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RESUMEN 

 

La clase Actinobacteria comprende a bacterias Gram positivas con 

un alto contenido de Guanina y Citosina que incluye géneros de 

importancia económica y médica para el ser humano. En el área 

farmacéutica, el género Streptomyces tiene más de 600 especies que 

cuentan en su gran mayoría con la capacidad innata para producir 

metabolitos secundarios entre los que destacan sobre todo antibióticos y 

antitumorales. Desde mediados de los años 60’s, la caracterización de 

nuevos estreptomicetos ha sido tradicionalmente realizada a partir del 

medio ISP-3 (International Streptomyces Project Media Number 3 o 

agar avena) que permite observar y registrar las propiedades macro- y 

microscópicas del microorganismo en estudio o en evaluación. Sin 

embargo, no todas las especies desarrollan bien en este medio por lo 

que son necesarias nuevas alternativas que pudieran contribuir también 

a una caracterización confiable ante el gran número de especies que el 

género incluye y el constante aislamiento de nuevas especies. En el 

presente trabajo se evaluó un medio de cultivo a base de arroz para la 

caracterización de actinobacterias con características típicas de 

Streptomyces aislados de medios acuáticos lo que en conjunto con 

pruebas fenotípicas y genotípicas permitieron además establecer las 

relaciones entre cepas de referencia y los aislados de estudio. 

 

Palabras clave 

Actinobacteria, Streptomyces, arroz, pruebas fenotípicas y genotípicas.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1.  Diversidad acuática 

Si consideramos que el 75% de nuestro planeta está cubierto por 

agua y que cerca del 70% de ella lo constituye el agua de los océanos, 

no es raro pensar que a la fecha existe una enorme cantidad de 

microorganismos desconocidos por el hombre y aún por descubrir. Un 

estimado a este respecto empleando herramientas moleculares sugiere 

que la biodiversidad microbiana puede alcanzar las 3.6x1029 células 

microbianas/mL en los océanos (Sogin et al., 2006).  

En términos de la biodiversidad microbiana que pudiera albergar, el 

mundo acuático representa una fuente poco estudiada aunque 

seguramente constituyen un extraordinario reservorio microbiano. Los 

microorganismos constituyen uno de los pilares de la biosfera pues 

cuentan con la capacidad metabólica única de llevar a cabo los ciclos 

biogeoquímicos que son básicos para el sostén y desarrollo de la vida 

misma (Hunter-Cervera, 1998; Madigan et al., 2004). 

Hasta hace varios años, el aislamiento de nuevos microorganismos 

estuvo orientado hacia aquellos provenientes de ecosistemas en su 

mayoría terrestres. Sin embargo, de los últimos 10 años a la fecha el 

descubrimiento de nuevos microorganismos también se ha ido 

orientando hacia el estudio de ambientes inusuales o con condiciones 

poco comunes. En este sentido, el aislar especies microbianas 

metabólicamente adaptadas a un ecosistema diferente realza la 

importancia del estudio de nuevas áreas microbiológicas tales como la 

microbiología marina y molecular, así como la diversidad microbiana en 
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ecosistemas específicos o muy particulares (Mincer et al., 2002; 

Maldonado et al., 2005; Maldonado et al., 2009; Quintana et al., 2012). 

1.2. Clase Actinobacteria 

Las bacterias Gram-positivas se dividen en 2 grandes ramas: los 

organismos con bajo contenido de guanina y citosina (G+C), 

conteniendo géneros como Bacillus, Clostridium, Staphylococcus y 

Streptococcus, básicamente del filum Firmicutes; y los organismos de 

alto contenido de guanina y citosina, denominados genéricamente como 

“actinomicetos”. Muchos de estos últimos, aunque no todos, muestran 

un ciclo de vida inusual para una bacteria pues desarrollan micelio en 

alguna etapas de su vida, lo que originalmente hizo que por muchos 

años se les considerara como “hongos”, precisamente por su similitud 

morfológica (Dworkin et al., 2007).  

El origen de la palabra actinomiceto tiene una larga historia 

taxonómicamente confusa. Su origen proviene de los siguientes 

vocablos griegos: actino “rayo” y myces “hongo”, por lo que una 

definición estricta sería “hongo radiado”. La primera clasificación formal 

de este vasto grupo de microorganismos la realizaron Waksman y 

Henrici (1943), al considerar dichos microorganismos como un “puente 

evolutivo entre bacterias y hongos”. 

No fue sino hasta después de numerosos estudios basados en las 

propiedades quimiotaxonómicas y, particularmente, con la comparación 

de secuencias ribosomales del gen 16S rRNA, que finalmente se 

estableció que estos microorganismos se encuentran relacionados 

filogenéticamente a las Eubacterias ocupando un lugar cercano con las 

bacterias Gram positivas. Fue precisamente la conjunción de los 
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estudios mencionados que permitieron a Stackebrandt et al. (1997) 

proponer la clase Actinobacteria (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Árbol filogenético de los seres vivos (visión global) mostrando la 

posición de la clase Actinobacteria. 

 

La clase Actinobacteria exhibe una variedad muy amplia de morfologias 

macro y microscópicas que van desde lo cocoide, coco-bacilos y bacilos 

hasta fragmentos de hifas y micelios altamente diferenciados (Staley et 

al., 2007). Macroscópicamente algunos de los géneros presentan una 

morfología colonial similar a las típicas colonias bacterianas pero con 

consistencia particularmente dura o rugosa. También exhiben diversas 

propiedades metabólicas y fisiológicas contando con una capacidad 

innata para  la síntesis tanto de metabolitos primarios como secundarios 



INTRODUCCIÒN 

 

 

5 
 

que cuentan con un impacto económico directo en la humanidad. Grupos 

específicos de la clase Actinobacteria pueden sintetizar desde enzimas 

como proteasas e hidrolasas, moléculas con propiedades 

antimicrobianas (antibacterianos y antifúngicos), anticancerígenos e 

inclusive hasta conservadores de alimentos (Demain, 2000).  

La clase Actinobacteria se encuentra ampliamente distribuída tanto en 

ecosistemas terrestres como acuáticos. Dentro de esta “variedad”, se les 

puede encontrar como patógenos de animales y plantas, comensales de 

plantas, simbiontes fijadores de nitrógeno, habitantes del tracto 

gastrointestinal y hasta como comensales del suelo (Madigan et al., 

2004; Staley et al., 2007).  

Gran parte de la importancia en el estudio de Actinobacteria está 

centrada en dos géneros de alto impacto económico para la salud 

pública: a) Mycobacterium, los cuales incluyen al agente causal de la 

tuberculosis, una de las enfermedades más antiguas en la historia de la 

humanidad y b) Streptomyces,  los cuales son el modelo genético por 

excelencia en cuanto a la producción de la gran mayoría de los 

antibióticos empleados de manera comercial (Figura 2; Baltz, 2007; 

Ventura et al., 2007). 

 

 

 

 

Figura 2. A) Fotografía de colonias de Mycobacterium tuberculosis (Murray et 

al., 2003) y B) Fotografía de colonias de Streptomyces coelicolor (Hopwood, 

2007). 

B A

 

B
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1.3. Género Streptomyces 

El género Streptomyces es el más extenso no solo dentro de la 

clase Actinobacteria sino inclusive dentro de todos los grupos 

microbianos conocidos (Euzéby, 2007; Labeda et al., 2012). Los 

estreptomicetos tienen una pared celular tipo I, es decir, su pared está 

caracterizada por la presencia del ácido LL-diaminopimélico (DAP) y 

glicina sin ningún tipo de azúcares característicos (Anderson & 

Wellington, 2001). El contenido de G+C se ha reportado entre el 69 y el 

78%. De los estreptomicetos cuyos genomas han sido secuenciados a la 

fecha, todos muestran una estructura común (Figura 3). En general, son 

genomas grandes con valores que oscilan entre los 8 y los 9 millones de 

pares de bases (Mbp) con excepción del patógeno S. somaliensis que 

tiene un genoma apenas cercano a los 6 Mbp (Ohnishi et al., 2008; 

Contreras, 2011; Hoskisson comunicación personal). A diferencia de 

otros cromosomas bacterianos, el cromosoma de Streptomyces es linear 

(Contreras, 2011; Volff & Altenbuchner, 2000). 

Figura 3. Representación circular del cromosoma y regiones del genoma de 

Streptomyces coelicolor (adaptado de Contreras, 2011). 
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Los estreptomicetos tienen, comparándolos con otras bacterias, un ciclo 

de vida atípico. El ciclo comienza con una espora, también llamada 

artrospora o conidia y conforme la colonia va creciendo, se empieza a 

presentar la aparición de hifas tanto aéreas como de sustrato. El micelio 

e hifas de sustrato (que en caso de estar presentes no muestran 

fragmentación) resultan ser células que se desarrollan sobre la 

superficie del medio de cultivo y dentro de él, seguramente para 

garantizar el acceso a los nutrientes pues cada hifa funciona o actúa 

succionando los sustratos del medio (Koneman et al., 1999; Contreras, 

2011). Por otro lado y conforme la colonia va envejeciendo, se observa 

el desarrollo de hifas y micelio aéreos que crecen sobre la superficie del 

medio o sobre el micelio de sustrato. Estas células se dividen en un solo 

plano hasta lograr formar cadenas desde 3 hasta 50 conidiosporas 

inmóviles, con texturas superficiales que pueden ser lisas, espinosas o 

verrugosas (Koneman et al., 1999; Prescott et al., 1999; Bergey’s 

Manual, 2012, Figura 4). El ciclo se completa cuando las esporas pueden 

ser liberadas al ambiente encontrando (tal vez) nuevas condiciones para 

establecer una nueva comunidad microbiana (Figura 5). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Microscopía electrónica de colonias de Streptomyces 

mostrando la hifa y esporas (http://www.bioc.cam.ac.uk/uto/hong.html). 
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El género Streptomyces toma su nombre del griego, streptos, doblados 

o torcidos; y myces, hongo (Bergey’s Manual, 2012) e incluye mas de 

615 especies. Las especies del género son consideradas como aerobias y 

forman cadenas de esporas inmóviles con una vaina fina y fibrosa 

(Prescott et al., 1999; Bergey’s Manual, 2012). Los conidios de cada 

cadena a menudo están pigmentados lo que por varios años fue 

empleado como una guía para la caracterización de las especies (Labeda 

et al., 2012).  

Las colonias de los estreptomicetos forman colonias discretas y 

liquenoides, algodonosas o butirosas con una superficie que inicialmente 

es relativamente suave pero conforme se desarrolla el micelio aéreo se 

Figura 5. Ciclo de vida de los miembros del género Streptomyces 

(http://www.iitd.pan.wroc.pl/Dept/Mic/gb/projects.html). 
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vuelve flocosa, granular, polvorienta o aterciopelada. Es precisamente 

por esta última peculiaridad que por muchos años se les consideró como 

hongos y de ahí inclusive el término del género: “hongo doblado o 

torcido” (Figura 6).  

La mayoría de las colonias muestran desarrollo a temperaturas óptimas 

de crecimiento entre los 25 y 35°C creciendo mejor entre valores de pH 

de 5.0 a 8.0. Debido a lo extenso del género, algunas especies 

muestran crecimiento a temperaturas psicrofílicas y otras tienen 

requerimientos ácidos o alcalinos para su crecimiento aunque 

usualmente se trata de pocas especies (Rodríguez, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. A: Fotografías de colonias de Streptomyces, B: Dibujos de 

Streptomyces (el “hongo torcido”) por Cohn (Hopwood, 2007). 

 

A

 

B
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Las especies del género Streptomyces cuentan con una capacidad innata 

para la síntesis de metabolitos primarios y secundarios que son 

compuestos que se obtienen a partir del metabolismo celular. Los 

metabolitos secundarios (moléculas producidas generalmente después 

del crecimiento bacteriano) tienen una importancia económica muy alta 

sobre todo en el área farmacéutica. Los estreptomicetos son fuentes 

naturales de antibióticos, antihelmínticos, antitumorales, biopesticidas, 

inhibidores enzimáticos, inmunosupresores (entre otros) pues cuentan 

con rutas metabólicas exclusivas para la síntesis de toda esta amplia 

gama de compuestos bioactivos (Demain, 2000; Korolkovas & 

Burckhalter, 1983; Magarvey et al, 2004).  

La importancia de la producción de antibióticos por Streptomyces está 

reflejada en que el número total de antibióticos producidos por bacterias 

y hongos es de 10,000. Los actinomicetos son responsables de la 

tercera parte de ese número y dentro de los actinomicetos los 

estreptomicetos ocupan del 70 al 80% de la producción total de estos 

metabolitos secundarios (Challis & Hopwood, 2003).              

Para el establecimiento de especies dentro del género Streptomyces se 

emplean una mezcla de características morfológicas y fisiológicas entre 

las que se encuentran: a) el color de los micelios aéreos y de sustrato, 

b) la disposición de las esporas, c) las características superficiales de la 

espora, d) la utilización de carbohidratos, e) la producción de 

antibióticos, f) la síntesis de mielina, g) la reducción de nitrato, y h) la 

hidrólisis de la urea y ácido hipúrico (Prescott et al., 1999). Sin 

embargo, dado el altísimo número de especies que actualmente han 

sido descritas y que el género alberga, es necesaria la búsqueda de 

nuevas alternativas para el estudio y la caracterización de posibles 

nuevas especies de Streptomyces. 
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En este sentido, el trabajo de Shirling y Gotlieb (1968), resultó pionero 

en cuanto al empleo de diferentes medios de cultivo estandarizados para 

lograr un consenso en cuanto al número de especies del género 

Streptomyces. El trabajo incluyó y desarrolló diferentes medios de 

cultivo denominados “ISP” (International Streptomyces Project) que 

fueron evaluados entre distintos laboratorios del mundo junto con cepas 

de referencia. Este trabajo, constituye la base de la caracterización de 

especies de Streptomyces pero a la fecha ha resultado insuficiente como 

método para la caracterización de nuevas especies pues se encuentra 

exclusivamente basado en aspectos fenotípicos (Labeda et al., 2012). El 

trabajo de Labeda y colaboradores (2012) ofrece una visión que une lo 

realizado en trabajos previos basados en la caracterización con medios 

ISP y el marcador molecular del gen del 16S ribosomal que es empleado 

como un marcador o reloj biológico permitiendo establecer las relaciones 

filogenéticas entre especies (Labeda et al., 2012). 

En los trabajos basados en el uso de los medios ISP, características tales 

como el color del micelio aéreo o vegetativo, la configuración de las 

cadenas de esporas y la ornamentación de las esporas fueron 

empleadas como marcadores taxonómicos utilizando tiempos de 

incubación bien definidos y medios de cultivo específicos (Shirling  & 

Gottlieb, 1966). Actualmente la observación de las características 

mencionadas se lleva a cabo únicamente en 2 o 3 medios de toda la 

serie ISP: el agar extracto de soya y tripticasa, el agar avena y/o medio 

de Bennett, siendo el agar avena el denominado ISP-3. El empleo del 

ISP-3 para el estudio de las características mencionadas se basa en el 

buen crecimiento que muestran los Streptomyces en este medio y su 

aspecto. Este medio es de color blanco lo que permite la observación de 

distintos colores de acuerdo al crecimiento del microorganismo de 

estudio. En un principio, se desarrolló una rueda de colores para la 
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determinación del color del micelio (Tresner &  Backus, 1963), aunque 

su uso era algo problemático debido a las grandes diferencias entre 

especies. Fue hasta años después que Shirling y Gottlieb (1966) 

realizaron un estudio más a fondo de caracterización, en el que además 

del color, se ayudaron con la configuración de las cadenas de esporas, la 

cual actualmente es determinada por microscopía de electrones y 

asignada a una de las siguientes categorías: rectas, curvas, en forma de 

espiral y verticiladas. Idealmente, sólo una configuración es encontrada 

en una cepa, aunque se han reportado combinaciones de distintas 

configuraciones (Shirling &  Gottlieb, 1968; Bergey’s Manual, 2012). La 

ornamentación de las esporas puede ser suave, espinosa, rugosa o 

peluda lo que sin duda ha contribuido al estado confuso del género 

Streptomyces así como las dificultades para realizar estudios 

comparativos por el elevado número de especies que contiene.  

La producción de pigmentos depende en gran parte de la composición 

del medio y las condiciones de cultivo y son utilizados también como 

marcadores taxonómicos. Los pigmentos solubles son predictivos en 

muchos casos para la producción de componentes bioactivos. En 

muchas ocasiones, las diferencias entre especies de Streptomyces no 

solo radican en sus pigmentos sino también en la producción de sus 

metabolitos secundarios por lo que la búsqueda y evaluación de medios 

alternos al ISP-3 pero que compartan algunas de sus características 

podría ser de utilidad para la identificación de posibles nuevas especies.  

Una alternativa a lo anterior, podría ser el empleo de arroz en lugar de 

avena ya que ambos contienen almidón además de ofrecer como 

contraste el color blanco del medio si se desarrollara un medio de cultivo 

con este cereal (Tabla 1). 
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Una de las características quimiotaxonómicas más importantes  para la 

identificación de estreptomicetos es la pared celular de peptidoglicano 

ya que contiene grandes cantidades de ácido LL-diaminopimélico (LL-

A2pm). La pared celular de Streptomyces muestra la típica 

ultraestructura y composición química de las bacterias Gram-positivas 

que tiene una estructura de varias capas de cadenas de peptidoglicano. 

El peptidoglicano es un heteropolímero que consiste de cadenas de 

heteropolisacáridos unidas entre sí por pequeñas unidades peptídicas. La 

base del peptidoglicano es construída alternando unidades β-1,4 de N-

acetilglucosamina (NAG) y ácido N-acetilmurámico (NAM). El grupo 

carboxilo del ácido murámico es sustituído por un oligopéptido 

alternando los aminoácidos D- y L (Schleifer & Kandler, 1972). 

Streptomyces se caracteriza por el tetrapéptido L-Ala-D-Glu-LL-A2pm-D-

Ala que está unido por un puente de pentaglicina, característica común  

en las bacterias Gram positivas y ausente en las Gram negativas. 

 

AVENA ARROZ 

Agua 13.30% Agua 15.50% 

Proteínas 12.0g Proteínas 6.2g 

Carbohidratos 
(almidón) 

60.0g 
Carbohidratos 
(almidón) 

76.9g 

Grasas 0.8g Grasas 7.1g 

Fibra 6.0g Fibra 0.3g 

Calcio 79.6mg Calcio 6.0mg 

Fósforo  130mg Fósforo  160mg 

Hierro 5.8mg Hierro 0.4mg 

Tiamina 0.52mg Sodio 2.0mg 

Tabla 1. Composición de avena en hojuela y del arroz en grano 

respectivamente (Dendy, 2004). 
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1.4. Caracterización microbiana  

Una parte integral en la identificación de los microorganismos, es 

el empleo de pruebas que incluyan las características fenotípicas y 

genotípicas de éstos.   

1.4.1. Aspectos fenotípicos de la caracterización microbiana 

El análisis de la composición de la célula microbiana revela que 

más del 95% del peso seco de la célula está constituido por unos pocos 

elementos: carbono, oxígeno, hidrógeno, nitrógeno, azufre, fósforo, 

potasio, calcio, magnesio y hierro. Por lo tanto, estos elementos son 

necesarios para el crecimiento bacteriano, además de condiciones físicas 

como pH, concentración de oxígeno, temperatura, presión atmosférica, 

salinidad y disponibilidad de agua (Prescott et al., 1999; Madigan et al,. 

2004).  

En general, la característica nutricional más notable de los 

microorganismos es su extraordinaria flexibilidad en relación con las 

fuentes de carbono, debido a que son el principal constituyente de la 

materia celular. Prácticamente, no existe ninguna molécula orgánica 

natural que no pueda ser empleada metabólicamente por un 

microorganismo ya sea éste una arquea o una bacteria. (Prescott et al., 

1999; Madigan et al,. 2004).  

Después del carbono, el siguiente elemento necesario y el más 

abundante es el nitrógeno. En una bacteria alrededor del 12% de su 

peso seco es nitrógeno. El nitrógeno es utilizado para la biosíntesis de 

proteínas, ácidos nucleicos y polímeros de la pared celular lo que lo 

convierte también en un elemento esencial para el crecimiento y 

desarrollo bacteriano. El carbono y el nitrógeno son considerados como 
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macronutrientes y son elementos necesarios para gran parte del 

crecimiento microbiano (Madigan et al., 2004).  

Entre las diferentes pruebas empleadas para la caracterización 

microbiana, la utilización de éstos dos macronutrientes se ha evaluado 

de manera tradicional desde los años 60’s para establecer una matriz 

que describa el perfil metabólico del o de los microorganismos de 

estudio o interés (Sneath, 1957). Estas pruebas junto con el crecimiento 

a diferentes temperaturas y una curva de crecimiento a diferentes 

valores de pH permiten establecer no solo el diseño de esquemas de 

identificación (conocidos como “tablas de identificación”) sino que al 

proporcionar el perfil metabólico de un microorganismo desconocido, 

esto puede facilitar el diseño y evaluación de medios de cultivo 

específicos para el aislamiento de grupos particulares que muestren 

cierta preferencia por uno u otro grupo de las pruebas aplicadas. Puesto 

que lo anterior es medido de “manera visual” y depende estrictamente 

de las características observables del microorganismo durante la lectura 

de las pruebas, esto es conocido como una caracterización “fenotípica 

microbiana” (Logan, 1994). 

La caracterización fenotípica de casi cualquier microorganismo estuvo en 

algún momento de su historia basada en observaciones morfológicas y, 

aunque la morfología es todavía una característica importante para la 

descripción de taxones, no puede ser exclusiva debido a las mínimas 

diferencias morfológicas presentes entre muchos géneros (Sneath, 

1957; Logan, 1994). El estudio detallado de las propiedades químicas de 

los distintos componentes de la pared celular microbiana complementó 

la información obtenida con la caracterización fenotípica y dio origen a la 

“quimiotaxonomía”. La caracterización quimiotaxonómica puede 

definirse como la aplicación de técnicas analíticas bioquímicas 
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(principalmente cromatografía y métodos de separación electroforética) 

para el estudio de distribuciones específicas de compuestos químicos en 

la pared celular de las bacterias, tales como aminoácidos, proteínas, 

azúcares y lípidos (Logan, 1994; Uchida & Backus, 1997).  

Por medio de la cromatografía en capa fina (Thin-Layer Chromatography 

TLC; del inglés), es posible separar y determinar los isómeros del DAP  

que es un componente de la pared celular. El procedimiento consiste en 

tomar varias colonias de la superficie del agar del medio de cultivo, 

realizar una hidrólisis ácida empleando ácido clorhídrico (HCl) hasta la 

obtención de los aminoácidos de la pared celular. En una placa de 

celulosa (TLC) es posible visualizar los puntos del DAP en una gama de 

colores que van desde el gris, verde y amarillo, junto con los isómeros 

del DAP. Los aminoácidos aparecen con una coloración morada o roja y 

migran posteriormente después de los puntos del DAP (Staneck & 

Roberts, 1974). 

1.4.2. Aspectos genotípicos de la caracterización microbiana 

Empleando como “modelo” a la caracterización fenotípica descrita 

anteriormente, la caracterización genotípica de un microorganismo 

consiste en el estudio de su material genético. Actualmente y con el 

desarrollo de las técnicas moleculares basadas en la reacción en Cadena 

de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction o PCR; del inglés) éste 

tipo de caracterización se encuentra basado en el empleo de secuencias 

de ADN (Bolivar, 2004).  

Debido a la probable antigüedad de la maquinaria sintetizadora de 

proteínas, los ARN ribosómicos son moléculas excelentes para discernir 

las relaciones evolutivas entre los seres vivos. Los ARN ribosómicos son 

funcionalmente constantes, están universalmente distribuidos y su 
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secuencia está moderadamente bien conservada a través de amplias 

distancias filogenéticas. El estudio y la comparación de secuencias 

ribosomales muestran la posición evolutiva más probable existente entre 

los organismos (Madigan et al., 2004).  

Existen tres moléculas de ARN ribosómico, que en procariontes tienen 

distintos tamaños: 5S (120 nucleótidos -nt-), 16S (1500 nt) y 23S 

(2900 nt). Estas moléculas contienen regiones de secuencia altamente 

conservada que resultan útiles para obtener alineamientos de secuencia 

apropiados. El gen 16S del ARN es mucho más manejable 

experimentalmente con respecto al gen 23S, por lo tanto se ha utilizado 

para el desarrollo de bases de datos para procariontes, bases de datos 

que inclusive son de libre acceso. 

Técnicas basadas en la información genética de los microorganismos 

para lograr su identificación, por ejemplo, la secuenciación de su 

genoma o de algún gen en específico, permiten la amplificación 

(aumento en el número) de una secuencia definida del ADN a través de 

la PCR para posteriormente estudiarla. Es precisamente a partir de la 

obtención de un cultivo puro de un microorganismo que la técnica de 

PCR puede emplearse para amplificar directamente los genes que 

codifican el ARN ribosómico 16S. 

1.4.2.1. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

La PCR fue diseñada por Kary Mullis en 1983 aunque su primera 

publicación fue hasta el año de 1985 (Kieser, 2000).  La técnica tiene su 

base en la actividad de la enzima DNA polimerasa, que cuenta con la 

capacidad de sintetizar una nueva cadena de DNA complementaria a 

partir de otra ya existente. Los requisitos de la enzima para llevar a 
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cabo esta reacción son que existan nucleótidos en el medio (la materia 

base para fabricar la cadena complementaria de DNA) y una pequeña 

cadena de DNA que pueda unirse a la molécula que se requiera copiar 

para que sirva como cebadora o “primer”. La técnica emplea mínimas 

cantidades de DNA (menor a 1 µg) y consta básicamente de 3 pasos 

fundamentales divididos en varios ciclos (usualmente de 25 hasta 40) 

que comprende: 

 Desnaturalización (95°C), 

 Alineamiento (55-60°C), 

 Extensión (72°C). 

En una PCR el primer paso consiste en la desnaturalización del DNA por 

medio de calor (95°C) para casi de inmediato bajar la temperatura de 

modo que los extremos 3’ de las hebras sean separados hasta que se 

puedan aparear con oligodesoxinucleótidos complementarios, con la 

respectiva formación de híbridos estables con la molécula que funciona 

como molde o plantilla. Dichos oligonucleótidos funcionan como 

cebadores (también conocidos como iniciadores, oligonucleótidos o 

primers) de modo que una polimerasa resistente a la desnaturalización 

por calor y usualmente la Taq polimerasa (aislada de la bacteria 

termófila Thermus aquaticus) extiende los extremos 3’ de ambos 

oligonucleótidos empleando las hebras del DNA bicatenario como 

plantilla, proceso que se conoce como extensión y que usualmente se 

lleva a cabo 72°C, por tratarse de la temperatura óptima de la Taq 

polimerasa. 
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Figura 7. Gráfica de la PCR. 

 

Una segunda  desnaturalización pone fin a un ciclo (los 3 pasos 

indicados previamente) y da comienzo al siguiente. De esta forma, al 

término del primer ciclo de reacción se obtienen dos copias idénticas 

bicatenarias del DNA original.  Cada ciclo se repite alrededor de 25 a 40 

veces, sin la adición de más enzimas o reactivos y empleando las 

moléculas obtenidas en el ciclo anterior como molde o plantilla.  De esta 

manera se produce un aumento exponencial del número de copias de la 

secuencia específica equivalente a 2n, donde n representa el número de 

ciclos.  Al término de todos los ciclos, la muestra se enfría a 4°C para su 

conservación y posterior análisis usualmente por electroforesis 

horizontal o submarina. 
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Para realizar la técnica de PCR se requieren los siguientes reactivos 

(Newton & Graham 1997): 

 Desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), provee de nucleótidos 

(Adenina, Guanina, Citosina y Timina) a la reacción para la síntesis 

de DNA. 

 Oligonucleótidos, secuencias cortas (normalmente de 18 a 22 

nucleótidos) que se emplean para iniciar la reacción y actúan 

como secuencias complementarias a las dos hebras de DNA. 

 Iones Magnesio (Mg2+), una concentración óptima de cloruro de 

magnesio (MgCl2), es requerida para la actividad y fidelidad de la 

enzima DNA polimerasa. 

 Buffer, mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la DNA 

polimerasa. 

 DNA (Taq) polimerasa, cataliza la síntesis de la cadena 

complementaria a partir del DNA molde. 

 DNA molde, es la muestra que se desea amplificar. 

 Termociclador, aparato que va a mantener la temperatura 

necesaria en cada paso del ciclo de la PCR. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Uno de los representantes más importantes de la clase 

Actinobacteria, el género Streptomyces, se caracteriza por la producción 

de metabolitos secundarios, que son moléculas farmacológicamente 

activas, por lo que su estudio es fundamental. Dada la aparición cada 

vez más usual de cepas de importancia clínica multiresistentes a los 

antimicrobianos más empleados en medicina.   

 Debido a que México es un país megadiverso y por consecuencia 

microbiológicamente también lo es, es necesario el estudio de posibles 

nuevas especies de Streptomyces aisladas de ambientes nacionales, 

debido a que estas posibles nuevas especies pudieran ser fuente de 

nuevos compuestos antimicrobianos. Es necesaria la evaluación de un 

medio de cultivo que favorezca u oriente la caracterización macroscópica 

de Streptomyces dando sustento a que esa caracterización pudiera estar 

implicando el estudio de nuevas especies de origen nacional. 

La caracterización de nuevos estreptomicetos ha sido tradicionalmente 

realizada a partir del medio ISP-3 pero el crecimiento óptimo en este 

medio no es una constante de todas las especies. Nuevas alternativas 

que puedan contribuir también para una caracterización confiable de 

Streptomyces, por ejemplo un medio a base de arroz, representa una 

posibilidad viable mediante la comparación de ciertas características de 

crecimiento y producción de pigmento, de dichos microorganismos en el 

agar avena y un agar a base de arroz, que es lo que se prueba en este 

trabajo. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

 Caracterizar geno- y quimiotaxonómicamente aislados nacionales 

para identificarlos como miembros del género Streptomyces. 

 

 Caracterizar fenotípicamente aislados nacionales con base en sus 

características primarias de crecimiento del género Streptomyces. 

 

 Evaluar un medio de cultivo a base de arroz y compararlo con el 

agar de avena (estándar de oro), para identificar la caracterización 

fenotípica de Streptomyces respecto a sus características de 

crecimiento y producción de pigmento. 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

Si las características de crecimiento y la producción de pigmento, son 

cualidades que describen al género Streptomyces, pueden ser un punto 

de comparación para determinar el efecto que produce un nuevo medio 

de cultivo. Con el agar arroz se espera encontrar un medio de cultivo 

donde el crecimiento óptimo sea constante en la mayoría de las especies 

de Streptomyces y se mejore la expresión de las características, 

comparándolas con el estándar de oro. 
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5. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

El diseño experimental de este trabajo está esquematizado en 

términos generales en el siguiente diagrama de flujo (Figura 8): 

 

  

Figura 8. Diseño experimental. 
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5.1.  Actinobacterias de origen acuático 

Se trabajaron 12 cepas de aislados provenientes de muestras 

acuáticas nacionales. Todos los microorganismos excepto la cepa 

Emma-6-12 fueron obtenidos de sedimentos marinos del Golfo de 

California recolectados durante la campaña oceanográfica de Febrero del 

2006. El aislado Emma-6-12 fue recuperado de una muestra terrestre 

en el sureste del país durante una práctica de campo por estudiantes de 

Estancias de investigación en el 2009. Se incluyeron 2 cepas de 

referencia una de ellas, S. griseus obtenida del cepario de la Facultad de 

Química, Ciudad Universitaria y S. yatensis donada por la Dra. Danielle 

Saintpierre (Nueva Caledonia, Francia). Los códigos de los 

microorganismos de trabajo se indican en las tablas 2 y 3. 

Tablas 2 y 3. Relación de los microorganismos aislados (izquierda) y 

controles (derecha). 

 

 

 

 

 

Para todo el desarrollo experimental de este trabajo, se cultivaron y se 

activaron resembrando los microorganismos en: cajas Petri con agar 

avena para trabajo inmediato. Se mantuvieron las muestras en: (a) 

tubos con medio en pico de flauta de 50mL para una conservación de 6 

a 8 meses (experimentos a mediano plazo) y (b) glicerol al 20% para 

una conservación de años,  experimentos a largo plazo (Figura 9). 

Aislados Aislados 

9(13) f(12) 

ae(4) HAR-17 

AK-1 HAR-18 

AL-2 OAG-B1 

e(23) OAG-G1 

Emma-6-12 P5 

Controles 

S.griseus 

S. yatensis 
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Figura 9.  Activación y conservación de los microorganismos de estudio. 

 

5.2. Caracterización fenotípica 

5.2.1. Utilización de fuentes de carbono y nitrógeno 

Se evaluó el crecimiento de los microorganismos en 25 fuentes de 

carbono y 14 fuentes de nitrógeno (Tablas 4 y 5, respectivamente).   

Tabla 4. Fuentes de carbono seleccionadas para la caracterización fenotípica 

(concentración final de cada fuente de carbono: 1.0%). 

Fuentes de Carbono 

Pectina Ác. Pirúvico Manosa Melobiosa Rafinosa Galactosa 

Dulcitol Manitol Arabinosa Lactosa Sacarosa Melezitosa 

Xilosa Xilitol Inositol Ac. Oxálico Sorbitol Fructosa 

Andonitol Maltosa Trehalosa Ác. Succínico Ramnosa Celobiosa 

Ác. Malónico  
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Tabla 5. Fuentes de nitrógeno seleccionadas para la caracterización fenotípica 

(concentración final de cada fuente de nitrógeno: 0.1%). 

Fuentes de Nitrógeno 

Histidina Ornitidina Arginina Triptofano Valina 

Alanina Metionina Prolina Fenilalanina Isoleucina 

Serina Ác. Aspártico Leucina Ác. Glutámico  

 

  

1. Para la preparación de los medios de cultivo se pesó 1g de las 

fuentes de carbono y 0.1g de las fuentes de nitrógeno y ambas se 

disolvieron en 40mL de agua bidestilada.  

 

2. Por separado, se prepararon los medios ISP-9 y el medio basal 

para las fuentes de carbono y de nitrógeno, respectivamente 

(Shirling y Gottlieb, 1966; Anexos). 

 

3.  Los dos medios  de cultivo que sirvieron como base de la prueba 

se esterilizaron en  autoclave a 1 atm de presión, a 121°C durante 

15 minutos. 

 

4. Las fuentes de carbono y nitrógeno se tindalizaron en autoclave a 

1 atm, a 110ºC durante 30 minutos, cada 24 horas y durante 3 

días consecutivos. 

 

5. Una vez esterilizados y tindalizados ambos componentes 

respectivamente, se dejaron enfriar aproximadamente a 45°C y se 

mezclaron individualmente antes de verter en cajas Petri de 

plástico estériles.  

 

6. Para inocular las cajas, se prepararon suspensiones de cada 

microorganismo: se transfirieron de 4 a 5 asadas de biomasa a 
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750μL de Solución Salina Isotónica (SSI 0.9%) estéril. Todas las 

suspensiones de biomasa se estandarizaron y homogeneizaron 

para llegar a un valor de 3 en la escala del estándar de McFarland. 

Las cajas Petri se inocularon con 15μL de muestra como se indica 

en la figura 10. 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 
Figura 10. Forma de inoculación de los microorganismos en las cajas de Petri. 

 

7. Las cajas de Petri ya inoculadas e identificadas perfectamente, se 

incubaron a 30°C durante 7 días y el crecimiento de los 

microorganismos se registró a los 7, 14 y 21 días.  

La ponderación de los valores presentados en los resultados de la 

caracterización fenotípica se basó en el crecimiento y utilización de cada 

una de las fuentes de carbono y nitrógeno. Se indicó ausencia de 

crecimiento así como de utilización con (-) y la presencia con (++++) si 

éste fue excelente, con diferentes rangos de desarrollo y utilización 

entre los extremos. El medio que contenía glucosa funcionó como 

control positivo de fuentes de carbono para establecer el rango 

mencionado mientras que no se emplea ningún medio con fuente de 

nitrógeno como control positivo sino solamente un medio que contiene 

agua como control negativo.  
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5.2.2. Pruebas de degradación 

 

1. Empleando el medio GYEA como base, se agregó a 100mL de 

dicho medio el compuesto por degradar (0.5g ó 0.4g) previo a su 

esterilización en autoclave a 1 atm de presión, a 121°C durante 15 

minutos (los compuestos y las concentraciones finales empleadas 

en las pruebas de degradación se indican en la Tabla 6). 

 

Tabla 6. Compuestos empleados para las pruebas de degradación 

Compuesto Concentración (%) 

Caseína 0.5 

Hipoxantina 0.4 

Xantina 0.4 

Tirosina 0.4 

Adenina 0.4 

 

 

2. Después de la esterilización y cuando la temperatura del medio 

bajó a alrededor de 45ºC, éste se vertió en cajas Petri para 

posteriormente ser inoculado con los microorganismos de estudio.  

 

3. Para inocular las cajas, se prepararon suspensiones de cada 

microorganismo, mediante transferencia de 4 a 5 asadas de 

biomasa (7 días de crecimiento en GYEA, a 30ºC) a 750μL de 

Solución Salina Isotónica (SSI 0.9%) estéril. Todas las 

suspensiones se estandarizaron y homogeneizaron para llegar a 

un valor de 3 en la escala del estándar de McFarland. Se inoculó 

con 10μL de muestra de la misma forma como se indicó en la 

sección previa. 
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4. Las cajas de Petri ya inoculadas e identificadas perfectamente, se 

incubaron a 30°C y la degradación de los distintos compuestos se 

registró a los 7, 14 y 21 días.  

 

5.2.3. Tolerancia a diferentes concentraciones de Cloruro de Sodio 

(NaCl) 

 

1. La capacidad de los aislados para tolerar diferentes 

concentraciones de NaCl  se evaluó en el medio Bennett’s 

modificado como medio basal al cual se le agregaron diferentes 

concentraciones de NaCl: 0, 10, 15, 20 y 30%.  

 

2. Para inocular las cajas, se prepararon suspensiones de biomasas 

de cada microorganismo, como se indicó en la sección anterior. Se 

inoculó con 15μL de muestra, extendiéndola con el asa para 

sembrar por el método de agotamiento. 

 

3. Las cajas de Petri ya inoculadas e identificadas perfectamente, se 

incubaron a 30°C durante 7 días y el crecimiento de los 

microorganismos se registró a los 7, 14 y 21 días.  

 

La ponderación de los valores presentados en los resultados de la 

tolerancia a diferentes concentraciones de sal, se basó principalmente 

en el crecimiento de cada uno de los microorganismos. Se indicó 

ausencia de crecimiento con (-) y la presencia con (+). 
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5.3. Caracterización quimiotaxonómica 

5.3.1. Ácido diaminopimélico (DAP) 

Se realizó una modificación de la técnica descrita por Staneck y 

Roberts (1974) para la identificación de la presencia de isómeros del 

DAP. Esta técnica nos permite clasificar a los microorganismos en tres 

grandes grupos, aquellos que presentan la forma -meso, OH- o LL del 

DAP (Goodfellow et al, 2005). 

5.3.1.1. Extracción de DAP 

 

1. Se etiquetaron tubos de plástico estériles (con tapón de rosca) con 

la clave del microorganismo. 

 

2. Se adicionó con una micropipeta Gilson (p1000) 500μL de HCl 6N 

a cada uno de los tubos etiquetados (realizado en la campana de 

extracción). 

 

3. Se añadió aproximadamente 150μg de perlas de vidrio (Sigma-

Aldrich 106) a cada uno de los tubos. En la campana de flujo 

laminar, se tomaron aproximadamente 2 asadas de biomasa del 

microorganismo (7 días de crecimiento en GYEA, a 30ºC), con la 

menor cantidad posible de agar y se depositaron en el tubo 

correspondiente, teniendo cuidado de desechar el asa después de 

haber depositado la biomasa en el tubo con HCl, entre asada y 

asada. 

 

4. Se cerraron perfectamente los tubos y se agitaron en el vórtex 

(Daigger, EUA) por 5 minutos. 
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5. Se colocaron los tubos en una gradilla de metal dentro de un 

horno de convección previamente ajustado a 100°C durante 4 

horas. 

 

6. Transcurrido el tiempo, se sacaron los tubos y se dejaron enfriar a 

temperatura ambiente. Se centrifugaron a 6000 revoluciones por 

minutos (r.p.m) durante 5 minutos. 

 

 

5.3.1.2. Corrimiento y revelado de la placa TLC 

 

1. Se marcó una placa cromatográfica de celulosa con ayuda de un 

lápiz y una regla, trazando una línea a 1cm desde la base y 

marcando sobre dicha línea puntos de 1cm de separación entre 

punto y punto. Cada punto corresponde a una muestra, y se 

colocaron 3 estándares: uno al principio, otro en medio y el último 

al final de la placa cromatográfica como se muestra en la figura 

11. 
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Figura 11. Marcado de la placa cromatográfica de celulosa para la TLC. 

 

2. Con una micropipeta Gilson p2, se tomó 1μL de extracto de DAP y 

se colocó en la marca de la muestra correspondiente, sobre la 

placa cromatográfica.  

 

3. Inmediatamente después de haber colocado la gota de extracto, 

ésta se secó por 5 minutos con ayuda de una secadora de pelo, 

evitando así que la muestra se extienda. 

 

4. Se repitieron los pasos 2 y 3 hasta colocar 4μL de cada muestra 

con excepción del estándar (Sigma-Aldrich, USA) del que 

solamente se colocaron 2μL. 

 

5. Se preparó una solución de HCl 6N- Piridina- H2O- MeOH 

(2:5:13:40, v/v) que corresponde a la fase móvil y se depositó en 

un tanque de revelado. Se introdujo la placa cromatográfica 

dentro del tanque, teniendo cuidado de que la fase móvil no 

tocara las muestras al momento de introducir dicha placa y 
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procurando que el tanque estuviera lo más vertical posible para 

permitir que las muestras corrieran uniformemente. 

 

6. Una vez que la fase móvil llegó casi al extremo superior de la 

placa (aproximadamente 2cm de distancia), se retiró la placa del 

tanque y se le dejó secar en la campana de extracción por 

aproximadamente 30 minutos. 

 

7. Se roció la placa TLC con una solución de Ninhidrina (0.2% v/v) 

disuelta en EtOH al 100%, se dejó secar en la campana de 

extracción. 

 

8. Se colocó la placa TLC en una parrilla de revelado CAMAG, 

previamente ajustada a 100°C durante 3-5 minutos. Se observó la 

placa y se registró la posición de los isómeros de ácido 

diaminopimélico de cada muestra, comparando contra los 

resultados de los estándares.  

5.4. Caracterización genotípica 

5.4.1. Extracción de DNA 

1. En un tubo Eppendorf (1.5mL) se colocó aproximadamente 100μL 

de perlas de vidrio (Sigma-Aldrich, EUA) y 500μL buffer Glucosa-

Tris-EDTA (GTE).  

 

2. Se tomaron de 2 a 3 asadas de biomasa de cada uno de los 

microorganismos de estudio (7 días de crecimiento en medio Non-

Sporulating agar o NA, a 30ºC) con asas bacteriológicas 

desechables estériles (Sigma-Aldrich, EUA) y se colocaron en cada 
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uno de los tubos Eppendorf preparados en el paso (1). Se 

colocaron los tubos en el refrigerador durante 12 horas. 

 

3. Se retiraron los tubos del refrigerador y se aplicó un tratamiento 

de agitación constante en Vórtex (Daigger, EUA) a velocidad 

máxima  durante 15 minutos. 

 

4. Se centrifugaron los tubos a 14000 r.p.m durante 15 minutos. 

Transfiriendo el sobrenadante (entre 300-400μL) a un nuevo tubo 

Eppendorf (1.5mL) estéril. 

 

5. Se adicionó al tubo Eppendorf el mismo volumen de Fenol-

Cloroformo-Alcohol iso-amílico (24:24:1 v/v; Sigma-Aldrich, EUA). 

Agitando brevemente (3-5 segundos) en Vórtex (Daigger, EUA) 

cada uno de los tubos. 

 

6. Se centrifugaron los tubos a 14000 r.p.m durante 12 minutos. Se 

repitieron los pasos 4 y 5. 

 

7. Transfirió el sobrenadante (DNA en solución) a un nuevo tubo 

Eppendorf (1.5mL) estéril (aproximadamente 250-300μL). Se 

adicionó etanol frío (EtOH, Sigma-Aldrich, EUA) al 100% a una 

relación 2:1 v/v.  

 

 

8. Se centrifugó a 14000 r.p.m durante 15 minutos. Se decantó el 

sobrenadante evitando que se saliera la pastilla formada. 

 

9. Se lavó la pastilla con 300-500μL de etanol al 70% (EtOH, Sigma-

Aldrich, EUA) a temperatura ambiente. Y se resuspendió varias 
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veces la pastilla con ayuda de una micropipeta (Gilson, 0-200μL) 

evitando que la pastilla pasara por la punta. 

 

10. Se centrifugó a 14000 r.p.m durante 10 minutos. Se decantó el 

sobrenadante y se invirtió cada uno de los tubos sobre papel 

absorbente aproximadamente por 12 en la campana de extracción. 

 

11. Se reconstituyó la pastilla (DNA) en 70μL de buffer 1xTris-EDTA 

(TE). Los tubos se colocaron con la tapa cerrada en un block-

heater a 55°C por 1 hora. 

 

12. Se guardaron los tubos en el refrigerador hasta ser utilizados para 

la electroforesis en agarosa al 1% para verificar que la extracción 

haya sido exitosa confirmando la presencia del producto, y para la 

PCR. 
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5.4.2. PCR 

 

Para la amplificación del DNA a través de la PCR  se emplearon los 

siguientes primers específicos para identificar la clase Actinobacteria se 

utilizó el primer “Act” (Sigma-Aldrich, EUA) y para Streptomyces el 

primer “Sm” (Sigma-Aldrich, EUA) (Maldonado et al, 2005; Tablas 7 y 

8):  

     Tabla 7. Par de primers utilizados en la PCR Act. 

Act Secuencia 5’-3’ 
Fragmento 

amplificado (pb) 

Act254 CGCGGCCTATCAGCTTGTTG 
640 

Act894 CCGTACTCCCCAGGCGGGG 

 

Tabla 8. Par de primers utilizados en la PCR Sm. 

Sm Secuencia 5’-3’ 
Fragmento 

amplificado (pb) 

Sm6F GGTGGCGAAGGCGGA 
600 

Sm5R GAACTGAGACCGGCTTTTGA 

 

1. A un tubo Eppendorf de 0.2mL se agregaron: el buffer de amonio  

(10X y pH 8.8; Bioline, EUA), MgCl2 (50mM; Bioline, EUA), dNTP’s 

(100 mM; Bioline, EUA), primers (20 µM; Sigma-Aldrich, EUA), 

Taq Pol   (5 u/µL; Bioline, EUA), DNA de cada muestra y agua 

para PCR necesario para llevar a un volumen final de 20 µL. En el 

control negativo se sustituyó la misma cantidad de DNA por agua 

para PCR. 
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Tabla 9. Cantidades utilizadas para cada PCR, en cada tubo Eppendorf de 

0.2mL. 

 

Reactivo PCR Act PCR Sm 

Buffer 10X NH4 (μL) 2.0 2.0 

MgCl2 (μL) 0.6 0.6 

dNTP’s (μL) 0.5 0.5 

Primers (μL) 0.2 0.4 

Taq Pol (μL) 0.04 0.04 

DNA (μL) 0.4 0.4 

Agua para PCR (μL) 15.26 15.26 

Total 20 20 

 
 

 
2. Cada tubo se colocó en el Termociclador (MULTIGENE II Labnet) 

durante 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: 94°C por un 

minuto, 60°C por un minuto, 72°C por un minuto y una extensión 

final (72°C) por diez minutos. El producto de PCR de cada muestra 

se examinó por medio de una electroforesis horizontal en gel de 

agarosa al 1%. 

 

5.4.3. Electroforesis horizontal, agarosa al 1% 

Los productos amplificados fueron separados a través de 

electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1%.  A continuación se 

detalla el procedimiento realizado: 

1. A un matraz Erlenmeyer se adicionó 1g de agarosa al cual se le 

agregaron 100mL de Buffer TBE 0.5X (Tris-Borato-EDTA), que se 

calentó en un horno de microondas hasta su completa disolución. 
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2. Un vez disuelto se agregó 1µL de Bromuro de Etidio (Sigma-

Aldrich, EUA) agitándose suavemente para homogeneizar la 

mezcla. 

 

3. Se decantó la mezcla en una charola de plástico para 

electroforesis a la cual previamente se habían colocado los peines 

que tienen como finalidad formar los pozos en el gel (Figura 12). 

 

4. El gel se dejó enfriar a temperatura ambiente dentro de una 

campana de extracción hasta su completa gelificación 

(aproximadamente 30-45 minutos). 

 

5. La cámara para electroforesis se llenó con buffer TBE 0.5X y se 

sumergió el gel retirando los peines, permitiendo así que los pozos 

se llenaran con el buffer indicado. 

 

6. Para cargar el gel con las muestras se mezclaron 4µL del producto 

de PCR con 4µL de buffer de carga, homogenizando y aplicando 

esta mezcla en cada uno de los pozos correspondientes en el gel 

de agarosa.  Al principio y al final de las muestras (pozos en los 

extremos del gel) se agregaron 0.5µL de marcador de peso 

molecular (1000 pares de bases; Bioline, EUA). 

 

7. Posteriormente se colocó la tapa de la cámara y se conectaron los 

electrodos, dejando correr durante 40 minutos con una diferencia 

de potencial de 70 Volts. 
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Figura 12. Procedimiento que muestra los distintos pasos para el vertido del 

gel de agarosa en la cámara de electroforesis horizontal y la colocación de la 

muestra en los pozos. 

 

8. Una vez transcurrido el tiempo se transfirió el gel a un 

transiluminador (Ultra Violet Products, EUA) para visualizar las 

bandas obtenidas y por medio de un fotodocumentador 

(Probiotek, México) se capturó la imagen en una memoria para 

posteriormente transferirla a una computadora e imprimirla. 

 

5.4.4. Secuenciamiento del producto de PCR 

 

Se realizó un último PCR empleando los primers sugeridos por 

Lane (1991) 27f y 1525r que amplifican casi en su totalidad el gen ARN 

16S. Las condiciones y la realización fueron las mismas mencionadas 

previamente pero en un volumen final de reacción de 50 microlitos. 

Después de revisar cada producto de PCR, éstos se purificaron utilizando 
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el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Ltd, Alemania) de acuerdo a las 

indicaciones e instrucciones del fabricante. Los productos purificados 

fueron analizados nuevamente en una electroforesis horizontal en gel de 

agarosa para confirmar la presencia del producto y estimar su 

concentración por comparación contra un marcador de peso molecular 

de concentración conocida. Esta electroforesis se realizó como se 

describió previamente para las electroforesis horizontales de ADN y 

productos de PCR en los incisos anteriores. Los productos purificados se 

conservaron a una temperatura de -20°C hasta llevarse al Instituto de 

Biología de la UNAM para su procesamiento de acuerdo a las 

indicaciones de la M. en C. Laura Márquez Valdelamar, responsable del 

laboratorio de Biología Molecular de dicho Instituto.  

 

 

5.4.5. BLAST y Ez Taxon 

 

1. Las secuencias obtenidas en el Instituto de Biología fueron enviadas 

en archivos de formato ZIP por correo electrónico los cuales al 

descomprimirse mostraban las secuencias resultantes en formato 

ABI. Los archivos en formato ABI se leyeron con el Software 

Chromas Lite Versión 2.01 (Technelysium Pty Ltd, Australia) y el 

texto de la secuencias se exportó en formato de Texto al procesador 

de textos Word 2003 (Microsoft Corp, EUA). El texto correspondiente 

a cada una de las secuencias obtenidas se analizó en dos sitios 

distintos: (a) NCBI-GenBank (National Center for Biotechnology 

Information, por sus siglas en inglés); 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) bajo la opción BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y (b) Ez Taxon-e (http://eztaxon-

e.ezbiocloud.net; Chun et al, 2007). En ambos casos los resultados 

se registran en forma de tabla.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/
http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/
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5.5. Evaluación del medio de arroz 

Una vez confirmada la identidad de los aislados y realizada su 

caracterización, se evaluaron los 12 aislados en el medio de arroz como 

se detalla a continuación.  

Se realizó un experimento cualitativo por comparación, es decir, se 

compararon dos medios, los cuales tiene como base dos diferentes 

cereales que representan una fuente rica en carbohidratos, en ambos 

casos, almidón. De estos dos medios, se realizaron variantes tanto de la 

composición del medio, como de la concentración, esquematizado en 

términos generales en el siguiente diagrama de flujo y tabla (Figura 13 

y tabla 14). 

1. Preparación de medios: 

 

Figura 13. Composición de los diferentes medios de cultivo que se evaluaron. 
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Tabla 10. Claves de los medios de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Se evaluaron los 10 aislados identificados como Streptomyces y 

las dos cepas de referencia. Para inocular las cajas, se prepararon 

suspensiones de cada microorganismo, como se describió 

anteriormente.  

Las cajas de Petri ya inoculadas e identificadas perfectamente, se 

incubaron a 30°C durante 7 días y el crecimiento de los 

microorganismos se registró a los 7, 14 y 21 días. 

 

 

MEDIO COMPOSICIÓN CLAVES 

AVENA 
Con sales traz OAc 

Sin sales traza OAs 

ARROZ 

25g de arroz con sales traza Med 1 Azc 

25g de arroz sin sales traza Med 1 Azs 

50g de arroz con sales traza Med 2 Azc 

50g de arroz sin sales traza Med 2 Azs 

60g de arroz con sales traza Med 3 Azc 

60g de arroz sin sales traza Med 3 Azs 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. Caracterización fenotípica 

 

6.1.1. Utilización de fuentes de carbono y de nitrógeno 

 

6.1.1.1. Fuentes de carbono 

Los resultados de la utilización de las fuentes de carbono  por 

parte de los 14 microorganismos se muestran en las tablas 11, 12, 13 y 

14 así como en la figura 15.  

Con el empleo de un control positivo (glucosa) y un control negativo 

(agua; sin fuente de carbono), se determinaron las fuentes de carbono 

empleadas por los microorganismos del presente trabajo de 

investigación, tanto por el crecimiento como por la utilización de varias 

fuentes; esto se determinó por la velocidad de crecimiento, por la 

producción de micelio aéreo y de pigmentos. Los resultados del empleo 

de las fuentes de carbono muestran algunas tendencias que se 

describen en las tablas antes mencionadas y se observa gráficamente en 

los Anexos en el apartado 10.3. 

Las fuentes de carbono incluyeron: monosacáridos, disacáridos, 

trisacáridos, polisacáridos, ácidos dicarboxílicos, alcoholes y polioles.  

Los aislados HAR-17, HAR-18, AK-1 y 9(13) tuvieron un crecimiento en 

el rango de excelente en la mayoría de las fuentes de carbono. Los 

microorganismos  AL-2, P5, f(12), ae(4), e(23), S.yatensis y S. griseus  

tuvieron un crecimiento en el rango de bueno en la mayoría de las 

fuentes de carbono. Los aislados OAG-G1, OAG-B1 y Emma-6-12 
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tuvieron un crecimiento en el rango de regular en la mayoría de las 

fuentes de carbono. 

Los aislados HAR-17 y HAR-18, tuvieron el mismo patrón de utilización 

de fuentes de carbono, empleando: pectina, manosa, galactosa, 

manitol, arabinosa, xilosa, fructosa, maltosa, trehalosa y celobiosa.  

El aislado 9(13), tuvo utilización de 11 fuentes de carbono como: 

pectina, manosa, galactosa, manitol, arabinosa, xilosa, fructosa, 

maltosa, trehalosa, ramnosay  celobiosa. El aislado AK-1 tuvo el mismo 

patrón de utilización que 9(13) y además adonitol. Cabe mencionar que 

fue el único aislado que creció en esta fuente de carbono. 

Los estreptomicetos AL-2, P5, f(12), ae(4), e(23), S. yatensis y S. 

griseus, tuvieron un patrón similar de utilización de fuentes de carbono: 

manosa, galactosa, xilosa, fructosa, maltosa, trehalosa y celobiosa. 

Además de los anteriores, el aislado AL-2 también utilizó: pectina, 

melobiosa, sacarosa y ramnosa; el aislado P5 crece en: pectina, 

melobiosa, arabinosa, lactosa, sacarosa y ramnosa; el aislado f(12) 

crece en: pectina, manitol y arabinosa. El microorganismo S. yatensis 

crece en rafinosa e inositol siendo el único que creció en esas fuentes de 

carbono. 

Los aislados que tuvieron una utilización muy pobre de las fuentes de 

carbono fueron OAG-B1 y OAG-G1. El primero solamente utiliza manitol 

y celobiosa mientras que el segundo sacarosa, melezitosa, xilosa, 

sorbitol, trehalosa y ramnosa. 

El crecimiento de los microorganismos en los medio de cultivo 

adicionados con fuentes de carbono fue muy variado sin encontrarse un 

único patrón, lo que sugiere la posibilidad de que todos ellos sean 

especies diferentes entre sí. 
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En general hubo un excelente crecimiento y utilización en los medios 

con pectina, manosa, galactosa, manitol y xilosa. También hubo un 

buen crecimiento y utilización de arabinosa, fructuosa, maltosa, 

trehalosa, ramnosa y celobiosa. Los compuestos antes mencionados 

tienen estructuras variadas como monosacáridos, disacáridos y 

polisacáridos como la pectina. Lo anterior es de esperarse ya que el 

género Streptomyces tiene vías metabólicas complejas, es por eso que 

tiene un buen crecimiento en medios con gran cantidad de 

carbohidratos. 

Ninguno de los aislados presentó crecimiento ni desarrolló colonias en 

los medios que contenían como única fuente de carbono a la serie de 

ácidos evaluados, es decir ácido pirúvico, ácido oxálico, ácido succínico y 

ácido malónico. Esto pudiera ser debido a que son ácidos dicarboxílicos, 

compuestos por dos grupos funcionales tipo carboxilo, lo que los hace 

estructuras complejas y que nos indica que ningún aislado tiene rutas 

metabólicas que les permitan emplearlos como fuente de carbono. 
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Tabla 11. Crecimiento en fuentes de carbono a 7 días de incubación (muestras representativas). 

 

++++: Excelente crecimiento 

+++: Buen crecimiento 

++: Crecimiento regular 

+: Crecimiento pobre 

-: Sin crecimiento 

 

 Fuentes de carbono 

Microorganismo Control (+) Control (-) Pectina Manosa Dulcitol Lactosa Ac. Oxálico Sorbitol Fructosa Celobiosa 

HAR-17 +++ + +++ ++++ + + - + +++ +++ 

HAR-18 +++ + +++ ++++ + + - + +++ +++ 

AK-1 +++ + +++ ++++ + + - + +++ ++++ 

9(13) +++ + +++ ++++ + + - + ++ +++ 

OAG-B1 + + + + + + - + + ++ 

S. yatensis ++ + +++ +++ + +++ - + ++ +++ 

AL-2 ++ + +++ +++ + + - + ++ +++ 

P5 +++ + +++ +++ + ++ - + +++ +++ 

S. griseus +++ + + ++++ + + - + +++ +++ 

f(12) +++ + ++ +++ + + - + +++ +++ 

ae(4) +++ + ++ +++ + + - + ++ +++ 

OAG-G1 + + + + + + - ++ + + 

e(23) ++ + ++ +++ + + - ++ ++ + 

Emma-6-12 ++ + + +++ + ++ - ++ ++ ++ 
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Tabla 12. Utilización de fuentes de carbono a 7 días de incubación (muestras representativas). 

 

+: Utilización de la fuente de carbono 

-: Sin utilización de la fuente de carbono 

 

 

 

 Fuentes de carbono 

Microorganismo Control (+) Control (-) Pectina Manosa Dulcitol Lactosa Ac. Oxálico Sorbitol Fructosa Celobiosa 

HAR-17 + - + + - - - - + + 

HAR-18 + - + + - - - - + + 

AK-1 + - + + - - - - + + 

9(13) + - + + - - - - + + 

OAG-B1 - - - - - - - - - + 

S. yatensis + - + + - + - - + + 

AL-2 + - + + - - - - + + 

P5 + - + + - + - - + + 

S. griseus + - - + - - - - + + 

f(12) + - + + - - - - + + 

ae(4) + - + + - - - - + + 

OAG-G1 - - - - - - - + - - 

e(23) + - - + - - - + + - 

Emma-6-12 + - + + - + - + + + 
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Tabla 13. Crecimiento en fuentes de carbono a 14 días de incubación (muestras representativas). 

 

++++: Excelente crecimiento 

+++: Buen crecimiento 

++: Crecimiento regular 

+: Crecimiento pobre 

-: Sin crecimiento 

 

 Fuentes de carbono 

Microorganismo Control (+) Control (-) Pectina Manosa Dulcitol Lactosa Ac. Oxálico Sorbitol Fructosa Celobiosa 

HAR-17 +++ + ++++ ++++ + + - + +++ +++ 

HAR-18 +++ + ++++ ++++ + ++ - + +++ +++ 

AK-1 +++ + ++++ ++++ + + - + +++ ++++ 

9(13) +++ + ++++ ++++ + + - + +++ +++ 

OAG-B1 ++ + + ++ + ++ - ++ ++ +++ 

S. yatensis ++ + +++ +++ + +++ - + ++ +++ 

AL-2 ++ + +++ +++ + ++ - + ++ +++ 

P5 +++ + +++ +++ + ++ - + +++ +++ 

S. griseus +++ + ++ ++++ + +++ - + +++ +++ 

f(12) +++ + ++ +++ + ++ - + +++ +++ 

ae(4) +++ + +++ +++ + +++ - ++++ +++ +++ 

OAG-G1 ++ + + ++ + ++ - ++ ++ + 

e(23) +++ + ++ +++ + + - ++ +++ + 

Emma-6-12 ++ + ++ +++ + ++ - ++ ++ ++ 
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Tabla 14. Utilización de fuentes de carbono a 14 días de incubación (muestras representativas). 

 

 Fuentes de carbono 

Microorganismo Control (+) Control (-) Pectina Manosa Dulcitol Lactosa Ac. Oxálico Sorbitol Fructosa Celobiosa 

HAR-17 + - + + - - - - + + 

HAR-18 + - + + - - - - + + 

AK-1 + - + + - - - - + + 

9(13) + - + + - - - - + + 

OAG-B1 - - - - - - - - - + 

S. yatensis + - + + - + - - + + 

AL-2 + - + + - - - - + + 

P5 + - + + - + - - + + 

S. griseus + - - + - - - - + + 

f(12) + - + + - - - - + + 

ae(4) + - + + - - - - + + 

OAG-G1 - - - - - - - + - - 

e(23) + - - + - - - + + - 

Emma-6-12 + - + + - + - + + + 

 

+: Utilización de la fuente de carbono 

-: Sin utilización de la fuente de carbono 
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Figura 14. Fotografías representativas de la prueba de utilización de fuentes de carbono. 
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6.1.1.2. Fuentes de nitrógeno 

La capacidad de los catorce microorganismos para utilizar los 

diferentes aminoácidos como fuente de nitrógeno se ejemplifican en las 

tablas  15, 16, 17 y 18, y la figura 15.  

Con el empleo de un control negativo (agua; sin fuente de nitrógeno), 

se determinaron las fuentes de nitrógeno empleadas por los 

microorganismos del presente trabajo de investigación. Los resultados 

del empleo de las fuentes de carbono muestran algunas tendencias que 

se describen en las tablas antes mencionadas y se observa gráficamente 

en los Anexos en el apartado 10.3. 

Para este grupo de pruebas se emplearon como fuentes de nitrógeno 12 

de los 20 aminoácidos esenciales para la formación de proteínas. Estos 

fueron L-ácido glutámico, L-ácido aspártico, L-alanina, L-arginina, L-

fenilalanina, L-histidina, L-isoleucina, L-metionina, L-prolina, L-serina, L-

triptófano y L-valina. También se adicionó otra fuente; la L-ornitina que 

es un aminoácido dibásico. 

Los aislados HAR-17, HAR-18, AK-1, ae(4) y 9(13) tuvieron unos 

patrones de utilización muy similares donde los cinco microorganismos 

utilizaron: histidina, arginina, isoleucina y serina. Ninguno de los cinco 

utilizó ni ornitina ni alanina. 

Si bien la mayoría de los aislados tuvieron un buen crecimiento en 

dichos medios, hubo casos especiales que sólo utilizaron pocos 

aminoácidos. Por ejemplo, el aislado AL-2 y S. griseus solo utilizaron, 

histidina. El aislado P5 solo utilizó histidina y triptófano.  El aislado f(12) 

solo utilizó histidina, valina, alanina y serina. El aislado Emma-6-12  

utilizó únicamente, histidina, isoleucina y serina.  
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El aislado OAG-B1, creció sólo en los medios con histidina y arginina, 

utilizando únicamente la arginina, donde fue el único microorganismo 

que no utilizó la histidina. 

Mientras que OAG-G1 tuvo un mejor crecimiento en los medios con 

fuentes de nitrógeno que con las de carbono, utilizando: histidina, 

arginina, prolina, isoleucina y leucina. 

Streptomyces yatensis  tuvo en general un buen crecimiento en los 

medios con fuentes de nitrógeno pero solo utilizó: histidina, alanina y  

ornitidina, donde en esta última fue el único microorganismo que creció 

en dicha fuente de nitrógeno.  

En general hubo un excelente crecimiento y utilización en los medios 

con histidina, arginina, fenilalanina e isoleucina. Y hubo un buen 

crecimiento y utilización en los medios con triptófano, valina, alanina, 

prolina, serina leucina y ornitidina. 

Ninguno de los aislados presentó crecimiento y desarrollo de colonias en 

el medio de cultivo adicionado con los aminoácidos ácido aspártico y 

ácido glutámico. Esto está en línea con el resultado obtenido con los 

ácidos dicarboxílicos (fuentes de carbono) pues estos compuestos 

comparten un grupo funcional en común que aparentemente no puede 

ser empleado por los microorganismos de estudio. 
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Tabla 15. Crecimiento en fuentes de nitrógeno (muestras representativas) a 7 días de incubación. 

 Fuentes de nitrógeno 

Microorganismo Control (-) Histidina Arginina Isoleucina Serina Ac. Aspartico Leucina Metionina 

HAR-17 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - ++++ ++ 

HAR-18 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - ++++ ++ 

AK-1 ++ ++++ +++ +++ +++ - ++ ++ 

9(13) +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - +++ ++ 

OAG-B1 - + + - - - - - 

S. yatensis ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++ 

AL-2 ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++ 

P5 ++ +++ ++ ++ ++ - +++ ++ 

S. griseus ++ +++ ++ ++ ++ - +++ ++ 

f(12) ++ +++ ++ ++ +++ - +++ ++ 

ae(4) ++ +++ +++ ++ ++ - +++ ++ 

OAG-G1 + ++ ++ +++ + - ++ + 

e(23) + +++ +++ +++ ++ - ++ ++ 

Emma-6-12 + ++ + +++ ++ - + + 

 

++++: Excelente crecimiento 

+++: Buen crecimiento 

++: Crecimiento regular 

+: Crecimiento pobre 

-: Sin crecimiento 
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Tabla 16. Utilización de fuentes de nitrógeno (muestras representativas) a 7 días de incubación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+: Utilización de la fuente de nitrógeno 

-: Sin utilización de la fuente de nitrógeno 

 

 

 Fuentes de nitrógeno 

Microorganismo Control (-) Histidina Arginina Isoleucina Serina Ac. Aspartico Leucina Metionina 

HAR-17 - + + + + - + - 

HAR-18 - + + + + - + - 

AK-1 - + + + + - - - 

9(13) - + + + + - - - 

OAG-B1 - - + - - - - - 

S. yatensis - + - - - - - - 

AL-2 - + - - - - - - 

P5 - + - - - - - - 

S. griseus - + - - - - - - 

f(12) - + - - + - - - 

ae(4) - + + - - - - - 

OAG-G1 - + + + - - + - 

e(23) - + + + + - - - 

Emma-6-12 - + - + + - - - 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

55 
 

 

Tabla 17. Crecimiento fuentes de nitrógeno (muestras representativas) a 14 días de incubación. 

 Fuente de nitrógeno 

Microorganismo Control (-) Histidina Arginina Isoleucina Serina Ac. Aspartico Leucina Metionina 

HAR-17 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - ++++ ++ 

HAR-18 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - ++++ ++ 

AK-1 ++ ++++ +++ +++ +++ - ++ ++ 

9(13) +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - +++ ++ 

OAG-B1 - + + - - - - - 

S. yatensis ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++ 

AL-2 ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++ 

P5 ++ +++ ++ ++ ++ - +++ ++ 

S. griseus ++ +++ ++ ++ ++ - +++ ++ 

f(12) ++ +++ ++ ++ +++ - +++ ++ 

ae(4) ++ +++ +++ ++ ++ - +++ ++ 

OAG-G1 + ++ ++ +++ + - ++ + 

e(23) + +++ +++ +++ ++ - ++ ++ 

Emma-6-12 + ++ + +++ ++ - + + 

 

++++: Excelente crecimiento 

+++: Buen crecimiento 

++: Crecimiento regular 

+: Crecimiento pobre 

-: Sin crecimiento 
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Tabla 18. Utilización de fuentes de nitrógeno (muestras representativas) a 14 días de incubación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

+: Utilización de la fuente de nitrógeno 

-: Sin utilización de la fuente de nitrógeno 

 

 

 Lectura a 7 días/Tabla de utilización/Fuente de nitrógeno 

Microorganismo Control (-) Histidina Arginina Isoleucina Serina Ac. Aspartico Leucina Metionina 

HAR-17 - + + + + - + - 

HAR-18 - + + + + - + - 

AK-1 - + + + + - - - 

9(13) - + + + + - - - 

OAG-B1 - - + - - - - - 

S. yatensis - + - - - - - - 

AL-2 - + - - - - - - 

P5 - + - - - - - - 

S. griseus - + - - - - - - 

f(12) - + - - + - - - 

ae(4) - + + - - - - - 

OAG-G1 - + + + - - + - 

e(23) - + + + + - - - 

Emma-6-12 - + - + + - - - 
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Figura 15. Fotografías representativas de la prueba de utilización de fuentes de nitrógeno. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

58 
 

6.1.2. Pruebas de degradación 

 

Las pruebas de degradación de los sustratos evaluados se 

realizaron adicionando al medio GYEA cada uno de los aminoácidos en 

prueba. Los resultados para este último grupo de pruebas solamente se 

registraron como degradación positiva (+) o degradación negativa (-) y 

se ejemplifican en las tablas 19, 20, 21 y 22. 

A los catorce días de incubación, siete aislados degradaron uno de los 

cinco sustratos empleados para este grupo de pruebas y fue solamente 

en tirosina, dichos aislados fueron; HAR-17, HAR-18, 9(13), OAG-B1, 

AL-2, f(12) y e(23). Lo anterior se observó por un halo de degradación 

en el medio de cultivo alrededor de las colonias aisladas como se    

ejemplifica en la Figura 16.  

Los doce microorganismos mostraron buen crecimiento en el medio 

GYEA por tener fuente de carbono y nitrógeno (anexos) a pesar de la 

presencia del compuesto de degradación por evaluar pero no todos 

mostraron la capacidad de degradarlos, ya que estos compuestos tienen 

una estructura química anillada; no así las Tirosina que tiene una 

estructura de cadena abierta, lo que permite suponer que estas 

bacterias metabolizan este último compuesto químico. 

 

 

 

 

 

Figura 16. 

Degradación de 

aminoácidos en 

medio a base 

GYEA con tirosina 

a los 14 días. 
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Tabla 19. Crecimiento en medio GYEA a 7 días de incubación.  

 

Tabla 20. Pruebas de degradación a los 7 días de incubación. 

 Prueba de degradación 

Microorganismo Adenina Xantina Caseína Tirosina Hipoxantoina 

HAR-17 +++ +++ ++++ +++ +++ 

HAR-18 +++ +++ ++++ +++ +++ 

AK-1 +++ +++ ++++ +++ +++ 

9(13) +++ +++ ++++ +++ +++ 

OAG-B1 - + + +++ + 

S. yatensis ++ ++ ++ ++ ++ 

AL-2 - + + + ++ 

P5 +++ +++ +++ +++ +++ 

S. griseus +++ +++ +++ +++ +++ 

f(12) +++ +++ +++ +++ +++ 

ae(4) ++ +++ +++ +++ +++ 

OAG-G1 - + ++ + + 

e(23) +++ ++ +++ +++ ++ 

Emma-6-12 - + ++ ++ ++ 

 Prueba de degradación 

Microorganismo Adenina Xantina Caseína Tirosina Hipoxantoina 

HAR-17 - - - - - 

HAR-18 - - - - - 

AK-1 - - - - - 

9(13) - - - - - 

OAG-B1 - - - - - 

S. yatensis - - - - - 

AL-2 - - - - - 

P5 - - - - - 

S. griseus - - - - - 

f(12) - - - - - 

ae(4) - - - - - 

OAG-G1 - - - - - 

e(23) - - - - - 

Emma-6-12 - - - - - 
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Tabla 21. Crecimiento en medio GYEA a 14 días de incubación. 

 

 

 Prueba de degradación 

Microorganismo Adenina Xantina Caseína Tirosina Hipoxantoina 

HAR-17 +++ +++ ++++ ++++ +++ 

HAR-18 +++ +++ ++++ ++++ +++ 

AK-1 +++ +++ ++++ +++ +++ 

9(13) +++ +++ ++++ +++ +++ 

OAG-B1 - + + +++ + 

S. yatensis ++ ++ +++ ++ ++ 

AL-2 - ++ +++ ++++ ++ 

P5 ++++ +++ ++++ +++ +++ 

S. griseus ++++ +++ ++++ +++ +++ 

f(12) ++++ +++ ++++ ++++ +++ 

ae(4) ++++ +++ ++++ ++++ ++++ 

OAG-G1 - + ++ + + 

e(23) +++ +++ +++ +++ +++ 

Emma-6-12 - + +++ ++ ++ 

 Prueba de degradación de aminoácidos 

Microorganismo Adenina Xantina Caseína Tirosina Hipoxantoina 

HAR-17 - - - + - 

HAR-18 - - - + - 

AK-1 - - - - - 

OAG-B1 - - - + - 

76-1 - - - - - 

S. yatensis - - - - - 

AL-2 - - - + - 

P5 - - - - - 

S. griseus - - - - - 

f(12) - - - + - 

ae(4) - - - - - 

OAG-G1 - - - - - 

e(23) - - - + - 

Emma-6-12 - - - - - 

Tabla 22. Pruebas de degradación a 14 días de incubación. 
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6.1.3. Tolerancia a diferentes concentraciones de cloruro de sodio 

(NaCl) 

 

A los 7 días de haber sembrado en medio Bennett´s modificado,  a 

0% (control), 10%, 15%, 20% y 30% de NaCl, se tomaron las primeras 

lecturas. Los resultados obtenidos se indican en la figura 17, tabla 23 y 

gráfica 1. 

En todos los casos se observó buen crecimiento en el medio control (0% 

NaCl) para todos los microorganismos. 

El aislado e(23) a los 7 días presentó crecimiento en la concentración 

del 10% de NaCl. 

Los aislados HAR-17 y HAR-18 mostraron crecimiento a los 7 días en las 

concentraciones 10% y 15% de NaCl. 

El aislado P5 a los 14 días presentó crecimiento en la concentración del 

10% de NaCl. 

En la cepa S. griseus a los 14 días se observó un crecimiento en las 

concentraciones 10% y 15% de NaCl. 

Los aislados e(23), HAR-17 y HAR-18  a los 14 días siguieron con un 

buen crecimiento en las concentraciones antes mencionadas. 

Los aislados e(23), HAR-17, HAR-18, P5 y la cepa de S. griseus,  a los 

21 días siguieron con un buen crecimiento en las concentraciones antes 

mencionadas. 

El efecto en el aumento de la concentración de NaCl en el crecimiento y 

desarrollo de las cepas es evidente, viéndose notablemente disminuidas 

en el tamaño y morfología de los aislados.  
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Se observó una buena tolerancia por parte de 5 cepas a la salinidad por 

lo que seguramente les permite adaptarse bien a condiciones específicas 

de  ambientes marinos.  

 

 

 

Figura 17. Fotografías representativas de la prueba de tolerancia a diferentes 

concentraciones de NaCl. 
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Tabla 23. Crecimiento de los microorganismos a diferentes concentraciones de 

NaCl a los 21 días.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 1. Crecimiento de los microorganismos a diferentes concentraciones 

de NaCl a los 21 días.

 Concentración de NaCl  % 

Aislados 0 10 15 20 30 
9(13) + - - - - 
ae(4) + - - - - 
AK-1 + - - - - 
AL-2 + - - - - 
e(23) + + - - - 
Emma-6-12 + - - - - 
f(12) + - - - - 
HAR-17 + + + - - 
HAR-18 + + + - - 
OAG-B1 + - - - - 
OAG-G1 + - - - - 
P5 + + - - - 
S. griseus + + + - - 
S. yatensis + - - - - 
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Figura 18. Placa cromatográfica, donde se corrió el DAP. 

6.2. Caracterización quimiotaxonómica 

 

6.2.1. DAP  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aislados DAP 

9(13) LL-DAP 

ae(4) LL-DAP 

AK-1 LL-DAP 

AL-2 LL-DAP 

e(23) LL-DAP 

Emma-6-12 meso-DAP 

f(12) LL-DAP 

HAR-17 LL-DAP 

HAR-18 LL-DAP 

OAG-B1 LL-DAP 

OAG-G1 meso-DAP 

P5 LL-DAP 

S. griseus LL-DAP 

S. yatensis LL-DAP 

De los 12 aislados y las 2 cepas de referencia se les realizó la 

prueba de DAP, 12 resultaron tener una pared celular tipo 1, ya que  

presentaron el isómero LL-, que nos indica que son del género 

Streptomyces. 

Dos aislados presentaron una pared celular de tipo II, III o IV, 

caracterizada por la presencia del isómero meso-, lo anterior es una 

referencia para descartar que esos aislados sean del género 

Streptomyces (Tabla 24 y Figura 18). 

Tabla 24. Resultados del DAP. 
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6.3. Caracterización genotípica 

 

6.3.1. PCR 

Después de haber aislado exitosamente el DNA de los 

microorganismos en estudio, ya que se comprobó dicho aislamiento con 

una electroforesis horizontal en agarosa 1%. Se procedió a realizar la 

PCR Act, donde se comprobó que el 100% de los microorganismos 

pertenecen a la clase Actinobacteria. Con dicha premisa, se procedió a 

realizar el PCR Sm a todas las bacterias. Donde los resultados, 

coincidieron con los resultados del DAP, ya que los aislados; 9(13), 

ae(4), AK-1, AL-2, e(23), f(12), HAR, 17, HAR-18, OAG-B1 y P5, son del 

género Streptomyces, siendo positivos al PCR Sm. En cambio, de los 

aislados Emma-6-12 y OAG-G1, que fueron negativos al PCR Sm y una 

pared celular diferente a la que caracteriza a Streptomyces, 

descartamos que ambos aislados sean del género Streptomyces. (Tabla 

25 y Figura 19) 

  

Aislados PCR Act PCR Sm 

9(13) + + 

ae(4) + + 

AK-1 + + 

AL-2 + + 

e(23) + + 

Emma-6-12 + - 

f(12) + + 

HAR-17 + + 

HAR-18 + + 

OAG-B1 + + 

OAG-G1 + - 

P5 + + 

S. griseus + + 

S. yatensis + + 
Figura 19. Resultados de la PCR Sm, 

de muestras representativas. 

Tabla 25. Resultados de la PCR. 
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6.3.2. BLAST y EzTaxon 

La secuencia purificada de PCR del gen 16S del ARN de los 

aislados de trabajo se comparó con aquellas secuencias de la base de 

datos del NCBI opción BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y los 

resultados se indican en la Tabla 26. 

 

 

 

El resultado de esta comparación indica que 12 de los aislados están 

asociados al género Streptomyces concordando con los resultados del 

DAP y del PCR. Es decir, los aislados 9(13), ae(4), AK-1, AL-2, e(23), 

f(12), HAR, 17, HAR-18, OAG-B1 y P5; con isómeros LL- en el DAP, 

característico del género Streptomyces, así como positivos en el PCR Sm 

con primers específicos para Streptomyces. De estos 12 aislados 

identificados como Streptomyces, 5 de ellos dieron una comparación en 

primer plano a nivel de género y especie, aunque en promedio con 

porcentajes de similaridad bajos: Streptomyces lavendulae 87%, 

Streptomyces carpaticus 90%, Streptomyces pluricolorecens 99%, 

Microorganismo 
Número de bases 

empleadas en 
BLAST 

Resultado del BLAST 
Similaridad 

(%) 
Código GenBank de la 
secuencia más cercana 

9(13) 1211 Streptomyces lavendulae 87 HQ660584.1 
ae(4) 1569 Streptomyces sp. 95 EU430553.1 
AK-1 1224 Streptomyces carpaticus 90 HQ711933.1 
AL-2 1564 Streptomyces sp. 94 EU714252.1 
e(23) 1208 Streptomyces sp. 93 EU135661.1 
Emma-6-12 1212 Nonomuraea sp. 98 JQ073731.1 
f(12) 1206 Streptomyces pluricolorecens 99 FR837631.1 
HAR-17 1219 Streptomyces sp. 92 EU080944.1 
HAR-18 1618 Streptomyces sp. 92 GQ213972.1 
OAG-B1 1572 Streptomyces sp. 94 EU116310.1 
OAG-G1 1626 Actinomadura viridis 88 AJ420141.1 
P5 1010 Streptomyces drozdowiczii 77 EF654097.1 
S.griseus 1615 Streptomyces sp. 91 DQ86243.1 
S. yatensis 1252 Streptomyces yatensis 90 AB249962.2 

Tabla 26. Resultados del BLAST para cada una de las secuencias 

de los aislados. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Streptomyces drozdowiczii 77% y Streptomyces yatensis 90%. Con 

respecto a las cepas control, Streptomyces griseus y S. yatensis se 

hubiera esperado confirmar su identidad al compararlos con la base de 

dataos NCBI pero esto solo ocurrió para S. yatensis. 

Los aislados Emma-6-12 y OAG-G1 que de acuerdo a los resultados 

previos sugerían que no pertenecían al género Streptomyces por 

mostrar isómeros meso- en su pared celular, así como una reacción 

negativa (no obtención de ningún producto de PCR) con el par de 

primers Sm, en estos casos los resultados de la comparación de 

secuencias indica que Emma-6-12 está relacionada con el género 

Nonomuraea mientras que el aislado OAG-G1 con el género 

Actinomadura. Ésta última dio un resultado con género y especie de 

Actinomadura viridis con un porcentaje de similaridad del 88%. 

Los resultados obtenidos para la comparación de la secuencia obtenida 

pero ahora con la base de datos del software Ez Taxon-e 

(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net) se indican en la tabla 27. 

El resultado de la comparación de las secuencias del gen 16S RNA en la 

base de datos Ez Taxon proporcionaron una visión (en algunos de los 

aislados de estudio) distinta a lo indicado por BLAST. Ez Taxon es una 

base de datos especializada en taxonomía procarionte y las 

comparaciones se hacen exclusivamente contra las secuencias de cepas 

tipo por lo que todos los resultados se dan contra la especie mas 

cercana. Los porcentajes de similaridad se encuentran por arriba del 

90% para todos los aislados de estudio (Tabla 27).  
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Al compararse los resultados obtenidos entre las dos bases de datos, se 

encontraron 4 coincidencias: (a) el aislado AK-1 en BLAST y Ez Taxon 

resultó ser similar a Streptomyces carpaticus con valores de similaridad 

de 90 y 98.41% respectivamente; (b) el aislado P5 resultó ser similar a 

Streptomyces drozdowiczii con 77 y 94.43% (los porcentajes más bajos 

para ambas tablas); (c) los aislados Emma-6-12 y OAG-G1, pero que 

como se indicó previamente no corresponden al género Streptomyces.  

Para este último caso, ambos resultaron del mismo género en ambas 

bases de datos, el primero para ambos es Nonomuraea pero para Ez 

Taxon Nonomuraea  monospora con 98.94% y para el aislado OAG-G1 

en ambos resultados fue Actinomadura viridis pero con valores del 88 y 

98.12%, respectivamente. 

Microorganismo 

Número de 
bases 

empleadas en 
Ez Taxon 

Resultado Ez Taxon 
Similaridad 

(%) 

Número de 
acceso de Ez 

Taxon 

9(13) 1211 Streptomyces cyaneofuscatus JCM 4364(T) 99.08 AY999770 
ae(4) 1569 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 98.97 AY999894 
AK-1 1224 Streptomyces carpaticus NBRC 15390(T) 98.41 AB184641 
AL-2 1564 Streptomyces hainanensis YIM 47672(T) 99.40 AB184641 
e(23) 1208 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 99.21 AY999894 
Emma-6-12 1212 Nonomuraea monospora PT708(T) 98.94 FJ347524 
f(12) 1206 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 98.42 AY999894 

HAR-17 1219 Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808(T) 99.38 AB184162 

HAR-18 1618 Streptomyces cyaneofuscatus JCM 4364(T) 99.15 AY999770 
OAG-B1 1572 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 1248(T) 96.15 AB184115 
OAG-G1 1626 Actinomadura viridis IFO 15238(T) 98.12 D85487 
P5 1010 Streptomyces drozdowiczii NBRC 101007(T) 94.43 AB249957 
S.griseus 1615 Streptomyces violascens IPS 5183(T) 98.78 AY999737 
S.yatensis 1252 Streptomyces mordarskii NRRL B-1346(T) 98.10 EF408735 

Tabla 27. Resultados del Ez Taxon para cada una de las 

secuencias de los aislados. 
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Una comparación de los resultados obtenidos de la base de datos de Ez 

Taxon y los clados reportados en el trabajo de Labeda y colegas (2012) 

se muestra en la tabla 28. 
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Microorganismos Resultados Ez Taxon Clado (Labeda, 2012) Microorganismos Resultados Ez Taxon Clado (Labeda, 2012) 

9(13) Streptomyces cyaneofuscatus N/A HAR-17 Streptomyces pluricolorescens N/A 
Streptomyces griseoplanus 54 Streptomyces rubiginosohelvolus 42 
Streptomyces griseorubiginosus 7 Streptomyces setonii N/A 
Streptomyces halstedii  36 Streptomyces griseoplanus  54 
Streptomyces microflavus N/A Streptomyces sindenensis N/A 

ae(4) Streptomyces griseoplanus 54 HAR-18 Streptomyces cyaneofuscatus N/A 
Streptomyces cyaneofuscatus N/A Streptomyces pluricolorescens N/A 
Streptomyces cinereorectus 61 Streptomyces rubiginosohelvolus 42 
Streptomyces setonii  N/A Streptomyces parvus  N/A 
Streptomyces pluricolorescens N/A Streptomyces setonii N/A 

AK-1 Streptomyces carpaticus 128 OAG-B1 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi 21 
Streptomyces cheonanensis N/A Streptomyces hainanensis 129 
Streptomyces hyderabadensis N/A Streptomyces sodiiphilus N/A 
Streptomyces lacticiproducens 64 Streptomyces rangoonensis 126 
Streptomyces xiamenensis 128 Streptomyces albus subsp. albus. 120 

AL-2 Streptomyces  hainanensis 129 P5 Streptomyces drozdowiczii N/A 
Streptomyces globisporus 129 Streptomyces brevispora N/A 
Streptomyces pluricolorescens 129 Streptomyces beijiangensi N/A 
Streptomyces rubiginosohelvolus 129 Streptomyces laculatispora     N/A 
Streptomyces pluricolorescens 77 Streptomyces setonii N/A 

e(23) Streptomyces griseoplanus 54 S.griseus Streptomyces violascens 29 
Streptomyces setonii  N/A Streptomyces albidoflavus 112 
Streptomyces cyaneofuscatus N/A Streptomyces somaliensis  85 
Streptomyces cinereorectus 61 Streptomyces hydrogenans N/A 
Streptomyces rubiginosohelvolus  42 Streptomyces daghestancicus N/A 

f(12) Streptomyces griseoplanus 54 S.yatensis Streptomyces mordarskii  80 

Streptomyces globisporus 112 Streptomyces geldanamycininus N/A 

Streptomyces pluricolorescens N/A Streptomyces yatensis N/A 

Streptomyces rubiginosohelvolus 42 Streptomyces  actimycoticus  N/A 

Streptomyces cyaneofuscatus  N/A Streptomyces melanosporofaciens 80 

Tabla 28. Resultados del Ez Taxon para cada una de las secuencias de los aislados, relacionados con los clados del gen ARN 16S de 

Labeda et al. (2012). 
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6.4. Evaluación del medio de arroz 

Para la evaluación del medio a base de arroz, se plantearon seis 

diferentes medios, con diferentes concentraciones del cereal y con o sin 

sales traza. Estas seis variantes se emplearon para establecer el diseño 

de cuál sería el mejor medio prototipo con una composición muy similar 

al ISP-3 y tomando como premisa el requerir un medio de color blanco 

para contrastar con los colores que genera el micelio aéreo y las 

diferentes tonalidades de los pigmentos que sintetizan los 

estreptomicetos. 

Un estudio de mercado (https://www.superama.com.mx // 

http://www1.soriana.com/site/default.aspx?p) permitió verificar los 

precios y las presentaciones que se encuentran tanto de la avena como 

del arroz. En este sentido, el precio promedio del kilo de arroz resultó 

ser de $15.63 MNX (promediando cinco marcas diferentes) y el precio 

promedio de 400g de avena se encuentra en $12.90 MNX (promediando 

tres marcas diferentes). Al menos con respecto al costo, resulta una 

mejor opción utilizar el arroz debido a que (a) es más económico y (b) 

se encuentran más alternativas en el mercado tanto de marcas como de 

presentaciones. 

La preparación de estos medios a base de cereales es más complicada 

en comparación a los medios deshidratados, pues es necesario hervir un 

litro de agua con la cantidad de cereal predeterminada (para agar avena 

20g) durante 30 a 40 minutos, posteriormente se cuela y se comprime 

el cereal contra una coladera por 5 minutos, aforando a un litro, agregar 

solución de sales traza, ajustar pH y esterilizando. El arroz presentó 

mayores problemas al momento de hervirlo con el agua pues se “infla” 

más que la avena, desbordándose del vaso en pocos minutos lo que 

hace que la preparación requiera mas cuidado. De las diferentes 

https://www.superama.com.mx/
http://www1.soriana.com/site/default.aspx?p
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evaluaciones realizadas, el medio 3 AZ con 60g de arroz en un litro de 

agua, duró 60 minutos la etapa de ebullición por los problemas antes 

mencionados.  La preparación del medio 1 AZ fue muy similar a la 

preparación del medio de avena, ya que son muy semejante a los 

porcentajes con respecto al agar avena. 

La producción de pigmento, un parámetro importante para la 

caracterización estreptomicetos como se ha mencionado, dió diferentes 

resultados de acuerdo a cada aislado sin ningún patrón específico. 

Mientras en algunos de los medios de estudio el pigmento apareció en 

menor tiempo (por ejemplo debajo de los 7 o 14 días de crecimiento), 

en otros medios tardó más, mientras que en otros nunca se llegó a 

observar. También es de mencionarse que la cantidad de pigmento 

producido fue en mayor o menor proporción. Adicionalmente, en 

algunos medios la producción del micelio aéreo era más temprana y en 

mayores proporciones que en otros de los medios evaluados. 

Con respecto a la morfología colonial y el crecimiento, éste fue muy 

variado dentro de los diferentes medios de cultivo para el mismo 

aislado, es decir, cambios en la forma y color de la colonia y micelio de 

un medio con sales traza a otro sin sales traza. Tampoco existió algún 

patrón específico en medios que tuvieran o carecieran de sales traza 

como en la receta del agar avena. En este sentido, aparentemente la 

adición de sales traza para el agar arroz no parece tener un efecto 

crítico en el crecimiento y morfología colonial, lo que lo colocaría como 

una ventaja ante el ISP-3. 

Se registraron los resultados  a 7, 14 y 21 días de incubación con 

imágenes representativas en las Figuras 20 y 21.  
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Figura 20. Medio de arroz, aislados AK-1 y AL-2; las nomenclaturas 

de los medio evaluados se especifican en las Figuras 13 y 14 de la 

sección Metodología Experimental. 

. 
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Figura 21. Fotos representativas de la evaluación del medio de arroz, 

con los microorganismos S. yatensis y P5. 
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A los 21 días de evaluación, cada aislado mostró un comportamiento 

diferente como se describe a continuación. 

Aislado e(23). Se observó una generación abundante de pigmentos en 

el medio de avena así como en el medio de arroz pero en menor 

proporción. Si bien la producción de pigmento en los medios con arroz 

fue menor que en los de avena, la formación del micelio aéreo se 

presentó primero en el medio 3 AZc. 

Aislado f(12). Mayor producción de pigmento en agar avena, así como 

un crecimiento más abundante, comparado con el agar arroz. Se 

observa una diferencia en morfología colonial muy marcada entre ambos 

medios. 

Aislado 9(13). En general se presentó un crecimiento más abundante, 

así como más producción de pigmento en agar avena, en comparación 

del agar arroz. 

Aislado AK-1. Se formó el micelio aéreo primero en el agar arroz que 

en agar avena, presentándose la aparición del micelio en el agar arroz a 

los 7 días y en el agar avena a los 14 días. En este caso, la presencia de 

pigmento fue mayor en el agar arroz que en el agar avena. 

Aislado ae(4). Se generó un pigmento muy notorio en el medio 2 y 3 

del agar arroz sin sales traza y en el medio 1 de arroz no hubo 

formación de pigmento. Este aislado mostró muy poco crecimiento en 

agar avena además de observarse una diferencia significativa en la 

morfología colonial entre ambos medios. 

Aislado HAR-17. Hubo mayor generación de pigmento en el agar 

arroz, donde se presentó un pigmento más obscuro en el medio 3 en 

comparación de los medios 1 y 2 del agar arroz tanto con y sin sales 
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traza. Hubo además crecimiento lento y sin producción de pigmento en 

el agar avena. 

Aislado HAR-18. En todos los medios se generó pigmento en gran 

cantidad, sin verse diferencias entre los medios evaluados donde se 

sembró al microorganismo. Hubo una diferencia significativa en la 

morfología colonial entre el medio de avena y el de arroz. 

Aislado P5. Se presentó la producción de pigmento hasta el día 21 de 

incubación y sólo se presentó en los medios adicionados con sales traza. 

Streptomyces griseus. Diferencia morfológica de las colonias entre 

ambos medios de arroz y avena. Una producción de pigmento más 

notaria en el medio de avena, en comparación a los medios de arroz.  

Streptomyces yatensis. En el agar de avena y en el medio 1 del agar 

de arroz, se observaron colonias grises con bordes blancos. En el medio 

2 y 3 del agar de arroz, colonias negras con bordes blancos y una 

producción de pigmento muy abundante. 

Aislado AL-2. Generó un pigmento más obscuro en los medios de 

arroz, en comparación de los medios de avena.  

Aislado OAG-B1. En el medio 3 de arroz, de los 12 aislados estudiados, 

solo OAG-B1 tuvo problemas de crecimiento en los medios de prueba 

donde, en los medios de avena y los medios 1 y 2 de arroz; dicho 

crecimiento muy lento. A pesar del escaso crecimiento, éste fue bueno y 

con una producción  abundante de pigmento en el medio AZ medio 3.  

De los 12 microorganismos en prueba, 7 presentaron un mejor 

crecimiento, tanto desarrollo temprano de micelio como mayor 

producción de micelio en el medio de arroz mientras los 5 

microorganismos restantes crecen mejor en el medio de avena. Los 
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resultados fueron muy variados como se indicó previamente ofreciendo 

además diferentes morfologías coloniales, producción de micelio o 

pigmentos, entre los medios de agar avena y agar arroz. En lugar de 

una sustitución del agar avena, tal vez los medios podrían emplearse 

como complementarios para la caracterización de Streptomyces.  

Se recomienda utilizar el medio 1 AZc, ya que es el que tiene 25mg de 

arroz, que sería una concentración aproximada a la del medio de avena 

y el manejo en laboratorio es mejor al calentar poca cantidad de arroz 

en agua. Si bien, no parecen existir diferencias significativas entre los 

medios que contenían sales traza de los que no, se recomienda utilizar 

las sales traza, ya que los microorganismos pueden necesitar estos 

elementos metálicos para su metabolismo enzimático. 

Debido a la capacidad innata de los estreptomicetos para la generación 

de metabolitos secundarios y toda la información recopilada en este 

trabajo, se hizo finalmente una búsqueda para establecer una 

comparación global, tanto fenotípica como genotípica de los aislados de 

Streptomyces que se trabajaron en esta tesis y a cuáles corresponderían 

de los clados de Labeda y colaboradores (2012) asi como, tal vez, la 

producción de algún metabolito farmacológicamente activo. 

1. El aislado 9(13) tuvo similitud con tres especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda y colegas 

(2012) donde las 3 están descritas como colonias grises y con un 

micelio aéreo liso. El aislado 9(13) genera colonias cafés claras al igual 

que su pigmento y su micelio aéreo es rugoso. Con lo anterior y con el 

porcentaje de similitud al microorganismo identificado como más 

cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas, 

podríamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado 

por la base de datos Ez Taxon. 
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De los tres microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012) son 

Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos 

secundarios farmacológicamente activos, como es el caso de 

Streptomyces halstedii que sintetiza la carbomicina, que es un 

antibiótico de la familia de los macrólidos (Korolkova et al., 1983); 

Streptomyces microflavus  produce un antiviral llamado Fativiracina A1 

(Uyeda et al., 1998; Yokomizo et al., 1998).  

2. El aislado ae(4) tuvo similitud con dos especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012), 

donde los dos están descritas como colonias grises y con un micelio 

aéreo liso, mientras que el aislado ae(4) tiene colonias cafés claras, su 

pigmento café obscuro y su micelio aéreo es rugoso. Con lo anterior y 

con el porcentaje de similitud al microorganismo identificado como más 

cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas, 

podríamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado 

por la base de datos Ez Taxon. 

De los dos microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que 

son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos 

secundarios farmacológicamente activos, en este clado se encuentra  

Streptomyces griseoplanus que sintetiza una molécula llamada 

“Anticapsina” que es un inhibidor de la síntesis del ácido hialurónico de 

la cápsula de Streptococcus pyogenes (Boeck et al., 1971; Neuss et al., 

1970). 

3. El aislado AK-1 tuvo similitud con tres especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012), 

donde dos de los tres microorganismo que se encuentran en el clado 

128, están descritos como colonias grises y con un micelio aéreo liso, el 

aislado AK-1 corresponde con dicha descripción; el tercer 
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microorganismo está descrito como colonias amarillas-grisáseas y 

micelio plano. Con lo anterior y con el porcentaje de similitud al 

microorganismo identificado como más cercano, con el cual no se 

considera que sean secuencias idénticas, podríamos decir que este es un 

microorganismo diferente al identificado por la base de datos Ez Taxon, 

pero podríamos pensar que puede pertenecer al clado 128. 

De los dos microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que 

son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos 

secundarios farmacológicamente activos, como es el caso de 

Streptomyces carpaticus que sintetiza una proteasa (Haritha et al., 

2012) y como el caso de Streptomyces lacticiproducens que es un 

productor de ácido láctico (Zhu et al., 2011). 

4. El aislado AL-2 tuvo similitud con las cinco especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012), 

donde cuatro de los cinco microorganismos se encuentran en el clado 

129, donde cuatro de éstos están descritos como colonias amarillas y 

con un micelio aéreo liso, el aislado AL-2 corresponde con dicha 

descripción. El quinto microorganismo está descrito como colonias grises 

y micelio rugoso. Con lo anterior y con el porcentaje de similitud al 

microorganismo identificado como más cercano, con el cual no se 

considera que sean secuencias idénticas, podríamos decir que este es un 

microorganismo diferente al identificado por la base de datos Ez Taxon, 

pero podríamos pensar que puede ser parte del clado 129. 

De los cinco microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), 

que son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos 

secundarios activos, como es el caso de Streptomyces rapamycinicus  

que sintetiza la rapamicina que es un antibiótico de tipo polieno y tiene 

variados efectos terapéuticos, ya que funciona como agente antifúngico, 
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antineoplásico e inmunosupresor (Kumar & Goodfellow, 2008; Vezina, 

1975).  

5. El aislado e(23) tuvo similitud con tres especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012), 

donde los tres están descritos como colonias grises y con un micelio 

aéreo liso, el aislado e(23) corresponde con dicha descripción. Por el 

porcentaje de similitud al microorganismo identificado como más 

cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas, 

podríamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado 

por dicha base de datos. 

De los tres microorganismos referenciados por Labeda (2012), que son 

Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos 

secundarios con actividad farmacológica, nuevamente el caso de 

Streptomyces griseoplanus.  

6. El aislado f(12) tuvo similitud con tres especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012), 

donde los tres están descritos como colonias rojizas y con un micelio 

aéreo liso, el aislado f(12) es de colonias blancas con micelio aéreo 

rugoso. Por lo anterior y por el porcentaje de similitud al 

microorganismo identificado como más cercano, con el cual no se 

considera que sean secuencias idénticas, podríamos decir que este es un 

microorganismo diferente al identificado por la base de datos Ez Taxon. 

De los tres microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que 

son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos 

secundarios farmacológicamente activos, nuevamente el caso de 

Streptomyces griseoplanus y como el caso de Streptomyces globisporus 
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que sintetiza un agente antitumoral identificado como C-1027-AG (Otani 

et al., 1991).  

7. El aislado HAR-17 tuvo similitud con dos especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012), 

donde los dos están descritos como colonias grises y rojizas, con un 

micelio aéreo liso, el aislado HAR-17 tiene colonias cafés claras, su 

pigmento café obscuro y su micelio aéreo es rugoso. Por lo anterior y 

por el porcentaje de similitud al microorganismo identificado como más 

cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas, 

podríamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado 

por dicha base de datos. 

De los dos microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que 

son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos 

secundarios farmacológicamente activos, nuevamente el caso de 

Streptomyces griseoplanus y el caso de Streptomyces sindenensis que 

sintetiza una molécula llamada Actinomicina-D un antibiótico de  la 

familia de los aminoglucósidos (Praveen et al., 2008).  

8. El aislado HAR-18 tuvo similitud con una especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012), 

donde dicho microorganismos está descrito como colonias rojizas, con 

un micelio aéreo liso, mientras que el aislado HAR-18 tiene colonias 

cafés, su pigmento café obscuro y su micelio aéreo es rugoso. Por lo 

antes mencionado y por el porcentaje de similitud al microorganismo 

identificado como más cercano, con el cual no se considera que sean 

secuencias idénticas, podríamos decir que este es un microorganismo 

diferente al identificado por la base de datos Ez Taxon. 
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Los microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que son 

Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos 

secundarios con actividad farmacológica.  

9. El aislado P5 no tuvo similitud con especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012).  

Por el porcentaje de similitud al microorganismo identificado como más 

cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas, 

podríamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado 

por la base de datos Ez Taxon. 

10. El aislado OAG-B1 tuvo similitud con cuatro especies del género 

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012), 

donde las cuatro están descritas como colonias blancas, con un micelio 

aéreo liso, el aislado OAG-B1 tiene colonias amarillas, pigmento café 

claro y su micelio aéreo es liso. Por lo antes mencionado y por el 

porcentaje de similitud al microorganismo identificado como más 

cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas, 

podríamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado 

por dicha base de datos. 

Si bien no se identificó con género y especie a los aislados, la similitud 

de las secuencias son buenas, por lo que se podría sugerir que si los 

Streptomyces identificados en los clados de Labeda et al. (2012) 

producen moléculas activas, los aislados de Streptomyces también 

puede producir metabolitos secundarios farmacológicamente activos, 

por lo que se sugiere realizar pruebas específicas para identificar las 

moléculas activas. 
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Si bien, los aislados Emma-6-12 y OAG-G1, no se incluyeron como tal 

en esta parte final de los resultados por haberse encontrado que no 

pertenecen al género Streptomyces, también se sembraron en los 

medios en evaluación y también arrojaron resultados interesantes. El 

aislado OAG-G1 (género Actinomadura) no creció ni en agar avena, ni 

en agar arroz. El aislado Emma-6-12 (género Nonomuraea) creció bien 

en los medios a base de arroz, sobre todo en el medio 1 Azc con 

generación de pigmento a los 21 días de crecimiento (figura 22). Lo 

anterior podría sugerir que el medio de arroz podría funcionar para 

caracterizar al género Nonomuraea,  evaluando más especies de dicho 

género para observar si esto se repite. 

 

Figura 22. Fotos de la evaluación del medio de arroz con el aislado Emma-6-

12. 
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7. CONCLUSIONES 

 

Las especies del género Streptomyces constituyen la gran mayoría 

de los taxones dentro de la familia Streptomycetaceae, son un 

componente predominante de la población microbiana en los 

suelos y medios acuáticos de todo el mundo y han sido objeto de 

aislamiento e identificación en los últimos años, ya que son una 

fuente de metabolitos secundarios activos farmacológicamente e 

importantes para el comercio y la medicina. Por lo que la 

caracterización de estos microorganismos es primordial, el estudio 

de condiciones experimentales, medios de cultivos óptimos, la 

determinación de características morfológicas  y propiedades de 

pigmentación, así como los perfiles de utilización de carbono son 

parte de esta labor. 

La caracterización quimiotaxonómica es importante pues 

proporciona resultados confiables sin necesidad de emplear 

herramientas de biología celular y las 12 cepas de estudio se 

caracterizaron por tener una pared celular tipo 1, que nos indica 

que son del genero Streptomyces y estos resultados coincidieron 

con los de la caracterización genotípica. Dos aislados que parecían 

Streptomyces resultaron ser de otros géneros, Actinomadura y 

Nonomuraea (pared celular con el isómero tipo meso-).  

La caracterización fenotípica permitió establecer los perfiles de 

utilización de moléculas orgánicas, que son importantes para el 

diseño de medios de cultivo o identificación de los 

microorganismos, así como para conocer el comportamiento de 

dichos microorganismos en la naturaleza. Es por eso que se 

realizaron las pruebas de degradación de aminoácidos, la curva de 
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tolerancia a NaCl y las pruebas de utilización de fuentes de carbono 

y nitrógeno. 

La caracterización genotípica, tanto las herramientas de la biología 

molecular como el empleo de bases de datos electrónicas, son 

importantes para conocer los microorganismos con los que se está 

trabajando. Ninguno de los 12 aislados resultó con una similaridad 

del 100% contra las secuencias depositadas en las bases de datos 

NCBI o EZ-Taxon. Lo anterior sugiere que los microorganismos de 

estudio posiblemente se traten de nuevas especies que podrían ser 

descritas y está en línea con la sugerencia de que México es un 

país altamente biodiverso inclusive en cuanto a su diversidad 

microbiológica.  

 Se evaluó un nuevo medio de cultivo a base de arroz como sutrato 

y  que representa una nueva alternativa para caracterizar 

miembros del género Streptomyces. Con esta nueva alternativa se 

lograron observar diferencias notables en las características de 

crecimiento, morfología colonial, producción del micelio aéreo y de 

pigmento. Lo que representa un medio para la caracterización de 

Streptomyces.  

Se sugiere utilizar el medio 1 AZ (25mg de arroz) que es una 

proporción aproximada a la del medio ISP-3 con sales traza. Sí 

bien el medio de agar arroz no viene a sustituir al agar avena, de 

acuerdo a este estudio si podría complementar la gama de medios 

para caracterizar a Streptomyces por los diferentes resultados 

obtenidos en la comparación y por sus características favorables 

de composición y color. El agar arroz se convierte en una clave 

más para la caracterización fenotípica de microorganismos de este 

importante género. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

 Realizar un árbol filogenético de secuencias del gen ARN 16S 

con todas las secuencias del género Streptomyces y los aislados 

de este estudio para establecer exactamente las relaciones que 

existen entre las especies y los aislados asi como para determinar 

sus distancias evolutivas. 

 

 Evaluar la actividad farmacológica (antibacteriana o 

antifúngica) de los microorganismos de este estudio, al 

enfrentarlos contra bacterias Gram positivas, Gram negativas, 

levaduras y hongos patógenos. 

 

 Realizar un estudio más extenso que ahora incluya cepas 

tipo para continuar con la evaluación y optimización del medio 

propuesto con base en arroz así como comparaciones contra el 

agar avena. 

 

 Considerar el empleo del agar arroz para otros géneros de 

Actinobacteria. 
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10. ANEXOS 

 

10.1. Medios de cultivo 

 

Agar arroz 

 50.0 g de arroz 

 0.5 mL de soluciones traza 

 6.0 g de agar 

 500 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 

Agar avena  (OA) 

 20.0 g de avena 

 1.0 mL de solución de sales traza 

 12.0 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 

Medio basal 

 10.0 g de glucosa 

 0.5 g de MgSO4
 . 7H2O 

 0.5 g de NaCl 

 0.01 g de FeSO4
 . 7H2O 

 1.0 g de K2HPO4 

 12 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 
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Agar Bennett’s 

 10 g de Lab-Lemco 

 2 g de peptona 

 2 g de extracto de levadura 

 2 g de triptosa 

 10 g de glucosa 

 400 mg de almidón 

 400 mg de CaCO3 

 Trazas de CoCl2 

 Trazas de Citrato Férrico de amonio 

 12 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 

Agar Bennett’s modificado 

 0.8 g de Lab-Lemco 

 1.0 g de extracto de levadura 

 2.0 g de Bacto-Caseina 

 10.0 g de glucosa 

 12 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 

Agar GYEA 

 10 g de glucosa 

 10 g de extracto de levadura 

 12 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 
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Agar GYM 

 4.0 g de glucosa 

 4.0 g de extracto de levadura 

 10.0 g de extracto de malta 

 2.0 g de CaCO3 

 12.0 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 (ajustar pH solo con KOH) 

ISP-9 

 2.64 g de (NH4)2 SO4 

 2.38 g de K2HPO4
 . 3H2O 

 1.0 g de MgSO4 
. 7H2O 

 1 mL de solución de sales traza 

 12 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 6.8-7.0 

Agar Non-sporulating (NS) 

 20 g de casa-aminoácidos 

 20 g de almidón soluble 

 4 g de extracto de levadura 

 12 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 

Agar YEME 

 3.0 g de extracto de levadura 

 3.0 g de extracto de malta 

 5.0 g de bactopectona 

 10.0 g de glucosa 

 12.0 g de agar 

 1000 mL de agua bidestilada 

 pH 7.0-7.2 
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10.2.  Soluciones y reactivos 

 

GTE  

 2.27 mL de glucosa al 40% 

 2.0 mL de EDTA 0.5 M, pH 8  

 2.5 ml de Tris- HCl pH 8   

 93.23 mL de agua desionizada para un volumen final de 100 mL 

Solución de sales traza (Pridham y Gottlieb) 

 1.28 g de CuSO4
 . 5H2O 

 0.22 g de FeSO4
 . 7H2O 

 1.58 d de MnCl2
 . 4H2O 

 0.3 g de ZnSO4
 . 7H2O 

 200 mL de agua bidestilada 

Solución amortiguadora de TBE  

 11.16 g de Tris base  

 8.42 gr de ácido bórico  

 0.98 g de EDTA sódico 

 1000 mL de agua destilada   

 Se esteriliza en la autoclave 

Estándares de McFarland 

1. Se prepara una solución de BaCl2 (SIGMA) al 1% y otra de H2SO4 

puro (BAKER) al 1%. 

2. Estas 2 soluciones se ponen en las cantidades establecidas e 

acuerdo a la tabla ¿. Y se mezclan perfectamente en tubos de 

ensaye de rosca. 

3. La densidad de cada tubo corresponde a la densidad de las 

suspensiones microbianas, indicadas en la tabla A. 

 



      ANEXOS 

98 
 

Estandar Volumen 
BaCl₂ 1% (mL) 

Volumen 
H₂SO₄  1% 

(mL) 

Suspención Bacteriana 
correspondiente (10⁸ UFC/mL) 

0.5 0.05 9.95 1.5 

1 0.1 9.9 3 

2 0.2 9.8 6 

3 0.3 9.7 9 

4 0.4 9.6 12 

5 0.5 9.5 15 

6 0.6 9.4 18 

7 0.7 9.3 21 

8 0.8 9.2 24 

9 0.9 9.1 27 

10 1.0 9.0 30 

Tabla A. Relación entre los estándares de McFarland y la suspensión 

bacteriana. (Murray et al, 2003) 
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10.3. Gráficas de crecimiento de fuentes de carbono, nitrógeno 

y degradación de aminoácidos a 7 y 14 días 
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10.4. Resultados del BLAST para cada uno de los aislados 

 

10.4.1. Aislado 9(13) 

 

 

10.4.2. Aislado ae(4) 
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10.4.3. Aislado AK-1 

 

 

 

 

10.4.4. Aislado AL-2 

 

 

 



      ANEXOS 

107 
 

 

 

10.4.5. Aislado e(23) 

 

 

 

10.4.6. Aislado Emma-6-12 
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10.4.7. Aislado f(12) 

 

 

 

10.4.8. Aislado HAR-17 
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10.4.9. Aislado HAR-18 

 

 

10.4.10. Aislado OAG-B1 
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10.4.11. Aislado OAG-G1 

 

10.4.12. Aislado P5 
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10.4.13. S. griseus 

 

 

 

10.4.14. S. yatensis 
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10.5. Resultados del Ez Taxon para cada uno de los aislados 

 

10.5.1 Tabla general de resultados 

 

 

 

10.5.2. Aislado 9(13) 
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10.5.3. Aislado ae(4) 

 

 

 

 

10.5.4. Aislado AK-1 
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10.5.5. Aislado AL-2 

 

 

 

10.5.6. Aislado e(23) 
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10.5.7. Aislado Emma-6-12 

 

 

 

10.5.8. Aislado f(12) 
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10.5.9. Aislado HAR-17 

 

 

 

10.5.10. Aislado HAR-18 
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10.5.11. Aislado OAG-B1 

 

 

 

10.5.12. Aislado OAG-G1 
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10.5.13. Aislado P5 

 

 

 

10.5.14. S. griseus 
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10.5.15. S. yatensis 
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