - - + - - - - - - - + 

M2-30 - - - - - - - - + - + - + - + - + - + - 

M2-31 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-32 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-33 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-34 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-35 - - + + - - - + + + + + + - - - + - + - 

M2-36 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-37 - - - + + - - + - - - - - - - - - + - - 

M2-38 - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - 

M2-4 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-41 - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - 

M2-42 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-43 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-5 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-56 - - - - - - + + - - + - - - + - + - - - 

M2-57 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-58 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-59 - - - - - - + + - + + - - - - - - - - - 

M2-6 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-61 - - - - + - - + - + - - - - - - - - - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M2-62 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-63 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-66-B - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-66-M - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-69 - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - 

M2-7 - - - - + - - + - + - - - - - - - - - - 

M2-71 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-72 - - - + - - - + - + - + + + + - + - + - 

M2-76 - + - - - - - + - + + + - - + - + - - - 

M2-77 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-78 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-79 - + - - - - - + - + + + + - + - + - - - 

M2-81 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-82 - - + + - - - + + + + + + - - - + - + - 

M2-83 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-85 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M2-87-II - - - - - - - + - + + + - - - + - - - - 

M2-88 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-89 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-9 - + - - + - - + + + + + - - + - + - - - 

M2-X - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M2-XX - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-XXX - - + + - - - + - + + + + + + - + - + - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M2-4X - - - - - - - + - - - + - - - - - - - + 

M3-1 - - - - - - - + - - - + - - - - - - - + 

M3-100 - - - - - - + + - + - + - - - - - - - - 

M3-110 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-112 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-12 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M3-120 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-121 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-125 - - - - + - + + - - + - - - - - - - - - 

M3-127 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-128 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-129 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-13 - - - - - - + + - + - - - - - - - - - - 

M3-130 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-131 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-15 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-18 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M3-2 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-22 - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - 

M3-23 - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - 

M3-24 - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - 

M3-25 - + - - + - - + - - - - - - - - - + - - 

M3-26 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-27 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-28 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M3-3 - - - - + - - + - - + - - - - - - + - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M3-32 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-33 - - - - - - - + - - D - - - - - - - - - 

M3-34 - - - - - - - + - + D - - - - - - - - - 

M3-35 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-36 - - - - - - - + - - + + - - - - - - - - 

M3-37 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-38 - - - - - - - + - - + - - - - - + - - - 

M3-39 - - - - - - - + - - + D - - - - - - - - 

M3-4 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-40 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-41 - - - - + - + + - - + + - - - - - - - - 

M3-42 - - - - - - - + - - + + - - - - - + - - 

M3-43 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-44 - + - + + - + + - - + - - - - - - - - - 

M3-45 - - - - + - - + - - + + - - - - - - - - 

M3-46 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-47 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-48 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-49 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-5 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-50 - + - - - - - + - + + + + - - - + - + - 

M3-52 - + - - + - - + - + + + + - - - + - + - 

M3-55 - - - - + - - + - - + - - - - - - + - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M3-56 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-57 - - - - - - - + - - - - - - - - + - - - 

M3-59 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-6 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-60 - - - - + - - + - - D - - - - - - - - - 

M3-61 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-62 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-63 - - - + + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-64 - - - - + - + + - - + - - - - - - - - - 

M3-7 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-70 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-73 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-74 - + + + + - + + - + + - - - - - - - - - 

M3-78 - + + + + - + + - + + - - - - - - - - - 

M3-79 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-8 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-80 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-81 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-84 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-85 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-86 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-87 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-88 - - - - + - + + - + + - - - - - - - - - 

M3-89 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-9 - - - - - - - + - + - - - - - + - - - - 

M3-90 - - - - + - - - - - + - - - - - - - - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M3-91 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-93 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-94 - - - - + - + + - - + - - - - - - - - - 

M3-95 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-97 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-XX - - - - - - - + - + + + - - - + - - - - 

M3-3X - - - - - - - + - + + + - - - + - - - - 

M4-1 - - - - + - - + - + + + + - + - + + + + 

M4-101 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M4-102 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-104 - - - - - - - + - + + + + - + - + - + + 

M4-107 - + + - + - - - - - + - + + + - + + + + 

M4-11 - - - - - - - + - - + + + - + - + + + + 

M4-12 - - - - - - - + - - + - + - + - + - + + 

M4-13 - - - - - - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-15 - + - - - - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-16 - + + + - - - + - - + - + - - - - - - - 

M4-17 - - - - - - - + - - + - + - + - + - + + 

M4-19 - - + - + - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-2 - - - - - - - + - + + + + + + - + + + + 

M4-20 - - - - - - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-22 - - - - - - - + - - + - + - + - + - + + 

M4-23 - + + - + - - + - + + - - - - + - - - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M4-24 - + + - + - - + - + + - - - - + - - - - 

M4-26 - + + - + - - + - + + + + + + - + + + + 

M4-28 - + + - + - - + - + + + + + + - + + + + 

M4-29 - - + - + - - + - + + + + - + - + + + + 

M4-3 - - - - - - - + - - + + - - + - + + + + 

M4-30 - + + - + - - + - - + + + + + - + + + + 

M4-31 - - + - - - - + - - + - + - + - + + + + 

M4-33 - - - - - - - + - - + - + - + - + - + - 

M4-35 - - - - - - - + - - - + - - - - - - - - 

M4-36 - - - - + - - + - - - - + - - - - - + - 

M4-37 - - - - - - - + - + - + - - + - + - - - 

M4-38 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M4-39 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M4-3B - - - - - - - + - + + + - - - - - - - - 

M4-3M - - - - - - - + - + + + - - - - - - - - 

M4-4 - - - - - - - + + - + + + - + - + + + + 

M4-40 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-43 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-44 - - - - - - - + - + + + - - - - - - - - 

M4-45 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-46 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-47 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-48 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-49 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M4-5 - - - - - - - + - + + + + - + - + + + + 

M4-50 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 
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                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M4-51 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M4-52 - - - - - - - + - - - - + - + - + - + - 

M4-53 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-55 - + + - - - - - - - + + + - + - + - + + 

M4-56 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-57 - + + - + - - - - - + + + + + - + + + + 

M4-58 - - - - - - - + - - + - - - - - + - - - 

M4-59 - - - - - - - + - - - + - - - - - + - - 

M4-5a - - - - - - - + - - + + + - + - + + + + 

M4-6 - - - - + - - + - - + + + + + - + + + + 

M4-60 - - - - + - - + - + + - - - + - - - - - 

M4-62 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M4-63 - + + - + - - + - + + - + - + - + - - - 

M4-64 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M4-65 + - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M4-66 - - - - + - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-67 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M4-68 - - - - - - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-69 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M4-7 - - - - - - - + - - + + + + + - + + + + 

M4-70 - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - 

M4-71 - - + - - - - - - - + - + - + - + + + + 

M4-72 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 



Anexo III 

                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M4-73 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-74 - + + - + - - - - - + + + + + - + + + + 

M4-76 - + + - + - - + - + + + + + + + + + + + 

M4-79 - + - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-80 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M4-81 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-82 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-83 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-84 - - + - - - - + - + - + - - + - - - + - 

M4-85 - - - - - - - + - + + + + - + - + - - - 

M4-86 - - + - - - - + - + + - + - + - - - + - 

M4-87 - - - - - - - + - - - + + - + - + + + + 

M4-88 - - - - - - - + - - + - + - - - - - + - 

M4-89 - - + - - - - - - - + + + - + - + + + + 

M4-9 - - - - - - - + - - + + + + + - + + + + 

M4-90 - - - - - - - + - - - - + - + - + - - - 

M4-91 + - - - + - - + - + + - + - + - + - + - 

M4-92 - - - - - - - + - + - + + - + - + - + - 

M4-93 - - + - + - - + - + + - + - + - + - + - 

R1 + ND ND ND ND ND - ND ND ND ND + - - - - - - - - 

R2 - ND D D + D + ND - - - - D D D D D - - D 

R3 - ND D D + - - ND - - - - - - - - - - - - 

R4 - ND D - + - + ND - - - - - - - - - - - - 

R5 D ND D D + + D ND - - - - - - - - - - - - 

R6 - ND - - + - - ND - - - - - - - - - - - - 

R7 - ND D D + - + ND - - - - - - - - - - - - 
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M4-73 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-74 - + + - + - - - - - + + + + + - + + + + 

M4-76 - + + - + - - + - + + + + + + + + + + + 

M4-79 - + - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M4-80 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M4-81 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

R8 D ND D D + + - ND - - - - - - - - - - - - 

R9 - ND - - - + + ND - - - - - - - - - - - - 

R10 + ND - - + + + ND - - + - - - - - - - - - 

R11 - ND D D + + - ND - - - - - - - - - - - - 

R12 D ND D D + + + ND - - - - - - - - - - - - 

R13 D ND D D + + + ND - - - + - - - - + - - - 

R14 - ND D D + + + ND - - + - - - - - - - - - 

R15 D ND D D + + D ND - - - D D D D D D - - - 

R16 D ND D D - + + ND - - - - - - - - - - - - 

R17 - ND - - + - + ND - - - - - - - - - - - - 

R18 - ND D - + + - ND - - - - - - - - - - - - 

R19 + ND D D - + - ND - - + - - - - - - - - - 

R20 - ND D D - + - ND - - + - - - - - - - - - 

R21 - ND - - + - - ND - - + + + - - + + - - + 

R22 - + - - + D - ND - ND ND + - - - - - - - - 

R23 - - - - + D - ND + ND ND + - - - - - - - - 

R24 - ND D D + + - ND - ND ND + - - - - - - - - 

R25 - - - - + D - ND - - ND + + - - - - - - - 

R26 + ND D D - + - ND - - - - - - - - - - - D 

R27 + ND D D + + + - - - - + + - - - - - - - 



Anexo III 

                     Tabla 5. Continuación 

                 CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

R28 - ND D D - + - ND - - - - - - - - - - - D 

R29 - + + - + D + ND ND ND + - - - - - - - - ND 

R30 D ND D D - - D ND - ND + + + + + D + - - D 

R31 - ND D D - + + ND - - - - - - - - - - - D 

R32 - + - - + D + ND + - + + + + - - + - ND ND 

R33 - + - - + + D ND - - - + + - - + + + ND ND 

R34 - + + + - - + + + + - + + + + - + - - - 
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Tabla 6. Sensibilidad a agentes antimicrobianos 

CN: Gentamicina  (10µg) 

TOB: Tobramicina  (10µg) 

AML: Amoxicilina (25µg) 

AMP: Ampicilina (10µg) 

P: Penicilina G (10UI) 

KF: Cefalotina (30µg) 

TE:Tetraciclina (30 UI) 

E: Eritromicina (15µg) 

PB: Polimixina B (300UI) 

NA: Ácido nalidíxico  (30µg) 

RD: Rifampicina (5µg) 

S: Sulfamida (300UI) 



Anexo III 

Tabla 6. Sensibilidad a agentes antimicrobianos 

CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M2-87-I + D D - D - - - - - - - 

M1-100 + + - + + + - + - - - + 

M1-103 - + - + + + - + + + + + 

M1-103-X + + + + + + D + + + + + 

M1-107 - + - + + + - + + + + + 

M1-110 + + D + + + - + + + D + 

M1-111 + D D + + + - + + + D + 

M1-112 - + + - + - - - - + + + 

M1-114 + + + + + + - + + + D + 

M1-115-I + + - + + + - + + + + + 

M1-115-II + + + + + + D + + - D + 

M1-116 + + + + + + - + + - D D 

M1-117 + + + + + + - + + + + + 

M1-118 + + + + + + D + + - D + 

M1-120 - + + - - D - - + + - D 

M1-122 + + + - - + - + + - D + 

M1-124 + + + - - + - + + + + + 

M1-125 + D D - + + - + + + D + 

M1-126 + + + + D + - + + + D + 

M1-127 + + + + + + - + + + + + 

M1-130 + + - + + + - + + + D + 

M1-131 - + D + D D - + + + D + 

M1-135 + + + + + + + + + + + + 

M1-137 + + + - + + + - - + + + 

M1-138 + + D + + + - + + - - + 

M1-141 - + - + + + - + + + + + 

M1-142 + + + + + + + + + + + + 

M1-144 - + - + D + - D + - D + 

M1-145 - + + + + - - + + + D + 

M1-14-X + D D - + + - + + + D + 

M1-16-X + D D - + + - + + + D + 

M1-180 + + + + + + D + + - D + 

M1-187-I + + + + D + D + + + D + 

M1-187-II + + + + + + - + + + D + 

M1-190 + + + + + + - + + + + + 

M1-191-I + + + + + + D + + - D + 

M1-191-II + + + + + + + + + - D + 

M1-192 + + + - D + - + + D D + 
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Tabla 6. Continuación 

          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M1-193-I + + + + + + - + + + + + 

M1-193-II + + + + + D - + + + + - 

M1-194 + + + + + + - + + + D + 

M1-196 + + + + + - - + - - - + 

M1-198 - + + + D + + - + + D + 

M1-199 - + + + + + + - + + + + 

M1-200 + + - + + + - - - + + + 

M1-201 - + + + + + + - + + + + 

M1-202 + + + - D - - + D + D + 

M1-21-X + + D + + + - + + - - + 

M1-5-X - + + - - D - - + + - D 

M1-X + + + - D - - + D + D + 

M1-XX + + + + + + D + + - D + 

M2-10 + + + + + - - + + D - + 

M2-11 + + + + + - + + - + - + 

M2-12 + - + + + + - + + - - + 

M2-13 + + + + + + - + + + + + 

M2-139 + + D + + - - + + + + - 

M2-14 + + D + + - + + + + + + 

M2-140-II + + D + + - - + + + + - 

M2-146 - + + + D + + + + + + + 

M2-147 + + + + + + - + + + D + 

M2-148 + + + D D - - + + - D D 

M2-149 - + + + D + + + + + + + 

M2-15 + + + + + + D + + + + + 

M2-150 - + + + D + + + + + + + 

M2-151 - + + + D + + + + + + + 

M2-153 + + + + + - + + + + + + 

M2-154 + + + + + - + + + + + + 

M2-155 + + + + + + - + + + + + 

M2-156 + + + + + + + + + + + + 

M2-157 + - D - - + - + + + + + 

M2-158 + + + + + + + + + + + + 

M2-160 - + + + + + D - + + + + 

M2-162 - + + + D + + + + + + + 

M2-163 + + + + + + D + + + + + 

M2-164 - + + + + + + + + + + + 

M2-165 - - - - - - - + - - - - 

             



Anexo III 

Tabla 6. Continuación 

          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M2-166 - + + + D + + + + + + + 

M2-167 - + + + D + + + + + + + 

M2-168 + + + + + + + + + + + + 

M2-169 + + + + + - + + + + + + 

M2-17 + + D + + - - + + + + + 

M2-171 - + - + + + + + + + D + 

M2-173 - + + + D + - - + + D + 

M2-174 - + + + D + + - + + + + 

M2-175 - + + + D + + - + + + + 

M2-176 - + + + D + + - + + + + 

M2-177 + + + + - D + + + + D + 

M2-178 - + + + D + + - + + + + 

M2-18 + + - - - - - + + + + + 

M2-180 + + + + + + - - + + D + 

M2-182 + + - + + + - + + - - + 

M2-183 - + + - + - - - + + + + 

M2-183-X + + + + + + - + + - D + 

M2-19 + + + + + + + + + + + + 

M2-204 - + - + + + + + + + D + 

M2-21 + + + + D D - + + D D + 

M2-22 + D D - D D - D + D D D 

M2-23 + + + + + + + + + - D + 

M2-25 + + + - D + - + + - - + 

M2-26 + + + - - + + + + + + + 

M2-27 + D + - - - + + + - D + 

M2-28 + + + + + + - + + + D + 

M2-29 + - + + + + D + + + - D 

M2-2-X + + + + + + D + + - D + 

M2-30 + + + + + - - + + + + + 

M2-31 - + + + + + D - + + + + 

M2-32 - + + + + + D - + + + + 

M2-33 + + + + + + - + + + + + 

M2-34 + + + + + + D + + + + + 

M2-35 + + + + + + - + + + + + 

M2-36 + + + + + + D + + + + + 

M2-37 + + + + + + - + + + + + 

M2-38 + + + + + + - + + + + + 

M2-4 + + + + + + + + + + + + 
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Tabla 6. Continuación 

          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M2-41 + + + + + + - + + + D + 

M2-42 + + + + + + D + + D + + 

M2-43 + + - + + + - + + D D + 

M2-5 + + + + + + + + + + + + 

M2-56 - - - - - - - + - - - - 

M2-57 + - - + + + - + - - - + 

M2-58 + + - + + + - + + + D + 

M2-59 + + + + D + + + + + + + 

M2-6 + + + + + + + + + + + + 

M2-61 + + + + + + + + + + + + 

M2-62 + + + + + + - + + D D + 

M2-63 + + + + + + - + + + + + 

M2-66-B + + D + + + - + + + D + 

M2-66-M + + D + + + - + + + D + 

M2-69 + + + + + + - + + + + + 

M2-7 + + + + + + + + + + + + 

M2-71 + + + - + + - + + + + + 

M2-72 + + D + + - - + + + + - 

M2-76 + + + - - - - + + D D + 

M2-77 - + + D D + + + + + + + 

M2-78 + + + - D - + + + D D + 

M2-79 + + + + + - D + + + + + 

M2-81 - + + + + + - - + + + + 

M2-82 - - - D D D - - D D - + 

M2-83 - + - + + + + + + + D + 

M2-85 + + - + + + - + + - - + 

M2-87-II - + - + + + - + + + + + 

M2-88 + + + + + + - + + + + + 

M2-89 + + + + + + - + + + + + 

M2-9 + + + + + + + + + + + + 

M2-X + + - + + + - + + - - + 

M2-XX + - + + + + + + + + D + 

M2-XXX - - - - - - - + + - - + 

M2-4X + + + + + + D + + - D + 

M3-1 + + + + + + D + + - D + 

M3-100 - + - + + D + D + + + + 

M3-110 + + + + + + - + + + + + 

M3-112 - + + D D + + D + + D + 
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Tabla 6. Continuación 

          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M3-12 + + + + + - D + - + + + 

M3-120 - + + + + - + D + + + + 

M3-121 - + - + + + + D + + + + 

M3-125 + + + + + + + + + + + + 

M3-127 + + D - + + - + + + D + 

M3-128 + + D - + + - + + + D + 

M3-129 + + + + + + - - + + + + 

M3-13 - + + + - + + - + + + + 

M3-130 + + + + + + - - + + + + 

M3-131 + + + + + + - - + + + + 

M3-15 + + D - + + - + + + D + 

M3-18 + + + - - - - + + + D + 

M3-2 + + + + + D - + + + + - 

M3-22 + + + + + + - + + - D + 

M3-23 + + + + + + - + + + + + 

M3-24 + + + + + + D + + + + + 

M3-25 + + + + + + - + + + D + 

M3-26 + + - + + + + + + - D + 

M3-27 + + - + + + - + + - D + 

M3-28 - + D + + + + + + + + + 

M3-3 - + + D + + - + + + + + 

M3-32 - + - + + + + + + + + + 

M3-33 + + D + + + - + + + + + 

M3-34 + + + + + + + + + + + + 

M3-35 + + + + + - - + + + D + 

M3-36 - + - - + D + D + + + + 

M3-37 + + - + + - - + + + + + 

M3-38 + + + + + + - + + + + + 

M3-39 + + - + + - + + + + + + 

M3-4 + + + + + + - + + - D + 

M3-40 - + - + + + + + + + + + 

M3-41 + + + + + - - + + + + + 

M3-42 + + + + + D - + + - D + 

M3-43 - + - - + D + D + + + + 

M3-44 - + - + + + + + + + + + 

M3-45 + + - + + - + + + + + + 

M3-46 + + - D + - + + + + + + 

M3-47 + + D + + + - + + + + + 
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Tabla 6. Continuación 

          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M3-48 - + D + + - - - + + + + 

M3-49 + + - + + - - + + + + + 

M3-5 + + + + + D - + + + + - 

M3-50 + + - + + - + + + + + + 

M3-52 + + + + + D - + + - D + 

M3-55 + + + + + + - + + - - + 

M3-56 + + - + + + - + + + D + 

M3-57 + + + D + + - + + + - + 

M3-59 + + + + + + + + + + + + 

M3-6 + + - + + + D + + - D D 

M3-60 + + + + + - - + + + + + 

M3-61 - - + + - + + - - + + + 

M3-62 + + + + + + + + + + + + 

M3-63 + + - + + + + + + + + + 

M3-64 + + + + + + + + + + + + 

M3-7 + + + + + D - + + + + - 

M3-70 - + + - + - - - + + + + 

M3-73 - + + - - + + - + + + + 

M3-74 - + + - + - - - + + + + 

M3-78 - + + - + - - - + + + + 

M3-79 - + + - + - - - + + + + 

M3-8 + + + + + + - - + + + + 

M3-80 - + - + + + + D + + + + 

M3-81 - + - + + + + + + + + + 

M3-84 - + + + + + - - + + + + 

M3-85 + + + + + + - + + + + + 

M3-86 + + + + + + - + + + - + 

M3-87 - - + - - + - + - - - + 

M3-88 - - + - - + - + - - + + 

M3-89 - + - + + + + + + + + + 

M3-9 + + + + + + - - + + + + 

M3-90 + + D + + + - + + - - + 

M3-91 + + + + + + - + + + + + 

M3-93 + + - + + + + + + + + + 

M3-94 + + + + + + - + + + - + 

M3-95 + + + + + + - + + + + + 

M3-97 + + + + + + - + + + - + 

M3-XX - + - + + + - + + + + + 
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          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M3-4X - + - + + + - + + + + + 

M4-1 + + - + + + - + D + D + 

M4-101 + D - - + + D + D - - + 

M4-102 + + + + + + - + + + + + 

M4-104 - + + - + + - - + + + + 

M4-107 + - - D D + - + D - - D 

M4-11 + + + + + + + + + + + + 

M4-12 + + + + + - - + + + + + 

M4-13 - + + + D + + D + + + + 

M4-15 + + + + + + - + + + + + 

M4-16 + D + + + + - + D + D D 

M4-17 + + + + + + - + - D - + 

M4-19 + D - D D + D + - - - D 

M4-2 + - - + + + D + + + D + 

M4-20 + D - - D + D + - - - + 

M4-22 + + + + + - - + + + + + 

M4-23 + + + + + + - + + + + + 

M4-24 + D - - - D - + - - - D 

M4-26 + - - - D - - + D - - D 

M4-28 + - - - D - - + - - - D 

M4-29 + + D + + + - + + + D + 

M4-3 + + - + + + - + + + D + 

M4-30 - + + + + + + - + + + + 

M4-31 - + + + + D + + + + D + 

M4-33 + + + + + - - + + + D + 

M4-35 + + - + + + - + + + + + 

M4-36 + D D + + + - + - D - + 

M4-37 + - - D D + - + D - - D 

M4-38 + + + + + - D + + + + + 

M4-39 + + - + + + + + + + D + 

M4-3B + - - D D + - + D - - D 

M4-3M + - - D D + - + D - - D 

M4-4 + - - + + + - + + + D + 

M4-40 + + + + + + D + + + + + 

M4-43 + + + + + - - + + + + + 

M4-44 + - - D D + - + D - - D 

M4-45 + + - + + + - + + + + + 

M4-46 + + + + + + D + + + + + 
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Tabla 6. Continuación 

          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M4-47 + + - + + - - + + + + + 

M4-48 + + - + + + - + + + + + 

M4-49 + + - + + - - + + + + + 

M4-5 + + + - - + - + + + + + 

M4-50 + + D + + + + - + + + + 

M4-51 + + + + + - - + + + + + 

M4-52 + + + + + - D + + + + + 

M4-53 + + + + + + - + + + + + 

M4-55 + D - + + + + D + + + + 

M4-56 + + + D + D + + + + + + 

M4-57 - + + - D + + + + + + + 

M4-58 + D + + + + - + D + - + 

M4-59 + + + + + + + + + + + + 

M4-5a + + + - - + - + + + + + 

M4-6 + + + + + + + + + + + + 

M4-60 - + + + + + + - + + + + 

M4-62 + + + + + + + + + + + + 

M4-63 + + - + + + - + + - - + 

M4-64 + + D + + + + + + - - + 

M4-65 + + + - D + + + + D D + 

M4-66 + + + + + + + + + + D + 

M4-67 + + - - D + + + + - + + 

M4-68 + - - - D + - + D - - D 

M4-69 + + + - + D D + + + + + 

M4-7 + + + - - + - + + + + + 

M4-70 + + + D D D D + D D + + 

M4-71 + + + D D + - + - + D D 

M4-72 + + + + + + + + + + + + 

M4-73 + + + D D - D + + + - + 

M4-74 + D - D D + - + + - - + 

M4-76 + D - D + + - + D + - + 

M4-79 + + + + + - D + + + + + 

M4-80 + + + + + - D + + + + + 

M4-81 + + - + + - + + + D D + 

M4-82 + + + + + - D + + + + + 

M4-83 + D - + + - - + - - D + 

M4-84 - + + + + + + - + + + + 

M4-85 + + - + + + D + + + + + 
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Tabla 6. Continuación 

          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M4-86 - D - + + - + + + - - + 

M4-87 + - - D D + - + D - - D 

M4-88 - + + + + - - + + + + + 

M4-89 + - - D D + - + D - - D 

M4-9 + + + - - + D + + + + + 

M4-90 + + + + + + - + + - - + 

M4-91 + + - - + + D + + + + + 

M4-92 + + - - D - - + D - - + 

M4-93 + + - + + D + + + + D + 

R1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R2 + + + - + D - + + + + + 

R3 - + - + + - + - + + D + 

R4 + + D + D + - + + D D + 

R5 + + D + D + + + + D D + 

R6 + + D + D + + + + D D + 

R7 + + D - D + - + + D D + 

R8 - + D - D + D - + D D + 

R9 + + + + + + + + + - - + 

R10 + - + + + + - + - + D + 

R11 - + D + D + - + D D D + 

R12 + + D - D + - + + D D + 

R13 + + D + D + + + + D D + 

R14 + + D - D + - + + D D + 

R15 D D + D + D D D D + D D 

R16 + + D - D + D + + D D + 

R17 + - + + D + - + - + D + 

R18 + + + - + + D + + + + + 

R19 + + + + + - + + + + D + 

R20 + + + - + + + + + + + + 

R21 + - D + D - + - + D D + 

R22 + + - + - + + + + - - + 

R23 + + - + - + + + + - - + 

R24 + + - + - + + + + - - + 

R25 + + - + - + + + + - - + 

R26 - + + + D - + - + + D + 

R27 + + + + + - D - + + - + 

R28 + + + + + + + D + + D + 
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Tabla 6. Continuación 

          CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

R29 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R30 D D + D + D D D D + D D 

R31 - + + + + + + - + + + + 

R32 - - + - + - - + + + - + 

R33 + + + + + + + + + + + + 

R34 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS FENOTÍPICAS REALIZADOS EN LAS 

BACTERIAS AISLADAS GRAM POSITIVAS 

 

Tabla 7. Características morfológicas y coloniales 

Gram: Tinción de Gram 

Morf: Morfología 

Pig: Pigmentación de las colonias. C: crema; A: amarillo;  

Muc: Mucosidad de las colonias. 0: no mucosas; 1: mucosas; 2: muy mucosas 

CEPAS UTILIZADAS COMO DE REFERENCIA 

R35 Bacillus atrophaeus 

R36 Bacillus badius 

R37 Bacillus licheniformes 

R38 Bacillus megaterium 

R39 Bacillus micoydes 

R40 Bacillus mojavensis 

R41 Bacillus pumilus 

R42 Bacillus subtilis 

R43 Bacillus thuringiensis 

R44 Bacillus vallismortis 

R45 Bacillus velezensis 

R46 Brevibacterium marinum 

R47 Marinococcus halotolerans 

R48 Oceanobacillus profundus 

R49 Planococcus mariticolumbae 

R50 Staphylococcus fleoretii 

R51 Staphylococcus nepalensis 

R52 Staphylococcus pasteuri 

R53 Virgibacillus halophilus 

R54 Virgibacillus salarius 
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Tabla 7. Características morfológicas y coloniales 

CEPA GRAM Morf Pig Muc Mov 

 
CEPA GRAM Morf Pig Muc Mov 

M1-101 + C C 1 + 

 
M3-14 + B C 0 - 

M1-102 + C C 1 + 

 
M3-17 + B C 0 - 

M1-104 + C C 1 - 

 
M3-19 + B C 1 + 

M1-106 + C C 1 + 

 
M3-20 + B C 0 - 

M1-108 + B C 0 - 

 
M3-21 + C C 1 + 

M1-109 + B C 1 - 

 
M3-29 + C C 1 + 

M1-113 + B C 0 + 

 
M3-31 + B C 0 - 

M1-123 + B C 0 + 

 
M3-51 + B C 1 + 

M1-123-X + B C 0 + 

 
M3-53 + B C 1 + 

M1-128 + B C 0 + 

 
M3-54 + B C 0 + 

M1-133-I + B C 0 + 

 
M3-58 + B C 0 + 

M1-133-II + B C 1 + 

 
M3-65 + B C 0 - 

M1-134 + B C 0 - 

 
M3-66 + B C 0 + 

M1-136 + B C 0 + 

 
M3-67 + B C 0 + 

M1-143 + B C 0 - 

 
M3-68 + C C 1 + 

M1-159 + C C 1 + 

 
M3-69 + C C 1 + 

M1-184 + B C 1 + 

 
M3-70-X + C C 1 + 

M1-185 + B C 0 + 

 
M3-72 + C C 1 + 

M1-186 + B C 0 + 

 
M3-75 + B C 1 + 

M1-188 + B C 0 + 

 
M3-76 + C C 1 + 

M1-195 + B C 0 - 

 
M3-77 + C C 1 + 

M1-94 + B C 1 - 

 
M3-82 + B C 0 + 

M1-97 + B C 0 + 

 
M3-83 1 B C 1 + 

M2-1 + B C 0 + 

 
M3-92 1 C C 1 + 

M2-140-I + B C 0 - 

 
M3-96 1 C C 1 + 

M2-159 + C C 1 + 

 
M3-X 1 B C 1 + 

M2-16 + B C 0 - 

 
M3-XXX 1 B C 1 + 

M2-179 + C A 1 - 

 
M4-10 1 C C 1 + 

M2-181 + C C 1 + 

 
M4-100 1 B C 0 + 

M2-2 + B C 1 - 

 
M4-103 1 B C 1 + 

M2-24 + C A 1 - 

 
M4-105 1 C C 1 + 

M2-3 + B C 0 - 

 
M4-106 1 C C 1 + 

M2-39 + B C 1 9 

 
M4-14 1 C A 1 - 

M2-40 + B C 0 9 

 
M4-18 1 B C 1 - 

M2-44 + B C 1 - 

 
M4-21 1 C C 1 + 
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Tabla 7. Cotinuación 

        CEPA GRAM Morf Pig Muc Mov 

 
CEPA GRAM Morf Pig Muc Mov 

M2-45 + B C 0 + 

 
M4-32 1 B C 0 - 

M2-46 + B C 0 + 

 
M4-34 1 C C 1 - 

M2-47 + B C 0 + 

 
M4-42 1 C C 1 - 

M2-49 + B C 0 + 

 
M4-54 1 B C 0 - 

M2-50 + B C 1 - 

 
M4-61 1 C C 1 + 

M2-52 + B C 1 + 

 
M4-75 1 B C 0 + 

M2-53 + B C 0 9 

 
M4-77 1 B C 0 + 

M2-55 + B C 0 9 

 
M4-8 1 B C 1 - 

M2-64 + B C 1 - 

 
M4-94 1 B C 1 + 

M2-65 + B C 0 + 

 
M4-95 1 B C 0 + 

M2-67 + B C 1 + 

 
M4-98 1 B C 0 + 

M2-68 + B C 0 ND 

 
M4-99 1 B C 1 + 

M2-70 + B C 1 ND 

 
R35 1 B C 0 + 

M2-74 + C C 1 - 

 
R36 1 B C 0 + 

M2-86 + B C 1 - 

 
R37 1 B C 0 + 

M2-90 + B C 0 - 

 
R38 1 B C 0 + 

M2-91 + B C 1 - 

 
R39 1 B C 0 + 

M2-93 + B C 0 + 

 
R40 1 B C 0 + 

M3-10 + C C 1 + 

 
R41 1 B C 0 + 

M3-101 + C C 1 + 

 
R42 1 B C 0 + 

M3-102 + C C 1 + 

 
R43 1 B C 0 + 

M3-103 + B C 1 + 

 
R44 1 B C 0 + 

M3-104 + C C 1 + 

 
R45 1 B C 0 + 

M3-105 + C C 1 + 

 
R46 1 B Y 0 D 

M3-106 + C C 1 + 

 
R47 1 C Y 0 + 

M3-107 + C C 1 + 

 
R48 1 B C 0 + 

M3-108 + C C 1 + 

 
R49 1 C Y 0 + 

M3-109 + B C 1 + 

 
R50 1 C C 0 - 

M3-11 + C C 1 + 

 
R51 1 C C 0 - 

M3-111 + B C 1 + 

 
R52 1 C C 0 - 

M3-122 + B C 1 + 

 
R53 1 B Y 0 + 

M3-123 + B C 1 + 

 
R54 1 B C 0 + 

M3-126 + B C 1 + 
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Tabla 8. Características fisiológicas 

Crecimiento distintas concentraciones de sal (%, p/v) 

Crecimiento a distintas temperaturas (ºC) 

Crecimiento a distintos valores de pH 



Anexo III 

Tabla 8. Características fisiológicas 

 

Sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7,50 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M1-101 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M1-102 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-104 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-106 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-108 - - + + + + + - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + + 

M1-109 - - + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-113 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-123 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-123-X - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-128 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-133-I + + + + + - - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M1-133-II + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-134 - + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + D 

M1-136 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-143 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-159 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-184 - + + + + + - - 

 

+ + + + + + 

 

- + - - - 

M1-185 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + + 

M1-186 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + D 

M1-188 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + D 

M1-195 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-94 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M1-97 + + + + + + + - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M2-1 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-140-I + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-159 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-16 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-179 - + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-181 - + + + + + + - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M2-2 + + + + + - - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-24 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-3 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-39 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-40 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-44 + + + + + + + - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M2-45 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-46 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 
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Tabla 8. Continuación 

    
 

Sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7.50 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M2-47 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-49 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-50 - + + + + - - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-52 + + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-53 + + + + + - - - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-55 + + + + + - - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M2-64 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-65 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-67 - + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M2-68 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-70 - + + + + + + - 
 

- + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-74 - - + + + + - - 

 

- + + + + - 

 

+ + + + - 

M2-86 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-90 + - + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-91 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M2-93 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-10 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-101 - + + + + + - - 

 

+ + + + + - 

 

+ + - - - 

M3-102 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-103 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-104 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-105 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-106 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + - - - 

M3-107 + + + + - - - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + - - - 

M3-108 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-109 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-11 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-111 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + - - 

M3-122 + + + + + + + + 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-123 + + + + + + + + 

 

+ + + + + - 

 

+ + + + - 

M3-126 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-14 + + + + + - - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-17 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-19 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + + 

M3-20 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-21 + + + + + + + - 

 

+ + + + + - 

 

+ + + + - 

M3-29 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 
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Sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7.50 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M3-31 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-51 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-53 + + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-54 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-58 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-65 + + + + + + + + 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M3-66 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-67 + + + + + + + - 
 

+ + + + + - 
 

+ + + + - 

M3-68 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-69 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-70-X - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

M3-72 + + + + + + + + 

 

+ + + + + - 

 

+ + + - - 

M3-75 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-76 - + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

M3-77 + + + + + + - - 
 

+ + + + + - 
 

+ + - - - 

M3-82 + + + + + - - + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-83 + + + + + + + + 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-92 + + + + + + + - 

 

+ + + + + - 

 

+ + + + - 

M3-96 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

M3-X + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M3-XXX + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

M4-10 + + + + + - - - 
 

- + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-100 + + + + + - - - 
 

- + + + + + 

 

+ + + - - 

M4-103 + + + + + + - - 

 
+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-105 + + + + + - - - 
 

- + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-106 + + + + - - - - 
 

- + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-14 + - + + + + - - 
 

- + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-18 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-21 + + + + + + + - 
 

- + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-32 + + + + + + - - 

 
+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-34 + + + + + + + - 
 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-42 + + + + - - - - 
 

- + + + + + 

 

+ + + - - 

M4-54 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-61 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-75 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-77 + + + + + + - - 

 
+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-8 + - + + + - - - 
 

- - + - - - 

 

+ + + - - 
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Tabla 8. Continuación 

    
 

Sales (%) 

 

pH 

 

T (°C) 

CEPA 1 3 5 7.50 10 15 20 30 

 

5 6 7 8 9 10 

 

22 32 37 45 55 

M4-94 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-95 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 

 

+ + + - - 

M4-98 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

M4-99 + - - + + - - - 
 

- + + + + - 

 

+ + + - - 

R35 + + + + + D - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R36 + + + + + - - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

R37 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R38 + + + + - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R39 + + + - - - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + - - 

R40 + + + + + D - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R41 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R42 + + + + + D - - 

 

+ + + + + + 

 

+ + + + - 

R43 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R44 + + + + + D - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R45 + + + + + D - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R46 + + + + + - - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + - - - 

R47 + + + + + + - - 
 

- + + + + - 
 

+ + + - - 

R48 + + + + + + - - 

 

- - + + + - 

 

+ + + + - 

R49 + + + + + + - - 
 

- + + - - - 
 

+ + + - - 

R50 + + + + + - - - 
 

+ + + - - - 
 

+ + + - - 

R51 + + + + - - - - 
 

+ + + - - - 
 

+ + + + - 

R52 + + + + - - - - 
 

+ + + - - - 
 

+ + + + - 

R53 + + + + + + - - 
 

+ + + + + + 
 

+ + + + - 

R54 + + + + + + - - 

 

- + + + - - 

 

+ + + - - 
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Tabla 9. Pruebas bioquímicas (I). 

Cat: catalasa 

Ox: oxidasa 

NR: presecia de nitrato reductasa 

nr: presencia de nitrito reductasa 

Esp: producción de esporas 

CA: crecimiento en anaerobiosis 

O/F: oxido-fermentación 

Resp. NO3
-
: respiración sobre nitrato 

Prod. gas: producción de gas por 

respiración sobre nitrato 

McC: crecimiento en agar McConkey 

Alm: hidrólisis del almidón 

Lec: producción de lecitinasa 

Fosf: producción de fosfatasa 

Esc: hidrólisis de la esculina 

DNA:producción de  DNAsa 

TW20 y 80: hidrólisis del Tween20 y 80 

AS: hemolisis  

Cas: hidrólisis de la caseina 

Tir: hidrólisis de la tirosina 

P.Tir: pigmento de la tirosina 

Cet: crecimiento en agar cetrimida 



Anexo III 

83 

 

Tabla 9. Pruebas bioquímicas (I). 

 

Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

CEPA + - + - - - - + - + - - + + - + - - - + + + 

M1-101 + + + - - - - + - + - - + + + + + + + - + + 

M1-102 + + + - + - + + + - - + + + - + + - - - + + 

M1-104 + + + + + - - + - - - + + + + + - - - + - - 

M1-106 + + - - + - + - - + - - + + + - - - - - + + 

M1-108 + + - - - - + + - + - - - + + + - - + + + + 

M1-109 + + + - + - - - - + - + + + + + - + + + + - 

M1-113 + + - - - - - - - + - - + + + + - + + + + + 

M1-123 - + + + - + - - - + - - + + + - - + - + + - 

M1-123-X + - + - + - + - - - - - + + + + + + + + + - 

M1-128 + - + - + - - - - - - + + + + + - + + - - + 

M1-133-I + - + - + - - - - - - + + + + + - + + - - + 

M1-133-II + - + - - - + - - + - - + + + - - + + + + + 

M1-134 + - + - - - + - - - - - + + + - - + + + + - 

M1-136 + - - - + + - + - - + - - - + - - + + + + + 

M1-143 + + + - - - - + - + - + + + + + + - + + + - 

M1-159 + + + - - - - - - + + - + + + - - - + + - + 

M1-184 + - + + + + + + - - - - + + + + + + + - - - 

M1-185 + + + - + - - + - - + + - + + - - + + - - - 

M1-186 + - + - + - - - + + + - + + + - - + + - - + 

M1-188 + - + + - - - + - + - - - + - + + - + - - + 

M1-195 + - - - - + - + - - - - + + + - - - - - - + 

M1-94 + - + - + - - + - - + - + + + + - + + + + + 

M1-97 + - + - + - - - - - + + + + + + + + - + + + 

M2-1 + + + - + D - + - - + - + + + + - - - + + + 

M2-140-I + + - - - D - - - + + + + + + + - + - + + - 

M2-159 + + + - + - + + - + - + + - - + + + + + - + 

M2-16 + + + + + - - - - + - + - - - + + + + + - + 

M2-179 + + + - - - - - - + - - + + + + - - + - - + 



Anexo III 

                       Tabla 9. Continuación 

                   
 

Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M2-181 + + + - + + - - - - + + + + + + + + - + + + 

M2-2 + - + + + - + - - + - - + + - + - - - - - + 

M2-24 + - + - + + - - - + - - + + + + + + + - + + 

M2-3 + - + - + - + - - - - - + + + + - + + - - + 

M2-39 + + - - + D + + - - + - + + + + + + + + + + 

M2-40 + - + + + - - - - + - + + - - + + + + + - + 

M2-44 + + + - + - - - - + + + + - + + + + + - + + 

M2-45 + + + - + - - + - - + + + - + + + + + - + + 

M2-46 + + + - + - - + + + - - - + + + - - - + + + 

M2-47 + - + - + + + + - - + - - + + - - + + - - + 

M2-49 + - + - + - - + + - - - + + + + - + + + + + 

M2-50 + + + - + - - + - - - - + + + + - + - - + + 

M2-52 + + + - + - + + - - + + + + + + + + + + + + 

M2-53 + - + - + D + + - - + - + + + + + + + + + + 

M2-55 + + + - - - - - - + + - + + + + + + + - + + 

M2-64 + - + - + - - - - + - - + + + + - - + + - + 

M2-65 + + + - + - + + - - - - + + + + - + + + + + 

M2-67 + + + - + - - + - - + - + + + + - - - - + + 

M2-68 + - + - + + + + - - - - + + + - - + + - + + 

M2-70 + - + - - D - - - + - - - + + + - + - - - + 

M2-74 + - + - + - - + - + - + + + + + - - - - - + 

M2-86 + + + - - + + - - - - - + + + + - + + + + + 

M2-90 + + + + + + - + - - + + + + + + - - + - - + 

M2-91 + + + - + D - - - - + - - + + + - + + - - + 

M2-93 + + + + + - - + - - - + + + + + - - - + - - 

M3-10 + - + - - - - - - + + - + + + + - + + - + - 

M3-101 + - + - - - - - - + + + - + + + - - + - - + 

M3-102 + - + - - - - - - + + + + + + - - + + - - - 

M3-103 + - + - - - - - - + + + + + + + + - + - - + 

M3-104 + - + - - - - - - + + + - + + + + - + - - - 

M3-105 + - + - + - - - - + + + + + + + - - + - - + 
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Tabla 9. Continuación 

                   
 

Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M3-106 + - + - + - - - - + + - + + + + - - + - + - 

M3-107 + - + - + - - - - + + + - + + + + + + - - + 

M3-108 + + + - + - - - - - + + + + + + - + + - - - 

M3-109 + - + + + + + - - - - - + - - + - - + - - - 

M3-11 + - + - + - - - - - + + + + + + + + + - - - 

M3-111 + + + + + - - + + + - + + + + + + - + - - + 

M3-122 + + + + + - - + + + - + + + + + + - + - - + 

M3-123 + + + - + - - + - + - - + + + + - + - + + + 

M3-126 + - + - - - - - - - + + + + + + - + - + + - 

M3-14 + + - - - - + - - - - + + + + + - + + - - - 

M3-17 + - + - + - + + - - - - + + + + - - + - - - 

M3-19 + - - - + - - - - - - + + + + + + + - - - - 

M3-20 + - + - - - - + - - - - + - + + - - + - - - 

M3-21 + - + + + + + + - - - - + - + + - - + - - - 

M3-29 + + + - + - + + - + + + + + + + + + - - - - 

M3-31 + + + - + D + + + + - - + + + + + + - - + - 

M3-51 + - + + + - - + + - + - + + + + + + - - - - 

M3-53 + - + + + - - + + - + - - + + + - + - - - - 

M3-54 + - - - + - - - - - - + + + + + + + + - - - 

M3-58 + - + - + - - + + - + - + + + + - - + + - - 

M3-65 + + + - + - + - - - - - + + + + + + - - - - 

M3-66 + - - - + - - - - - - - + + + + - + + - - - 

M3-67 + - + - + - - - - - - - + + + + - - + - - - 

M3-68 + - + - - - + - - - + - + + + + - - + - - + 

M3-69 + - + - + - - - - + + - + + + + - - + - - - 

M3-70-X + - + - + - - - - - + - + + + - + - - - - + 

M3-72 + - + - + - + - - - + - - + + - - - + - - - 

M3-75 + - + - - - - - - - + - + + + + + - - - - + 

M3-76 + - + - + - - - - + + - + + + + - - + - - - 

M3-77 + - + - + - - - - - - + + - + + + + - + + - 



Anexo III 

                       Tabla 9. Continuación 

                   
 

Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

M3-82 + - + - + - - - - + + + - + + - - + + - - - 

M3-83 + - + - + D + - - - - - + + + + - - + - - - 

M3-92 + - + - + - + - - + - - + + + - - - + - - - 

M3-96 + - + - + - - - - - + + + + + + - + - + + - 

M3-X + - + - + - - - - - + - + + + + + - + - - - 

M3-XXX + - + - - + - + - + - + + + + + + + + + - + 

M4-10 - - + - + + + + + + - + + + + - - + + + - + 

M4-100 + - - - + + + + + - - - + + + - - + + - - + 

M4-103 - - - - - - + - - + - - + + + - - + + - - - 

M4-105 - - - - - + + - - - - - + - + - - + + - + - 

M4-106 + - + - - + - + + + + + + + + + - + + + - + 

M4-14 + + + - - + - - - + + + + + + + - + - + - - 

M4-18 + - + + - - - - - + + + + + + + - - + + + + 

M4-21 + - + - + - - + + + + - - + + + + + - - - - 

M4-32 + - + - + + - + - + - - + + + - - + - - - + 

M4-34 + - + - - - - + + + - + + + + + + + + + + + 

M4-42 + + + + + - - + + + + - + - + + - + + - + - 

M4-54 + + + - + - - + + + - + + - + - + + - + - + 

M4-61 + + + - - + - + + - - + + - - + + + + - - - 

M4-75 + - - - - + - + + + - + + - + + + + + - - + 

M4-77 + - + - - + - + + + - + + + - - + + + - - + 

M4-8 - - + - - - - + + + - + + + - + - + + + - + 

M4-94 - - - - + + - + + - - + + - + + - + + + - + 

M4-95 - - + + - - - + - - + - + - + - - - + - + - 

M4-98 + - + - + - - + + - - + + + - + - - + + - - 

M4-99 + + + - + - + + - - + + D + + + + + + - - D 

R35 + + - - + - + + - - - - D - + + - + + - - D 

R36 + + + - + - + + - - + - D - + + - + + - - D 

R37 + + - - + - + + - - + - D - + - - - + - - D 

R38 + + - - + - + + - - + - D - + - - + + - - D 

R39 + + + - + - + + - - + + D + + + + + + - - D 
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Tabla 9. Continuación 

                   
 

Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp. NO3 Prod. gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet 

R40 + + - - + - + + - - - - D - + + - + + - + D 

R41 + + + - + - + + - - + - D + - - - + + - - D 

R42 + + + - + - + + - - + - D + + + - + + - - D 

R43 + - + - + - + + - - + + D - + + + + + - - D 

R44 + + + - + - + + - - + - D - + + + + + - - D 

R45 + - + - - - - ND ND ND - D - - - - - ND + - - D 

R46 + - + - - - ND ND ND ND + ND ND ND ND ND ND ND + ND ND ND 

R47 - + + - + - ND ND ND ND - - - + - + - - + - - - 

R48 + - ND ND - - ND ND ND ND - - - - - - - + + - - - 

R49 - - + - - + - - - + - - - + - - - + - - - + 

R50 + - + - - + ND - - + - + - + - + + + - ND ND - 

R51 + - + - - + ND ND ND ND ND ND ND - - - - + + - - - 

R52 + + + - + - ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R53 + + + - + - ND ND ND ND - - - + - + + - + ND ND ND 

R54 + + + - + - + + - - + - D - + + - + + - - D 



Anexo III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 10. Pruebas bioquímicas (II). Utilización de diferentes sustratos como única fuente 

de carbono y energía o como única fuente de carbono, nitrógeno y energía. 

Glu: D-glucosa 

Gal: D-galactosa 

Fruc: D-fructosa 

Lac: lactosa 

Suc: succinato 

Ac: acetato 

Cit: citrato 

Glic: glicerol 

His: L-histidina 

Alan: DL-alanina 
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Tabla 10. Pruebas bioquímicas (II). Utilización de diferentes sustratos como única fuente de carbono y energía o como única fuente de carbono, 

nitrógeno y energía. 

 

Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

CEPA + + + + + + + + + + 
 

M3-123 + + + + + + + + - + 

M1-101 + + + + + + + + + + 

 
M3-126 + + + + + + + + + + 

M1-102 + + + - + + + + + + 
 

M3-14 + + + + + + + + + + 

M1-104 + + + + - + + + - + 
 

M3-17 + + + + + + + + + + 

M1-106 + + + + - - + - - + 
 

M3-19 + + + + + + + + + + 

M1-108 + + - - + + + + + + 
 

M3-20 + + + + + + + + + + 

M1-109 + + + + + + + + + + 
 

M3-21 + + + + + + + + + + 

M1-113 + + + - - + - - + + 

 
M3-29 + + + + + + + + + + 

M1-123 + + + + - + + + - + 
 

M3-31 + + + + + + + + + + 

M1-123-X + + + + + + + + + + 
 

M3-51 + + + - - + + - - - 

M1-128 + + - - + + + + + + 
 

M3-53 + + + + + + + + + + 

M1-133-I + + - - + + + + + + 
 

M3-54 + + + - + + + + + + 

M1-133-II + + + + + + + + + + 
 

M3-58 + - - - + + + + + + 

M1-134 + + + + + + + + + + 

 
M3-65 + + - - - + + + + + 

M1-136 + + - + + + + + + + 
 

M3-66 + + + - + + - + + + 

M1-143 + + + + + + + + + + 
 

M3-67 + + + + - + + + + + 

M1-159 + + + + - - - - - - 
 

M3-68 + + + + + + + + + + 

M1-184 + + + - + + + + + + 
 

M3-69 + + + + + + + + + + 

M1-185 + + + + + + + + + + 
 

M3-70-X + + + + + + + + + + 

M1-186 + + + + + + + + - + 

 
M3-72 + + + + + + + + + + 

M1-188 + + + + + + + + + + 
 

M3-75 + + + + + + + + + + 

M1-195 + + + + + + + + + + 
 

M3-76 + + + + + + + + + + 



Anexo III 

                       Tabla 10. Continuación 

                  
 

Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

 
CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M1-94 + + - - + + + + + + 
 

M3-77 + + + + + + + + + + 

M1-97 + + + + + + + + + + 
 

M3-82 + + + + + + + + + + 

M2-1 + - - - - - - + - - 
 

M3-83 + + + + + + + + + + 

M2-140-I + + + + + - - - - - 
 

M3-92 + + + + + + + + + + 

M2-159 + + + + + + + + + + 
 

M3-96 + + + + + + + + + + 

M2-16 + + + + + + + + + + 
 

M3-X + + + + + + + + + + 

M2-179 + + - + + + + - - - 
 

M3-XXX + - + - + + + + + + 

M2-181 + + + + + + + + - - 
 

M4-10 + + + - + + + + + + 

M2-2 + + + + + + + + + + 
 

M4-100 + + + + + + + + + + 

M2-24 + + + + + + + + + + 
 

M4-103 + + + + + + + + + + 

M2-3 + + + + + + + + + + 
 

M4-105 + + + + + + + + + + 

M2-39 + + - - + + - + - - 
 

M4-106 + + + - + + + + - + 

M2-40 + + + + + + + + + + 
 

M4-14 + + + + + + + + + + 

M2-44 + + + - - - + + - + 
 

M4-18 + + + + + + + + + + 

M2-45 + + + + + + + + - + 
 

M4-21 + + + + + + + + + + 

M2-46 + + + + + + + + + + 
 

M4-32 + + + + + + + + + + 

M2-47 + + + + + + + - + + 
 

M4-34 + + + + + + - + + + 

M2-49 + - - + + + - + - + 
 

M4-42 + + + + + + + + + + 

M2-50 + + - - + + - + - + 
 

M4-54 + + + + + + + + + + 

M2-52 + + - + + + + + + + 
 

M4-61 + + - + + + + + - + 

M2-53 + + - - + + - + - - 
 

M4-75 + + - + + + + + + + 

M2-55 + + + - + + + + - + 
 

M4-77 + - - - + + + + + + 

M2-64 + + + + + + + + + + 
 

M4-8 + + + + + + + + + + 

M2-65 + + - - + + - + - + 
 

M4-94 + + + + + + + + + + 
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Tabla 10. Continuación 

                  
 

Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 
 

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan 

M2-67 - + - - + - + + - + 

 
M4-95 + + + + + + + + + + 

M2-68 + + + + + + + + - + 
 

M4-98 + + + + + + + + - + 

M2-70 + + + + + - - - - - 
 

M4-99 + - + D D D D D D D 

M2-74 + + + + + + + + + + 
 

R35 - - - D D D D D D D 

M2-86 + + + + + + + + + + 
 

R36 + - + D D D D D D D 

M2-90 + - + + + + + + + + 
 

R37 + - + D D D D D D D 

M2-91 + + + + - - - + - + 

 
R38 - - - D D D D D D D 

M2-93 + + + + - + + + - + 
 

R39 + - + D D D D D D D 

M3-10 + + + + + + + + - + 
 

R40 - - - D D D D D D D 

M3-101 + + + + + + + + + + 
 

R41 - - + D D D D D D D 

M3-102 - - - - + + + - - + 
 

R42 - - + D D D D D D D 

M3-103 + + + + + + + + + + 
 

R43 + + + D D D D D D D 

M3-104 + + + + + + + + + + 

 
R44 - - + D D D D D D D 

M3-105 + + + + + + + + + + 
 

R45 ND ND ND - + - + - + - 

M3-106 + + + + + + + + + + 
 

R46 + + + + - - - - - - 

M3-107 + + + + + + + + + + 
 

R47 + + + - + - + - + - 

M3-108 + + + + + + + + + + 
 

R48 + + + + + + + + - - 

M3-109 + + + + + + + + + + 
 

R49 + + + - + - + - + + 

M3-11 + + + + + + + + + + 

 
R50 + + - + - + - + + + 

M3-111 + + + + + + + + + + 
 

R51 + + - + - + - + + + 

M3-122 + + + + + + + + + + 
 

R52 + + - + - + + + + + 

            
R53 + + + - + - - + - - 

            
R54 + + + - + - - + - - 



Anexo III 

Tabla 11. Pruebas bioquímicas (III). Galerías API 

ONPG: ortho-Nitrophenyl-β-galactoside 

ADH: arginina dehidrolasa 

LCD: lactate descarboxilasa 

ODC: ornitina descarboxilasa 

Cit: utilización del citrato 

H2S: producción de sulfidrico 

Ure: producción de ureasa 

TDA: triptofano desaminasa 

Ind: indol 

VP: Voges-Proskawer 

Gel: producción de gelatinasa 

Producción de ácidos de: 

Glu: glucosa 

Man: anitol 

Ino: inositol 

Sor: sorbitol 

Rha: ramnosa 

Mec: melobiosa 

Amy: amigdalina 

Ara: arabinosa 
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Tabla 11. Pruebas bioquímicas (III). Galerías API 

 

ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

CEPA - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - 

M1-101 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M1-102 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-104 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-106 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-108 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-109 - - - - - - - - - + + - - - - - - - - - 

M1-113 - - - - - - - + + - - + - - - - + - - - 

M1-123 - - - - - - - + - - - + - - - + - - - - 

M1-123-X - + - - + - - - - - + - - - - - - - - - 

M1-128 - - - - - - - + - + - + - - - - - - - - 

M1-133-I - - - - - - - + - + - + - - - - - - - - 

M1-133-II - - - - - - - + - - - - - - - - + + - + 

M1-134 - - - - - - - + - - - + - - - + - - - - 

M1-136 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M1-143 - + - - + - + + - + + - - - - - - - - - 

M1-159 - + - + - - - - - + + - - - - - - - - - 

M1-184 - + - - - - + + - + + - - - - - - - - - 

M1-185 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M1-186 - - - - + - - + - - + + - - - - - - - - 

M1-188 - - - - + - - + - + - + - - - + - + - + 

M1-195 - - - - - - - + - - - + - - - - - + - + 

M1-94 - - - - - - - + - - - + - - - - - - - - 



Anexo III 

                     Tabla 11. Continuación 

               
 

ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M1-97 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-1 - - - - - - - + + + - + + + + - + - + - 

M2-140-I - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - 

M2-159 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-16 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-179 - - - - - - - + - - - + - - - - - - - - 

M2-181 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-2 - - - - + - - + - - + + - - - - - + - - 

M2-24 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-3 - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - 

M2-39 - + - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-40 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-44 - + - - + - + + - - + - - - - - - - - - 

M2-45 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-46 - + - - + - - + - - - - - + - - - + - + 

M2-47 - + - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-49 - - - - - - - + + + + + + - - - + - + - 

M2-50 - - - - + - + + - - - - - - - - - - - - 

M2-52 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-53 - + - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-55 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-64 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-65 - - - - - - - + - + - + + + + - + - + - 

M2-67 - - - - - - - - - + + - - - - - - - - - 
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Tabla 11. Continuación 

               
 

ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M2-68 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M2-70 - + - - - - - - - - + - - - - + - + - - 

M2-74 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M2-86 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-90 - - - - + - - + - - + + - - - - - + - - 

M2-91 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M2-93 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

M3-10 - - - - - - - + - + - + - - - - - - - - 

M3-101 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-102 - - - - - - + + - + + + - - - - - - - - 

M3-103 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-104 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-105 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-106 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-107 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-108 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-109 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M3-11 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-111 - - - - + - - + - - + - - - - - - + - - 

M3-122 - - - - + - - + - - + - - - - - - + - - 

M3-123 - - - - + - + + - - + - - - - - - - - - 

M3-126 - - - - - - - + - + + - + + - + + D - - 

M3-14 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 
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Tabla 11. Continuación 

               
 

ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M3-17 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-19 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - 

M3-20 - - - - - - + + - + - - - - - - - - - - 

M3-21 - - - - + - - + - - + - - - - - - + - - 

M3-29 - - - - - - + + - + + - - - - - - - - - 

M3-31 - + - - + - - + - + + + + - - - + - - - 

M3-51 - - - - - - + + - + + - - - - - - - - - 

M3-53 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-54 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-58 - - - - + - - + + - + - - - - - - - - - 

M3-65 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-66 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-67 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-68 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-69 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-70-X - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-72 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-75 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-76 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-77 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-82 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-83 - - - - + - + + - + + - - - - - - - - - 

M3-92 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M3-96 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 
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Tabla 11. Continuación 

               
 

ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

M3-X - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M3-XXX - - - - - - - + - - + + + + + - + + + + 

M4-10 - + + - + - - - - - + - + + + - + + + + 

M4-100 - - - - + - - + - + + + + - + - + - + - 

M4-103 - - - - - - - + - - + - + - - - - - - - 

M4-105 - - - - - - - + - + + - + - - + + + - - 

M4-106 - - - - - - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-14 - - - - - - - + - - + + + - + - + + + + 

M4-18 - - - - - - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-21 - - - - - - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-32 - - - - - - - + - + - + - - - - - - - - 

M4-34 - - + - - - - + - + + - + - + - + - + + 

M4-42 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - - 

M4-54 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - 

M4-61 - - - - - - - + - + + + + - + - + - - - 

M4-75 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - - 

M4-77 - - - - - - - + - - + + + - + - + + + + 

M4-8 - - + - - - - - - - + + + - + - + - + + 

M4-94 - - + - + - - + - - + + + - + - + - + + 

M4-95 - - + - - - - - - - + + + - + - + + + + 

M4-98 - + + - + - - + - - + - + + + - + + + + 

M4-99 + - - - + - - - - + + + + + + - + - + - 

R35 - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - 
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Tabla 11. Continuación 

               
 

ONPG ADH LCD ODC Cit H2S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara 

R36 + + - - - - - - - - + + + + + - + - + + 

R37 + - - - - - - - - - + + + - - - - - - - 

R38 - - - - - - - - - - + + - - - - + - - - 

R39 + - - - + - - - - + + + + + + - + - + + 

R40 + - - - - - - - - - + + + - + - + - + + 

R41 + - - - + - - - - + + + + + + - + - + + 

R42 - + - - + - - - - + + + - - - - + - - - 

R43 + - - - + - - - - + + + + + - - + - - + 

R44 + + - - + - - - - + + + + + + - + + + + 

R45 + ND ND ND ND ND + ND ND ND ND - - ND ND ND - ND ND ND 

R46 ND - - ND - - - - - - + + + - - - - - - - 

R47 + ND ND ND ND ND - ND ND ND + + + - - - - - - - 

R48 ND - ND ND ND - - ND - - + - - - - - - - - - 

R49 - - - - + - - ND ND ND - - - - - - + + - + 

R50 + - - - + + + - + ND ND + + + - - + + - + 

R51 - - - - ND ND + - ND ND - + - - + - + - - - 

R52 + - - - - - + - - - + + + - + + - - - + 

R53 - - - - + - - - - - - - - - - + + - - + 

R54 - - - - + - - - - - - - - - - + + - - + 
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Tabla 12. Sensibilidad a agentes antimicrobianos 

CN: Gentamicina  (10µg) 

TOB: Tobramicina  (10µg) 

AML: Amoxicilina (25µg) 

AMP: Ampicilina (10µg) 

P: Penicilina G (10UI) 

KF: Cefalotina (30µg) 

TE: Tetraciclina (30 UI) 

E: Eritromicina (15µg) 

PB: Polimixina B (300UI) 

NA: Ácido nalidíxico  (30µg) 

RD: Rifampicina (5µg) 

S: Sulfamida (300UI) 



Anexo III 

Tabla 12. Sensibilidad a agentes antimicrobianos 

CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M1-101 + + + + + + + + + + + + 

M1-102 - + + + + - - + + - - + 

M1-104 + + + - D + + + + + + + 

M1-106 - + + - + - - - + + + + 

M1-108 - + D + + + + D + + + + 

M1-109 + D - + + + - D + - - + 

M1-113 - + + + + + D + + + + + 

M1-123 - + - + + + + + + + + + 

M1-123-X + + + - - + - + + + + + 

M1-128 - + + + + + + + + + + + 

M1-133-I - + + + + + + - + + + + 

M1-133-II - + + + + + + - + + + + 

M1-134 + + + + + + + D + + + + 

M1-136 - + - + + + + D + + + + 

M1-143 - + + + + + + - + + + + 

M1-159 + + + + + + - + + + + + 

M1-184 - + - D D + + - + + + + 

M1-185 - + - + D + - - + + D + 

M1-186 - + - + D + + + + + + + 

M1-188 - + - + D + + D + + + + 

M1-195 - + - + + + + + + + + + 

M1-94 - + + - + - - - - + + + 

M1-97 - + + + + + + D + + + + 

M2-1 - + + + + + + - + + D + 

M2-140-I - + + + + + D - + + + + 

M2-159 - + + + D + + + + + + + 

M2-16 - + + + + + + D + + + + 

M2-179 + + + + + + + + + - D + 

M2-181 - + + + D + - - + + D + 

M2-2 - + + + + + + - + + D + 

M2-24 + + + + + + + - + D D + 

M2-3 - + + + D + + - + + + + 

M2-39 - + + + + + + - + + D + 

M2-40 + + + + + + + + + + D + 

M2-44 + + + + + + + - + + + + 

M2-45 - + + + + + + - + + D + 

M2-46 - + + + + + + - + + D + 

M2-47 + + + + + + - + + + + + 

M2-49 - + + + + + + + + + + + 
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Tabla 12. Continuación 

         CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M2-50 - + + + + + + - + + D + 

M2-52 - + + + + + - - + + + + 

M2-53 - + + + + + + + + + D + 

M2-55 + + + + + + + + + + D + 

M2-64 - + + + + + + - + + D + 

M2-65 - + - + + + + + + + D + 

M2-67 - + + + + + + - + + D + 

M2-68 - + + + + + D - + + + + 

M2-70 - + + + + + + - + + D + 

M2-74 - + + + D + + + + + + + 

M2-86 - + + + + + + - + + D + 

M2-90 + + + + + - + + + + D + 

M2-91 - + + + + + + - + + D + 

M2-93 - + + + + + + + + + + + 

M3-10 - + + - + - - - + + + + 

M3-101 + + + + + + - + + - - + 

M3-102 - + - + + + + D + + + + 

M3-103 - + + D D + + D + + D + 

M3-104 - + - + + + + D + + + + 

M3-105 - + - + + + + D + + + + 

M3-106 - + - + + + + + + + + + 

M3-107 - + - + + + + D + + + + 

M3-108 - + - + + D + D + + + + 

M3-109 - + - + + + + + + + + + 

M3-11 - + + - + - - - + + + + 

M3-111 - + - + + + + D + + + + 

M3-122 - + + - - + + - + + + + 

M3-123 - + + - - + + - + + + + 

M3-126 + + + + + + + + + + + + 

M3-14 - + + + + + - - + + D + 

M3-17 - + + D + + + - + + + + 

M3-19 + + - + + + - + + - D + 

M3-20 - + + + + + - D + + D + 

M3-21 - + + + + + + - + + + + 

M3-29 + + + + + + + D + + D + 

M3-31 + + + + + - + - + + D + 

M3-51 + + + + + D - + + - D + 

M3-53 - + + + + - D D + + D + 
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         CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

M3-54 - + + + + + - - + + D + 

M3-58 - + + D D + + - + + + + 

M3-65 + + + D + + + + + + + - 

M3-66 - + + + + + + - + + + + 

M3-67 - + + + + + - - + + + + 

M3-68 - + + + + + + - + + + + 

M3-69 - + + - + - - - + + + + 

M3-70-X - + + - + - - - + + + + 

M3-72 - + + - + - - - + + + + 

M3-75 - + + - + - - - + + + + 

M3-76 - + + - + - - - + + + + 

M3-77 - + - + + + + + + + + + 

M3-82 - + + + + + - - + + + + 

M3-83 - + + + + + + + + + D + 

M3-92 + + + + + + + - + + - + 

M3-96 + + + + + + - + + + + + 

M3-X - + + + + + + - + + D + 

M3-XXX - + + - - + + + + + + + 

M4-10 - + + + + + + - + + + + 

M4-100 + + + + + + - + + + D + 

M4-103 - + + - D + + - + + + D 

M4-105 + - + + + + - - D - D + 

M4-106 + - - + D + - + - - - D 

M4-14 + + + + + + + D + + + + 

M4-18 - + - + D + - D + - D + 

M4-21 - + + + + + + D + + + + 

M4-32 - + + + + + D D + + D + 

M4-34 - + + + + + + - + + + + 

M4-42 - + + + + + + - + + - + 

M4-54 - D + + + + + - + + D + 

M4-61 + + + + + - D + + + + + 

M4-75 - + + - - + + - + + + + 

M4-77 + + - + + - + + D - D + 

M4-8 + - - - - + - + - - - D 

M4-94 - + + + + + D - + + D + 

M4-95 + + - - D + - + D - - + 

M4-98 - + D + + + D - + + D + 

M4-99 + + + + + + D + + + D + 
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Tabla 12. Continuación 

         CEPA PB AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD 

R35 D + D D D + + + D + D + 

R36 D + D D D + + + D + D + 

R37 D + D D D + + + D + D + 

R38 D + D D D + + + D + D + 

R39 D - D D D - + + D + D + 

R40 D + D D D + + + D + D + 

R41 D + D D D + + + D + D + 

R42 D + D D D + + + D + D + 

R43 D - D D D - + + D + D + 

R44 D + D D D D + + D + D + 

R45 D + D D D + + + D + D + 

R46 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R47 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R48 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R49 ND ND ND - + ND ND ND ND - - ND 

R50 + + + - + + + - + + + + 

R51 + + + - + + + - + + + - 

R52 + + + + + + + + + + + + 

R53 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R54 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 



Anexo IV 

Tabla 1. Asignación taxonómica de las cepas bacterianas mediante la comparación de 

la secuencia parcial del gen del ARNr 16s mediante el programa EzTazon server 2.1. 

CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) 

M1-100 Halomonas elongata ATCC 33173T 98,05 M1-145 Halomonas campisalis ATCC 
700597 T 

99,18 

M1-101 Staphylococcus warneri ATCC 27836T 99,50 M1-14-X Halomonas caseinilytica AJ261T 98,10 

M1-102 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

99,30 M1-16-X Halomonas caseinilytica AJ261T 98,10 

M1-103 Halomonas ventosae Al12 T 99,49 M2-163 Marinobacter flavimaris SW-
145T 

97,69 

M1-103-X Halomonas ventosae Al12 T 99,49 M1-185 Bacillus subtilis subsp. 
inaquosorum BGSC 3A28 T 

98,00 

M1-104 Staphylococcus warneri ATCC 27836T 97,83 M1-186 Bacillus tequilensis NRRL B-
41771 T 

99,18 

M1-107 Halomonas elongata ATCC 33173T 98,20 M1-187-I Halomonas lutea YIM91125 T 97,85 

M1-108 Bacillus tequilensis NRRL B-41771T 99,20 M1-187-II Halomonas lutea YIM91125 T 97,85 

M1-110 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 98,03 M1-188 Bacillus vallismortis DSM 
11031 T 

99,50 

M1-111 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 99,32 M1-190 Halomonas campaniensis 5AG T 97,35 

M1-112 Marinobacter flavimaris SW-145 T 98,27 M1-191-I Halomonas subterranea ZG16 T 99,65 

M1-113 Bacillus endophyticus 2DT T 99,18 M1-192 Halomonas subterranea ZG16 T 99,65 

M1-114 Halomonas neptunia Eplume1 T 98,68 M1-193-I Salinivibrio proteolyticus AF-
2004 T 

97,82 

M1-115-I Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 99,33 M1-194 Halomonas lutea YIM91125 T 98,22 

M1-116 Halomonas zhanjiangensis JSM 
078169 T 

99,17 M1-195 Bacillus tequilensis NRRL B-
41771 T 

99,37 

M1-117 Halomonas ventosae Al12 T 99,83 M1-196 Halomonas lutea YIM91125 T 97,61 

M1-118 Halomonas ventosae Al12 T 99,17 M1-21-X Salinivibrio proteolyticus AF-
2004 T 

98,44 

M1-120 Pseudoalteromonas undina NCIMB 
2128 T 

97,41 M1-5-X Pseudoalteromonas undina 
NCIMB 2128 T 

98,41 

M1-122 Halomonas subterranea ZG16 T 99,83 M1-97 Bacillus vallismortis DSM 
11031 T 

99,34 

M1-123-X Bacillus vallismortis DSM 11031 T 99,50 M2-10 Halomonas ventosae Al12 T 99,49 

M1-124 Halomonas caseinilytica AJ261 T 98,00 M2-11 Marinobacter salsuginis SD-
14B T 

98,66 

M1-125 Halomonas caseinilytica AJ261 T 98,10 M2-12 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

97,33 

M1-126 Halomonas ventosae Al12 T 98,73 M2-13 Halomonas ventosae Al12 T 99,83 

M1-127 Halomonas ventosae Al12 T 99,83 M2-139 Marinobacter salsuginis SD-
14B T 

98,35 

M1-130 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 98,81 M2-14 Marinobacter pelagius HS225 T 98,66 

M1-131 Halomonas salina F8-11 T 98,51 M2-140-I Bacillus butanolivorans K9 T 98,34 

M1-134 Bacillus tequilensis NRRL B-41771V 99,20 M2-146 Nesiotobacter exalbescens 
LA33B T 

99,66 

M1-135 Halomonas caseinilytica AJ261 T 97,71 M2-148 Salinivibrio proteolyticus AF-
2004 T 

97,98 

M1-136 Bacillus tequilensis NRRL B-41771 T 99,20 M2-15 Halomonas ventosae Al12 T 99,32 
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Tabla 1. Continuación   

CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) 

M1-138 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 98,92 M2-150 Marinobacter segnicrescens 
SS011B1-4 T 

97,88 

M1-141 Halomonas ventosae Al12 T 98,99 M2-151 Marinobacter flavimaris SW-

145 T 

97,69 

M1-142 Kushneria indalinina CG2.1 T 98,35 M2-153 Halomonas ventosae Al12 T 99,83 

M1-144 Halomonas elongata ATCC 33173V 99,34 M2-154 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

97,36 

M2-155 Marinobacter segnicrescens 

SS011B14 T 

99,13 M2-31 Halomonas gomseomensis M12T 98,83 

M2-156 Halomonas ventosae Al12 T 99,33 M2-32 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

98,12 

M2-157 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 97,13 M2-33 Halomonas ventosae Al12 T 99,49 

M2-158 Halomonas salina F8-11 T 99,34 M2-35 Halomonas shengliensis 

SL014B-85 T 

98,33 

M2-16 Bacillus vallismortis DSM 11031 T 99,33 M2-36 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

97,16 

M2-160 Halomonas ventosae Al12 T 99,16 M2-37 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

99,31 

M2-162 Halomonas elongata ATCC 33173 T 99,67 M2-38 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

98,97 

M2-164 Vibrio azureus LC2-005 T 98,53 M2-39 Virgibacillus olivae E308 T 99,33 

M2-165 Marinobacter flavimaris SW-145 T 97,53 M2-4 Halomonas ventosae Al12 T 99,49 

M2-166 Halomonas taeanensis BH539 T 99,15 M2-40 Bacillus simplex NBRC 15720 T 99,33 

M2-167 Salinicola halophilus CG 4.1 T 98,45 M2-42 Halomonas subterranea ZG16 T 99,48 

M2-168 Halomonas ventosae Al12 T 99,50 M2-43 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

98,63 

M2-169 Halomonas salina F8-11 T 99,17 M2-46 Bacillus oceanisediminis H2 T 98,83 

M2-17 Halomonas gudaonensis SL014B-69 T 98,50 M2-47 Bacillus vallismortis DSM 
11031 T 

99,33 

M2-173 Halomonas salina F8-11 T 98,78 M2-49 Bacillus tequilensis NRRL B-
41771 T 

99,19 

M2-176 Marinobacter flavimaris SW-145 T 98,08 M2-5 Halomonas ventosae Al12 T 99,32 

M2-177 Vibrio azureus LC2-005 T 98,53 M2-50 Virgibacillus salarius SA-Vb1 T 99,33 

M2-18 Marinobacter algicola DG893 T 98,00 M2-52 Virgibacillus salarius SA-Vb1 T 99,33 

M2-181 Staphylococcus hominis subsp. 
novobiosepticus GTC 1228 T 

99,18 M2-57 Halomonas zhanjiangensis JSM 
078169 T 

99,50 

M2-182 Luteimonas terricola BZ92r T 98,23 M2-58 Halomonas pacifica DSM 4742 

T 
99,66 

M2-183 Halomonas taeanensis BH539 T 99,99 M2-59 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

97,00 

M2-183-X Halomonas taeanensis BH539 T 97,99 M2-6 Halomonas ventosae Al12 T 99,32 

M2-19 Marinobacter flavimaris SW-145T 97,66 M2-61 Halomonas campisalis ATCC 
700597 T 

99,19 

M2-21 Salinivibrio costicola subsp. 
alcaliphilus DSM 16359 T 

98,83 M2-62 Halomonas sulfidaeris ATCC 
BAA-803 T 

98,98 

M2-22 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 97,89 M2-63 Halomonas subterranea ZG16T 97,89 

M2-23 Kushneria indalinina CG2.1 T 98,50 M2-64 Brevibacterium frigoritolerans 
DSM 8801 T 

99,50 
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Tabla 1. Continuación   

CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) 

M2-25 Halomonas zhanjiangensis JSM 
078169 T 

98,50 M2-65 Bacillus tequilensis NRRL B-
41771 T 

99,19 

M2-26 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 98,97 M2-66-M Halomonas pacifica DSM 4742 

T 

99,50 

M2-27 Halomonas saccharevitans AJ275 T 99,82 M2-69 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

99,31 

M2-28 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 98,50 M2-7 Marinobacter segnicrescens 
SS011B1-4 T 

97,87 

M2-29 Halomonas ventosae Al12 T 99,15 M2-71 Halomonas campisalis ATCC 
700597 T 

97,82 

M2-2-X Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 98,13 M2-72 Marinobacter salsuginis SD-

14B T 

97,16 

M2-30 Halomonas ventosae Al12 T 99,49 M2-76 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

97,61 

M2-77 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 99,83 M3-27 Halomonas ventosae Al12 T 99,23 

M2-78 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 98,66 M3-29 Staphylococcus epidermidis 
ATCC 14990 T 

98,21 

M2-79 Salinivibrio costicola subsp. 
alcaliphilus DSM 16359 T 

97,70 M3-31 Bacillus simplex NBRC 15720 T 98,70 

M2-81 Idiomarina seosinensis CL-SP19 T 99,33 M3-51 Riemerella anatipestifer ATCC 
11845 T 

98,02 

M2-82 Vibrio owensii DY05 T 97,93 M3-53 Swaminathania salitolerans 
PA51 T 

99,29 

M2-83 Halomonas salina F8-11 T 98,33 M3-54 Bacillus safensis FO-036b T 98,56 

M2-85 Microbulbifer donghaiensis CN85 T 97,11 M3-65 Bacillus safensis FO-036b T 98,48 

M2-87-I Achromobacter spanius LMG 5911TT 99,33 M3-66 Bacillus safensis FO-036b T 97,25 

M2-88 Halomonas koreensis SS20T 99,82 M3-68 Planococcus rifietoensis M8 T 97,83 

M2-89 Halomonas ventosae Al12T 99,83 M3-69 Staphylococcus warneri ATCC 
27836 T 

98,50 

M2-9 Marinobacter flavimaris SW-145T 97,33 M3-92 Staphylococcus hominis subsp. 
hominis DSM 20328 T 

97,83 

M2-90 Bacillus anthracis ATCC 14578T 98,08 M4-100 Bacillus muralis LMG 20238T 99,34 

M2-91 Brevibacterium frigoritolerans DSM 
8801T 

98,53 M4-105 Staphylococcus capitis subsp. 
capitis ATCC 27840T 

98,36 

M2-93 Bacillus vallismortis DSM 11031T 93,75 M4-106 Staphylococcus capitis subsp. 
capitis ATCC 27840T 

99,18 

M3-1 Aurantimonas altamirensis S21BT 98,01 M4-18 Acinetobacter baumannii DSM 
30007T 

99,38 

M3-100 Halomonas subterranea ZG16T 99,48 M4-32 Bacillus endophyticus 2DTT 97,87 

M3-102 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

98,87 M4-34 Planococcus rifietoensis M8T 99,17 

M3-108 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

98,31 M4-54 Bacillus simplex NBRC 15720T 99,39 

M3-110 Halomonas hydrothermalis Slthf2T 97,63 M4-75 Bacillus simplex NBRC 15720T 98,35 

M3-111 Oceanobacillus manasiensis YD3-56T 98,49 M4-95 Bacillus safensis FO-036bT 98,73 

M3-112 Halomonas fontilapidosi 5CRT 99,65 M1-106 Staphylococcus warneri ATCC 
27836T 

99,16 

M3-12 Halomonas halmophila ATCC 19717T 97,83 M1-109 Oceanobacillus manasiensis 
YD3-56 T 

98,66 



Apéndice IV 

107 

 

Tabla 1. Continuación   

CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) 

M3-13 Kushneria indalinina CG2.1 T 99,21 M1-123 Bacillus vallismortis DSM 
11031 T 

99,50 

M3-14 Bacillus butanolivorans K9 T 97,37 M1-128 Bacillus tequilensis NRRL B-

41771 T 

99,60 

M3-15 Pseudomonas xanthomarina KMM 
1447 T 

97,57 M1-133-I Bacillus safensis FO-036b T 99,83 

M3-18 Bartonella vinsonii subsp. arupensis 
OK94-513 T 

97,32 M1-143 Bacillus muralis LMG 20238 T 99,01 

M3-2 Marinobacter flavimaris SW-145 T 99,19 M1-159 Staphylococcus saprophyticus 
subsp. saprophyticus ATCC 
15305 T 

98,69 

M3-22 Halomonas sulfidaeris ATCC BAA-
803 T 

98,68 M2-1 Bacillus safensis FO-036b T 99,82 

M3-23 Halomonas ventosae Al12 T 99,83 M2-159 Staphylococcus saprophyticus 
subsp. saprophyticus ATCC 
15305 T 

98,69 

M3-24 Halomonas lutea YIM91125 T 97,69 M2-179 Marinococcus luteus YIM 
91094 T 

99,82 

M3-25 Marinobacter segnicrescens SS011B1-
4T 

99,43 M2-2 Brevibacterium frigoritolerans 
DSM 8801 T 

99,16 

M3-26 Idiomarina loihiensis L2TR T 97,74 M2-24 Marinococcus luteus YIM 
91094 T 

99,82 

M1-123 Bacillus vallismortis DSM 11031 T 99,50 M3-35 Brevundimonas bacteroides 
LMG15096 T 

99,66 

M1-128 Bacillus tequilensis NRRL B-41771 T 99,60 M3-36 Halomonas sulfidaeris ATCC 
BAA-803 T 

97,27 

M1-133-I Bacillus safensis FO-036b T 99,83 M3-37 Marinobacter pelagius HS225 T 99,95 

   M3-38 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

97,77 

M1-143 Bacillus muralis LMG 20238 T 99,01 M3-39 Halomonas subterranea ZG16 T 99,65 

M1-159 Staphylococcus saprophyticus subsp. 
saprophyticus ATCC 15305 T 

98,69 M3-4 Halomonas koreensis SS20 T 99,94 

M2-179 Marinococcus luteus YIM 91094 T 99,82 M3-40 Idiomarina zobellii KMM 231 T 98,16 

M2-2 Brevibacterium frigoritolerans DSM 
8801 T 

99,16 M3-41 Halomonas gomseomensis M12T 97,66 

M2-24 Marinococcus luteus YIM 91094 T 99,82 M3-42 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

97,33 

M2-3 Bacillus safensis FO-036b T 99,82 M3-43 Halomonas daqingensis DQD2-
30 T 

98,43 

M2-44 Virgibacillus salarius SA-Vb1 T 99,00 M3-44 Idiomarina loihiensis L2-TR T 99,49 

M2-53 Bacillus anthracis ATCC 14578 T 99,82 M3-42 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

97,33 

M2-55 Bacillus anthracis ATCC 14578 T 99,82 M3-45 Halomonas saccharevitans 
AJ275 T 

98,71 

M2-67 Virgibacillus salarius SA-Vb1 T 98,83 M3-46 Halomonas koreensis SS20 T 99,82 

M2-68 Bacillus simplex NBRC 15720 T 98,83 M3-47 Halomonas almeriensis M8 T 97,32 

M2-70 Virgibacillus salarius SA-Vb1 T 99,00 M3-45 Halomonas saccharevitans 
AJ275 T 

98,71 

M2-74 Staphylococcus saprophyticus subsp. 
saprophyticus ATCC 15305 T 

99,51 M3-46 Halomonas koreensis SS20 T 99,82 

M2-86 Virgibacillus olivae E308 T 98,82 M3-47 Halomonas almeriensis M8 T 97,32 
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Tabla 1. Continuación   

CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) 

M3-10 Staphylococcus epidermidis ATCC 
14990 T 

99,09 M3-48 Idiomarina seosinensis CL-
SP19 T 

98,92 

M3-101 Staphylococcus pasteuri ATCC 

51129T 

98,98 M3-49 Idiomarina zobellii KMM 231 T 98,16 

M3-104 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

98,98 M3-5 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

97,83 

M3-105 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

98,98 M3-50 Salinivibrio costicola DSM 
16359 T 

97,33 

M3-106 Staphylococcus warneri ATCC 27836T 98,85 M3-52 Halomonas koreensis SS20 T 97,57 

M3-107 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

98,98 M3-55 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

97,94 

M3-109 Oceanobacillus manasiensis YD3-56 T 99,01 M3-56 Halomonas zhanjiangensis JSM 
078169 T 

97,53 

M3-11 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

99,00 M3-57 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

98,28 

M3-17 Bacillus safensis FO-036b T 99,68 M3-58 Bacillus safensis FO-036b T 99,78 

M3-20 Bacillus endophyticus 2DT T 99,66 M3-59 Aurantimonas coralicida WP1 T 99,16 

M3-21 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

98,97 M3-6 Halomonas fontilapidosi 5CR T 99,66 

M3-28 Halomonas saccharevitans AJ275 T 99,83 M3-60 Halomonas ventosae Al12 T 99,81 

M3-3 Halomonas koreensis SS20 T 99,96 M3-61 Marinobacter segnicrescens 
SS011B1-4 T 

97,02 

M3-32 Halomonas variabilis DSM 3051 T 97,69 M3-62 Halomonas fontilapidosi 5CR T 98,31 

M3-33 Marinobacter salsuginis SD-14B T 98,71 M3-63 Idiomarina loihiensis L2-TR T 99,70 

M3-34 Marinobacter salsuginis SD-14B T 98,32 M3-67 Bacillus safensis FO-036b T 98,61 

M3-7 Marinobacter gudaonensis 
SL014B61A T 

98,50 M4-11 Halomonas ventosae Al12 T 99,83 

M3-70-X Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 

T 
98,96 M4-12 Halomonas ventosae Al12 T 99,50 

M3-72 Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 

T 
98,96 M4-13 Halomonas hydrothermalis 

Slthf2 T 
99,49 

M3-73 Brevundimonas mediterranea 
V4.BO.10 T 

99,33 M4-14 Marinococcus luteus YIM 
91094 T 

99,82 

M3-74 Halomonas daqingensis DQD2-30 T 98,62 M4-15 Halomonas ventosae Al12 T 99,66 

M3-76 Staphylococcus warneri ATCC 27836T 99,16 M4-16 Pantoea eucrina LMG 2781 T 98,17 

M3-77 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

98,98 M4-17 Pseudoalteromonas 
byunsanensis FR1199 T 

97,37 

M3-78 Brevundimonas vesicularis LMG 
2350T 

99,08 M4-19 Halomonas elongata ATCC 
33173 T 

97,51 

M3-79 Brevundimonas aurantiaca DSM 
4731T 

98,15 M4-2 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

99,49 

M3-8 Halomonas saccharevitans AJ275 T 98,45 M4-20 Pseudoalteromonas 
byunsanensis FR1199 T 

97,53 

M3-81 Brevundimonas vesicularis LMG 2350 

T 
99,98 M4-21 Planococcus rifietoensis M8 T 99,67 

M3-82 Bacillus simplex NBRC 15720 T 98,66 M4-22 Halomonas ventosae Al12 T 99,67 

M3-84 Brevundimonas vesicularis LMG 
2350T 

98,16 M4-23 Halomonas cerina SP4 T 99,69 
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Tabla 1. Continuación   

CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) 

M3-85 Halomonas saccharevitans AJ275 T 98,86 M4-24 Yersinia intermedia 
ATCC29909 T 

97,52 

M3-86 Cronobacter dublinensis subsp. 
dublinensis DES187 T 

98,42 M4-26 Vibrio rumoiensis S-1 T 98,02 

M3-87 Halomonas koreensis SS20 T 99,82 M4-28 Vibrio rumoiensis S-1 T 97,20 

M3-88 Labrenzia aggregata IAM 12614 T 99,00 M4-29 Halomonas boliviensis LC1 T 98,35 

M3-89 Palleronia marisminoris B33 T 97,12 M4-3 Halomonas hydrothermalis 

Slthf2 T 

99,49 

M3-9 Halomonas caseinilytica AJ261 T 98,33 M4-30 Halomonas elongata ATCC 
33173 T 

99,50 

M3-90 Halomonas sulfidaeris ATCC BAA-
803 T 

97,96 M4-31 Halomonas koreensis SS20 T 97,39 

M3-91 Labrenzia marina mano18 T 97,25 M4-33 Halomonas koreensis SS20 T 98,79 

M3-93 Halomonas daqiaonensis YCSA28 T 97,16 M4-35 Halomonas cerina SP4 T 97,19 

M3-94 Halomonas koreensis SS20 T 99,79 M4-36 Halomonas elongata ATCC 
33173 T 

99,32 

M3-95 Halomonas daqiaonensis YCSA28 T 99,60 M4-37 Yersinia intermedia ATCC 
29909 T 

99,05 

M3-96 Staphylococcus pasteuri ATCC 
51129T 

98,96 M4-38 Halomonas ventosae Al12 T 99,17 

M3-97 Halomonas caseinilytica AJ261 T 97,33 M4-39 Idiomarina homiensis PO-M2 T 97,37 

M4-1 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 99,32 M4-3M Marinobacter segnicrescens 
SS011B1-4 T 

97,33 

M4-10 Planococcus rifietoensis M8 T 98,68 M4-4 Halomonas hydrothermalis 
Slthf2 T 

99,49 

M4-101 Yersinia intermedia ATCC 29909 T 97,36 M4-40 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

98,85 

M4-102 Halomonas boliviensis LC1 T 98,68 M4-42 Paracoccus marcusii DSM 
11574 T 

99,01 

M4-104 Pantoea stewartii subsp. stewartii 
LMG 2715 T 

99,39 M4-43 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

97,05 

M4-107 Yersinia intermedia ATCC 29909 T 97,36 M4-44 Yersinia intermedia ATCC 
29909 T 

97,53 

M4-45 Marinobacter salsuginis SD-14B T 98,19 M4-70 Halomonas fontilapidosi 5CR T 99,83 

M4-46 Marinobacter flavimaris SW-145 T 98,68 M4-71 Halomonas fontilapidosi 5CR T 99,17 

M4-47 Marinobacter flavimaris SW-145 T 99,17 M4-72 Halomonas salina F8-11 T 99,01 

M4-48 Marinobacter flavimaris SW-145 T 98,35 M4-73 Halomonas salina F8-11 T 99,67 

M4-49 Marinobacter salsuginis SD-14B T 98,02 M4-74 Halomonas fontilapidosi 5CR T 97,18 

M4-5 Marinobacter flavimaris SW-145 T 98,02 M4-76 Yersinia intermedia ATCC 
29909 T 

97,69 

M4-50 Marinobacter pelagius HS225 T 98,68 M4-77 Bacillus oceanisediminis H2 T 98,94 

M4-51 Marinobacter flavimaris SW-145 T 98,84 M4-79 Halomonas fontilapidosi 5CR T 99,50 

M4-53 Halomonas ventosae Al12 T 99,50 M4-80 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

99,50 

M4-55 Pseudomonas vancouverensis ATCC 
700688 T 

97,87 M4-82 Halomonas gomseomensis M12T 99,67 

M4-56 Marinobacter santoriniensis NKSG1 T 97,27 M4-83 Marinobacter algicola DG893 T 98,35 
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Tabla 1. Continuación   

CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) 

M4-58 Halomonas elongata ATCC 33173 T 99,34 M4-84 Marinobacter segnicrescens 
SS011B1-4 T 

98,88 

M4-59 Halomonas alimentaria YKJ-16 T 99,33 M4-85 Marinobacter flavimaris SW-

145 T 

98,52 

M4-5a Marinobacter flavimaris SW-145 T 98,02 M4-86 Idiomarina ramblicola R22 T 99,50 

M4-6 Marinobacter pelagius HS225 T 99,50 M4-87 Halomonas caseinilytica AJ261T 99,34 

M4-60 Marinobacter salsuginis SD-14B T 98,84 M4-88 Halomonas xinjiangensis TRM 
0175 T 

98,84 

M4-61 Planococcus rifietoensis M8 T 99,01 M4-89 Halomonas elongata ATCC 
33173 T 

100,0 

M4-62 Halomonas fontilapidosi 5CR T 99,33 M4-9 Marinobacter flavimaris SW-
145 T 

98,02 

M4-63 Halomonas gomseomensis M12 T 99,50 M4-90 Halomonas subterranea ZG16 T 99,01 

M4-64 Halomonas salifodinae BC7 T 99,33 M4-92 Idiomarina abyssalis KMM 
227T 

98,52 

M4-65 Salinimonas chungwhensis 
BH030046T 

99,18 M4-93 Halomonas arcis AJ282 T 98,45 

M4-66 Halomonas elongata ATCC 33173 T 98,50 M4-94 Brevibacterium frigoritolerans 
DSM 8801 T 

99,50 

M4-67 Salinimonas chungwhensis 
BH030046T 

99,34 M4-98 Bacillus simplex NBRC 15720 T 99,67 

M4-68 Salinimonas chungwhensis 
BH030046T 

99,34 M4-99 Brevibacterium frigoritolerans 
DSM 8801 T 

99,50 

M4-69 Halomonas salina F8-11 T 99,83    

M4-7 Halomonas fontilapidosi 5CR T 99,83    
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Figura 1. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia parcial 

del gen del ARNr 16S de las cepas Gram negativas 

mediante el método Máxima Parsimonia. Se indican los valores de 

“bootstrap” para 1.000 répiclas. Los números de 

acceso al GenBank se muestran entre paréntesis. 
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Figura 2. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia parcial 

del gen del ARNr 16S de las cepas Gram positivas 

mediante el método Máxima Parsimonia. Se indican los valores de 

“bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 

acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Figura 1. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del 

ARNr 16S mediante el método Neighbour Joining. Se indican los valores de 

“bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de acceso al GenBank se muestran entre 
paréntesis. 
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Figura 2. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el 

método Máxima Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis. 
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Figura 3. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el 

método Neighbour Joining. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 

acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Figura 4. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S obtenido 

mediante el método Máxma Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los 
números de acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Figura 5. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el 

método Neighbour Joining. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 

acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Figura6. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el 

método Máxima Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Figura 7. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el 

método Neighbour Joining. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Figura 8. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el 

método Máxima Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis 
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS FENOTÍPICAS REALIZADOS EN LAS CEPAS 

DE ARQUEAS  

 

Tabla 1. Características morfológicas y coloniales 

Gram: Tinción de Gram 

Morf: Morfología 

Pig: Pigmentación de las colonias. C: crema; A: amarillo;  

Muc: Mucosidad de las colonias. 0: no mucosas; 1: mucosas; 2: muy mucosas 

CEPAS UTILIZADAS COMO DE REFERENCIA 

 

R1, Haladaptatus paucihalophilus  R11, Halorubrum aidingense  

R2, Haloarcula argentinensis  R12, Halostagnicola kamekurae  

R3, Haloarcula quadrata  R13, Halostagnicola larsenii 

R4, Halococcus hamelinensis  R14, Haloterrigena jeotgali 

R5, Haloferax mediterranei  R15, Haloterrigena thermotolerans  

R6, Haloferax mucosum  R16, Natrialba aegyptiaca  

R7, Haloferax prahovense R17, Natrinema altunense  

R8, Halogeometricum borinquense  R18, Natrinema gari  

R9, Halomicrobium mukohataei  R19, Natrinema pallidum 

R10, Halorhabdus tiamatea   
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Tabla 1. Características morfológicas y coloniales 

CEPA Gram Morf Muc Pig Mov 
 

CEPA Gram Morf Muc Pig Mov 

1-7 - CB 1 R + 
 

3-8a - CB 2 R + 

1-9 - B 1 R + 
 

3-8b - CB 2 R + 

1-10 - B 1 R + 
 

3-8c - CB 1 R + 

1-13 - CB 1 R + 
 

3-8d - CB 1 R + 

1-17 - B 1 R + 
 

3-9b - CB 1 R + 

1-18 - B 1 R + 

 
3-2b - B 2 R + 

1-19 - CB 1 R + 
 

3-2d - B 1 R + 

1-20 - B 1 R + 
 

4-1a - CB 1 R + 

1-23 - CB 1 R + 
 

4-4b - CB 1 R + 

2-1C - CB 1 R + 
 

4-4a - CB 1 R + 

2-1D - CB 1 Rj + 
 

4-4d - CB 2 R + 

2-2A - P 1 R + 

 
4-4c - CB 2 R + 

2-2B - P 2 Rj + 
 

4-1b - CB 1 R + 

2-2D - CB 2 R + 
 

4-1c - CB 1 R + 

2-4A - CB 1 R + 
 

4-6c - CB 1 R + 

2-4B - CB 1 R + 
 

4-6a - B 2 R + 

2-4C - CB 2 R + 
 

4-6b - B 1 R + 

2-4D - CB 1 R + 

 
R1 - B ND Rj + 

2-7A - P 1 R + 
 

R2 - C ND R + 

2-7B - CB 2 R + 
 

R3 - B ND R + 

2-7C - CB 1 R + 
 

R4 - P ND Rj - 

2-8 - CB 1 R + 
 

R5 - B ND Rk - 

2-9A - CB 1 Rj + 
 

R6 - P ND Rj + 

2-9B - CB 1 R + 

 
R7 - B ND R + 

2-11A - CB 1 R + 
 

R8 - B ND Rj - 

2-11D - CB 1 R + 
 

R9 - P ND Rj - 

3-1a - CB 1 R + 
 

R10 - B ND Rj + 

3-1c - CB 1 R + 
 

R11 - C ND R - 

3-1d - CB 2 R + 
 

R12 - B ND R - 

3-2a - CB 1 R + 

 
R13 - P ND R + 

3-4a - CB 1 R + 
 

R14 - B ND Rj + 

3-7b - CB 1 R + 
 

R15 - C ND Rk - 

       R16 - B ND Rj - 

       R17 - P ND R + 

       R18 - B ND Rj - 

       R19 - C ND Rj - 
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Tabla 2. Características fisiológicas (I) 

Crecimiento a distintas concentraciones de sal (%, p/v) 

Crecimiento a distintas concentraciones de magnesio (%, p/v) 

Tabla 3. Características fisiológicas (II) 

Crecimiento a distintas temperaturas (ºC) 

Crecimiento a distintos valores de pH 
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Tabla 2. Características fisiológicas (I) 

CEPA Sales (%, p/v)  Magnesio (%, p/v)   

  0 1 3 5 10 15 20 25 30  0 0.5 1 2 5 10 20 30 

M1-7 - - - - + + + + +  - - + + + + + + 

M1-9 - - - - + + + + +  - - + + + + + + 

M1-10 - - - - - + + + +  - - + + + + + + 

M1-13 - - - - - + + + +  - - + + + + + + 

M1-17 - - - - - + + + +  - - + + + + + + 

M1-18 - - - - + + + + +  - - + + + + + + 

M1-19 - - - - + + + + +  - - + + + + + + 

M1-20 - - - - + + + + +  - - + + + + + + 

M1-23 - - - - + + + + +  - - + + + + + + 

M2-11a - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-11d - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-1c - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-1d - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-2a - - - - - + - + +  - + + + + + + + 

M2-2b - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-2d - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-4a - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

M2-4b - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

M2-4c - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-4d - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

M2-7a - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

M2-7b - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-7c - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-8 - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-9a - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M2-9b - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M3-1a - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M3-1c - - - - - - + + +  - + + + + + + + 

M3-1d - - - - - - + + +  - + + + + + + + 

M3-2a - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M3-2b - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M3-2d - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M3-4a - - - - + + + + +  + + + + + + + + 

M3-7b - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

M3-8a - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

M3-8b - - - - + + + + +  - + + + + + + + 

M3-8c - - - - - + + + +  - + + + + + + + 
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Tabla 2. Continuación  

  
CEPA Sales (%, p/v)  Magnesio (%, p/v)   

  0 1 3 5 10 15 20 25 30  0 0.5 1 2 5 10 20 30 

M3-8d - - - - + + + + +  - + + + + + + + 

M3-9b - - - - - - + + +  - + + + + + + - 

M4-1a - - - - + + + + +  + + + + + + + - 

M4-1b - - - - + + + + +  + + + + + + + - 

M4-1c - - - - + + + + +  + + + + + + + - 

M4-4a - - - - + + + + +  + + + + + + + - 

M4-4b - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

M4-4c - - - - - - + + +  + + + + + + + + 

M4-4d - - - - - - + + +  + + + + + + + - 

M4-6a - - - - - + + + +  + + + + + + + - 

M4-6b - - - + + + + + +  + + + + + + + + 

M4-6c - - - + + + + + +  + + + + + + + + 

R1 - - - - - - + + +  - + + + + + + + 

R2 - - - - - - + + +  - + + + + + + + 

R3 - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

R4 - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

R5 - - - - - - + + +  - + + + + + + + 

R6 - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

R7 - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

R8 - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

R9 - - - - - + + + +  + + + + + + + + 

R10 - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

R11 - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

R12 - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

R13 - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

R14 - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

R15 - - - - - + + + +  - + + + + + + + 

R16 - - + + - + + + +  + + + + + + + + 

R17 - - - - + + + + +  - + + + + + + + 

R18 - - - - - - + + +  - + + + + + + + 

R19 - - - - - - + + +  - + + + + + + + 
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Tabla 3. Características fisiológicas (II) 

 
Temperatura (ºC)  

 
pH  

CEPA 25 32 37 41 51 
 

5 6 7 8 9 10 

M1-7 + + + + + 
 

- + + - - - 

M1-9 + + + + + 
 

- + + - - - 

M1-10 + + + + + 

 

- - + + + - 

M1-13 + + + + + 
 

- - + + + - 

M1-17 + + + + + 
 

- - + + + - 

M1-18 + + + + + 
 

- + + + + - 

M1-19 + + + + + 
 

- + + + + - 

M1-20 + + + + + 
 

- + + + + - 

M1-23 + + + + + 

 

- + + - - - 

M2-11a - + + + + 
 

- - + + + - 

M2-11d - + + + + 
 

- + + + + - 

M2-1c - + + + + 
 

- - + + - - 

M2-1d - + + + + 
 

- + + + + - 

M2-2a - + + + + 
 

- - + + + - 

M2-2b + + + + + 

 

- + + + + - 

M2-4b + + + + + 
 

- + + + + - 

M2-2d + + + + + 
 

- + + + - - 

M2-4a + + + + + 
 

+ + + + - - 

M2-4c + + + + + 
 

- + + + - - 

M2-4d + + + + + 
 

- + + + - - 

M2-7a + + + + + 

 

- + + + - - 

M2-7b - + + + + 
 

- - + + + - 

M2-7c - + + + + 
 

- - + + + - 

M2-8 - + + + + 
 

- - + + + - 

M2-9a - + + + + 
 

- + + + - - 

M2-9b - + + + + 
 

- + + + - - 

M3-1a - + + + + 

 

- + + + - - 

M3-1c + + + + + 
 

- - + + + - 

M3-1d + + + + + 
 

- - + + - - 

M3-2a - + + + + 
 

- + + + - - 

M3-2b - + + + + 
 

- + + + - - 

M3-2d - + + + + 
 

- + + + - - 

M3-8b - + + + + 

 

- - + + + - 

M3-4a + + + + + 
 

- + + + - - 

M3-7b - + + + - 
 

- - + + - - 

M3-8a - + + + + 
 

- - + + - - 

M3-8c - + + + + 
 

- - + + + - 
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Tabla 3. Continuación 

  
 

Temperatura (ºC)  
 

pH  

CEPA 25 32 37 41 51 
 

5 6 7 8 9 10 

M3-8d - + + + + 
 

- - + + + - 

M3-9b - + + + + 
 

- - + + - - 

M4-1a + + + + - 
 

- + + + + - 

M4-1b + + + + + 
 

- + + + + - 

M4-1c + + + + + 
 

- + + + + - 

M4-4a + + + + + 
 

- + + + + - 

M4-4b - + + + + 
 

- + + + + - 

M4-4c - + + + + 
 

- + + + + - 

M4-4d - + + + + 
 

- - + + + - 

M4-6a - - + + + 
 

- + + + + - 

M4-6b - + + + + 
 

- + + + + - 

M4-6c - + + + + 
 

- + + + + - 

R1 + + + + + 
 

- + + + + - 

R2 + + + + + 
 

- + + + + - 

R3 + + + + + 
 

- + + + - - 

R4 + + + + + 
 

- + + + - - 

R5 + + + + + 
 

- + + + - - 

R6 + + + + + 
 

- - + + - - 

R7 - + + + + 
 

- + + + - - 

R8 - + + + + 
 

- + + + + - 

R9 - + + + + 
 

- + + + + - 

R10 + + + + + 
 

- + + + - - 

R11 - + + + + 
 

- + + + + - 

R12 + + + + + 
 

- + + + - - 

R13 + + + + + 
 

- - + + - - 

R14 + + + + + 
 

- + + + + - 

R15 + + + + + 
 

- + + + + - 

R16 + + + + + 
 

- + + + + - 

R17 + + + + + 
 

- + + + + - 

R18 + + + + + 
 

- + + + + - 

R19 + + + + + 
 

- + + + + - 
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Tabla 4. Pruebas bioquímicas (I) 

 

Cat: catalasa 

Ox: oxidasa 

NR: presecia de nitrato reductasa 

nr: presencia de nitrito reductasa 

DNA: producción de  DNAsa 

Gel: producción de gelatinasa 

Alm: hidrólisis del almidón 

TW80: hidrólisis del Tween 8- 

Ind: indol 

RM: rojo de metilo 

VP: Voges-Proskawer 

Resp. NO3
-
: respiración sobre nitrato 

Prod. gas: producción de gas por respiración sobre nitrato 

Arg: crecimiento anaerobio sobre L-arginina 

KNO3: crecimiento anaerobio sobre KNO3 
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Tabla 4. Pruebas bioquímicas (I) 

CEPA Ox Cat NR nr DNA Gel Alm TW80 Ind RM VP Resp. NO3
-
 Prod. gas Arg KNO3 

M1-7 + + + + - + + - - + - - - -  - 

M1-9 + + + - - + + - - + - - - -  - 

M1-10 - - + + - + + + + - - + - -  ND 

M1-13 - - + + - + + + + + - + + -  - 

M1-17 - - + + - + + + + - - + + -  - 

M1-18 + + + + - ND ND ND ND - - + + -  ND 

M1-19 + + + + - + + - - + - + + -  - 

M1-20 + + + + - + + - - - - + + -  - 

M1-23 + + + - - + + - - - - - - -  ND 

M2-11a - + + + - - + ND + - - + - -  - 

M2-11d - + + + - - + ND - - - + - -  - 

M2-1c - + + + - + + - - - - + - -  - 

M2-1d - + + + - + + - - - - + - -  - 

M2-2a - + + - - - + - - + - + - -  - 

M2-2b - + + - - - - ND - - - - ND -  - 

M2-2d - + - - - + + - - - - + - -  - 

M2-4a - + + - - - - - - - - - - -  - 

M2-4b - + + - - + + - + - - - - -  - 

M2-4c - + + + - + + - + - - - - -  - 

M2-4d - + + + - + + - + - - + - -  - 

M2-7a - + - - - + + - + - - + - -  - 

M2-7b + ND + + - + + - - - - - - -  + 
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                Tabla 4. Continuación 
        

CEPA Ox Cat NR nr DNA Gel Alm TW80 Ind RM VP Resp. NO3
-
 Prod. gas Arg KNO3 

M2-7c + + + + - - + - - - - - - -  + 

M2-8 + + + + - + + - + - - - - -  + 

M2-9a - + + + - + + + + - - - ND -  - 

M2-9b - + + - - + + + + - - - - -  - 

M3-1a - + + + - + + + + - - - - -  - 

M3-1c + + + + + - + + + - - + - -  + 

M3-1d + + + + + - + - + + - + - -  + 

M3-2a - + + + + + - - + - - + - -  - 

M3-2b + + + + + + + - - - - - - -  + 

M3-2d + + + + + + + - - + - - - -  + 

M3-4a + + + + + + - - ND - - ND ND -  + 

M3-7b + + + + + + + - + - - + - -  + 

M3-8a + + + + + - - - + - - + - -  + 

M3-8b + + + + + + - - - + - + + -  - 

M3-8c + + + + + - + - - + - + + -  - 

M3-8d + + + + + - + + - - - + + -  - 

M3-9b + + + + + + - + - + - + + -  - 

M4-1a - - + + - - - + + - - + - -  - 

M4-1b - - + - - - - - - - - + - -  - 

M4-1c - - + - - - - + - - - + - -  - 

M4-4a - - + + + - - + - - - + - -  - 

M4-4b + + + + - - + - - - - + - -  - 

M4-4c + + + + + - - - - - - + - -  - 

M4-4d + + + + - + - + - - - + - -  - 

M4-6a + + + + - + + + - - - + + - - 
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                Tabla 4. Continuación 
        

CEPA Ox Cat NR nr DNA Gel Alm TW80 Ind RM VP Resp. NO3
-
 Prod. gas Arg KNO3 

M4-6b - + + + - - - + + - - - - - - 

M4-6c - + + + - - - - - - - + + - - 

R1 + + ND ND ND + + - - ND ND - - - - 

R2 + + ND ND ND + + + - ND ND - - - - 

R3 + + ND ND ND + - + - ND ND + - - - 

R4 + + ND ND ND + - + - ND ND + - - - 

R5 + + ND ND ND + + - - ND ND + - - - 

R6 + + ND ND ND + - + - ND ND + - - - 

R7 + + ND ND ND + + + - ND ND + - - - 

R8 + + ND ND ND - - - - ND ND + + - - 

R9 + + ND ND ND - + + - ND ND + - - - 

R10 - + ND ND ND + - + - ND ND + - - - 

R11 + + ND ND ND + + + D ND ND + - - + 

R12 + + ND ND ND + - + - ND ND + + - - 

R13 + + ND ND ND + - - - ND ND - - - - 

R14 + + ND ND ND + + + - ND ND + - - - 

R15 + + ND ND ND + + + - ND ND + - - + 

R16 + + ND ND ND + + + - ND ND - - - - 

R17 + + ND ND ND + + + - ND ND - - - - 

R18 + + ND ND ND + + - - ND ND + - - - 

R19 + + ND ND ND + + - - ND ND + - - - 
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Tabla 5. Pruebas bioquímicas (II). Utilización de distintos sustratos como única 

fuente de carbono, y energía o como fuente de carbono,  nitrógeno y energía 

Cit: utilización del citrato 

Glu: D-glucosa 

Gal: D-galactosa 

Lac: lactosa 

Fruc: D-fructosa 

Glic: DL-glicerol 

Man: D-manitol 

Trea: D-trehalosa 

Xil: D-xilosa 

Ara: L-arabinosa 

Sor: D-sorbitol 

Ser: L-serina 

Alan: DL-alanina 

Cist: L-cisteina 

Val:L-valina 
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Tabla 5. Pruebas bioquímicas (II). Utilización de distintos sustratos como única fuente 

de carbono, y energía o como fuente de carbono,  nitrógeno y energía 

CEPA Cit Glu Gal Lac Fruc Glic Man Trea Sor Xil Arab Ser Alan Val Cis 

M1-7 - + + - + + - - - + + - - - - 

M1-9 - + + - + - - - - + + - - - - 

M1-10 ND + + - - - + - + - - + - - - 

M1-13 - + + - - + - - + - - + - + - 

M1-17 - + 2 - - + - - + - - + - - - 

M1-18 - + + - + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

M1-19 - + + - + + + - + + - + - - - 

M1-20 - + - - + + - - - + + + - - - 

M1-23 ND + + - + + - ND - + + ND ND ND ND 

M2-

11a 
ND + - - + + - - - + - + - - - 

M2-

11d 
ND + + - + + - - - + + + - - - 

M2-1c + + + - + + - - - + + + - - - 

M2-1d - + - - + + + - - + + + - - - 

M2-2a - + + - + + + - - + + - - - - 

M2-2b ND ND ND - + + - - - + + + - - - 

M2-2d - + + - + + - - - + - - - - - 

M2-4a - + + - + + - - + + + + - + - 

M2-4b - + + - + + - - + + + + + + + 

M2-4c - + + - + + - - - + + - - - - 

M2-4d - + + - + + - - - + + - - - - 

M2-7a - + + - + + - - - + + + - + - 

M2-7b ND + ND ND ND + - + + - + + - + - 

M2-7c + - + + + - - + + - + + - + - 

M2-8 - + - - + + - + + - + + - + - 

M2-9a + + + - + + ND - + + + + - + - 

M2-9b + + + - + + - - + + + + - + - 

M3-1a + + - - + + - - + + + + - + - 

M3-1c - + + - + + - + - + + - - - - 

M3-1d - + + - + + - + + + + - - - - 

M3-2a ND + + ND ND + ND ND - ND ND ND ND ND ND 

M3-2b + + - - + + - - - + + - - - - 

M3-2d + + - - + + - - + + + + + + + 

M3-4a ND + - - + - - - ND + - - ND ND ND 

M3-7b - + + - + - - - + + + - - - - 

M3-8a + + + - + - - - - - + + + + + 

M3-8b - + - - + - - - - + - + + + - 

M3-8c + + - - + - - - + + + + + + + 
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Tabla 5. Continuación 

           
CEPA Cit Glu Gal Lac Fruc Glic Man Trea Sor Xil Arab Ser Alan Val Cis 

M3-8d - + + + + - - + + + + + + + + 

M3-9b + + - - + - - - - + + - - - - 

M4-1a - + + + - + + + D - + D D D D 

M4-1b - + - - + + - - + + + + + + + 

M4-1c - + + - + + - - + + + - + - - 

M4-4a - + - - + + - - + + - + + + - 

M4-4b - + - - - + - + - + - - - - - 

M4-4c - + + + + + - - - + + + - - - 

M4-4d - + + + + + - - - + + - - - - 

M4-6a - + - - + + - - - + + + - - - 

M4-6b - + - - + - - - + + + - - - - 

M4-6c - + + - + - - - + + + + + + + 

R1 - - - - + - - - + + + + + + + 

R2 - + + - + - - - - + + - - - - 

R3 - - - - + + - - - + + - - - - 

R4 + - - + + + - - + + + + + + + 

R5 - + - - + + - - - + + + - - - 

R6 - - - - - + - - - + + - - - - 

R7 - + + - + + - - - + + - - - - 

R8 + + + - + - - - - + + - - - - 

R9 - + + - + + - - - + + + - - - 

R10 - - - + + + - - + + + + + + + 

R11 + + + + + - - - - + + + - - - 

R12 - + + - + + + + + + + + + + + 

R13 D + - - - + - - + - + + + + + 

R14 - + + - + + - - + + + + + + - 

R15 - + + - + + - - - + + + - - - 

R16 - + - - + + + + + + + + + + - 

R17 - + + - + + - - - + + - - - - 

R18 + + + - + - - - + + + + - + - 

R19 - - - - + - - - - + + + - - - 



Anexo VII 

135 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Pruebas bioquímicas (III). Producción de ácidos 

 

Glu: D-glucosa 

Gal: D-galactosa 

Lac: lactosa 

Fruc: D-fructosa 

Glic: DL-glicerol 

Man: D-manitol 

Trea: D-trehalosa 

Xil: D-xilosa 

Ara: L-arabinosa 

Sac: sacarosa 
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Tabla 6. Pruebas bioquímicas (III). Producción de ácidos 

CEPA Glu Gal Lac Fruc Gli Man Trea Xil Ara Sac 

M1-7 + + - + + + + + - + 

M1-9 + + - + + + + - - + 

M1-10 + + - - - + - - + + 

M1-13 + + + + - + - + + + 

M1-17 + - - + - + - - - + 

M1-18 + + ND + + + ND ND ND ND 

M1-19 + + - + + + + - - - 

M1-20 + + - + + + + - + - 

M1-23 + + - + + + ND + - + 

M2-11a + - - + + - + + - + 

M2-11d - + + + + - + + - + 

M2-1c + - + + + - + - - + 

M2-1d + - + + + - + - - + 

M2-2a + - - - + - - - + + 

M2-2b + - - - + + + + + - 

M2-2d + + - - - - - - - - 

M2-4a + + + + + + + - + + 

M2-4b + + + + + + + + + - 

M2-4c + - - - + - - - + + 

M2-4d + - - - + - - - - + 

M2-7a + - - - + - - - - - 

M2-7b + + + + + + + - + + 

M2-7c + + + + + + + - + + 

M2-8 + + + + + + + + + + 

M2-9a + + + + + + + ND + - 

M2-9b + + + + + + + - + - 

M3-1a + + + + + + + + + - 

M3-1c + + + + - - + - + + 

M3-1d + + + + + + + - + + 

M3-2a + + - - + + - - + + 

M3-2b + - - - + - - - + + 

M3-2d + + + + + + + + + + 

M3-4a ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

M3-7b + + - - + + + - - + 

M3-8a + + - + + + + - + + 

M3-8b + + - + + + - - - - 

M3-8c + - + + + + + + + - 

M3-8d + + + + - - + + + + 
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Tabla 6. Continuación 
       

CEPA Glu Gal Lac Fruc Gli Man Trea Xil Ara Sac 

M3-9b - + - - + - + - - - 

M4-1a D + - - - + - - + - 

M4-1b + + + + + + + + + - 

M4-1c + + + - + + + + + - 

M4-4a + + + + + + + + + - 

M4-4b + + - + + + + + - + 

M4-4c + + - - + + + - + - 

M4-4d - + + - + - - - - + 

M4-6a + + + + - - + - - - 

M4-6b - + + + + - + + + + 

M4-6c + + + + + - + + + - 

R1 + + + + + + + + + - 

R2 + + - - - - - - + + 

R3 + + - - - - - - + - 

R4 + + + + + + + + + - 

R5 + + + + - - + - - - 

R6 - + - - - - - - - - 

R7 + + - - - - - - + - 

R8 - + - - + - + - - - 

R9 + + + + - - + - - - 

R10 + + + + + + + + + - 

R11 + + + + + - - - - + 

R12 + + + + + + + + + + 

R13 + + + + + + + + + - 

R14 - + - - + + + - + - 

R15 + + - - - + - - - + 

R16 - + + + + + - + + + 

R17 + + - - + + - - - + 

R18 + + + + + + + - + + 

R19 + + + + - - + - - - 
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Tabla 7. Sensibilidad a agentes antimicrobianos 

AMP: Ampicilina (10µg) 

SXT: Trimetropin (1,25µg) + Sulfametoxazol (23,75µg) 

S: Estreptomicina (10µg) 

CIP: Ciprofloxacino (5µg) 

B: Bacitracina (10UI) 

TE: Tetraciclina (30 µg) 

C: Cloranfenicol (30µg) 

RD: Rifampicina (5µg) 

NA: Ácido nalidíxico  (30µg) 

P: Penicilina G (10UI) 

E: Eritromicina (15µg) 

RF: Cefalotina (30µg) 
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Tabla 7. Sensibilidad a agentes antimicrobianos 

CEPA AMP SXT S CIP B TE C RD NA P E RF 

M1-7 - + - - + - - - - - - - 

M1-9 - + - - + - - - - - - - 

M1-10 - - - - + - - - - - - - 

M1-13 - + - - + - - - - - - - 

M1-17 - + - - + - - + - - - - 

M1-18 ND ND ND - ND ND ND + ND - ND ND 

M1-19 - + - - + - - + - - - - 

M1-20 - - - - - - - + - - - - 

M1-23 - ND ND - + ND ND ND ND - - - 

M2-11a - - - - - - - - - - - - 

M2-11d - + - - - - - - - - - + 

M2-1c - + - - + - - + - - - - 

M2-1d - + - - + - - - - - - - 

M2-2a - + - - + - - - - - - - 

M2-2b - + - - + - - + - - - - 

M2-2d - - - - - - - + - - - - 

M2-4a - + - - + - - + - - - - 

M2-4b - + - - + - - + - - - - 

M2-4c - + - - + - - + - - - - 

M2-4d - + - - + - - + - - - - 

M2-7a - + - - + - - + - - - - 

M2-7b - + - - + - - - - - - - 

M2-7c - + - - + - - - - - - - 

M2-8 - + - - + - - - - - - - 

M2-9a - + - - - - - - - - - - 

M2-9b - + - - + - - - - - - - 

M3-1a - + - - + - - - - - - - 

M3-1c - + - - + - - - - - - - 

M3-1d - + - - + - - - - - - - 

M3-2a - - - + + - - - - - - + 

M3-2b - + - - + - - - - - - - 

M3-2d - + - - + - - - - - - - 

M3-4a - - - + + - - + - - - - 

M3-7b - + - - + - - - - - - - 

M3-8a - + - - + - - + - - - - 

M3-8b - + - - + - - + - - - - 

M3-8c - - - - - - - + - - - - 

M3-8d - - - - + - - - - - - - 
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Tabla 7. Continuación 
         

CEPA AMP SXT S CIP B TE C RD NA P E RF 

M3-9b - + - + + - - - - - - - 

M4-1a - - - - + - - + - - - - 

M4-1b - + - - + - - + - - - - 

M4-1c - - - - - - - - - - - - 

M4-4a - - - + + - - + - - - + 

M4-4b - - - - + - - + - - - - 

M4-4c - + - - + - - + - - - - 

M4-4d - - - - - - - + - - - - 

M4-6a - + - - + - - - - - - - 

M4-6b - - - - - - - - - - - - 

M4-6c - - - - - - - + - - - - 

R1 - - - - - - - - - - - - 

R2 - - - - - - - - - - - - 

R3 - + - - + - - - - - - - 

R4 - + - - + - - - - - - - 

R5 - + - - + - - + - - - - 

R6 - + - - + - - - - - - - 

R7 - + - - + - - - - - - - 

R8 - + - - + - - - - - - - 

R9 - + - - - - - - - - - - 

R10 - + - - + - - + - - - - 

R11 - + - - + - - - - - - - 

R12 - + - - + - - - - - - - 

R13 - + - - + - - + - - - - 

R14 - - - - - - - - - - - - 

R15 - - - - + - - - - - - - 

R16 - + - - + - - - - - - - 

R17 - + - - + - - - - - - - 

R18 - - - - - - - - - - - - 

R19 - - - - - - - + - - - - 
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Tabla 1. Asignación taxonómica de las cepas de arqueas mediante la comparación de la 

secuencia parcial del gen del ARNr 16s mediante el programa EzTazon server 2.1. 

CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) CEPA ASIGNACIÓN TAXONÓMICA (%) 

M1-10 Halorubrum aidingense  31-hongT 100 M2-9b Haloterrigena thermotolerans  PR5T  99.3 

M1-13 Halostagnicola larsenii  XH-48T  98.1 M3-1a Natrialba aegyptia  40T 99.2 

M1-17 Halorubrum aidingense  31-hongT 99.8 M3-1c Halomicrobium mukohataei  arg-2T  96.6 

M1-18 Natrinema pallidum  CIP 106292T  98.7 M3-1d Halomicrobium mukohataei  arg-2T 97.7 

M1-19 Halorubrum aidingense  31-hongT 100 M3-2a Haloferax mediterranei  R-4T  98.7 

M1-20 Halorubrum aidingense  31-hongT 100 M3-2b Haloferax mucosum  PA12T  98.3 

M1-23 Haloterrigena jeotgali  A29T  99.3 M3-2d Halococcus hamelinensis  100A6T  98.6 

M1-7 Natrialba aegyptia  40T 98.8 M3-4a Haloferax mediterranei  R-4T  98.6 

M1-9 Halostagnicola kamekurae  194-10T  98.3 M3-7b Haloterrigena thermotolerans  PR5T  98.6 
M2-
11a Halostagnicola larsenii  XH-48T  97.8 M3-8a Haloferax prahovense  TL6T 99.5 
M2-
11d Halostagnicola kamekurae  194-10T  97.7 M3-8b Haloferax prahovense  TL6T 99.1 

M2-1c Natrinema pallidum  CIP 106292T  97.5 M3-8c Halococcus hamelinensis  100A6T 99.2 

M2-1d Natrinema altunense  AJ2T 98 M3-8d Halococcus hamelinensis  100A6T  98.4 

M2-2a Haloferax mediterranei  R-4T  98.3 M3-9b Haloterrigena jeotgali  A29T  99.1 

M2-2b Halostagnicola kamekurae  194-10T  99 M4-1a Haloferax mucosum  PA12T  97.9 

M2-2d Halorhabdus tiamatea  SARL4BT  89.4 M4-1b Natrinema gari  HIS40-3T  98.6 

M2-4a Halogeometricum borinquense  PR3T  99.2 M4-1c Natrinema pallidum  CIP 106292T  99.3 

M2-4b Haloarcula argentinensis  arg-1T  98.4 M4-4a Natrinema pallidum  CIP 106292T  98.7 

M2-4c Haloarcula quadrata  801030/1T  99.1 M4-4b Haloferax mediterranei  R-4T  98 

M2-4d Haloarcula quadrata  801030/1T  98.3 M4-4c Haloferax mediterranei  R-4T  98.8 

M2-7a Haloarcula argentinensis  arg-1T  98 M4-4d Haloferax mediterranei  R-4T  98.4 

M2-7b Natrinema pallidum  CIP 106292T  96.3 M4-6a Haladaptatus paucihalophilus  DX253T  93.3 

M2-7c Natrinema altunense  AJ2T 98.6 M4-6b Haladaptatus paucihalophilus  DX253T 94.1 

M2-8 Natrinema pallidum  CIP 106292T  98.1 M4-6c Halostagnicola larsenii  XH-48T  98.3 

M2-9a Natrinema altunense  AJ2T 98.5 
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Figura 1. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el 

método Neighbour Joining. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis. 

 

 
Figura 2. Árbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el 

método Máxima Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los números de 
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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MEDIOS DE CULTIVO PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 

 
AnRS   Solución artificial seawater   

(Bitzer y col., 2006)   (Bitzer y col., 2006)  
Triptona (Difco®) 10g  NaCl (Panreac®) 18,16g 

Extracto de levadura (Difco®) 5g  MgCl2 x 6H2O (Merck®) 11,4g 
Glicina (Sigma®) 0,5g  KCl (Merck®) 0,66g 
Acido Antranílico (Sigma®) 0,5g  CaCl2 (Merck®) 1,47g 
Solución artificial seawater 1.000ml  KBr (Merck®) 0,09g 
   KH2PO4 (Difco®) 0,3g 
   NH4Cl (Difco®) 0,38g 
   NaHCO3 (Sigma®) 0,29g 
   Holdang solution (Sigma®) 1ml 

   Seawater (Sigma®) 10ml 
   Agua destilada c.s.p 1.000ml 
     

GlNR    GSS medium   
(Van-Thouoc y col., 2010)   (Zheng y col., 2007)  

Glucosa (Panreac®) 20g  Almidón soluble (Difco®) 1g 
NaCl (Panreac®) 45g  Glucosa (Panreac®) 2g 
NH4Cl (Difco®) 4g  Harina de soja (Difco®) 2,5g 

MgSO4 x 7H2O (Merck®) 6,94g  Extracto de carne (Difco®) 0,1g 
K2HPO4 (Difco®) 3,54g  Extracto de levadura (Difco®) 0,4g 
FeSO4 x 7H2O (Merck®) 0,01g  NaCl (Panreac®) 5g 
Glutamato monosódico (Sigma®) 20g  K2HPO4 (Difco®) 0,025g 
Agua destilada c.s.p 1.000ml  CaCO3 (Merck®) 0,2g 
   Agua destilada c.s.p 100ml 

     

ASG-Fe    Añadir antes de inocular  

(Homman y col., 2009)     
NH4Cl (Difco®) 1g  Buffer HEPES 1,0M (pH7,4) 20ml 
Casaminoácidos  (Sigma®) 10g  NaHCO3 x 1,0M (filtrado) 4ml 
MgSO4 x 7H2O (Merck®) 12,35g  sol. stock de vitaminas (mg/200ml) 20ml 
Glicerolfosfato sódico (Merck®) 1g  Biotina 40g 
CaCl2 x 2H2O (Merck®) 1,45g  Niacina 4g 
NaCl (Panreac®) 45g  Tiamina 2g 
KCl (Merck®) 0,75g  Acido p-aminobenzoico 4g 
Glicerol (Panreac®) 3ml  Acido calcico pantotenico 2g 

Agua destilada c.s.p 1.000ml  Piridoxina hidrocloride 20g 
   Cianocobalamina 2g 
   Riboflavina 4g 
   Acido folico 4g 
   Agua bidestilada esteril 200ml 
     

Landy medium    ASW   
(Landy y col., 1948; Akpa y col., 2001)   (Rontani y col., 1997)  

Glucosa (Panreac®) 20g  Extracto de levadura (Difco®) 5g 
L-Treonina (Sigma®) 5g  Bacto peptona  (Difco®) 5g 
MgSO4 (Merck®) 0,5g  NaCl (Panreac®) 0,2M 
KCl (Merck®) 0,5g  Fe(SO4)3 (Sigma®) 0,1mM 
KH2PO4 (Difco®) 1g  K2HPO4 (Difco®) 0,33mM 
Fe2SO3 (Merck®) 0,0012g  NaHCO3 (Merck®) 20mM 
MnSO4 (Merck®) 0,0014g  6,10,14-Trimetilpentodecan-2-one 3mM 
CuSO4 (Merck®) 0,0016g  Agua destilada c.s.p 1.000ml 

Solución de sales al 5%  c.s.p. 166,6ml    
Agua destilada c.s.p 1.000ml    
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Jacques medium    Solución de elementos traza  
(Akpa y col., 2001)   (Akpa y col., 2001)  

Sucrosa (Sigma®) 20g  CuSO4 (Merck®) 0,001g 
Peptona (Sigma®) 30g  FeCl3 (Merck®) 0,005g 
Extracto de levadura (Difco®) 7g  NaMnO4  (Sigma®) 0,004g 

KH2PO4 (Difco®) 1,9g  KI (Panreac®) 0,002g 
MgSO4 (Merck®) 0,45g  ZnSO4 (Sigma®) 0,014g 
Solución de elementros traza 9ml  H3BO3 (Panreac®) 0,01g 
Solución de sales al 5%  c.s.p. 166,6ml  MnSO4 (Merck®) 0,0036g 
Agua destilada c.s.p 1.000ml  Agua destilada c.s.p 1.000ml 
     

HS    MM   
Hickford y col., 2004   (Argandoña y col., 2001)  

NaCl (Panreac®) 50g  Extracto de levadura (Difco®) 0,4g 
MgSO4x7H2O (Merck®) 0,4g  Proteosa-peptona nº3 (Difco®) 0,2g 
NH4Cl (Difco®) 1g  Solución de sales al 5%  c.s.p. 16,6ml 
K2HPO4 (Difco®) 3g  Agua destilada c.s.p 100ml 
CaCl2 x 2H2O (Merck®) 0,15g    
Succinato sódico (Sigma®) 5g    
Agua destilada c.s.p 1.000ml    
     

2X-YT    NBD   
(Crupper, S. y Landolo, J., 1996)   (Pelludat y col., 1998=  

Triptona (Difco®) 16g  Nutrient Broth (Difco®) 8g 
Extracto de levadura (Difco®) 10g  α-α´bipiridil (Sigma®) 200µl 
NaCl (Panreac®) 5g  NaCl (Panreac®) 5g 
Agua destilada c.s.p 1.000ml  Agua destilada c.s.p 1.000ml 
     

M9 modificado    M9    
(Strauch y col., 2001)   (Mokracka y col., 2004)  

M9 medium   K2HPO4 (Difco®) 0,3g 
Glucosa (Panreac®) 10   NaCl (Panreac®) 50g 
Mitomycina C 1.000µg/  NH4Cl (Difco®) 1g 
Agua destilada c.s.p 1.000ml  CaCl2 (Merck®) 0,0015g 
   MgSO4 x 7H2O (Merck®) 0,024g 
   Casaminoácidos  (Sigma®) 2g 
   Ácido succínico   (Sigma®) 2g 
   Agua destilada c.s.p 1.000ml 

     

NM   Mm  
(Ogata y col., 1971)   (Nys y col., 2001)  

Peptona  (Sigma®) 15g  L-Asparragina  (Sigma®) 0,5g 
Glucosa (Panreac®) 10g  K2HPO4 (Difco®) 0,5g 
K2HPO4 (Difco®) 3g  MgSO4 x 7H2O (Merck®) 0,2g 
MgSO4 x 7H2O (Merck®) 0,2g  FeSO4 × 7H2O (Merck®) 0,01g 
NaCl (Panreac®) 50g  Glucosa (Panreac®) 10g 

Agua destilada c.s.p 1.000ml  NaCl (Panreac®) 50g 
   Agua destilada c.s.p 1.000ml 
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C1 modificado   Solución artificial seawater  
(Al-Zereini y col., 2010)   (Bitzer y col., 2006)  

Extracto de levadura (Difco®) 0,5g  NaCl (Panreac®) 18,16g 
Triptona (Difco®) 0,5g  MgCl2 x 6H2O (Merck®) 11,4g 
NaCl (Panreac®) 1g  KCl (Merck®) 0,66g 
Solución artificial seawater 50ml  CaCl2 (Merck®) 1,47g 

Tropic marine  (Sigma®)  16,7g  KBr (Merck®) 0,09g 
Agua destilada c.s.p 1.000ml  KH2PO4 (Difco®) 0,3g 
   NH4Cl (Difco®) 0,38g 
   NaHCO3 (Sigma®) 0,29g 
   Holdang solution (Sigma®) 1ml 
   Seawater (Sigma®) 10ml 
   Agua destilada c.s.p 1.000ml 

     

B1   Penassay Broth  
(Al-Zereini y col., 2010)   (Foulds, J., y Shemin, D., 1969)  

Extracto de maiz (Difco®) 0,5g  Gelatina Peptona (Difco®)   5g 
A-Z amino (Sigma®) 0,25g  Extracto de levadura (Difco®) 1,5g 
Extracto de carne (Difco®) 3,8g  Extracto de carne (Difco®) 1,5g 
Extracto de soja (Difco®) 0,1g  Dextrosa (Panreac®) 1g 
Extracto de levadura (Difco®) 0,25g  NaCl (Panreac®) 50g 
Seaweed exgtract  (Sigma®) 0,25g  Fosfato potásico dibásico  (Sigma®) 3,68g 

Solución artificial seawater 33,3ml  Fosfato potásico monobásico Sigma®) 1,32g 
Agua destilada c.s.p 100ml  Agua destilada c.s.p 1.000ml 
     

Zobell 2216E   Nutrient Broth  
(Isnansetyo, A., y Kamei, Y., 2003)     

Peptona (Sigma®) 5g  Peptona (Sigma®) 5g 
Extracto de levadura (Difco®) 1g  Extracto de carne (Difco®) 1g 
FePO4 (Sigma®) 0,1g  Extracto de levadua (Difco®) 2g 
Seawater (Sigma®) 1.000ml  NaCl (Panreac®) 5g 

   Agua destilada c.s.p 1.000ml 

     
HM   Marine Broth  

(Ventosa y col., 1998)     
Extracto de Levadura 0,1g  Peptona (Sigma®) 5g 
Peptona 0,05g  Extracto de levadua (Difco®) 1g 
Glucosa 0,01g  Citrato Férrico (Sigma®) 0,1g 
KCl (Merck®) 0,02g  NaCl (Panreac®) 19,45 
MgSO4 7H2O (Panreac®) 0,01g  MgCl2 (Merck®) 5,0g 
CaCl2 x 2H2O (Merck®) 3,6mg  MgSO4 (Merck®) 3,24g 

BrNa (Sigma®) 2,3mg  CaCl2 (Merck®) 1,8g 
NaCl (Panreac®) 1,78g  KCl (Merck®) 0,55g 
NaHCO3. (Panreac®) 0,6mg  NaHCO3 (Panreac®) 0,16g 
FeCl x H2O (Panreac®) 0,01g  KBr (Sigma®) 0,08g 
Agua destilada c.s.p 1.000ml  SrCl2 (Sigma®) 34,0mgg 
   H3BO3 (Sigma®) 22mg 

BHI   Na2SiO3 (Sigma®) 4mg 

   Fluoruro Sódico 2,4g 

Extracto de cerebro de ternera 
(Panreac®) 

12,50g  NH4NO3 (Sigma®) 1,6mg 

Extracto de corazón de buey 
(Panreac®) 

5g  Na2HPO4 (Panreac®) 8mg 

Triptosa (Panreac®) 10g  Agua destilada c.s.p 1.000ml 
NaCl (Panreac®) 5g    
Na2HPO4 (Panreac®) 2,50g    
Agua destilada c.s.p 1.000ml    

http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Boro
http://es.wikipedia.org/wiki/Boro
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TSB    LB modificado  

     
Bacto triptona 17g  Triptona (Panreac®) 10g 
Bacto soja 3g  Extracto de levadura (Panreac®) 5g 
Glucosa 2,5g  NaCl (Panreac®) 35g 

Cloruro sódico 5g  Agar (Panreac®) 20g 
Na2HPO4 2,5g  Agua bidestilada c.s.p 1.000ml 
Agua destilada c.s.p 1.000ml    

     

M1   Potato Dextrose Agar (Difco®)  
     

LB Agar (Difco®)   Almidón de patata 4g 
Cloranfenicol (Sigma®) 15 g/ml  Dextrosa 20g 
   Agar 15g 

   Agua destilada c.s.p 1.000ml 
     
     

     

RPMI modificado    M2  
(Moore, 1966)     

RPMI c.s.p. 1000ml  LB Broth (Difco®)  
Glucosa 50% 36ml  Cloranfenicol (Sigma®) 34g/ml 
HEPES 1M 4ML    
Resazurina  0,002%    
Extracto de nitrógeno base 6,7g    
     

Sabouraud Dextrose Agar (Difco®)     

   LB Broth  

Digerido pancreático de caseína 5g  Triptona (Panreac®) 1g 
Digerido péptico de tejido animal 5g  Extracto de levadura (Panreac®) 0,5g 
Dextrosa 40g  NaCl (Panreac®) 1g 
Agua destilada c.s.p 1.000ml  Agua bidestilada c.s.p 100ml 
     

YNB-G   Solución de tween 80 salino  

     
Medio completo   Tween 80 0,25g 

Extracto de nitrógeno base 67 g  NaCl 8g 
Glucosa 10 g  Agua destilada c.s.p 1.000ml 

Agua bidestilada c.s.p 1.000ml    
Agar  1 % (p/v)    
Preparación: se filtró el medio completo y se 
añadieron 100 ml de éste a 900 ml de agar estéril  
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