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I. INTRODUCCION



I.1.- MEDIOS AMBIENTES EXTREMOS

Probablemente no existe una definicién general satisfacto-
ria de lo que es un ambiente extremo. Todos estamos de acuerdo al decir
que son extremos los lagos salados alcalinos y los manantiales acidos,
pero aparte de estos y otros pocos ejemplos claros cada uno tiene su -
propio -criterio.

Existen numerosos ejemplos de ambientes que se consideran
extremos :

a) Ambientes de temperaturas elevadas .- Entre éstos se en

cuentran fumarolas volcéanicas, suelos, manantiales de agua caliente —
&dcidos y alcalinos y manantiales submarinos de agua caliente. En algu-
nos de estos lugares se puede alcanzar temperaturas de hasta 100°C —-
(Tansey y Brock, 1978 ; Castenholz, 1979), aunque en estos ambientes -
se encuentran muchas formas de vida microbiana, a medida que la tempe-
ratura aumenta, las formas de vida se van haciendo cada vez mas limita
das.

b) Ambientes de bajas temperaturas .- Entre éstos se en —

cuentran suelos, atmdsfera y océanos. La mayor parte del agua del mar
Se encuentra a ?na temperatura cercana a los 0°C ; muchos microorganis
mos que viven en el mar no sélo resisten bajas temperaturas, sino que
ademas son capaces de soportar hasta 1100 atmosferas de presion. A pe
sar del ambiente tan restringido que supone la conbinacidén de altas -
presiones y bajas temperaturas, hasta el momento en todas las muestras
obtenidas del sedimento a distintas profundidades se han encontrado mi
croorganismos viables (Marquis y Matsumura, 1978).

c) Ambientes secos.- Algunos ce los estudios mas detalla-
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dos sobre el requerimiento de agua por parte de los microorganismos su
gieren que el crecimiento microbiano en condiciones de sequedad puede
ser el mas extremo de todos. La vida microbiana en tierras secas, espe
cialmente desérticas,puede ser muy limitada ; Ultimamente tomaron gran
interés los valles secos de la Antartida, donde se combinan una extre
ma sequedad (10% de humedad relativa) con frio extremo (temperaturas -
entre -20°C y -25°C), aunque la superficie de las rocas puede alcanzar
temperaturas considerablemente mas altas (Horowitz, 1979 ; Vishniac y
Hempfling, 1979). Sin embargo, existen evidencias de que en tierras de
la Antartida, que anteriormente fueron consideradas estériles, existe
una ecologia microbiana : cianobacterias endoliticas como productores
primarios(Friedman y Ocampo, 1976) y consumidores heterdtrofos. Prueba
de esto Ultimo fue el aislamiento de algunas levaduras psicréfilas y -
hongos, realizando un enriquecimiento heterdtrofo a bajas temperaturas
a partir de muestras de suelo recogidas asépticamente (Vishniac y Hemp
fling, 1979).

La superficie de Marte es mas seca incluso que los valles
secos de la Antartida y la humedad relativa mas alta en su superficie
es de 0,02% (Horowitz, 1979). Como es bien conocido, la expedicidn Vi-
kingo no encontrd evidencia de vida microbiana (u otra vida) en la su-
perficie de Marte. Sin embargo, Vishniac y Hempfling (1979) sugirieron
que otras técnicas microbianas distintas a las empleadas podrian haber
dado mejores resultados.

d) Ambientes &cidos y alcalinos.- La mayor parte de los am

bientes naturales generalmente tienen una concentracidn de H' cercana
apH 7 ( 10—7M) , a la que la mayoria de los microorganismos se desarro

1llan mejor ; concentraciones muy altas o muy bajas de H" son normalmen
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te tdxicas para muchos microorganismos. Nuestros conocimientos acerca
de la vida a pH extremos son muy limitados. Sin embargo, los limites -
extremos estimados se encuentran comprendidos entre valores de pH 1 y
11 (Langworthy, 1978).

e) Metales pesados.- Algunas bacterias como consecuencia -

de su actividad metabdlica, principalmente produccidon de acidos, dan -
lugar a concentraciones de metales pesados que son bastante toxicas pa
ra otras formas de vida. Existen bacterias, hongos y algas que resisten
concentraciones de metales pesados tdxicos producidos por otros seres
vivos ; no obstante, Ehrlich (1978) no encontrd microorganismos vivos
en salmueras de las profundidades del Mar Rojo, las cuales contienen -
elevadas concentraciones de metales pesados.

f) Radiaciones elevadas.- Aunque las radiaciones, especial

mente las ionizantes, son capaces de destruir todas las formas de vida,
algunos microorganismos son mas resistentes que otros. Como ejemplo se
encuentra Bodo marina, que presenta una gran resistencia a las radia -

ciones ultravioleta y Deinococcus radiodurans cuya resistencia a las -

radiaciones ionizantes es iy elevada (Brooks y Murray, 1981). Aunque

algunos estudios han demostrado que las bacterias que habitan en manan
tizles radiactivos naturales presentan un alto nivel de resistencia a

las radiaciones, en general no existe una clara correlacién entre nive
les naturales de exposicidén y la resistencia de las especies (Kushner,
1864 ; Nasim y Jamen, 1978).

g) Ambientes con elevadas concentraciones de sal.- Durante

mucho tiempo se han empleado concentraciones elevadas de sal con el —
fin de conservar alimentos y desce que se descubrid que las alteracio-

nes producidas en pescados salados y otros alimentos en salazdén se de-
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bian a microorganismos, aumentd el interés en estudiar estas bacterias
caracterizadas por su halofilismo (Ingram, 1957 ; Scott, 1957 ; Gonza-

lez y Gutierrez, 1970).



I.2.- MEDIOS AMBIENTES HIPERSALINOS

Los medios ambientes hipersalinos acuaticos constituyen —-
una clase especial de medio ambiente extremo donde la concentracién --
elevada de sales, especialmente de cloruro sbdico, es el factor limi -
tante.los organismos que habitan estos medios han .de adaptarse a otros
factores ambientales como son : elevadas concentraciones de Ca2+ y Mg2+,
pH extremos, bajas tensiones de oxigeno, intensa iluminacién, etc.(Lan
yi, 1979).

La composicién quimica de estos medios ambientes viene de-
terminada en algunos casos por la existencia de depdsitos minerales en
el mismo medio, pero la mayoria de las veces es debida a procesos com
plejos de precipitacién y disolucidén que ocurren durante la evapora -
cién del agua (Brock, 1979).

Existen dos grandes grupos de medios acuiticos de elevada
salinidad : lagos salados naturales y las salinas solares. Estos me -
dios se dividen en dos tipos segin tengan una composicién de iones cua
litativamente semejante al agua del mar (medios talasosalinos) o ésta
sea diferente (medios atalasosalinos) (Brock, 1979).

En general, hay mayor diversidad y densidad de organismos
en lagos talasosalinos ; asi por ejemplo, la diversidad de la flora mi
crobiana es muy superior en el Gran Lago Salado, que es talasosalino ,
que en el Mar Muerto, mucho mas rico en sales magnésicas y con menor -
contenido en sales sbdicas.

Este hecho es bastante ldgico teniendo en cuenta que el ha
bitat primario de los microorganismos haldéfilos son las lagunas forma-

das como consecuencia de la evaporacidn del agua del mar. Por el con-
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trario, los lagos atalasosalinos no son muy frecuentes en la naturale-
za y, debido a su caracter transitorio, no servirian como lugares ade-

cuados para la evolucidn continua de microorganismos (Brock, 1979).

El Mar Muerto (Nissenbaum, 1975)

Hasta los estudios de Elazari-Volcani (13940), el Mar Muer-
to se habia considerado como un lugar desprovisto de todo tipo de vida.
El describid la presencia del alga Dunaliella y a las halobacterias co
mo el tipo de vida dominante, ademés de algunas cianobacterias y tres

microorganismos que considerd haloresistentes : Chromobacterium maris-

mortui, Flavobacterium halmephilum y Pseudomonas halestorgus.

Desde hace muchisimos afios, la columa de agua del Mar Muer
to estaba estratificada en virtud de un gradiente de salinidad, exis -
tiendo desde el punto de vista ecoldgico dos partes bien diferenciadas:
una superior hasta los 80 m, con unas condiciones de aerobiosis y tem-
peraturas entre 21 °C y 26 °C y una inferior anoxigénica con tempera-
turas entre 21 °C y 23 °C. En el inviermo de 1978-1979 las capas super
ficiales alcanzaron una salinidad superior y temperatura inferior a la
de las aguas profundas, por lo que la estratificacién de las aguas de-~
jo de mantenerse, produciéndose la mezcla de las mismas (Steinhom y -

Gat, 1983).

El Gran Lago Salado (Post, 1977)

Es un lago natural de caracteristicas talasosalinas que se
encuentra dividido desde 1957 en dos partes debido a la construccidn -
de un camino de roca semipermeable central.En la parte sur,la concentra
citn de las sales ha descendido en 20 afios hasta un 12 %-13 % y se espe

ra que en otro periodo similar alcance la salinidad del agua del mar .
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Por el contrario, la evaporacién en la parte norte ha alcanzado el gra
do de saturacidén de sales. Esta diferencia ha hecho que, mientras en -
la parte sur se ha desarrollado una amplia y variada poblacién de mi -
croorganismos, en la parte norte ésta ha quedado limitada a muy pocas
y caracteristicas formas de vida.

Los tipos microbianos dominantes pertenecen a los géneros

Halobacterium y Halococcus. La elevada densidad bacteriana imprime al

agua un color rojo caracteristico . En el lago se ha detectado la pre

sencia del crustaceo Artemia salina, pero hay algunos hechos que indi-

can que éste no lleva a cabo su ciclo de vida en la parte norte, sino
que la eclosidén tiene lugar en la parte sur, siendo luego transporta -
das hacia la zona norte. También se han encontrado varias especies de
moscas salinas (G. Ephydra) las cuales pueden completar su ciclo de vi

da incluso en las zonas mis salinas. Las algas Dunaliella salina y Du-

naliella viridis son los principales productores primarios del lago.

Lagos del Wadi-Natrum (Imhoff y col., 1979 ; Larsen , 1980)

El Wadi-Natrum estd localizado al noroeste de El Cairo ——
(Egipto) y esta formado por un conjunto de lagos hipersalinos de carac
teristicas alcalinas, con valores de pH prdoximos a 11.

La mayoria de los lagos del Wadi-Natrum estudiados hasta -
ahora presentan altas concentraciones de sales (alrededor del 30%) y -
color rojo debido a la presencia de halobacterias. En estos lagos se -
han encontrado muchas bacterias fotosintéticas, cianobacterias y algas
eucariotas (Dunaliella spp.) ; también se han encontrado algunos zoo -
flagelados que se alimentan de especimenes inferiores, pero en ninguno

de los lagos estudiados hasta ahora se han encontrado formas superiores.
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Salinas

Su fin es obtener sal solar mediante la evaporaciéon del —
agua del mar (Baas-Becking, 1931). Este medio es una fuente rica en mi
croorganismos haléfilos, aunque se han realizado pocos estudios en es-

te tipo de lagunas.



I.3.- TIPOS DE BACTERIAS HALOFILAS

Las bacterias presentan normalmente crecimiento optimo a -
una concentracién de sales que corresponde a la del agua dulce ; sin
embargo, las bacterias haléfilas tienen requerimientos especificos pa-
ra concentraciones elevadas de cloruro sbdico, no siendo éste reempla-
zable por otras sales o solutos no ionizables. Aquellas bacterias que
toleran altas concentraciones de cloruro sédico, pero que sin embargo
no lo requieren para su crecimiento, son denominadas halotolerantes y
no pueden ser consideradas verdaderas haléfilas.
Si bien existen varios criterios para la clasificacidn de
los microorganismos en relacidn con su comportamiento frente a la sal,
segin Kushner (1978), los microorganismos Se agrupan en las siguientes
categorias :
No haléfilos : Microorganismos que presentan un crecimien-
to 6ptimo en medios con menos de 0,2 M de -
sal (= 1%).

Haléfilos débiles : Microorgenismos que presentan un creci
miento Optimo en medios entre 0,2 My 0,5 M
de sal (= 1%-3%).

Haldfilos moderados : Microorganismos que presentan un cre
cimiento Optimo en medios entre 0,5 My 2,5
M de sal (= 3%-15%). Se consideran haldéfi -
los facultativos si ademids son capaces de -
crecer Optimamente en medios con menos de -
0,1 M de sal (= 0,%%).

Haldfilos extremos débiles : Microorganismos que presentan
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crecimiento optimo en medios entre 1,5 M y
4,0 M de sal (= 9%-23%).

Hal6filos extremos : Microorganismos que presentan un cre-
cimiento optimo entre 2,5 My 5,2 M de sal
(= 15%-30%) .

Halotolerantes : Microorganismos no haldéfilos que toleran
sal. Si crecen por encima de 2,5 M de sal -
(= 15%) se consideran halotolerantes extre-

mos.

Hay que sefialar que el término "sal' se refiere a cloruro
sddico, aunque pueden existir otras sales en el medio en cantidades -

mas pequefias.
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I.4.~ MICROORGANISMOS HALOFILOS EXTREMOS

En la 92 edicidén del Manual de Bergey , Larsen (1984) de-

fine a los miembros de la familia Halobacteriaceae como "aguellos co -

cos y bacilos que requieren mas del 8% de cloruro sbdico y en la mayo-
ria de los casos entre el 17 y el 23% para su crecimiento". Todos los
miembros de la familia son haldfilos obligados. Son bacterias aerobias
estrictas, Gram negativas, que normalmente poseen pigmentos carotenoi-
des (bacteriorruberinas) y presentan crecimiento éptimo a temperaturas
comprendidas entre los 40°C y 509C. La familia consta de dos géneros :

Halobacterium y Halococcus, los cuales presentan una serie de caracte-

risticas comunes :

Mantienen un medio intermo con una elevada concentracién de iones,es

pecialmente K (Brown, 1964 ; Larsen, 1973 ; Lanyi, 1974)

- Poseen un mecanismo fotosintetico sencillo no relacionado con la clo
rofila, gracias a la existencia en su membrana de una proteina con -
un pigmento isoprenoide (retinal) llamada bacteriorodopsina.

— Carecen en sus cubiertas de acido murédmico, acido diaminopimélico y
D-aminoacidos (Larsen, 1962 ; Brown, 1964).

- Sus proteinas, presentan gran cantidad de aminodcidos con caracter -
4cido, requiriendo para su estabilidad y funcionalidad un medio de -
alta salinidad (Brown, 1964 ; Kushner y Onishi, 1966 ; Larsen, 1967).

- Los lipidos de sus membranas son fosfatidos que presentan cadenas -

alifaticas ramificadas de naturaleza isoprenoide (grupos fitanilos -

de 20 atomos de carbono unidos al glicerol por enlace éter y no és -

ter (Grant, 1981).

- Presentan un ADN "satélite" que supone del 1C al 35% el ADN de la
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célula, con un contenido en G+C del 57 al 60%, mientras que el por
centaje de G+C del ADN mayoritario es del 66 al 68% (Larsen, 1984).
- Ambos géneros presentan ademds similares caracteristicas en cuanto a
su habitat, que suelen ser lugares de intensa iluminacién, baja ten-
sién de oxigeno y alto contenido en materia organica.
Recientemente, a las halobacterias junto con los metandge-

nos y dos géneros termoaciddéfilos, Sulfolobus y Thermoplasma, se les -

han denominado Archaebacterias (Woese, 1978). Todos estos organismos -
son procariotas en el sentido clasico de que no poseen un nucleo verda
dero ni otros orginulos subcelulares. Sin embargo, en la bioquimica y

estructura de ciertas macromoléculas, difieren tanto de procariotas co
mo de eucariotas. Segin Woese (1978) las Archaebacterias constituyen -
un nuevo reino primario. Asi, las Archaebacterias, Eubacterias y un Ur
cariota (célula eucariota original) derivaron de un antepasado comin o
progenote. E1 nombre de Archaebacterias alude al hecho de que estos or

ganismos debieron dominar en la primitiva biosfera.

Halobacterium

En la 92 edicidn del Manual de Bergey  (1984) se descri -
ben como bacilos Gram negativos, pleomorficos, de 0,5-1,2 x 1,0-6,0 'Jm,
o con forma de disco de 1,0-3,0 x 2,0—3,0}11’1’1 y 0,3—0,4}1111 de grosor.
Son méviles por flagelos lofotricos o inmdviles, aerobios estrictos ,
catalasa y oxidasa positivos. En medios de cultivo sblidos dan colonias
rojas, rosas o rojo-anaranjadas.

Las caracteristicas diferenciales de las cinco especies in

cluidas en este género(Larsen, 1984) y la especie H. mediterranei, re-

cientemente descrita (Rodriguez-Valera y col., 1983) se expresan en la
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tabla I.

Halococcus

Son cocos Gram negativos de 0,8-1,5 pm de didmetro, agrupa
dos en parejas, tetradas o grupos irregulares. Son inmdviles, aerobios
estrictos, oxidasa y catalasa positivos y no fermentan los azicares.
Producen indol y generalmente H2S. Reducen los nitratos y son capaces
de hidrolizar la gelatina y el Tween, pero no son capaces de hidrolizar
el almiddén. Las colonias en medios sblidos son opacas y pigmentadas de
rojo o rosa.

Existe una gran homogeneidad entre todas las cepas de Halo-
coccus descritas, que quedan incluidas en una sola especie H. morrhuae

(Larsen, 1984).
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Tabla I.- Caracteristicas diferenciales entre las distintas especies de Halobacterium

Pruebas H. saccharovorun H. salinarium H. vallismortis H. volcanii H. pharaonis H. mediterranei
Movilidad + + + - + +
Crec. anaer. - - + - - -
T2 Sptima 50°C 50°C 40°C 45°C 45°C 35°C
Ferm. az(cares + - + + - +
Red. nitratos + - + + - +
Hidr. gelatina - + - - + +
Hidr. almidén - - + - - +
Hidr. tween 80 - - - - ? +
Prod. H2S + + + + + -
Indol - + + + ? +




I.5.- MICROORGANISMOS HALOFILOS MODERADOS

En la actualidad se aceptan como bacterias haléfilas mode-

radas especies pertenecientes a los géneros Micrococcus, Planococcus y

Paracoccus entre los cocos ; Flavobacterium, Vibrio,Halomonas y Deleya

entre los bacilos Gram negativos y una especie perteneciente al género
Spirochaeta,Alln no se ha descrito ningin bacilo Gram positivo que haya
sido aceptado como un verdadero haléfilo moderado (Skerman y col.,1980;
Lessel, 1982 ; Krieg, 1984 ; Quesada y col., 1984).

Al igual que los haléfilos extremos, presentan un requeri-
miento especifico para el ién Na' desligado de un efecto puramente os-
mbtico (Robinson y Gibbons, 1952 ; Larsen, 1962). En soluciones hipotd
nicas se origina la lisis de estas bacterias que se evita mejor por el
cloruro sédico que por otros cloruros de cationes monovalentes. Sin em
bargo, parece ser que iones divalentes, como el I\/igz+ y Ca2+, pueden —
evitar esta lisis en concentraciones menores dquevel cloruic. sédico(La_I_‘_
sen, 1962). Estos experimentos demuestran un doble papel de las sales
en solucién : mantener la estructura de las cubiertas haldfilas y ade
mas, mantener la presidn osmdtica. La sensibilidad a la lisis aumenta
si las células, han crecido en medios con bajas concentraciones salinas;
este hecho parece estar relacionado con la existencia de ciertas enzi-
mas que influyen en la funcionalidad y estructura de la pared celular,
las cuales presentan un requerimiento especifico para el idn Nat (Lar
sen, 1962).

Los haléfilos moderados no poseen en sus estructuras exter
nas los lipidos atipicos de haldéfilos extremos (Kushner, 1968 ; Kushner

1978). Ademds presentan en sus cubiertas &cido murédmico y acidos grasos
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(Novistky y Kushner, 1975 ; Ohno y col., 1976).

Al igual que las halobacterias, estos microorganismos pre-
sentan una composicidén proteica de caracter acido en sus cubiertas, —-
con una mayor proporcién de aminoicidos acidos y basicos, que requie -
ren una cierta concentracién salina para mantener su estabilidad (Lan-
yi, 1974).

Los ribosomas de las bacterias haldfilas moderadas tienen
un grado mayor de relacidén con los de las bacterias no haléfilas que -
con los descritos en haldfilos extremos (Falkenber y col., 1976 ; Fal-
kerber y col., 1979).

En cuanto a la concentracién interma de iones, los haldfi-
los moderados presentan una menor proporcidén que las halobacterias, pe
ro mayor que la de bacterias no hal6filas, con una marcada tendencia
a acumular K" en concentraciones mis elevadas que la del medio externo

(Kushner, 1978).

1.- Cocos
En la tabla II se muestran las caracteristicas diferencia-

les de los cocos haldfilos moderados.

2.- Bacilos
Actualmente hay admitidas tan solo tres especies : Vibrio

costicola, Flavobacterium halmephilum y Deleya halophila, y el género

Halomonas , con la especie tipo H. elongata. En la tabla III se mues -
tran las caracteristicas diferenciales de los bacilos Gram negativos -

haldfilos moderados.
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Tabla II.- Caracteristicas diferenciales de cocos haldfilos moderados

Pruebas Micrococcus Planococcus Paracoccus
halobius halophilus halodenitrificans
Gram + + -
Movilidad - + -
Catalasa + + +
Acidos de:
Galactosa + - -
Glucosa + * -
Lactosa + - -
Maltosa + - -
Manitol + - -
Sacarosa + - -
Red. nitratos - - +
Red. nitritos .- - +
Hidr. gelatina - . +
Prod. H28 + - -
Indol + - -
V.P. + - ?

-18-



Tabla III.- Caracteristicas diferenciales de bacilos Gram negativos
haléfilos modérados.

Pruebas Vibrio Flavobacterium Deleya Halomonas
costicola halmephilum halophila elongata
Movilidad + - + +
Catalasa + + + +
Oxidasa + - + +
Crec. anaer. + - - +
Acidos de:
Galactosa ? - + ?
Glucosa + - + +
Lactosa - - _ 2
Maltosa + - + ?
Manitol + - - ?
Sacarosa + - _ 2
Red. nitratos * + + +
Hidr. gelatina - + - ¥

Hidr. almidén - - - -

Prod. st - ? + -
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3.- Espiroquetas

Spirochaeta halophila (Greenberg y Canale-Parola, 1976).

Gram negativa, movil por filamento axial, anaerobio facultativo y cata
lasa negativo. Reduce los nitratos en anaerobiosis y utiliza carbohi -
dratos como Unica fuente de energia, pero no aminodcidos ni &cidos gra

SOsS.
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I1.6.- BACTERIAS MARINAS

Segin la clasificacién de Kushner (1978), estas bacterias
quedan incluidas dentro de la categoria de haléfilos débiles. Son pues,
aquellos microorganismos que presentan un requerimiento especifico ha-
cia el ién Na' y un Optimo de crecimiento a concentraciones comprendi-
das entre 0,2 y 0,5 M de sal.

La mayoria de ellas han sido aisladas de medios marinos,—-—
presentando ademés de para el ién Na', un requerimiento especifico pa-
ra otros cationes de los que componen el medio marino, como Ca2+ y Mg2+
(Reichelt y Baumann, 1973). De hecho, algunas bacterias crecen mejor -
en medios con agua de mar, aunque otras crecen perfectamente en solu -
ciones artificiales equivalentes (Mac Leod.y Onofrei, 1956).

A pesar de sus requerimientos especificos para estas sales,
las bacterias marinas son capaces de crecer en un espectro salino mu -
cho mas pequefio que los haldfilos moderados (Larsen, 1962). No obstan-
te, algunos autores describen casos de halotolerancia elevada en este
tipo de bacterias (Forsyth y col., 1971).

Los requerimientos de Na' y la lisis en soluciones hipotd
nicas ocurren en las bacterias marinas sobre las mismas bases que en
haléfilos moderados y extremos : presidén osmdtica intera y naturale-—
za acida de sus proteinas (Baumann y Baumann, 1977).

En la actualidad se hallan descritas y admitidas un gran -
nimero de bacterias marinas (Skerman y col., 1980 ; Lessel, 1982 ; —

Krieg, 1984).
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Pseudomonas
Se hallan descritas cinco especies marinas pertenecientes

a este género : P. doudoroffii, P. marina, P. nautica (Baumann y col.,

1972), P. elongata y P. gelidicola (Palleroni, 1984). En la tabla IV -

se exponen las caracteristicas diferenciales de las cinco especies.

Flavobacterium

En la lista de bacterias aceptadas (Skerman y col., 1980)

han sido admitidas cuatro especies : F. marinotypicum, F. okeanokoites,

F. uliginosum, F. oceanosedimentum. En la 92 edicidén del Manual de Ber

gey (Holmes y col.,1984) se encuentran incluidas como especies de In-
certae sedis. Las caracteristicas diferenciales de estas especies se -

recogen en la tabla V.

Alteromonas
En la actualidad existen once especies aceptadas (Baumann
y col., 1984). En la tabla VI se exponen algunas caracteristicas dife-

renciales de las especies pertenecientes a este género.

Deleya

Reéientemente, las especies de origen marino pertenecien -
tes al género Alcaligenes han sido incluidas en el género Deleya (Bau-
marn y col., 1983). En la tabla VII se exponen las caracteristicas di-

ferenciales de las cuatro especies marinas del género Deleya.

Vibrio
Baumann y col. (1971) propusieron que las especies de ori-

gen marino asignadas al género Vibrio, debian ser incluidas en el géne
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Tabla IV.- Caracteristicas diferenciales de Pseudomonas de origen marino

Pruebas P. doudoroffii P. marina P. nautica P. elongata P. gelidicola
Oxidasa + - + + +
Oxidacion de:
Fructosa + + - ? ?
Galactosa - + - ? ?
Glicerol + + - ? ?
Glucosa - + - ? ?
L~histidina + + - ? ?
Manitol - + _ 2 ”
Ribosa (+) + - ? ?
Red. nitratos * - + - -
Hidr, gelatina - - * + -
Hidr. almidén - - + + ?
Hidr. tween 80 - - + ? ?

(+), el 75% o mas de las cepas dan la prueba positiva; *, aproximadamente el 50%

de las cepas dan positiva la prueba.
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Tabla V.- Pruebas diferenciales entre las especies marinas del género

Flavobacterium,

Pruebas F. marinotypicun F. oceanosedimentum F. okeanokoites F. uliginosum
Movilidad + - o -
Crec. anaer. + - + -
Acidos de:

Glicerol + - - -

Glucosa + - + -

Lactosa - - - +

Sacarosa - - - +
Red. nitratos , T - + +
Prod. H,S + - + -
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Tabla VI.- Caracteristicas diferenciales en Alteromonas

Especie bacilo Pig. Oxid. Req. Aa. Gel Lipol.
A. comunis curvado - + - - -
A. vaga recto - - - - -
A. macleodii recto - - - - -
A. haloplanktis recto - + - + +
A. espejiana recto - + + + +
A. undina curvado - + + + +
A. rubra recto rojo + + + +
A. luteoviolacea recto am-viol. + ? + +
'
A. citrea recto amar. + + + +
A. aurantia recto nar. + + + +
A. hanedai recto - ? + + +
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Tabla VII.~ Pruebas diferenciales entre las especies marinas del género Deleya

Pruebas D..austa D.cupida D. pacifica D. venusta:
Oxidasa + - + +
Oxidacién de:
L~ Arabinosa - + - -
L~ Histidina - (+) + (+)
Maltosa * - * +
Manitol + + - (+)
Manosa - + - _
Red. nitratos (+) (+) - +
Hidr. gelatina ' + - - -
Prod. H2S + - - -

(+), el 75% o mas de las cepas dan la prueba positiva; , aproximadamente el

50% de las cepas dan la prueba positiva.
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ro Beneckea. No obstante, recientemente todas las especies pertenecien
tes a dicho género han sido definitivamente aceptadas dentro del géne-
ro Vibrio (Baumann y col., 1984). En la tabla VIII se presentan algu -

nas caracteristicas de las especies marinas de Vibrio.

Bacillus
Sélamente se encuentra descrita una especie marina dentro

de este género : Bacillus marinus (Riger y col., 1979). Es un bacilo

Gram positivo, movil, catalasa positivo y aerobio estricto ; produce
acidos a partir de la glucosa, sacarosa, fructosa y maltosa, pero no
de la arabinosa y manitol. Hidroliza la gelatina y produce HZS ; no hi

droliza el almiddn ni produce indol.

Micrococcus
La Unica especie marina descrita dentro de este género es

Micrococcus sedentarius (Brisou, 1980). Dicha especie se caracteriza

por ser inmdvil, con capacidad para producir acidos a partir de la lac
tosa y sacarosa, pero no del manitol. Reduce los nitratos, hidroliza -

la gelatina y produce H,S , pero no hidroliza el almidén .
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Tabla VIII.- Algunas caracteristicas de las especies marinas del género Vibrio
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I.7.- BACTERIAS HALOTOLERANTES

Son aquellas bacterias que, si bien crecen mejor en medios
sin sal, poseen una gran capacidad para crecer en medios con concentra
ciones elevadas de sal (Kushner, 1978).

Existen grandes diferencias entre las distintas especies -
con respecto al limite méximo de sal, siendo éste una caracteristica -
especifica de cada especie o cepa (Brisou, 1980).

Entre los microorganismos que se conocen como més halotole
rantes, capaces de crecer a concentraciones superiores al 7,5-10 % de
sales, se encuentran bacterias pertenecientes a los géneros Staphyloco-

ccus, Bacillus, Listeria, Micrococcus, Pediococcus, etc.(Brisou, 1980).

En algunos casos esta capacidad se emplea como caracteristica diferen-
cial para la identificacidén de distintas especies, e incluso se utili-
za para el aislamiento selectivo de microorganismos de interés sanita-

rio, como por ejemplo es el caso de Staphylococcus aureus ¢ Listeria

monocytogenes, para cuyo aislamiento se emplean medios de cultivo se -

lectivos con una elevada concentracién de sal (Brisou, 1980 ; Koneman
y col., 1983).

No obstante, existen pocos estudios sistemiticos sobre la
presencia y propiedades de las bacterias halotolerantes en habitats -
naturales. Brisou y col. (1974) encontraron que dichos microorganis -
mos constituian el 90 % de la poblacién heterdtrofa de un lago hiper-

salino y que éstos se encontraban distribuidos en los géneros Microco-

ccus, Staphylococcus, Bacillus, Vibrio, Pseudomonas, Alcaligenes y Fla-

vobacterium.
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IO. OBJETIV.®G DEL TRABAJO



El presente estudio forma parte de una linea de investiga-
cidén iniciada hace varios afios en colaboracidon con la Universidad de -
Alicante, acerca de la ecologia y taxonomia de los microorganismos ha-

16filos.

Rodriguez-Valera (1981), utilizando una salina de estanque
maltiple localizada en Santa Pola‘(Aiicante), estudid la poblacidén he-
terdtrofa en los estanques que variaban desde un 10 % de sales hasta -
la saturacién. En su trabajo demostrd que los haldfilos moderados com—
petian con los extremos‘en el margen del 25 al 32 % de sales, predomi-
nando claramente los haldfilos extremos por encima de este intervalo y

los moderados por debajo.

Por otro lado, se estudiaron los microorganismos presentes
en dichas salinas desde el punto de vista taxondmico. Si bien, algunas
de las cepas haléfilas extremas coincidian con las descripciones ya ——
existentes, otras fueron incluidas dentro de tres nuevas especies (Ro-
dﬁgm&%ﬂaaycmL,1%3;&ﬁﬁgﬁb%ﬂma,mmz,Wmm&ayMBmwn

sometido a publicacidén).

En cuanto a la taxonomia de las bacterias haléfilas modera
-das, se obtuvieron una gran diversidad de ¢gpas, prodedentes tanto ———
de aguas como de suelos hipersalinos que resultaron incluidos dentro -

de los géneros Vibrio, Alteromonas, Deleya, Flavobacterium, Acinetobac-

ter, Planococcus y Sporosarcina (Ventosa y col., 1982; Quesada y col.,

1983 ; Ventosa y col., 1983).
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Baséndonos en estos trabajos anteriores nos propusimos estu
diar la distribucién de las bacterias heterdtrofas en unas salinas del
Sur‘de Espafia, eligiendo las situadas cerca de Huelva, por tener éstas
su origen en el Oceano Atléntico, ya que.todos 1os estudios realizados
hasta la fecha han sido efectuados en salinas cercanas al Mar Mediterra
neo. Con tal fin, se aislaron un gran nimero de cepas utilizando diétig
tos medios ''selectivos' con el objeto de obtener representantes de los
distintos grupos de bacterias que pueden encontrarse en dichos ambien——
tes hipersalinos: bacterias halotolerantes, marinas,haléfilas moderadas
y haldfilas extremas. Posteriormente se estudid el crecimiento de cada
cepa en distintas concentraciones de sal para confirmar la categoia de
cada bacteria dentro de dichds grupos. Asimismo, se procedid a caracte-—
rizar cada una de las cepas aisladas mediante pruebas morfoldgicas, bio
quimicas y nutricionales, encuadrandolas taxondmicamente mediante el em

pleo de andlisis numérico.

En este estudio, por tanto, se pretende realizar una compa-
racion con trabajos anteriores y aportar nuevos datos con respecto a la
taxonomia de las bacterias halotolerantes y marinas, no estudiadas ante

riormente con detalle en dichos habitats.
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III. MATERIAL Y METODOS



II11.1.- TOMA DE MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE LAS CEPAS

I11.1.1.- Toma de muestras

La toma de muestras se realizd a partir de distintos estan
ques de una salina solar localizada cerca de Huelva (Carretera local de
Huelva-Corrales, Km 3,500). En la Figura 1 se muestra un esquema de dai
cha salina.

Se tomaron un total de 47 muestras entre los meses de Julio
de 1983 y Abril de 1984. La toma de muestra se realizd en frascos esté
riles y se sembraron en el laboratorio dentro de un periodo de tiempo
de no mas de algunas horas. Posteriormente se determiné la salinidad y

pH de cada muestra (Tabla IX).

I11.1.2.- Medios de aislamiento

a.— Para bacterias halotolerantes :

Proteosa-Peptona (Difco).ceeeeceeeens cee-- 5¢g
Extracto de levadura (DifcO) ..veeeeenn .-- 10g
GlUCOSA sevieeesescssoscnsoscssocssnscsocsne lg
Agar (0x0id) ..eoceaenn etecsntenans 15 g
Agua destilada c.s.p. «e.... ceenaseanes 1000 ml

b.- Para bacterias marinas :

NaCl icveenneeneenn Cececseanans ceeeaae- 23,40 g
MgCl2 6H20............ .......... 3,90 g
MgSO4 7 HZO ........ teeesenvesans 6,10 g
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Figura 1.- Esquema de la salina objeto de nuestro estudio. Los nUmeros indican el

lugar de los estanques donde han sido recogidas las muestras.



Tabla IX.- PORCENTAJES DE SALES TOTALES Y pH DE LAS MUESTRAS

Julio 1983 Octubre 1983 Junio 1984 Abril 1984
Muestra

% sales pH % sales pH % sales pH % sales pH

totales totales totales totales
1 - - 22,4 7,4 2,2 6,9 18,1 7,1
2 - - 21,7 7,5 2,2 6,9 17,8 7,6
3 - - 22,9 7,4 2,3 7,3 18,8 7,6
4 53,7 7,4 19,8 7,6 2,5 7,8 18,3 7,3
5 54,9 7,0 32,4 7,4 4,4 7,3 35,5 7,3
6 56,6 7,1 31,8 7,5 3,2 7,3 25,3 7,5
7 53,8 7,2 31,9 7,5 1,8 7,1 26,6 7,5
8 - - 18,2 8,1 4,4 7,0 10,0 6.5
9 48,1 7,1 30,6 7,6 4,6 7,3 26,6 7,3
10 54,7 6,7 55,5 7,2 7,5 7.4 8,3 8,0
11 - - 55,2 7,3 10,4 7,3 - -

[

12 34,3 7,4 27,7 7,6 9,6 7,4 5,0 7,2
13 - - 26,0 7,3 - - - -
14 - - 12,2 7,5 3,6 7,2 - -
15 - - 5,9 7,4 3,3 7,2 - -




2

KCl thiiiiinnnnnnnnnns tesesvesennavoanea 0,60.g
NEHCOS teviiininnneneeesanennnns 0,02°¢
NaBIr tceeesseascscsscsecsscsscssnsassnsns 0,07 g
Ppoteosa-Peptona (DIfCO) veveneensennons 5,00 g
Extracto de levadura (DifCO) ...eoveeses 10,00 g
GluCOSa tveeevancencncanna tetsacaasne . 1,00 g
Agar (OX0id) civeeveerececncsoannes veees 15,00 g
Agua destilada CuSePe cvescsssscccnns «es 1000 ml

Para bacterias haléfilas moderadas :

NACL trvnvnneenrnenennnnens teeereeeeeee.. 178,00 g
Mgso4 7 H20 ceseseseasssannes sesccccasns 1,00 g
CaCl2 2 HQO cesesesessannes cesssesesesns 0,80 g
KCl tiiiiiereecnesssncenanasnss sesesssee . 5,00 g
NaHCO3 cesecaccnse cesssas sessssssssssaas . 0,16 g
NaBr ceeieccccnceannnns creeenenes cereees 0,58 g
Proteosa-Peptona (DifcO) ..cecevvacancas 5,00 g
Extracto de levadura (DifCO) ..veeesven. 10,00 g
GlUCOSA sassnsvesessnsscnes cessserasense 1,00 g
Agar (0X0id) veveveeeennsnnn eiieieeee.. 15,00 g

Agua destilada C.S.P: seevvecsessssassss 1000 ml

Para bacterias haldéfilas extremas :

NaCl .....e tecesssssessssases cesscsvas . 195,00 g
Mg012 6 HZO ceesssenssenssans creese veees 32,90 g
MgSO4 7 Hzo cessaccscsnne cessscasassnae 50,60 g
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2 2
KCl ...ccv.... ceesssnes teetesacscnacsn 5,00 g
NaHCO3 ceteccasoes Crecesessesserenennnes 0,16 g
NaBI' veveeeceencesensaanssosscnscnnnnoas 0,58 g
Proteosa~Peptona (DifCO) seeeevecencnces 5,00 g
Extracto de levadura (DifcO) .eevvveee.. 10,00 g
GluCOSA veveesecoccss tecsssecanns cesesas 1,00 g
Peniciling seveeeeeesncsanscecsnenssseess00000,00 U.T.

Aar (OXO1d) ceeevececesccacnvecsacecnas 15,00 g

Agua destilada C.S.P. .c.eceveeececeee.. 1000 ml

IT7.1.3.- Aislamiento de las cepas

Cada muestra se sembrd en tres placas Petri, bien directa-

mente o a partir de una dilucién 107%

; se sembraron 0,1 ml de cada di
lucidén y se extendieron con espétula de Drigalsky. Posteriormente se -
incubaron en estufa a 37 °C durante distintos periodos de tiempo para
cada grupo de bacterias que oscilan entre 4 y 15 dias, protegidas por
bolsas de plastico con el fin de evitar la evaporacidén y desecacidn -
del medio.

De'cada muestra se efectud un recuento y se seleccionaron
un total de 566 colonias, procurando obtener gran variedad de tipos co-
loniales ; se purificaron sembrando sucesivas veces en placa en el me-

dio de aislamiento, hasta asegurarse de que se trataban de cultivos pu

ros.

III.1.4.- Seleccidn de las cepas

La seleccién de las cepas fue realizada al azar por el mé-
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todo recomendado por Harrigan y Mc Cance (1979).

III.1.5.- Cepas de coleccidn

A lo largo de este estudio se han utilizado las siguientes

cepas de referencia procedentes de colecciones de cultivo :

Alteromonas macleodii ATCC 27126

Arthrobacter globiformis CCM 1651

Bacillus marinus ATCC 29841

Bacillus megaterium CCM 2007

Deleya halophila CCM 3662

Flavobacterium halmophilum CCM 2833

Micrococcus halobius CCM 2591

Micrococcus luteus CCM 169

Planococcus citreus CCM 316

Planococcus halophilus CCM 2706

Pseudomonas marina ATCC 25374

Staphylococcus aureus CCM 885

Vibrio costicola NCMB 701

t

IT1T.1.6.- Conservacidn

Como medio de conservacidén y mantenimiento de las bacterias
halotolerantes y marinas, se emplearon los mismos que para su aislamien
to.

En el caso de las bacterias haldfilas moderadas se empleb -
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el medio siguiente : 0,5 % de proteosa-peptona (Difco), 1,0 % de ex -
tracto de levadura (Difco), 0,1 % de glucosa y solucidn de sales segin
Subow (1931) a una concentracién final del 10 % . Para solidificar el
medio se empled agar (Difco) al 1,8 % . E1 pH se ajustd en frio a 7,2
afiadiendo KOH 1 N ; se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 mi-
nutos.

El medio empleado para las bacterias haldfilas extremas fue
el siguiente : 0,5 % de proteosa-peptona (Difco), 1,0 % de extracto de
levadura (Difco), 0,1 % de glucosa y solucién de sales segin Subow ——
(1931) a una concentracién final del 25 % . Se empled agar (Difco) al
1,8 % para solidificar el medio. El pH fue ajustado en frio a 7,2 afia-
diendo KOH 1 N ; se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minu -
tos.

La composicién correspondiente a una solucidn de sales con
centrada al 30 % , a partir de la cual se prepararon dichas soluciones

(Subow, 1931), es la siguiente : NaCl, 234,00 g ; MgCl 19,50 g ; —

2 s

MgSO, , 29,00 g ; CaCl, , 1,10 g ; KC1 , 6,00 g ; NaHCO , 0,20 g 5 —

NaBr , 0,08 g ; agua destilada c.s.p. 1000 ml.



IT1I.2.- PRUEBAS MORFOLOGICAS, FISIOLOGICAS, BIOQUIMICAS Y NUTRICIONALES

Estas pruebas se realizaron utilizando en cada caso la con
centracion adecuada de sales, es decir, para las bacterias halotoleran
tes se utilizd agua destilada y para las bacterias marinas, haléfilas
moderadas y haléfilos extremos, solucion de sales al 3, 10y 25 %, res

pectivamente.

III.2.1.- Pruebas morfologicas

Tincidn de Gram: morfologia

Se realizd por el método convencional y se anotd la for —

ma de las células.

Tincidn de esporas

Se utilizd el método de Schaeffer y Fulton (Cowan y Steel,

1979).

Movilidad

!
Se realizd por el método de la gota pendiente a partir de
cultivos recientes, suspendiendo el microorganismo en agua destilada

o en la solucibn de sales respectiva.

I1I.2.2.- Pruebas fisioldgicas

Crecimiento a distintas concentraciones de sal
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Se determiné la capacidad para crecer en el medio de con-
servacién sdlido a diferentes concentraciones de sales totales: 0, 0,5,

3, 5, 10, 15, 20, 25y 30 %.

Relacidén con el oxigeno

Se determind el crecimiento en anaerobiosis mediante la —
siembra por estrias en placa, empleando el medio de conservacidon; di -
chas placas se colocaron en campanas Gaspak (BBL) y se incubaron a —
37 .°C durante 7 dias en el caso de las bacterias halotolerantes y mari
nas, y 15 dias en las bacterias haldéfilas moderadas y haldfilas extre-

mas,

I11.2.3.- Pruebas bioquimicas

Oxidasa J

Segn Kovacs (1956). Se coloca un papel de filtro de unos

6 cm en una placa Petri y sobre él dos o tres gotas de solucidn acuosa
al 1 % de tetrametil-p-fenilendiamina.Se extiende un cultivo jéven con
asa de platirio sobre la tira impregnada de reactivo recientemente pre-
parado. La reaccidén positiva viene indicada por la aparicidén de un co-

lor parpura intenso antes de los 10 segundos.

Catalasa

Determinacién de la presencia del enzima catalasa, capaz
de desdoblar el perdxido de hidrdgeno en oxigeno y agua. Se afiade H,0,

de 10 volumenes a un cultivo de 24 horas y en el caso de que se des —
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Se determiné la capacidad para crecer en el medio de con-
servacion sdlido a diferentes concentraciones de sales totales: 0, 0,5,

3, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 %.

Relacidén con el oxigeno

Se determind el crecimiento en anaerobiosis mediante la —
siembra por estrias en placa, empleando el medio de conservacibn; di -
chas placas se colocaron en campanas Gaspak (BBL) y se incubaron a — -
37 ‘°C durante 7 dias en el caso de las bacterias halotolerantes y mari
nas, y 15 dias en las bacterias haléfilas moderadas y haléfilas extre-

mas.

I1I1.2.3.- Pruebas bioquimicas

Oxidasa 2

Segin Kovacs (1956). Se coloca un papel de filtro de unos

6 cm en una placa Petri y sobre él dos o tres gotas de solucidén acuosa
al 1 % de tetrametil-p-fenilendiamina.Se extiende un cultivo jéven con
asa de platino sobre la tira impregnada de reactivo recientemente pre-
parado. La reaccidn positiva viene indicada por la aparicién de un co-

lor parpura intenso antes de los 10 segundos.

Catalasa

Determinacién de la presencia del enzima catalasa, capaz
de desdoblar el perdxido de hidrdgeno en oxigeno y agua. Se afiade H,0,

de 10 volumenes a un cultivo de 24 horas y en el caso de que se des —-—
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prendan pequefias burbujas de oxigeno, se da como positiva la prueba.

Produccién de acidos a partir de carbohidratos

Se determiné la produccién de acidos a partir de los si —
guientes carbohidratos : glucosa, lactosa, sorbitol, sacarosa y mani -

tol. Como medio base empleamos :

Peptona (0x0id) eeveeeeeen.. 10 g
Extracto de levadura (Difco) .cceeee.. 5g
Agua destilada (o soluc. sales) c.s.p. 1000 ml

Rojo fenol 0,02 % .eeeeeereccecncnaes 20 ml

Los carbohidratos se esterilizan por filtracidn y se afia -
dieron al medio base, préviamente esterilizado, a una concentracion fi
nal del 1 % .

La incubacidn se realizé a 37 °C durante 7 dias (bacterias
halotolerantes y marinas) y 15 dias (Bacterias moderadas y extremas) ;
se efectuaron lecturas diarias hasta los 7 dias y periodicamente hasta
los 15 dias, anotando la produccidén de acidos (viraje del indicador a

color amarillo).

L3

Produccién de indol

Como medio se empled agua de triptona al 1 % . Se inoculd
el medio anterior y se incubd a 37 °C durante 4 dias ; para la lectu-
ra se afiaden 0,5 ml de reactivo de Kovacs (1928) para indol, se agitan
bien y se examinan después de un minuto ; se considera positivo si se

produce un color rojo en la capa del reactivo (produccidn de indol).



Reactivo de Kovacs (1923) para indol

p-dimetilaminobenzaldehido .....ccceeevveeee.  Sml
Alcohol amiliCo seevevvvenas ceerereaans ceeees 75 ml
HCL cievennennnnnennn cecsenstesessesanan eesss 25 ml

Se disuelve el aldehido en el alcohol por calentamiento —

suave en bafio maria (a unos 50-55 °C),

Prueba del rojo de metilo

El medio empleado fue el siguiente :
Medio deshidratado (Pronadisa) ..ceee... 17 g
Agua destilada (o soluc. sales) c.s.p... 1000 ml
El pH se ajustd a 7,5 ; se inoculd el medio anterior y in-
cubd durante 4 dias a 37 °C . Se afladen dos gotas de solucidén de rojo
de metilo, se agita y se examina : el color rojo es signo de positivi-

dad ; el naranja se da como dudoso y el amarillo como negativo.

Solucidn de rojo de metilo

Rojo de metilo ......... cessenae 0,04 g
Eanol ciiieeceececscnanccnnns cessesesses 40,00 ml
Aggadestilada CeSuPe tennssssessnnssaas 100 ml

Se disuelve el rojo de metilo en al alcohol y se completa

hasta el volumen final con agua.

Prueba de Voges-Proskauer

Se empled el método de Barrit (1936). Como medio de culti-
vo se usb el mismo que en la prueba del rojo de metilo. La lectura se

efectud mediante la adicién de 0,6 ml de solucién de alfa-naftol al 5%
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en etanol y 0,2 ml de solucién acuosa de KOH al 40 % ; se examinaron -
los tubos después de 15 minutos y una hora ; una reaccidn positiva vie

ne indicada por la presencia de un fuerte color rojo.

Utilizacién de citrato

Se utilizd el medio de citrato de Simmons (Harrigan y Mc -
cance, 1979) deshidratado (Pronadisa).

Una vez realizada la inoculacidén en el medio anterior, se
incubd a 37 °C durante 7 dias . Si el medio cambia de color verde a —
azul, la prueba se considera positiva ; mientras que si éste permanece

verde, es negativa.

Reduccién de nitratos

Segin Skerman (1967) empleamos un medio con nitrato potasi
coal 0,1%:

Peptona (OX0id) ceeeeeeceseceseccsscnsessees 10 g

Extracto de levadura (DifCo) .eeeveveceese.. 10 g

KNO, seecevenes csecnes cescesescsnnne lg

Agua destilada (o soluc. sales) C.S.p. «.... 1000 ml

Se remplec') una campana Durham para detectar la formacidn de
gases. Previa inoculacidn se incubaron a 37 °C durante 7 dias (observan
dose turbidez en el medio debido al crecimiento).

Para la lectura se observa inicialmente si se han produci
do gases en la campana Durham y posteriormente se afiade 1 ml del reac-
tivo A de nitritos y 1 ml del reactivo B de nitritos ; la aparicién de

un color rojo demuestra 1la presencia de nitritos y por tanto que el -
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nitrato se ha reducido.

En los casos negativos se afiade limaduras de cinc (5mg/ml
de medio ) para determinar si los nitratos han sido reducidos ; si apa-
rece coloracidn roja es debido a que en el medio hay nitratos {(por tag
to no han sido reducidos por el microorganismo) ; una ausencia del co-
lor rojo indica que no hay nitratos en el medio (ha sido reducido ini-
cialmente a nitrito y éste fue reducido nuevamente) y en este caso la

prueba es positiva.

Reactivo A

Solucién al 0,8 % de acido sulfanilico en acido acético -

5N.
Reactivo B
Solucidn al 0,5 % de alfa-naftilamina en &cido acético 5 N.

Ambas soluciones se disuelven por calentamiento suave.

Produccidn de acido sulfhidrico

Se empled el metodo de la tira impregnada de acetato de -
plomo (Clarke, 1953). Como medio se utilizd :

Peptona (0X0id) ..veeeseeccocescccsscnons 10,0 g

Extracto de levadura (DifCO) eceveeessces 50¢g

Cisteina veeeesecenes O,1g

Agua destilada (o soluc. sales) c.s.p. .. '1000.m1 .

Se impregnaron las tiras de papel de filtro de 5 x 1 cm en
una solucion acuosa saturada de acetato de plomo ; se secaron a 50 -
60 °C y se esterilizaron a 121 °C durante 20 minutos.

Después de inocular el medio liquido se colocd una de es-
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tas tiras entre el tapdn y el tubo y se incubaron durante 15 dias. La
lectura se efectud periodicamente, anotando como positivo aquellos ca-
sos en los que la tira viraba a color negro debido a la liberacion de

H25 .

Hidrdlisis de la gelatina

Empleamos el método de Frazier (1926) modificado.en placa.

Como medio se utilizd el de conservacion y mantenimiento -
sO0lido con gelatina al 1 % . Se sembraron cuatro microorganismos por -
placa haciendo una pequefia extensién y se incubaron durante 7 dias a
37 °C . La lectura se efectud afiadiendo 5-10 ml del reactivo de Fra —
zier por placa y una zona de aclaramiento indica hidrdlisis de la gela

tina (precipitan las proteinas no hidrolizadas).

Reactivo de Frazier (1926)

ClOruro mMercUriCo vveeececececscececscses 12 g
Agua destilada ..eeeeesecsccsssseassessess 80 Ml
HCl concentrado ....cevevee. cessessessess 16 ml
Se mezcla el cloruro mercirico con el agua, se afiade el -

acido y se agita bien hasta completa disolucidn.

Hidrdlisis de la caseina

Se empled el medio agar caseina modificado de Hastings —
(1903) . Dicho medio esta constituido por 500 ml de leche desnatada y
500 ml de medio de conservacidn sdlido a doble concentracion. Ambos -
componentes se esterilizaron por separado y previo enfriamiento a unos

50 °C se mezclaron y se distribuyd en placas Petri. La leche desnatada
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se prepard segin Cowan y Steel (1979).

La inoculacién se efectud haciendo una extensién del micro
organismo en la placa (4 microorganismos/placa) y posteriormente se in
cubaron a 37 °C durante 15 dias. La lectura se llevd a cabo afladiendo
el reactivo de Frazier al igual que en el caso de la hidrdlisis de la

gelatina.

Hidrolisis del almiddn

Segin Cowan y Steel (1979) se empled el medio de agar almi
don : medio de conservacidén y mantenimiento sblido al que se le afiadid
almiddn de patata al 1 % .

La inoculacidn se efectud haciendo una extensidn del micro
organismo en la placa (4 micmbrganismos/placa) y posteriormente se in
cubaron durante 7 dias. Para la lectura se afiadidé a las placas solu =
cién de lugol y el medio se vuelve azul donde el almiddn no ha sido hi
drolizado, mientras que la hidrdlisis se pone de manifiesto por una zo

na clara alrededor del punto de crecimiento.

Hidrdélisis del Tween 80

]

El medid empleado fue el de conservacion y mantenimiento -
sélido al que, una vez esterilizado y enfriado hasta unos 50 °C,se afia
dié el Tween 80 estéril correspondiente a una concentracidén final del
1% (Cowan y Steel, 1979).La inoculacidén se efectud como en
la prueba anterior y la aparicidén de un halo de precipita-:
cidén opaco indica que la prueba es positiva. (hidrélisis del

Tween y formacidn de la sal cilcica del &acido graso libera-

do, insoluble).



Hdrd6lisis de la esculina

El medio utilizado es el siguiente

Esculing cveecececcocasse ceeessescnan 1,0 g

Citrato ferriCo .cveveeieeeeennseosenns 0,5 g

Peptona tieieeeneeeriensceccacnanenes 10,0 g

Agua destilada (o soluc. sales) c.s.p. 1000 ml

La inoculacidn se realizd haciendo una extensién del micro
organismo en la placa (4 microorganismos/placa) y posteriormente se in
cubaron durante 7 dias. La hidrdlisis de la esculina se pone de mani -
fiesto por la presencia de un color marrdn oscurc O negro alrededor -

de la zona de crecimiento.

Produccién de DNAasa

Se us6 el medio deshidratado DNAasa test agar (BBL) prepa
rado con agua destilada o con la solucidn de sales respectiva. Se pre-
pard en placa y se inoculd el microorganismo problema extendiéndolo en
la superficie. Se incuba a 37 °C durante 7 dias y para la lectura se
aflade a las placas HC1 1 N . Se da como positivo la aparicién de un ha
lo mas claro alrededor de la zona de crecimiento bacterianc ; el resto

del medio y en caso de resultado negativo queda opaco.

]

I11.2.4.- Nutricidén

Utilizacidén de carbohidratos, alcoholes y &cidos organicos como Unica

fuente de carbono y energia

Basandonos en los estudios de Stanier y col. (1966) se de-
termind la capacidad de cada cepa para utilizar un gran nimero de sus-

tratos como Unica fuente de carbono y energia : carbohidratos, alcoho-
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les y acidos orgénicos . Se siguid la técnica de Koser (1923) con un
medio base adicionado de extracto de levadura al 0,005 % y las sales

correspondientes cuya composicién es la siguiente :

a.—- Para bacterias halotolerantes :

KH2P04 LR N A A A N N I A AT IR A AR S A I N N O,Sg

Agua destilada C.S.Pe cveseesessses 1000 ml
b.- Para bacterias marinas :

Na.Cl % e et 0 0P s000 000 st s0tEORRssNTN 30,(Dg
KCl ® 5 00 00 O 8 00O OO SO P00 LS e L SN N e O O,60g
Mgm47H2O ® 8 0 80 99 009 00 S0 9O S O O,%g
ms ® ® 5 8 0 0 5 05 OO0 SO S E PSS SaEOeSNOe TS O’30g
(NH ) HPO, wevenecnnnnnnenenennenes 0,30 g
KHyPO, vovevvvnvrnnnnnnnnneeeeneess 15,00 mg

Agua destilada C.S.pPs seveseccceesss 1000 ml

c.—,Para bacterias haldfilas moderadas :

NaC]. RN NN RN RN NN EE I I NN 1m,og
KCl «.ievenen secsecsrscecasereseneas 0,2 g
Mgso47H2O eo 0 0000t tacsss v O,2g
IG\DB L R N N NN NN RN NEE R ENN X 1,0g
(M’]4)2}IPO4 St esseseescsress et 1,0g
P(I"I2PO4 0600050000000 s0s000000000sS O,Sg

Agua destilada C.S.Pe ceveeseeoeess. 1000 ml

-50-



Se esterilizd a 121 °C durante 20 minutos y se afiadid
el sustrato adecuado, esterilizado separadamente por calor o filtracidn
en el caso de que fuera termoldbil o no se conociera su resistencia al
calor. Se repartid en placas de Petri y se inoculd a partir de un cul-
tivo joven.

En el caso de los carbohidratos se empled una concentracidn
final del 0,2 % y en el resto (alcoholes y Acidos orgénicos) del 0,1 %.
Los compuestos ensayados en este estudio como Unica fuente

de carbono y energia son los siguientes :

Carbohidratos Acidos organicos Alcoholes
Esculina Citrato Glicerol
Fructosa Fumarato Manitol
Glucosa Malato Sorbitol
Lactosa Piruvato
Sacarosa Propionato

Succinato

Para la lectura es muy importante contar con un control ne
gativo : medio base adicionado de 0,005 % de extracto de levadura sin
sustrato e inoculado. Después de incubacién a 37 °C se procedid a la -
lectura periodica hasta los siete dias, dando un resultado de acuerdo

a la siguiente clave :

- Positivo (+) : Si el crecimiento es mayor al del control.

- Negativo (~) : Si no hay crecimiento o éste es menor al~del control.

1 UNIVERSIDAD DE SEVILLA

FAGULTAD DF FARMACIA

BIBLIOTECA



Utilizacion de aminoacidos como Unica fuente de carbono, nitrdgeno y -

energia

Empleamos la misma técnica y metodologia que en el aparta-
do anterior , aunque en este caso el medio no lleva KNO3 ni (NH4) 2I-{1304.

El sustrato se esterilizd separadamente por filtracién y -
se afladié al medio a una concentracién final del 0,1 % . Se determind
la capacidad para emplear los aminoacidos siguientes como Unica fuente
de carbono, nitrdgeno y energia : arginina, acido glutdmico, lisina, -

histidina, omitina y triptdfano.
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IIT.3.- ANALISIS NUMERICO

Las pruebas de caracterizacién fueron elegidas basandonos
en las recomendaciones dadas por la Sociedad Americana de Microbiolo -
gia (Colwell, 1970). Cuarenta y cuatro pruebas fueron seleccionadas pa
ra el andlisis numérico y se codificaron de forma binaria del tipo pre
sencia~ausencia. La codificacidon se realizd asignando el valor 1 a las
pruebas positivas y el O a las negativas, dandose el valor 9 a ague —
llas que resultaron ser dudosas.

El grado de semejanza entre los distintos OTU's se obtuvo
mediante el coeficiente de Jaccard (SJ) (Jaccard, 1908)‘.

Como técnica de agrupacidén se empled la de UPGMA (Unweig-
ted Pair-Group Mean Average). A partir de este método se obtuvo el -
correspondiente dendrograma,determinandose el coeficiente de correla -
cibén cofenética (Sneath y Sokal, 1973).

Este analisis se 1llevd a cabo empleando el sistema MINT -
(Mini-Numerical-Taxonomy ) desarrollado por el Dr. F. J. Rohlf, del De
partament of Ecology and Evolution,State University of New York at Sto '
ny Bmock; New York, U.S.A.

El andlisis numérico se realizd en un ordenador Univac —-

L}

1100 del Centro de Informitica de la Universidad de Sevilla.
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IV. RESULTADOS



IV. 1. Resultados de las pruebas fisioldgicas,
morfoldgicas, bioquimicas y nutriciona

les de las bacterias halotolerantes.



IV. 1.1. Pruebas fisiologicas: Crecimiento a
distintas concentraciones de sal de

las bacterias halotolerantes.



Tabla X. Crecimiento a distintas concentraciones de sal (%)

Microorganismo 0 0.5 5 10 15 20 ;25 30
F-4 + + + 1 - - - -
F-9 + + + - - - - -
F-26 + + + + - - - -
F-31 + + + + + - - -
F-37 + + + + - - - -
F-39 + + + - - - - -
F-44 + + + + - - - -
F-45 + + + - - - - -
F-46 + + + + - - - -
F-48 + + + - - - - -
F-49 + + - - - - - -
F-54 + + + + + - - -
F-56 + + + + + - - -
F-57 + + + + t - - -
F-58 + + + + t - - -
F-61 + + + + - - - -
F-67 + + + + + - - -
F-70 + + + + + + - -
F-N + + + - - - - -
F-74 + + + - - - - -
F-75 + + + - - - - -
F-87 + + + + + + - -
F-96 + + + + + + - -
F-100 , t + + + - - - -
F-102 + + + t t - - -
F-104 + + + + t - - -
F-105 + + + A ¥ - - -
F-107 + + + + + - - -
F-108 + + + + + - - -
F-110 + + + + b - - -
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Tabla X. (Continuacidn)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
F-112 + + + + + - - -
F-113 + + + + + - - -
F-117 + + + + ¥ - - -
F-118 + + + - - - - -
F-120 + + + + t - - -
F-126 + + + t - - - -
F-127 + + + - - - - -
F-130 + + + + t - - -
F-131 + + + t - - - -
F-134 + + + + + - - -
F;]53 + + + + + - - -
F-159 + + + + + - - -
F-164 + + + + + < - -
F-168 + + + + + - - -
F-17 + + + + + - - -
F-172 + + + + t - - -
F-174 + + po - - - - -
F-175 . t - - - - - -
F-176 + + + t - - - -
F-177 * + + + t - - -
F-178 + + + + + - - -
F-179 + + + + + - - -
F-180 + + + + + - - -
F-181 + + + + + - - -
F-187 Yo + + - - - - -
F-189. + + + + + + - -
F-191 + + - - - - - -
F-192 + + + - - - - -
F-204 + + + + + - - -
F-206 + + + + + - - -
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Tabla X. (Continuacidn)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
F-208 + + + + + - - -
F-218 . + + + + + - - -
F-219 + + + + ¥ - - -
F-222 + + + - - - - -
F-223 + + + + hu - - -
F-224 + + 4+ - - - - -
F-225 + + + + - - - -
F-233 + + - - - - - -
F-241 + + + + + - - -
F-242 + + o+ + + + - -
F-244 + + .+ + + - N -
F-245 + + + + + + - -
F-246 + + + + + - - -
F-250 + t - - - - - -
F-252 + + - - - - - -
F-261 + + + + + - - -
F-262 + + + + + - - -
F-264 ' + + + + + + - -
F-266 + + - - - - - -
F-271 . + + + + + - - -
F-274 + + + + + - - -
F-275 + + - - - - - -
F-286 + + + + + + - -
F-287 , + + + + + + - -
F-288 ‘ + + + + + + - -
F-290 + + + + + + - -
F-296 + + + + - - - -
F-298 + + + t + - - -
F-306 + + + + + - - -
F-313 + + + - - - - -
%
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Tabla X. {Continudcidn)

Microorganismo 0 0,5 3 10 15 20 25 30
F-314 + + + - - - - -
F-320 + + + + + - - -
F-325 + + + - - - - -
F-330 + + + + + - - -
F-334 + + + - - - - -
F-341 + + + - - - - -
F-342 + + + + + + - -
F-343 + + + t - - - -
F-344 + + + + + - - -
F-345 + + + + + - - -
F-346 + + + + - - - -
F-351 + + + - - - - -
F-352 + + + + + t - -
F-354 + + + + - - - -
F-355 + + + + + - - -
F-359 + + + - - - - -
F-360 + + + + + - - -
F-361 + + + - - - - -
F-362 + + + + - - - -
F-368 + + + + + - - -
F-369 + + + + + - - -
F-370 + + + + + - - -
F-372 + + + - - - -- -
F-373 + + + + + - - -
F-374 ‘ ‘ + + + + b - - -
F-376 + + - - - - - -
F-377 + + + + b4 - - -
F-378 + + + + + + - -
F-379 + + + + t - - -
F-380 + + + + + - - -
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Tabla X. (Continuacién)

Microorganismo 0 0,5 10 15 20 25 30
F-381 - + + + - - -
F-382 - + + + - - -
F-383 - + + + - - -
384 - + + + - - -
F-385 - + + + - - -
F-386 - + + + - - -
F-387 - + + 4 - - -
F-388 - + - - - - -
F-389 - + + 4 - - -
F-3390 - + - - - - -
F-391 - + - - - - -
F-382 - + + + - — -
F-393 - + + + - - -
F-396 - + - - - - -
F-399 - + + + - ~ -~
F-401 - + + + + - -
F-408 - + + + - - -
F-409 - + - - - - -
F-412 - + + + - - -
F-417 - + + - - - -
F-420 - + - - - - -
F-427 - + - - - - -
F-428 - + - - - - -
F-434 ~ + - - - - -
F-436 - + - - - - -
F-440 - + - - - - -
F-441 - + - - - - -
F-445 - + - - - - -
F-446 - + + + - - -
F~450 - + - — - - -




IV.1.2. Pruebas morfoldgicas, bioquimicas y nutricionales de las bac -

terias halotolerantes.

En la tabla XI se expresan los resultados de las distintas ce-

pas con respecto a las siguientes pruebas:

Morf : Morfologia, Utilizacion de los siguien

Gram : Tincién de Gram

Mov : Movilidad

Oxi : Oxidasa Sac : Sacarosa
Cat : Catalasa Mal : Maltosa
Ana : Crec. anaerobiosis Lac : Lactosa
Glu "¢ "Glucosa - Fru : Fructosa
Sor : Sorbitol Esc : Esculina
Lac : Lactosa Man : Manitol

Sac : Sacarosa Gli : Glicerol
Man : Manitol Pro : Propionato
Ind : Indol Cit : Citrato

RM : Rojo de metilo Mto : Malato

VP : Voges-Proskauer Pir : Piruvato
Cit : Citrato de Simmons Suc : Succinato
I\Ds-: R'educcién de nitratos Fum : Fumarato
1\02—: Reduccidén de nitritos Geo : Gluconato
HyS : Produccién de sulfhidrico Arg : L-Arginina
Gel : HidrOlisis de la gelatina Lis : L-Lisina
Cas : Hidrdlisis de la caseina Om : L-Ornitina
Alm : Hidrdlisis del almiddn Tri : L-Triptofano
TSO : Hidrolisis del Tween 80 His : L-Histidina
Esc : Hidrdlisis de la esculina

: DNAasa
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Tabla XI. Pruebas morfoldgicas, bioquimicas y nutricionales de las bacterias halotolerantes.

Nicroorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
o F-4 coco ”+ - - + - - - - - - -
F-S bacilo + - - + - + + - + - +
F-25 coco + - + + - - - - - - -
F-31 coco + - - + - + - - + + -
F-37 tacilo + + + + - + + - + + -
F-28 bacilo + - + + - - - - - - -
F-44 coco + - - + - + - + + + -
F-45 coco + - + + - - - - - - -
F-46 bacilo + + - + - £ - - + + -
F-48 bacilo + + + + + + - + + - -
F-4C hacilo + - - .+ - - - - - - -
F-54 bacilo + + + + + + - + + - -
F-56 coco + - - + - + - - + - -
F-57 coco + - - + - + - + + - -
F-58 coco + - - + - + - + + - -
F-51 bacilo + + + + - + - - - - -
F-67 bacilo + + - + + + + - + + -
F-70 coco + + - + - + + + + + -
F-1 bacilo + + - + + - - - - - -
s-75 bacilo + + - + + + + - + + -
F-75 bacilo + + - + - + + - + + -
r-87 coco + - - + - + - + + + -
F-95 baci 19 + + - + + + - + + + -
£-100 bacilo + + - + - - - - - - -
F-102 coco + - - + - + - + + - -
£-104 bacilo + - - + - + - + + - -
F-105 coco + - - + + + - + + - -
F£-107 coco + - - + - + - + + - 3
F-108 coco + - - + - + - + + - -
F-110 €0Cco + - - + - + - + + - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
F-112 coco + - - + - + - + + - -
F-113 €oco + - - + - + - + + - -
F-117 coco + - - + + + - + + - -
F-118 bacilo + - - + - - - - - - -
F-120 bacilo + + + + - + - - + + -
F-126 bacilo + + - + - + - + + - -
F-127 bacilo + + + + - + - + + + -
F-130 coco + - + + - - - - - - -
F-131 coco + - + + - - - - - - -
F-134 bacilo + + - + - + - - + + -
F-153 coCo + - - + - +- - + + - -
F-159 €0Co + - - + - + - + + - -
F-164 coco + - - 4+ - + - + + - -
F-168 coco + - - + + + - + + - -
F-1Nn coco + - - + + + - + + - -
F-172 bacilo + + + + - + - + + - -
F-174 coco + - - + + + + + + + -
F-175 coco + - - + + + + + + + -
F-176 coco + - - + + + + + + + -
F-177 coco + - - + + + + + + + -
F-178 coco + - - + + + + + + + -
F-179 coco + - - + + + + + + + -
F-180 coco + - - + + + + + + + -
F-181 coco + - - + + + + + + + -
F-187 coco + - - + + + + + + + -
F-189 coco + - - + - + + + + + -
F-191 coco + - - + + + + + + + -
F-192 coco + - - + + + + + + + -
F-204 bacilo + + + + - + + + + + -
F-206 bacilo + + + + - + - + + + -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind

F-208 bacilo + + + + + + + + + + -
F-218 coco + - - + + + + + + + -
F-219 coco + - - + + + + + + + -
F-222 €oco + - - + + + + + + + -
F-223 coco + - - + + + + + + + -
F-224 €oco 4+ - - + + + + + + + -
F-225 €oco + - - + + + + + + + -
F-233 bacilo - - + + - - - - - - -
F-241 coco + - - + - + - + + + -
F-242 coco + - - + - + + £ s + -
F-244 bacilo - + + + + + + | + + + -
F-245 coco + - - + - + + + + + -
F-246 bacilo + - + + + + + + + + -
F-250 bacilo - + + + - + - - - - -
F-252 bacilo  + . + + + + + - + + -
F-261 €oco + - - o+ - + + + + + -
F-262 coco + - - + - + + + x + .
F-264 €oco . - - + - + + + + + -
F-266 bacilo + + + + - + + - + + -
F-271 €0Co + - - + - + + + + + -
F-274 bacilo + - + + + + + + + + -
F-275 coco + - + + - + + + + -
F-286 coco + - - + - + + + + - -
F-287 coco + - - + - + + + + - -
F-288 coco + - - + - + + + + - -
F-290 coco + - - + + + + + + - -
F-296 coco + - - + - + + + + - -
F-298 coco + - - + + + - + + - -
F-306 bacilo v - + + + + + + + + -
F-313 coco + - - + - + + + + - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
F-314 bacilo + + + + - + - - - - -
F-320 coco + - - + - + + + + + -
F-325 bacilo + + - + + + + - + + -
F-330 bacilo + + + + - + + + + + -
F-334 bacilo + + + + - + - - - - -
F-341 coco + - + + - + - - - - -
F-342 coco + - - + - + - + + + -
F-343 coco + - + + - - - - - - -
F-344 coco + - + + - - - - - - -
F-345 coco + - + + - - - - - - -
F-346 coco + - + + - - - - - - -
F-351 bacilo + + - + - + - - + - -
F-352 coco + - - + - + + - + + -
F-354 coco + - + + - - - - - - -
F-355 coco + - - + - - - - - - -
F-359 €oco + - + + - - - - - - -
F-360 coco + - + + - - - + - + -
F-361 coco + - + + + + + - + + -
F-362 coco + - - A+ - - + - - - -
F-368 coco + - - + + + + + + + -
F-369 bacilo + + + + - + + + + + -
F-370 bacilo + + + + - + + + + + -
F-372 coco + - - + + + - + + - -
F-373 coco + - - + + + + + + + -
F-374 coco + - - + + + + + + + -
F-376 coco + - - + + + - + + - -
F-377 coco + - - + + + + + + + -
F-378 coco + - - + + + - + o+ - -
F-379 coco + - - + + + + + + + -
F-380 coco + - - + + + + + + + -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu  Sor Lac Sac Man Ind
F-381 coco + - - + + + - + + + -
F-382 coco + - - + + + - + + - -
F-383 €oco + - - + + + - + + - -
F-384 coco + - - + + + - + + + -
F-385 coco + - - + + + - + + - -
F-386 coco + - - + + + + + + + -
F-387 coco + - - + + + 4 + + + -
F-388 coco + - - + + + - + + - -
F-389 coco + - - + + + + + + + -
F-390 coco + - - + + + - + ; - -
F-391 coco + - - + + + + + + - -
F-392 coco + - - + + + - + + - -
F-393 €oCco + - - + + + + + + + -
F-396 coco + - - - + + + - + + - -
F-399 coco + - - + + + + + + + -
F-401 coco + - - + + + + + + + -
F-408 bacilo + + + + - + + + + + -
F-409 bacilo + + + + - + + - + + -
F-412 bacilo + + + + + - + + + + -
F-417 bacilo + + + + - + - + - + -
F-420 bacilo + + + + - - - - - - -
F-427 bacilo + + + + - + - + - - -
F-428 baciloy + + + + - + + + + + -
F-434 bacilo + | - - + - + - - - - -
F-436 bacilo  + - - + - + - - - - -
F-440 bacilo + - - + - + - - - - -
F-441 bacilo + - - + - o+ - - - - -
F-445 coco + - + + - + - - - - -
F-446 coco + - + + - + - - - - -
F-450 coco + - + + - - - - - - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

_Microorganismo  RM VP Cit  NO, NO,” H,S Gel Cas Alm  Tgy Esc  Dsa
F-4 - - - - - - + NC - + - +
F-9 + - + + - + + - - - + +
F-26 - - - - - - + NC - - - +
F-31 + + + + - - + - - - - -
F-37 - + + + - - + - + - + +
F-39 - - - - - - + - - - + +
F-44 + + - + - - - - + - - +
F-45 - - - - - - - - + - Ne s
F-46 + + + - - + NC - + - + +
F-48 + + - + - + - - + - + +
F-49 - - - - - + - - + - - +
F-54 + + - + - - + + - - - +
F-56 + + - + - - - + - - - +
F-57 + + - + - - + NC - - - +
F-58 + + - + - - - - - NC - +
F-61 : - - + - - - NC - - + +
F-67 - + + + - - + - + - + +
F-70 + - - + - - + - - - + +
F-71 - - - - - - + NC- + - - +
F-74 - + + + - + + - - - + +
F-75 - + + + - + + NC - - + +
F-87 - - - - - - - - - - + +
F-96 - + - + - - + - - - - -
F-100 - - - - - - + NC NC - - -
F-102 + + - + - - - NC NC - - +
F-104 + + - - - - + - - - - +
F-105 + + - + - - + - - - - +
F-107 + + - + - - + - - - - +
F-108 + + - + - - + - - - - s
F-110 + + - + - - - - NC NC - +
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Tabla XI. (Continuacién)

Microorganismo RM VP (it No3’ NO,” H,S Gel Cas  Alm Tgg Esc  Dsa

2
F-112 + + - + - - NC - - - - +
F-113 + + - + - - NC NC NC - - +
F-117 + + - + - - - - - - - +
F-118 - - - - - + - - - - - +
F-120 - + + + - - + NC NC - + +
F-126 + + - + - - + NC - - - +
F-127 + + - + - - 1 - - - - +
F-130 - - - - - - - - + - - +
F-131 - - - - - - + - - - - +
F-134 - + + - - + + - - - + +
F-153 + + - + - - NC NC - - - +
F-159 + + - - - - NC NC t NC - +
F-164 + - + - - NC - + t - +
F-168 + + - + - - NC - + - - +
F-1n + + - + - - NC - NC + - +
F-172 + 4+ - + - - + NC NC t + +
F-174 + + - - - - + + ’ ; - - -
F-175 + + + - - + + + - - - -
F-176 + + + + + + + + - - - -
F-177 + + - - - + + + - - - -
F-178 + + + - - + + - - - - -
F-179 + + + - - + + - - - - - -
F-180 + + ? - - - + + - - - - +
F-181 + + - + - - + - - + - +
F-187 + + - - - + + + - .- - +
F-189 + + + + - + + - - - - ' +
F-191 + - - - - + + + - - - +
F-192 + - + + - + + + + - - -
F-204 - - + + - + + NC + - + -
F-206 - - + - - + + + - - + -
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Tabla XI. (Continuacién)

mcroorganismo RM VP Cit  NOg Noz‘ Hys  Gel Cas Alm  Tgy Esc  Dsa
F-208 - - + + - + + NC + - + -
F-218 + - - - - + + + - - - -
F-219 . - 4 - - " . A - - -
F-222 + - - - - - + + + - - -
F-223 + + - - - + + - + i - - -
F-224 + + - - - + + + + - - -
F-225 + + - - - + + + + - - -
F-233 - - - + - - + - + - - -
F-241 + - + + - + + - + - - -
F-242 + + + - - + + - - - - -
F-244 - + + + - + + NC  + - + -
F-245 . + + + + - + + - + - - -
F-246 - + + + - + + - + - + -
F-250 - - + - - + + - + - - -
F-252 - - + + o= + + + + + + -
F-261 + - + + - + - - - - - -
F-262 + + + + - - + - + - - -
F-264 + + + + - - - + + - - -
F-266 - + + + - + + - + - + -
F-2N + + - - - - - + - + - -
F-274 - + + + - + + - + - + -
F-275 + - - - - + - - + - + +
F-286 + L+ - + - - + - + - - +
F-287 + + - - - - + - + = - +
F-288 + + + + - + + - + - - +
F-290 + + - + - + + - + - - -
F-296 o+ - - + - - - - + - - -
F-298 + + - - - - + - + - - -
F-306 - + + + - + + NC + - + -
F-313 + - - - - - - - + ‘- - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo RM vp Cit N03' NO2 HZS Gel Cas Alm TSO Esc Dsa
F-314 - - - + - - + - + - - -
F-320 + + + - - - + - - - - -
F-325 - - - + - + + - + - + -
F-330 - + + + - + + - + - + +°
F-334 - - - + - + + NC + - - +
F-341 - - - - - + + - + NC - +
F-342 + - + + - + + - + - + +
F-343 - - - - - - + - + - - +
F-344 - - - - - + + - + - - +
F-345 - - - - - + + - + - - +
F-346 - - - - - - + - + - + +
F-351 + - + + - - + - + - + +
F-352 + - + - - - + - + - - +
F-354 - - - - - - - - + - * NC
F-355 - + - - - + - - + - - +
F-359 - - - - - - + NC + - - -
F-360 - + + - - - + NC + - + -
F-361 - + + - - + + NC + - + -
F-362 - - - - - - + - - - - +
F-368 + + + - - + + - - - - -
F-369 - + + + - + + - + - + -
F-370 - + - + - + + - + - + +
F-372 + + - - + + - NC - NC - -
F-373 + + + + - + + + - - - -
F-374 + + - - - + - - - - - +
F-376 + + - - - + - - - - - +
F-377 + + + - - + - + - - - +
F-378 + + - - - + - - - - - +
F-379 + + + - - + + + - - - -
F-380 + + - - - + + + - - - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo RM VP Cit N0, NO H,S Gel Cas Alm  Tgy Esc  Dsa

3 2 2
F-381 + + - - - - V+ - - - - -
F-382 + + - + - + + - - | - - +
F-383 + + - + - + + - - - - -
F-384 + + - - - + + + - - - -
F-385 + + - + - - + - + - - +
F-386 + + + - - + + + - - - -
F-387 + + - + + + + - + - - +
F-388 + + - + - + + - + - - +
F-389 + + + + - + + - NC - - +
F-390 + + - + - + + - NC - - +
F-391 + + - + - - + - NC - - +
F-392 + + - + - + - - - - - -
F-393 + + + - - + - + - - - +
F-396 + + - + - + + - - - - +
F-399 + + - - - + + NC - NG - -
F-401 + + - - - * + + - - - -
F-408 + + + - - + + - + - + -
F-409 + + + - - + + - + - + -
F-412 - + + + - + + - + - + -
F-417 - - + - - + + - - - + +
F-420 - - + + - + + - NC NC - +
F-427 - - + - - + + - - - + +
F-428 + - + - - + + - - - + +
F-434 - f - + - - - - + + - +
F-436 - - + + - - - - + + - +
F-440 - - - + - - - - 3 - - +
F-441 - - - + - - - - + + - +
F-445 - - - - - - - - - - - +
F-446 - - - - - - + - - - - -
F-450 - - - - - + + NC + NC - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gii Pro Cit
F-4 - + - - - + - - + +
F-9 + + + + + + - + + +
F-26 - + - - - + - - - -
F-31 - - - - - - - - - +
F-37 + + + + + - + + - +
F-39 + + + - + - + + - +
F-44 - + - - + - - + - -
F-45 + + + - + + + + + +
F-46 + + + + + + + + + +
F-48 + + + + + - - + - -
F-49 + + - - - - - + + -
F-54 + + + - + - + + - -
F-56 - - - - + - - - + -
F-57 + + + - + - - + + -
F-58 + + + + - - - + - -
F-61 - - - - - - - - - -
F-67 + + + + + - + + + +
F-70 + + + + + + + + - -
F-71 + + + + + - + + + +
F-74 + + + + + - + + + +
F-75 + + + + + - + + + +
F-87 + + + + + - + + - -
F-96 + + + + + - + + + +
F-100 + + + + + - - + + +
F-102 - - - - - - - + - -
F-104 + + + + + - + + + +
F-105 + - + + - - - - - -
F-107 + - - + + - - - - -
F-108 + - + + + - - + - -
F-110 + - + + + - - + - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro ° Cit
F-112 + - + + + - - + - -
F-113 + - + + + - - + - -
F-117 + - - + + - - + - -
F-118 + + + - + + + - + +
F-120 + + + - + - + + - -
F-126 + + + - + - + - - +
F-127 - - - - - - - - - -
F-130 - + + - - - + - - +
F-131 - - - - - - - - - -
F-134 + + + + + + + ot - +
F-154 + + + + + - - + - -
F-159 + + + + + - - + - -
F-164 - - - - - - - + - -
F-168 + - - - - - - + - -
F-1n - - - - - - - - - -
F-172 + + + + + + + + - -
F-174 + + + - + - + + - +
F-175 + + + - - - + + - +
F-176 + + + - + - + + - +
F-177 + + + - - - + + - +
F-178 ¥ + + - + - + + - +
F-179 + + + - - - + + - +
F-180 + 1 + - - - - + + - -
F-181 + - - + + - + + - -
F-187 + + - - - - + + - -
F-189 + + + + + + + + - +
F-191 + + + - - - + + - -
F-192 + + + + + - + + + +
F-204 + - + + + - + + + -
F-206 + - + + + + + + + +
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit
F-208 + + + + + - + + + -
F-218 + - + + + - + + + -
F-219 + - + + + - - + + -
F-222 + + + + + - + - - -
F-223 + + + - + - + + Co- -
F-224 + + - - - - + - - -
F-225 + + + - - - + - - -
F-233 + - - - - - ' + + + -
F-241 - - - - - - - - - -
F-242 + + + + ' + + + + - +
F-244 + - + + + - - + + +
F-245 + - + ‘ . . R R . .
F-246 + - + + - - - + + +
F-250 + + + - - - + - + -
F-252 + + + + + - - + + +
F-261 + + + + + - + + - +
F-264 + + - + + - - + - +
F-266 + + + + + - - + - +
F-271 + + + + + - + + + +
F-274 + - + + + - + + - -
F-275 + - + + + - + + + +
F-286 - + - - + - - + - -
F-287 - + - - - - - - - -
F-288 + A\ + + + + - - + - +
F-290 + + + + + - - + - -
F-296 + + + + + + - + . + -
F-298 + - - - + - - - - -
F-306 + - - + + + + + + -
F-313 + + - - + - - + + -

—74-



Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit
F-314 + + + + + + + + + -
F-320 + + + + + + - + - +
F-325 + + + + + + + + + +
F-330 + - + - + - - + - -
F-334 + - + - - - - + - -
F-341 + + + - + - - + + +
F-342 + + + + + + + + - +
F-343 + - + - + - - + + -
F-344 + - + - + - - + + -
F-345 + + + + + - - + + +
F-346 + + + + + - - + ‘ + +
F-351 + + + + + - + + + +
F-352 + + + + + - + + - -
F-354 - - - - - - - - - -
F-355 - - - - - - - - - -
F-359 - - - - - - - - - -
F-360 + + - - - - - - - -
F-361 | - - - - - - - - - -
F-362 - - - - - + - - - -
F-368 - - - - - - - - - -
F-369 + + + - + - + + + +
F-370 + + + - + - + + + +
F-372 - - - - - - - - - -
F-373 - ! + - - - - - - - -
F-374 - + - - - - - - - -
F-376 - - - - - - - - - -
F-377 - + - - - - - - - -
F-378 - - - - - - - - - -
F-379 - + - - - - - - - -
F-380 - + - - - - + + - -

-75~



Tabla XI. {Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit
F-381 - + - - - - + + - -
F-382 + + + + + - - + - -
F-383 + + + + + - + + + +
F-384 - + - - - - + - - -
F-385 + + + - + - - + - -
F-386 - - - - - - - + - -
F-387 - + - - - - + + - -
F-388 + + + - + - - + - -
F-389 + + - - - - + + - -
F-390 + + + - + - - + - -
F-391 + + + - + - - - - -
F-392 + + + + + - - + - -
F-393 - - - - - - + + - -
F-396 + + + + + - + + - -
F-399 - - - - - - - - - -
F-401 - - - - - - - - - -
F-408 + + + + + + + + + +
F-409 + + + + + + + + + +
F-412 + + + + + + + + + -
F-417 + + + + + + + + + +
F-420 + + + + - - + + + +
F-427 + + + + + + + + + +
F-428 + + + + + + + + + +
F-434 + - + - + + - - + -
F-436 + - + - + + - - + -
F-440 + - + - + + = - + -
F-441 + - + - + + - - + -
F-445 + - + - - + - + + -
F-446 + + + - - + - - - -
F-450 - - - - - - - - + -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Gco Arg Lis Orn Tri His
F-4 + + + + - - + - - -
F-9 + + + + - - - - + +
F-26 - - - - - - - - - -
F-31 - - - - - + - + + +
F-37 + + + + - + - + + +
F-39 + + - + - + + - - +
F-44 + + + + - + + + + +
F-45 ‘ - - - - - - - - - -
F-46 + + + + - + - - - -
F-48 + + + + - + - + - -
F-49 + + + + - + - + + +
F-54 + + + + - + - + - -
F-56 - + - - - - - - - -
F-57 - + - - - + - + + -
F-58 - + - - - - - - - -
F-61 - - - - - - - - . -
F-67 + + + + - + - + - -
F-70 + + + + - - - - - +
F-71 + + + + - + - + - -
F-74 + + + + - + - + - -
F-75 + + + + - + - + - -
F-87 + + - - - - - - - +
F-96 + + + + - + - + - -
F-100 + ! + + + - - - + - -
F-102 - + - - - - - - - -
F-104 + + - + - + - + - -
F-105 - - - - - - - - - -
F-107 - - - - - - - - - -
F-108 - + - - - - - - - -
F-110 - + - - - - - - - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His

F-112 - + - - - - - - - -
F-113 - + - - - - - - + -
F-117 - + - - - - - + + -
F-118 - + - - - - - - - -
F-120 - + + + - - - + - -
F-126 - + + + - - - + - -
F-127 - - - - - - - - - -
F-130 - + - + - - - - - -
F-131 - + - + - - - - - -
F-134 + + + + - + - + - +
F-153 - + - - - - - + - -
F-159 - + - - - - - - - -
F-164 - + - - - - - - - -
F-168 - + - - - - - - - -
F-1N - - - - - - - - - -
F-172 - + - + - + - + - -
F-174 + + + + - - + - + +
F-175 + + - - - - - - - -
F-176 + - - - - - - - - -
F-177 + + - - - - - - - -
F-178 + - - - - - - - - -
F-179 + - - - - - - - - -
F-180 - - - - - - - - - -
F-181 - + - - - - - - - -
F-187 - + - - - - - - - -
F-189 - + - - - - - + - -
F-191 - - - - - - + - - -
F-192 + + + + - + - + + +
F-204 - + - - - - - - - -

F-206 + - - + - + - - - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Gco Arg Lis Orn Tri His

F-208 - + - - - - - - - -
F-218 - + - - - - - - - -
F-218 - + + - - - - - - -
F-222 - + - - - - - - - -
F-223 - + - - - - - - - -
F-224 - - - - - - - - - -
F-225 - - - - - - - - - -
F-233 - + - - - - - - - -
F-241 - - - - - - - - - -
F-242 co- - - - - - - - - -
F-244 - - - - - - - - - -
F-245 - + - - - - - - - -
F-246 - - - - - - - - - -
F-250 - + - + - + - - - -
F-252 - + - - - - + - - -
F-261 - + + + - + - + - -
F-262 - + - - - - - - - -
F-264 - L+ - - - - - - - -
F-266 + + - + - - - + - -
F-27 - + - - - - - - - -
F-274 - + - - - - - - - -
F-275 + + + + - - - + - -
F-286 - + + - - - - + - -
F-287 - - - - - - - - - -
F-288 - + - - - + - + - -
F-290 - - - - - - - - - -
F-296 - + - - - - - - - -
F-298 - + - - - - - - - -
F-306 - + + - - - - + - -

F-313 + + + + - - - - - -
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Tabla XI. (Continuacién)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His

F-314 + + + + - - + - - -
F-320 - - - - - - - - - -
F-325 - - - - - - - - - -
F-330 - + + - - - - - - -
F-334 - - - - - - - - - -
F-341 + + + - - - - - - +
F-342 + + + - - - - - - +
F-343 + + + + - - - - - +
F-344 + + + + - - - - - +
F-345 + + + + - - - - - +
F-346 + + + + - - - - - +
F-351 + + + + - - - - - +
F-352 - + + - - - - - - +
F-354 - - - - - - - - - -
F-355 - - - - - - - - - -
F-359 - - - - - - - - - -
F-360 + - - - - - - - - -
F-361 + - - - - - - - - -
F-362 + - - - - - - - - -
F-368 - - - - - - - - - -
F-369 - - - - - - - - - -
F-370 - - - - - - - - - -
F-372 - - - - - - - - - -
F-373 + - - - - - - - - -
F-374 + - - - - - - - - -
F-376 - - - - - - - - - -
F-377 + - - - - - - - - -
F-378 - - - - - - - - - -
F-379 + - - - - - - - - -
F-380 + - - - oo - - - - -
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Tabla XI. (Continuacidn)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His

F-381 + - - - - - - - - -
F-382 + - - - - - - - - -
F-383 + - - - - - - - - -
F-384 - + - - - - - - - -
F-385 - - - - - - - - - -
F-386 - + - - - - - - - -
F-387 - + - - - - - - - -
F-388 - + - - - - - - - -
F-389 - + - - - - - - - -
F-390 - + - - .- - - - - -
F-391 - + - - - - - - - -
F-392 - v - - - - - - - -
F-393 - + - - - - - - - -
F-396 - + - - - - - - - -
F-39$ - - - - - - - - - -
F-401 - - - - - - - - - -
F-408 + + + + - - - + + -
F-409 + + - + - - - + - -
F-412 + + + + - + + + + +
F-417 + + - + - - - + - -
F-420 + + + + - - - + - -
F-427 - + + + + - - - + - -
F-428 + + + + - - - + - -
F-434 - + + + - - - - - -
F-436 - . . ; - - - . -
F-440 - + + + - + - - - -
F-441 - + + + - - - - - -
F-445 - + + + - - - - - -
F-446 - + + + - - - - - -
F-450 + + + + - - - - - -
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Tabla XII. FRECUENCIA DE CARACTERES POSITIVOS EN LOS OCHO FENONES. DICHAS FRECUENCIAS SE EXPRESAN COMO PORCENTAJES

CON RESPECTO AL TOTAL DE CEPAS DENTRO DE CADA FENON.

Fendn ......... F-1 F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8
N2 de cepas ... 34 4 4 5 26 21 25 4

Morfologia:
Bacilos 100 100 100 0] 0] o} 0] 0
Cocos 0 0] 0 100 100 100 100 100
Gram 100 100 100 100 100 100 100 100
Esporas . 100 100 100 0] 0 0 0O (0]
Movilidad 85 100 0 0 0 5 0 0
Catalasa 100 100 100 100 100 100 100 100
Oxidasa 68 50 (6] 100 0 5 0 O
Crec. aerobiosis 100 100 100 100 100 100 100 100
Crec. anaercbiosis 38 25 o] 0 100 19 52 100

Acidos de:
Glucosa 97 25 100 20 100 100 100 100
Lactosa 62 0 0 0] 100 95 100 100
Manitol 76 0 0 0 §6 86 4 0
Sorbitol 62 0 0 0 92 90 20 0
Sacarosa 94 0 0 0 100 100 100 100




Tabla XII. (Continuacidn)

Fendn veeeeeess F-1 F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8

N? de cepas ... 34 4 4 5 26 21 25 4

Indol 3 o 0 0 0 0 0 0
Rojo de metilo 32 0 0 0 100 100 100 100
Voges~Proskauer 7 0 0 6] 96 43 100 100
Citrato de Simmons 76 25 25 0 42 57 0 0
Red. nitratos 73 50 100 0 19 52 88 0
Red. nitritos 0 0 0 0 8 0 ) 0
Prod. H,S 73 25 0 60 96 a8 28 75
Hidr. gelatina 94 100 0 100 88 67 48 25
Hidr. caseina 9 0 0 0 58 29 0 0
Hidr. almidén 60 50 0 100 16 57 32 25
Hidr. Tween 80 3 0 75 0 0 10 0 0
Hidr. esculina 88 0 0 20 0 19 0 0
DiAasa 85 50 100 100 32 38 88 50




Tabla XII. (Continuacién)

Fendn .uveesnes F-1 F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8
N¢ de cepas ... 34 4 4 5 26 21 25 4
Utilizacién de compuestos
organicos como tnica fuen
te de carbono y cnergia:
Esculina 38 25 100 0 0 29 0 0
Fructosa 97 75 100 100 16 100 68 25
Glucosa 100 100 100 100 50 100 76 25
Lactosa 82 100 0 40 4 95 56 0
Maltosa 97 100 100 100 35 86 64 0
Sacarosa 79 100 o 60 81 71 56 0
Glicerol 94 100 0 100 62 95 76 ¢]
Manitol 85 75 o] 0 70 67 8 0]
Citrato 73 75 0 60 23 48 4 0
Funarato 68 100 100 80 0 24 o o]
Glutamato 0] 0 0 0 o] 0 0 0
Malato 62 100 0] 100 46 29 8 0]
Succinato 53 100 100 100 0 38 4 0
Piruvato 82 100 100 100 35 90 64 25
Propionato 76 100 100 100 4 29 4 0




Tabla XII. (Continuacidn)
F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8
N¢ dé cepas ... 4 4 5 26 21 25 4
Utilizacién de aminoacidos
como Unica fuente de carbo
no, nitrdgeno y energia:
L-Arginina 38 25 25 0 0 14 e}
L-Histidina 85 0 0 100 (e} 24 o}
I~Lisina 6 25 0 4 0] 0]
L-Omitina 60 75 0 24 12
L~Triptéfano 88 0 0 5 8
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FIGURA 2.- Dendrograma simplificado mediante el coeficiente de Jaccard y la técnica de agrupacién UPGMA, para 150

bacterias halotolerantes. Cepas de referencia :

C.R. 13 : B. megaterium

C.R.10 : A. globiformis ; C.R.11 : M. luteus ; C.R.12 : S.:aureus
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IV. 2. Resultados de las pruebas fisioldgicas,
morfoldgicas, bioquimicas y nutriciona

les de las bacterias marinas.



IV.2.1. Pruebas fisiologicas: Crecimiento a
distintas concentraciones de sal de

las bacterias marinas.



Tabla XIII. Crecimiento a distintas concentraciones de sal (%)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
G-2 - - + + - - - -
G-4 - - + + + - - -
G-5 - - + + + - - -
G-7 - + + + + - - -
G-N - + + + + - - -
G-20 - - + + + + - -
G-26 - + + + - - - -
G-28 - + + + + - - -
G-29 - + + + - - - -
G-31 - + + + + + - -
G-32 - + + + + + - -
G-34 - + + + + - - -
G-37 - + + + + - - -
G-39 - + + + + ¥ - -
G-63 - + + + hd - - -
G-64 - + + + + - - -
G-67 - + + + t - - -
G-69 - - + + + + + -
G-70 - + + + + + - -
G-73 - + + + + - - -
G-76 - + + + + - - -
G-80 - + + + + ¥ - -
G-81 - + + + + b - -
G-84 ;- + + + - - - -
G-86 - - + + - - - -
G-87 - + + + + + - -
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Tabla XIII. (Continuaciédn)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
G-89 - - + + - - - -
G-N - - + + - - - -
G-93 - + + + + - - -
G-94 - + + + - - - -
G-97 - + + + + - - -
G-98 - + + + + + - -
G-100 - - + + + + - -
G-102 - t - - - - - -
G-107 - + + + + - - -
G-110 - - + - - - - -
G-111 - + + + - - - -
G-115 - - + - - - - -
G-118 - + + + + - - -
G-119 - + + - - - - -
G-120 - + + + + - - -
G-121 - + + + + - - -
G-124 - + + + + - - -
G-125 - - + + - - - -
G-132 - + + + + - - -
G-135 - - + - - - - -
G-137 - + + + + - - -
G-140 - - + - - - - -
G-142 - - + + + - - -
G-146 PR + + + + - - -
G-147 - + + + 1 t - -
G-148 - - + + + - - -

=91~



Tabla XIII. (Continuacioén)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
G-150 - + + + + - - -
G-152 - - + + - - - -
G-162 - + + + + - - -
G-164 - - + + + - - -
G-169 - + + + + - - -
G-170 - + + + + - - -
G-172 - + + + + - - -
G-183 - + + + - - - -
G-185 - + + + + - - -
G-188 - + + + + - - -
G-189 - + + + - - - -
G-190 - - + + - - - -
G-192 - + + + - - - -
G-195 - + + + - - - -
G-200 - + + + - - - -
G-201 - - + + + + - -
G-205 - - + + + - - -
G-210 - + + + + - - -
G-211 - + + + + - - -
G-213 - + + + + - - -
G-215 - + + + + - - -
G-218 - - + + + - - -
G-220 - + + + - - - -
G-228 L + + - - - - -
G-232 - + + + + + - -
G-233 - + + + + + - -

-92-



Tabla XIII.. (Continuacidn)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
G-240 - + + + - - - -
G-242 - + + + - - - -
G-248 - + + + + - - -
G-254 - - + - - - - -
G-256 - + + + - - - -
G-258 - + + + + - - -
G-277 - - + - - - - -
G-284 - - + - - - - -
G-299 - + + + + - - -
G-302 - + + + + - - -
G-306 - + + + - - - -
G-308 - + + - - - - -
G-311 - - + + - - - -
G-312 - - + + + t - -
G-316 - - + - - - - -
G-318 - - + + + - - -
G-320 - - + + + - - -
G-321 - - + + + - - -
G-322 - + + + + - - -
G-323 - + + + + - - -
G-324 - + + + + - - -
G-325 - + + + + - - -
G-357 - - + + - - - -
G-363 - - + - - - - -
G-370 - - + + + - - -
G-376 - + + + + + + -
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Tabla XIII. (Continuacién)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
G-378 - + + + + - - -
G-379 - + + + - - - -
G-380 - + + + + - - -
G-382 - - + + - - - -
G-384 - - + - - - - -
G-385 - + + + + + + -
G-387 - + + + + + - -
G-388 - - + - - - - -
G-392 - - + + + + ¥ -
G-393 | - - + + + - - -
G-394 - - + - - - - -
G-395 - - + + - - - -
G-397 - - + + + + - -
G-398 - - + + + + t -
G-399 - - + + t t - -
G-402 - - + - - - - -
G-403 - - + + - - - -
G-405 - - + + + t - -
G-406 - - + - - - - -
G-407 - - + + + + - -
G-409 - - + - - - - -
G-417 - - + + + - - -
G-418 - - + + + - - -
G-419 ' . - + + + t - -
G-420 - - + + + - - -
G-503 - + + + + - - -
G-504 - t + + + + t -
G-505 - + + + + + - -
G-506 - + + + + + + -
G-507 - + + + + + - -
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IV.2.2. Pruebas morfoldgicas, bioquimicas y nutricionales de las bac -

terias marinas.

En la tabla XIV se expresan los resultados de las distintas ce-

pas con respecto a las siguientes pruebas:

Morf

Gram :

Mov
Oxi K

Cat :

Man

Ind :

: Morfologia

Tincidén de Gram

: Movilidad

Oxidasa

Catalasa

: Crec. Anaerobiosis
: Glucosa

: Sorbitol

: Lactosa

: Sacarosa

: Manitol

Indol

R : Rojo de metilo

VP : Voges-Proskauer

Cit :

Tao

Esc

Dsa :

Citrato de Simmons

: Re(‘iuccién de nitratos

: Reduccidn de nitritos

: Produccion de sulfhidrico
: Hidrolisis de la gelatina
: Hidr6lisis de la caseina
: Hidrdlisis del almiddn

: Hidrélisis del Tween 80

: Hidrdélisis de la esculina

DNAasa

-95-

Utilizacién de los siguien

tes compuestos:

Glu :

Sac :

Gli

Cit

Glucosa

Sacarosa

: Maltosa

: Lactosa

: Fructosa

: Esculina

: Manitol

..

Glicerol
Propionato

Citrato

: Malato

: Piruvato

: Succinato

X3

Fumarato

: Gluconato

: L-Lisina

L~Triptofano

IL-Histidina



Tabla XIV . Pruebas morfolégicas, bioquimicas y nutricionales de las bacterias marinas

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
G-2 bacilo - + - + - - + - - - -
G-4 bacilo - + + + - - - - - - -
G-5 bacilo - + + + - - - - - - -
G-7 bacilo - + + + + - + - - + -
G- €oCo + - - + - - - - + - -
G-20 bacilo - + - + - - + - + + -
G-26 bacilo + - - + - - + - - - -
G-28 bacilo + + - + - + - + + + -
G-29 bacilo + + + + - - - - - - -
G-31 coco + - - + - - - - + + -
G-32 coco + - - + - - - - + + -
G-34 coco + - + + - - + - - - -
G-37 ‘ €0Co + - - + - - - + + - -
G-39 coco + - - + - - - + + - -
G-63 €oco + - + + - - + - - - -
G-64 €oCo + - - + - - - + + - -
G-67 €oco + - - + - - - + + - -
G-63 bacilo - + + + - - - - - - -
G-70 coco + - - + - - - + + - -
G-73 coco + - + + - - + - - - -
G-76 bacilo + + - + - + - + + - -
G-80 coco + - + + - - - + + + -
G-81 coco + - + + - - - + + - -
G-84 bacilo + + - + - - - - - + -
G-86 bacilo ? + + + + - - - - - - -
G-87 coco + - - + - - - - - + -
G-89 bacilo - + + + - + - - - - -
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Tabla XIV.

(Continuaciodn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
G-91 bacilo + - + + - - - - - - -
G-93 coco + - - + + - - - - - -
G-92 bacilo - + - + - - + + + + -
G-97 bacilo - + + + - - + - - - -
G-98 coco + - - + + - - + + - -
G-100 bacilo - + + + - - - - + - -
G-102 €oCo + - - + + - + + + + -
G-107 bacilo - + + + - - + + + + -
G-110 bacilo - + + + - - - - - + -
G-111 coco + - - + - - - - + + -
G-115 bacilo + + + + - - - - + - -
G-118 bacilo + - + + - - + + + + -
G-119 bacilo - + + + - - - - - - -
G-120 coco + - - + - - + + + - -
G-121 bacilo - + + + - - - - - - -
G-124 bacilo - + + + - - - - - - -
G-125 bacilo - + + + - - - - - - -
G-132 bacilo + + + + - - - - - - -
G-135 bacilo - + + + - - - - - - -
G-137 bacilo + + + + - - - - - - -
G-140 bacilo - + + + - - - - - - -
G-142 bacilo - + + + - - - - + + -
G-146 coco + - + + - - + - - - -
G-147 coco + - - + - - - - - + -
G-148 bacilo + + + + - - - - - - -
G-150 bacilo + + + + - - - - + - -
G-152 bacilo - + + + - - - - - - -
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Tabla XIV. (Continuacién)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
G-162 bacilo - + + + - - - - - - -
G-164 bacilo - + + + - - - - + o+ -
G-169 coco + - - + - - - + + - -
G-170 bacilo + + + + - - + + + - -
G-172 bacilo - + + + - + + - + + -
G-183 bacilo + + + + - - + - - - -
G-185 - bacilo - + + + - + - - + + -
G-188 bacilo - + + + - - + - - - -
G-189 bacilo + + + + - - + - - - -
G-190 bacilo - + + + - + - + + + -
G-192 bacilo - + + + - - + < - - -
G-195 coco + - - + - - + - - - -
G-200 bacilo - + + + + - - - - - -
G~201 bacilo - + + + - - - - + + -
6-205 bacilo - -, + - - - - - - -
G-210 bacilo - - + + - - + - + + -
G-211 bacilo  + + + + + - + - - - -
G-213 bacilo - + + + + + + - + + -
G-215 . bacilo - + - + - - - + + + -
G-218 bacilo + + + + - - - - - - -
G-220 bacilo - + + + - - - - + + -
G-228 coco , + - - + - - + - - - -
G-232 bacilo - + + + - - - - - - -
G-233 coco + - - + - - - + + + -
G-24C bacilo - + + + - + - - + + -
G-242 bacilo - + - + - - + + + + -
G-248 coco + - - + - + - + + + -



Tabla XIV. (Continuacién)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
G-254 bacile - + + + + + - - - - -
G-256 bacilo - + + + + - - - - - -
G-258 bacilo - + + + - - + - - + -
G-277 bacilo - - - + - - - - - - -
G-284 bacilo - - NC o+ - - ; - . )
G-299 bacilo - + + + - - - - - - -
G-302 bacilo - + + + - - - - - - -
G-306 bacilo - + + + - - - - - - -
G-308 bacilo - + + + - - + - - - -
G-31 bacilo - + + + - - - - - - -
G-312 bacilo - + + + - - - - - - -
G-316 bacilo - - - + - - - - - - -
G-318 bacilo - + + + - - - - - - -
G-32C bacilo - + + + - - - - - - -
G-321 bacilo - + + + - - - - + - -
G-322 bacilo - + + + - - - - - - -
6-323 bacilo - + + + - - - - + - -
G-324 bacilo - + + + - - - - + - -
G-325 bacilo - + + + - - - - + - -
G-357 bacilo - + + + - - - - - - -
G-363 bacilo - - + + - - - - - - -
G-370 bacilo - + + + - + - - - - -
6-376 bacilo! - + + + - - - - - - -
G-378 bacilo + - + - - + + + + + -
G-379 bacilo - + + + - - - - - - -
G-380 bacilo - + + + - - - - - - -
G-382 bacilo - - - + - - - - - - -
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Tabla XIV. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
G-384 coco + - - + + + + + - + -
G-385 bacilo - - + + - - - - - - -
G-387 bacilo - + + - + + - - - + -
G-388 bacile - - + + - - - - - - -
G-392 bacilo - + + + + - - - + + -
G-393 bacilo - - + + - - - - - - -
6G-394 bacilo - - + + - - - - - - -
6-395 bacilo - + + - - + + - + - -
G-397 bacilo - + + + + - - - + + -
G-398 bacilo - + + - + + - - + - -
G-399 bacilo - - + + - - - - - - -
G-402 bacilo - - + + - - - - - - -
G-403 bacilo - + + - - - - - - - -
G-405 bacilo - - + + - - - - - - -
G-406 bacilo - - + + - - - - - - -
G-407 bacilo - + + - - - - - - - -
G-409 bacilo - + + + - + - - + + -
G-417 bacilo - - + + + - - - - - -
G-418 bacilo - + + + - - - - - - -
G-419 bacilo - + + - - - - - - - -
G-420 bacilo - + + + - - - - + - -
G-503 bacile - + + + - - - - - - -
G-504 bacilo - + + + + - - - + + -
G-505 bacilo - + + + + - + - - - -
G-506 coco + - - + - + + + + + -
G-507 bacilo - - + + - - - - - - -



Tabla XIV. (Continuaciodn)

Microorganismo  RM VP (it No3' NO, H,S Gl Cas  Alm Ty, Esc  Dsa

G-2 - - + - - + NC NC NC NC - -
G-4 - - - - - - + NC - - + -
G-5 - + - + - - + NC NC - + -
G-7 - + - + - - + - + - + +
G-1 + - - + - - - - NC - - -
G-20 - + + + - + - - - - - -
G-26 - + + - - + - NC - - + +
G-28 - - - + - + + - - - + +
G-29 - - - - - + + NC NC - - +
G-31 - - - - - - - - - + - -
G-32 - - - - - - - - - + - +
G-34 - - - - - + - NC - - - -
G-37 + - - + - - - NC NC NC - +
G-39 + - - + - - - - - - - -
G-63 - - - + - - + NC N  NC o+ -
G-64 + + - + - - - + - - - +
G-67 - - - + - + - + - + + +
G-69 - - + - - - + - - NC NC - -
G-70 + + - - - - - NC NC - - -
G-73 - - - + - - - NC NC - + -
G-76 + - - - - + - - + - + +
G-80 - ; - + - - + - - - - +
G-81 - - - + - - + - NC - - +
G-84 - - - + - + + - - + + +
G-86 - - + + - - - NC NC - - -
G-87 + - - - - + - - - - - -
G-89 - - - - - + - - - - + -
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Tabla XIV. (Continuacion)

Microorganismo RM vp

Gel

Cas

Alm

80

Esc

Dsa

6-91 - -
6-93 - -
G-94 - -

G-97 - .

G-98 . -
G-100 .-
G-102 -
6-107 - -
G-110 -
G-111 . -
6-115 - -
G-118 - -
6-119 -
6-120 v -
6-121 - -
G-124 - -
G-125 - -
6-132 -
G-135 -
G-137 - -
G-140 - -
6-142 sy
6-146 - -
G-147 -
G-148 - -
6-150 -
6-152 - -
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NC
NC

NC

NC
NC

NC

NC
NC

NC

NC

NC
NC

NC

NC

NC



Tabla XIV. (Continuacidn)

Microorganismo M VP Cit N03- NO2 HZS Gel Cas Alm 80 Esc Dsa
G-162 - - - - - - + NC - - - -
G-164 - + - + - + + NC - - + -
G-169 + + - + - - - - + + - -
G-170 + - - + - - - NC NC - - -
G-172 - - + + - + + - - - + -
G-183 - + + + - + + - + - + -
G-185 - + - - - + + - - - + -
G-188 - - - + - + + - + - + -
G-189 - - - + - + NC - NC NC + -
G-190 + - - + - - + NC NC + - -
G-192 - - - + - - + - + - + -
G-195 - - - + - + + - + - + -
G-200 - + - + - - + - - + + -
G-201 + + + - - + + + - + - +
G-205 + - - - - + + + + - - -
G-210 - - - - - - + - - - + -
G-21 - + - + - + - NC NC NC + -
G-213 - - - + - + + - + + + -
G-215 - - - - - - + - + - + -
G-218 - - + + - - - - - - - -
G-220 - - - - - - + - - - + -
G-228 - o - + - - + - - - + -
G-232 - - - - - - + - + - + -
G-233 + - - + - - + - + - - -
G-240 - - - - - + + - - - + -
G-242 - - - + - - + - + - + +
G-248 + - - + - - - NC NC - - -
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Tabla XIV. (Continuacién)

-104-

* Microorganismo RM VP Cit N03' NO2 HZS Gel Cas Alm 80 Esc Dsa
G-254 - - - - - + + NC NC + - -
G-256 - - + - - + + - NC - - -
G-258 - - + - - + + NC + - - +
G-277 - + - - - - - - - - + -
G-284 - - - - - - NC - NC NC NC NC
G-299 - - - + - - - - - + - -
G-302 - - - + - - + - - + - +
G-306 - - - + - - - - - + - -
G-308 - - - - - - + - - + + -
G-31 - - - + - - - - - + - -
G-312 - - + - - - - - - + - -
G-316 - - - - - - NC - NC NC NC NC
G-318 - - - + - - - - - + - -
G-320 - - - - - - + - - + - -
G-321 - - - + - - + - - + - -
G-322 - - - + - - + - - + - -
G-323 - - - + - B - - - + - -
6-324 - - - - - - - - - + - -
G-325 - - - + - - - - - + - -
G-357 - - - - - - + + - + - +
G-363 - - - - - - + - - - - +
G-370 - " + + - + - - + - - -
G-376 - - - + - + - - - - - +
G-378 + - - - - + + + - - + +
G-379 - - - + - + + - - - - -
G-380 - - - - - - - - - - - +
G-382 - - - - - - NC - NC NC NC NC



Tabla XIV. (Continuacidn)

Microorganismo  RM VP Cit  NO3~  NO ° K, Gel Cas Alm Tgq Esc  Dsa

2 2
G-384 + - - + - + + - - - + +
G-385 - - - - - + + - - - - +
G-387 + - - - - + + + + + - +
G-388 + - + - - - + - - - - -
G-392 + + - - - + + - - - - +
G-393 - - - - - - - - - - - -
G-394 - - - - - - - - - - - -
G-395 + + - - - + + + + + - +
G-397 + + - - - + + + - + - +
G-398 + + - - - - + - - - - +
G-399 - - + - - - + - - - - -
G-402 - - + - - - - - - - - -
G-403 - - - + - - - - - + - -
G-405 - - - - - + - - - - - -
G-406 - - + - - + - - - - - -
G-407 - - - + - + + - - - - +
G-409 + + + + - + + + + - + +
G-417 - - - - - - - - - - - -
G-418 - - - - - - + - - - - -
G-419 - - - - - - + - - + - +
G-420 - - - + - - - - - + - +
G-503 - - - + - - - NC - - - -
G-504 + + + - - + + + - - - +
G-505 + + - - - + + + + - - +
G-506 ¥ - - - + - + NC - - - -
G-507 - - + - + - - NC - - - -
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Tabla XIV. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit
G-2 + + + + + - + + + +
G-4 - + + - - - - + - +
G-5 - - - - - - - - - -
G-7 + + + + + - + + + +
G-11 + + + - + - - + - -
G-20 + + + + + - + + + +
G-26 - - - - - - - - - -
G-28 + - + - - + + + +. +
G-29 - - - - - + - - - -
G-31 + + + - + - + + - -
G-32 + + + - + - + + - -
G-34 - - - - - - - - - -
G-37 + + + + - - - + - -
G-39 + + + + + - - + - -
G-63 - - - - + - - - - +
G-64 - + + + - - - + - -
G-67 A + + + + + - + + - -
G-69 + + + + + - + + + +
G-70 + + + + + - + + - -
G-73 + + + - - - - - - +
G-76 + + + + + - - + - -
G-80 - - + - - + - - - +
G-81 + ' + + - - + - - - +
G-84 + + + + - + - + - -
G-86 + + + - - - - + - +
G-87 + + + - - - + + - +
G-89 + + + + + + + 4+ - +
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Tabla XIV. (Continuacion)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit
G-91 - + - - - - - + - +
G-93 + + - + - + - + + +
G-94 + - - + - + - + + +
G-97 + + + + + - + + + +
G-98 + + + + - - - + - -
G-100 + + + + + + + + + +
G-102 - - - - - - - - + -
G-107 + + + + - + - + - +
G-110 - - - - - - - + - -
G-111 - - - - - - + + - -
G-115 - - - - - - - - - -
G-118 + + + + T+ + + + - +
G-119 - - - - - - - + - -
G-120 - - - + + - - + - -
G-121 - - - - + - - - - -
G-124 - + + - - - - + - -
G-125 - - + - - - - - - -
G-132 - - - - - - - - - -
G-135 - - - - - - - - - -
G-137 | - - - - - - - - - -
G-140 - - - - - - - - - -
G-142 + + + - + - + + - +
G-146 +' + + - - + + + + +
G-147 + + + - + - + + - -
G-148 - - - - - - - - - -
G-150 - - + - - . ; . . ]
G-152 + + + - - - + + + -
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Tabla XIV. (Continuacidn)

- Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit
G-162 + - + - - - - - - -
G-164 + + + - - - - - - -
G-169 - + - + - - - - - -
G-170 + + + + + - + + - +
G-172 + + + + + - + + - +
G-183 - - - - - - - - - -
G-185 + + + + + - + + - +
G-188 + + + + + - + + - +
G-189 - - + - - - + - - -
G-190 - - + - - - + + - -
G-192 + + ‘+ + + - + + - +
G-195 - + + - + s + + + +
G6-200 + + + + + + + + - +
G-201 + + + - + - + + + +
G-205 + + + - + + + + + -
G-210 + + + + + + + + - +
G-211 - - - - - - - - + -
G-213 + + + - + - + + + +
G-215 + + + + + + + + - +
G-218 + + - - + - + + + +
G-220 + + + - + + + + - +
G-228 -, - - - - - - - - +
G-232 + + + + + - - + - -
G-233 + + + + + - - + - -
G-240 + + + + + + + + - +
G-242 - - - - - - - - - +
G-248 - + + + + - - + - -
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Tabla XIV. {(Continuacién)

«Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit
G-254 + + + - + - - + +. +
G-256 + + + - + + - + + +
G-258 + + + + + - + + - +
G-277 + + + - - - - - - -
G-284 - - - - - - - - - -
G-299 - - - - - - - - - -
6-302 - - - - - - - - - -
G-306 - - - - - - - + + -
G-308 - - - - - - - - - -
G-311 - - - - - - - - + -
G-312 - - - - - - - - + +
G-316 - - - - - - - - - -
G-318 - - - - - - - - + -
G-320 + - - - - - - - + -
G-321 - - - - - - - - + -
G-322 + - - - - - - - + -
G-323 - - - - - - - - - -
6-324 - - - - - - - - - -
G-325 - - - - - - - - - -
G-357 - - - - - - - - - -
6-363 - - - - - - - - + -
G-370 + 1 + - - - - + + + +
G-376 + + + + + + + + + -
G-378 - - - - - - - - - -
G-379 + + + + + + + + + -
G-380 - - - - - - - - - -
G-382 - - - - - - - - - -
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Tabla XIV. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc

G-384 + + + + + +
G-385 + + + + + +
G-387 - - + - - -
G-388 - - - - - -
G-392 + + - - - -
G-393 + - - - - -
G-394 - - - - - -
G-395 - + + - - -
G-397 + + + + + +
G-398 - - - - - -
G-399 - - - - - -
G-402 - - - - - -
G-403 + + - - - -
G-405 - - - - - -
G-406 - - - - - -
G-407 - - - - - -
G-409 - + + - + -
G-417 + + + + + +
G-418 - - - - - -
G-419 - - - - - -
G-420 - + - - - -
G-503 - + - - - -
G-504 - - - - - -
G-505 + - - - - -
G-506 + + + + + +
G-507 - - - + - +
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Tabla XIV. (Continuacidn)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Gco Arg Lis Orn Tri His
G-2 + + + + - + + + + +
G-4 + + + + - + - + + +
G-5 - + - + - + - + + +
G-7 + + + + - + + + + +
G-11 - - - - - - - - - -
G-20 + + + + - + + + + -
G-26 - - - - - + - - - -
G-28 + + + + - + + + + +
G-29 - + - - - + + + + +
G-31 - + + - - + - + - -
G-32 - - - - - - - - - -
G-34 - - - - - - - + - -
G-37 - + - - - - - - - -
G-39 - + - - - - - - - -
G-63 - - - - - + + + + +
G-64 - - - - - - - - - -
G-67 + + - - - - + + + +
G-69 + + + + - - - + - -
G-70 + + + - - - - - - -
G-73 + + + + - + + + + +
G-76 - + + - - - + - - -
G-80 + ot + + - - + + + -
G-81 + + + + - - + + - -
G-84 + - - - - - - - - -
G-86 + - + - - - - - - -
G-87 - + - - - - - - - -
G-89 + + + - - - + + + -
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Tabla XIV. {(Continuacidn)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His
G-91 - + - - - - - + - -
G-93 + + + o+ - + + - + +
G-94 + + + + - + + + + +
G-97 + + + + - + + + + +
G-98 + + + + - + + + + +
G-100 + + + + - + + + + -
G-102 - - - - - - - - 4 -
G-107 + + + + - + + + + +
G-110 + + + + - + + - - -
G-111 + - - - - - - - - -
G-115 + - + + - + + + + +
G-118 - - - - - - - - - -
G-119 + + + + - + + + + +
G-120 + - + - - + + - + +
G-121 - - - - - - - - - -
G-124 + - + + - - - - + -
G-125 - - + - - - + + + -
G-132 - - - - - - - - - -
G-135 + - + + - - - - - -
G-137 - - - - - - - - - -
G-140 + - + - - - + + + -
G-142 - y t + + - + + + + +
G-146 + - + + - - - - + +
G-147 + - - + - + + . + +
G-148 + + + + - - - + - +
G-150 - - - - - + - + - -
G-152 + - + + - + + + + +
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Tabla XIV. (Continuacién)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Gco Arg Lis Orn Tri His
G-162 - + - + - + - + + +
G-164 - + + + - + + + + +
G-169 - - - - - - - - - -
G-170 + + + + - - + - - +
G-172 + + + + - - - + + +
G-183 - - - - - - - - - -
G-185 + + + + - + + + + -
G-188 + + + + - + + + + -
G-189 + + - + - + + + - +
G-190 - + + + - + - + - -
G-192 + + + + - + + + + +
G-195 + + - + - + + - - +
G-200 + + + + - + + + + +
G-201 + + + + - + + + + +
G-205 + + o+ + - + + + + +
G-210 + + + + - + + + + +
G-21 + + + + - - - - - -
G-213 + + + + - + + + + +
G-215 + + - + - + + + + +
G-218 + + + + - + - - - -
G-220 + + + + - + - + + -
G-228 - - - - - + + + - +
6-232 - + + - N - - - -
G-233 - + - - - - - - - -
G-240 + + + + - + - + + -
G-242 + + + + + + + + + +
G-248 - - - - + - - - - -
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Tabla XIV. (Continuacidn)

‘ Microorganismo Mto Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His
G-254 + + + + + + + + + +
G-256 + + + + + + + + + +
G-258 - + + + + + + + + +
G-277 - - - - - - - - - -
G-284 - - - - - - - - - -
G-299 + + + + - - - - - +
G-302 - - - - - - - - - -
G-306 + ‘ + + + - + - - - +
G-308 - - - - - - - - - -
G-311 + + + + - - - - - -
G-312 + + - - - - - - - -
G-316 - - - - - - - - - -
6-318 + + + 4+ - - - - - -
G-320 + + - + - - - - - -
G-321 + + - - - - - - - -
G-322 + + + + - - - - - -
G-323 - + - + - - - - - -
G-324 - - - - - - - - - -
G-325 + + + + - - - - - -
G-357 - + - - - - - + - +
G-363 - + - + - + - - - -
G-370 * + + + - + + + - +
G-376 + f + + + - - + + + +
G-378 - - - - - - - - - -
G-379 + + + + - - - - - +
G-380 - - - - - - - - - -
G-382 - - - - - - - - - -
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Tabla XIV. (Continuacién)

Microorganismo Mto. Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His
G-384 + + + + - + - + - +
G-385 + + + + - + + + - +
G-387 - + - - - - - + + +
G-388 - + - - - + - + - -
G-392 - + - - - + - + - +
G-393 - - - - - - - - - -
G-394 - - - - - - - - - -
G-395 - + - - - + - + - +
G-397 - + + + - + - + - +
G-398 - + - - - - - - - -
G-399 - - - - - + - - - -
G-402 - - - - - - - - - -
G-403 + + + + - - - - - -
G-405 - - - - - - - - - -
G-406 - - - - - - - - - -
G-407 - - - + - - - - - -
G-409 - + - - - + + - - -
G-417 - - - - - + - - - -
G-418 - - - - - - - - - -
G-419 - + - - - - - - - -
G-420 + + + + - - - - - -
G-503 * + + + - - - - + -
G-504 + + + + - + + + + +
G-505 - + + + - + + + - +
G-506 - + - + - - - - - -
G-507 + + + - - + - + - +
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Tabla XV. FRECUENCIA DE CARACTERES POSITIVOS EN LOS SIETE FENONES.

CON RESPECTO AL TOTAL DE CEPAS DENTRO DE CADA FENON.

DICHAS FRECUENCIAS SE EXPRESAN COMO PORCENTAJES

Fenon .....e.ev. G-1 G-2 G-3 G-4 G-5 G-6 G-7
N¢ de cepas ... 29 4 4 4 6 13 4
Morfologia:
Bacilos 100 0 100 100 0 100 100
Cocos 0 100 0] 0 100 0 0
Gram 0 100 0 0] 100 0 0
Movilidad 90 0 100 75 0 100 0
Catalasa 100 100 100 50 100 92 100
(xidasa 76 0 100 7% 0 100 100
Crec. aerobiosis 100 100 100 100 100 100 100
Crec. anzerobiosis 17 75 0 75 0 0 0
Acidos de:
Glucosa 24 25 0 75 17 o] 0
Lactosa 17 50 0 75 83 o] o]
Manitol 55 75 25 100 33 0] ¢]
Sorbitol 45 S0 0 75 0] 0 O
Sacarosa 52 75 25 25 100 23 0




—LTT-

Tabla XV. (Continuacién)

Fenon ....... . G-1 G-2 G-3 G-4 G-5 G-6 G-7

N¢ de cepas ... 29 4 4 4 6 13 4
Indol 0 0 0 0 0 0 0
Rojo de metilo 10 50 0 100 100 0 0
Voges-Proskauer 20 ¢] 50 75 17 0 0
Citrato de Simmons 28 0 0 0 0 0 50
Red. nitratos 52 100 S0 0 100 92 0
Red. nitritos 0 0 o) 0 0 0 0
Produccidn H2S 69 75 25 100 0 o} 50
Hidr. gelatina 83 100 100 100 17 23 0
Hidr. caseina 7 0 0 50 17 0 o]
Hidr. almidon 34 75 0] 25 17 0 0
Hidr. Tween 80 20 25 0 75 0 84 6]
Hidr. esculina 62 50 75 0 0 0 0
DNAasa 34 50 0 100 33 8 0
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Tabla XV. (Continuacidn)

Fenon ......... G-1 G-2 G-3 G-4 G-5 G-6 G-7
N® de cepas ... 29 4 4 4 6 13 4
Utilizacion de compuestos
organicos como Unica fuen
te de carbono y energia:
Esculina 52 75 0 25 0 0 o]
Fructosa 86 50 0 25 67 ] 0]
Glucosa 3 75 0 50 67 23 0
Lactosa 69 75 o} 25 83 6] 0
Mal tosa 93 75 75 50 100 8 0
Sacarosa 20 100 50 75 100 31 0
Glicerol 96 100 25 100 100 15 0
Manitol 83 50 0] 100 0 0 0
Citrato 90 75 25 25 0 6] 0
Fumarato 96 100 100 25 0 92 0
Glutamato 14 0 0] 0 33 0 0]
Malato 93 100 25 0 0 100 0
Succinato 96 75 S0 25 0 84 0
Piruvato 100 100 100 100 67 92 0
Propionato 52 50 o] 100 0 69 0]
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Tabla XV. (Continuacién)

Fendn ....... . G-1 G-2 G-3 G-4 G-5 G-6
Ne de cepas 29 4 4 4 6 13
Utilizacidén de aminoacidos
como Unica fuente de carbo
no, nitrdgenc y energia:
L~Arginina 86 100 100 75 o} 8
L~ Histidina 76 100 100 100 o} 15
l~Lisina 86 75 50 o} o} 0
L-Omitina 96 50 100 100 0] ]
L~Triptéfano 93 S0 100 S0 0 0
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IV. 3. Resultados de las pruebas fisioldgicas,
morfoldgicas, biogquimicas y nutriciona!

les de las bacterias haldfilas moderadas.



IV. 3.1. Pruebas fisioldgicas: Crecimiento a
distintas concentraciones de sal de

las bacterias haldéfilas moderadas



Tabla XVI. Crecimiento a distintas concentraciones de sal (%)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
H-42 - - - + + + - -
H-54 - - + + + + - -
H-58 - - + + + + - -
H-60 - - + + + + - -
H-63 - - + + + + - -
H-74 - - + T4 + - - -
H-78 - - + + + + - -
H-80 - - + + + + - -
H-94 - - + + + - - -
H-100 - - + + + + - -
H-105 - - + + + + - -
H-107 - - + + + + + -
H-108 - - + + + + - -
H-109 - - + + + + - -
H-111 - - + + + + - -
H-112 - - + + + + - -
H-118 - - + + + + - -
H122 - + + + + + - -
H128 - t + + + + - -
H-131 - - + + + - - -
H-141 - - - + + + + -
H-170 - + + + t + - -
H-172 , - + + + + + - -
H-176 - - + + + + - -
H-177 - - + + + + - -
H-178 - - + + + t - -
H-182 - t + + + + - -
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Tabla XVI. (Continuacidn)
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Microorganismo 0 0.5 5 10 15 20 25 30
H-188 - - + + + + - -
H-191 - - + + t - - -
H-196 - - + + t - - -
H-202 - + + + + t - -
H-203 - + + + + + - -
H-208 - - - + + + - -
H-210 - - + + + + + -
H-215 . - + . + - - -
H220 - - + + + + - -
© H-232 - - + + + + + -
H-234 - - ¥ + + + - -
H-236 - - - + + + - -
H-241 - - t + + + - -
H-243 - - - + + t - -
H-244 - - - + + + - -
H-246 - - - + + + - -
H-253 - - + + + - - -
H-256 - - - + + - - -
H-270 - M + + + + - -
H-277 - - + + + + t -
H-288 - - + + + + - -
H-293 - - + t - - - -
H-294 ‘ - - + + + + - -
H-307 - - + + - - - -
H-308 - - + + + - - -
H-311 - - + + + + + +
H-313 - - + + + t - -




Tabla XVI. (Continuacién)

Microorganismo 0 0,5 3 10 15 20 25 30
H-317 - + + + + - - -
H-318 - - - + + + - -
H-320 - - + + + + - -
H-329 - * + + + + - -
H-340 - - + + t - - -
H-341 - - + + + - - -
H-347 - - + + + + - -
H-348 - - + + + - - -
H-351 - - - + + - - -
H-354 - - + + - - - -
H-355 - - + + - - - -
H-356 - - + + + - - -
H-357 - - - + - - - -
H~358 - - + + + - - -
H-359 - - + + + + + -
H-361 - - + + + t - -
H-362 - - + + + + - -
H-363 - - + + + + - -
H-364 - - + + + + + -
H-365 - - + + + + - -
H-368 - - - + + + + +
H-371 ' - - + + + + - -
H-372 - - - - + + - -
H-373 - - - + + + - -
H-374 - - + + + + - -
H-380 - - - + + - - -
H-385 - - + + + + - -
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Tabla XVI. (Coritinuacion)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
H-387 - - + + + b4 - -
H-391 - - + + + + - -
H-394 - - + + + t - -
H-398 - - + + + + + -
H-399 - - + + + - - -
H-402 - - + + + t - -
H-403 - - - + + - - -
H-404 - - + + + - - -
H-409 - - - + + - - -
H-412 - - + + + + - -
H-414 - - + + + + - -
H-416 - - + + + + - -
H-431 - - + + + + - -
H-432 - - + + + + - -
H-433 - - + + + + - -
H-437 - - + + + + + -
H-439 - - + + + + - -
H-440 - - + + + + - -
H-442 - - + + + + - -
H-444 - - + + + + + -
H-449 - - + + + + + -
H-450 ! - - + + + + + -
H-453 - - + + + + + +
H-458 - - + + + + + -
H-460 - - + + + + + -
H-468 - - + + + + - -
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Tabla XVI. (Continuacidn)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
H-470 - - + + + + - -
H-472 - - + + + + + -
H-475% - - + + + + t -
H-480 - - + + + + t -
H-482 - - + + + - - -
H-484 - - + + + + - -
H-487 - - + + + + - -
H-488 - - + + + + - -
H-490 - - + + + + - -
H-494 - - + + + + - -
H-497 - - + t ¥ - - -
H-498 - - + + + - - -
H-499 - - + + + + - -
H-500 - - - + + + - -
H-501 - - - + + + - -
H-502 - - - + + + - -
H-503 - - - - + + - -
H-505 - - + + + + - -
H-509 - - + + + + - -
H-512 - - + + + + - -
H-514 - - - + + + - -
H-515 P - - + + + - -
H-517 - - + + + + - -
H-529 - - + + + + - -
H-531 - - + + + + - -
H-532 - - + + + + - -
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IV.3.2. Pruebas morfolbgicas, bioguimicas y nutricionales de las bac-

terias haldéfilas moderadas.

En la tabla XVII se expresan los resultados de las distintas ce-

pas con respecto a las siguientes pruebas:

Morf

Gram

Mov

Oxi

Cat :

Ind :

2|

: Morfologia
: Tincidn de Gram
: Movilidad

: Oxidasa

Catalasa

¢ Crec. anaerobiosis -
¢ Glucosa

: Sorbitol

: Lactosa

1 Sacarosa

¢ Manitol

Indol

: Rojo de metilo

VP : Voges-Proskauer

Cit :

Citrato de Simrmons

: Reduccidn de nitratos

Reduccidén de nitritos

: Produccddnide sulfhidrico
: Hidrdlisis de la gelatina
: Hidrdlisis de la caseina
: Hidrblisis del almidén

: Hidrdlisis del Tween 80

: Hidrdlisis de la esculina

: DNAasa
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Utilizacién de los siguien

tes compuestos:

Glu :

Sac @

Gli :

Cit :

Mto

Pir :

Tri

Glucosa

Sacarosa

: Maltosa

: Lactosa

: Fructosa

: Esculina

: Manitol

Glicerol

: Propionato

Citrato

: Malato

Piruvato

: Succinato
: Fumarato

: Gluconato
: L-Arginina
: L-Lisina

: L-Ormitina

: L-Triptéfano

His : L-Histidina



Tabla XVII. Pruebas morfoldgicas, bioquimicas y nutricionales de las bacterias haldfilas moderadas.

Hicroorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
H-42 bacilo - - - + - - - - - - -
H-54 bacilo - + + + - + - - + + -
H-58 bacilo - + + + - + - - + - -
H-60 bacilo - + + + + + - - + + -
H-63 bacilo - + + + + + - - + - -
H-74 coco + - + + - - - - - - -
H-78 bacilo - + + + + + - - + - -
H-80 bacilo + + - + - + - - - - -
H-94 bacilo - + - + - + - - - - -
H-100 bacilo - - + + - - - - - - -
H-105 bacilo - + + + + + - - + + -
H~107 bacilo + + - + + + - - - + -
H-108 bacilo - + + + + + - - + + -
H-109 bacilo - - + + + - - - - - -
H-11 bacilo - - - + + - - + - - -
H-112 bacilo - + + + + + - - + + -
H-118 bacilo - - + + + - - - - - -
H-122 bacilo - + + + + + - - + - -
H-128 bacilo - + + + - - - - - - -
H-121 bacilo - + + + + + - - + + -
K-141 bacilo - - + + - - - - - - -
H-170 bacilo - + + + - - - - - - -
H-172 baciloy - + + + - - - + - - -
H-176 bacilo - + + + - - - - - - -
H-177 bacilo - + - + + - - - - - -
H-178 bacilo - + + + + - - + + + -
H-182 bacilo - + + + + - - + + - -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
H-188 bacilo - + + + - - - - - + -
H-191 bacilo - + + + + - - + + + -
H-196 . bacilo - + + + - - - - - - -
H-202 bacilo + - - - - - + + - - -
H-203 bacilo - - + - - - + + - + -
H-208 bacilo - - - + - - - - - - -
H-210 bacilo - + + + + - + - - - -
H-215 bacilo - + + + - - - - - - -
H-220 bacilo - + + + + - - - - - -
H-232 bacilo - - - + - - - - - - -
H-234 bacilo - - - + + - - - - - -
H-236 bacilo - - - + - - - - - - -
H-241 bacilo - - - + - - - - - - -
H-243 bacilo - - - + - - - - - - -
H-244 bacilo - - - + - - - - - - -
H-246 bacilo - - - + - - - - - - -
H-253 bacilo - + + + + + - - + + -
H-256 bacilo - - - + - - - - - - -
H-270 bacilo - + + + - + - - - - -
H-277 bacilo - + + + - + - - - - .
H-288 bacilo - + + + - + - - - - -
H-293 bacilo - + + + - - - - - - -
H-294 bacilo : - + + + - - - - - - -
H-307 bacilo - + + + - + - - - - -
H-308 bacilo - + + + - + - - - - -
H-31 bacilo - + - + - + - + - - -
H-313 bacilo - + + + + + - - + + -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
H-317 bacilo - + + + + + + - - + -
H-318 bacilo - + - + - + - - - - -
H-320 bacilo - + + + - + - - - - -
H-329 bacilo - + + + - - - - - - -
H-340 bacilo - + + + - - - - + - -
H-341 bacilo - + + + - - + - + + -
H-347 bacilo - + - + - - - - - - -
H-348 bacilo - + + + - - - - + - -
H-351 bacilo - - + + - - - - + - -
H-354 bacilo - + + + - - - - + - -
H-355 bacilo - + + + - - - - - - -
H-356 bacilo - + + + - - - - - - -
H-357 bacilo - + + + - - - - + - -
H-358 bacilo - + + + - - - - + - -
H-359 bacilo - - - + - - - - + - -
H-361 bacilo - - + + - - - - - - -
H-362 bacilo - + - + - - - - - - -
H-363 bacilo - + + + - - - - - - -
H-364 bacilo - + + + + - + - + + -
H-365 bacilo - + - + - - - + - - -
H-368 bacilo - - + + - - - - - - -
H-371 bacilo - + + + + - + - + + -
H-372 bacilo - + - + - - - - - - -
H-373 bacilor - + - + + - - - - + -
H-374 bacilo - + + + - - - - - - -
H-380 bacilo - + - + - - - - - - -
H~-385 bacilo - + + + - - - - - - -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov 0xi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
H-387 bacilo - - + + + - - - - - -
H-391 bacilo - - + + - - - - - - -
H-394 bacilo - + + + - - - - - - -
H-398 bacilo - + - + - - - - + - -
H-399 bacilo - + + + - - - - - - -
H-402 bacilo - + + + - - - - - - -
H-403 bacilo - + + + - - - - - - -
H-404 bacilo - + - + - - - - - - -
H-409 bacilo - + + + + - - - + + -
H-412 bacilo - - + + - - - - - + -
H-414 bacilo - + - + - - - - + - -
H-416 bacilo - + + + - - - - + - -
H-431 bacilo - + + + - - - - - - -
H-432 bacilo - + + + - - - - - - -
H-433 bacilo - - + + - - - - - - -
H-437 bacilo - + + + - - - - + - -
H-439 bacilo - + + + + - - + + + -
H-440 bacilo - + - + - - - - - - -
H-442 bacilo - + + + + - - - + + -
H-444 bacilo - + - + - - - - - - -
H-449 bacilo - + + + - - - - - - -
H-450 bacilo - - + + - - - - - - -
H-453 bacilo - + - + - - + + + - -
H-458 bacilo’ - + + + - - + - + + -
H-460 bacilo - + + + - - + - + + -
H-464 bacilo - + + + - - - - - - -
H-468 bacilo - + + + - - - - - - -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Morf Gram Mov Oxi Cat Ana Glu Sor Lac Sac Man Ind
H-470 bacilo - + + + - - - - + - -
H-472 bacilo - + + + - - + - + - -
H-475 bacilo - + + + + - - - - - -
H-480 bacilo - - + + + - - - - - -
H-482 bacilo - + + + - - - - - - -
H-484 bacilo - + + - - + - - - - -
H-487 bacilo - + + - + - - - + + -
H-488 bacilo - + + + + - + + + + -
H-430 bacilo - + + + + - - + + + -
H-494 bacilo + - + + - - - - - - -
H-497 bacilo - + + + - - - - - - -
H-498 bacilo - + + + + - - - + + -
H-499 bacilo - + + - - - - + + - -
H-500 bacilo - + + + + - - - + + -
H-501 bacilo - + + + - - - - + + +
H-502 bacilo - + + + + - + - + + -
H-503 bacilo - + + - + - - + + + -
H-505 bacilo - + + + + - - - + + -
H-509 bacilo - + + + + - - - + - -
H-512 bacilo - + + + + - - - + + -
K-514 bacilo - + + - + - + + + - -
H-515 bacilo - + + + + - + + + - -
H-517 bacilo - + + - + - - - + - -
H-529 coco + - + + + - - - - - -
H-531 bacilo - + + + + - - + + - -
H-532 bacilo - + + + - - - - - - -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo RM VP Cit N03' N02' HZS Gel Cas Alm T80 Esc Dsa
H-42 - - + + - - - NC NC - - +
H-54 + + + + - + - + - - - +
H-58 + - - + - + + + + + - +
H-60 + + + + - + + - NC - - +
H-63 + - - - - + + + + - - +
H-74 - - + + - - + - - - + +
H-78 - + + + - + + + + - - +
H-80 - - + + - + + - - - + -
H-94 - - + - - - + - - - - +
H-100 - - + + - - - - - - - +
H-105 + + - - - + + - - - + +
H-107 - - - + - - - - - - - +
H-108 - + - - - + + + - - - +
H-109 - - + + - - - - - - - -
H-111 - - + - - - - - - - - -
H-112 + + - - - + + + - - - +
H-118 - - + + - - - - - - - -
H-122 + + + - - + + + - + - +
H-128 - - - + - - + + - - - -
H-131 + - - + - + + + - - + +
H-141 - - - + - - - - + + t -
H-170 - - - - - + + - - - - +
H-172 - - + + - + - - - - + -
H-176 - - + + - - - - - - - -
H-177 - ] + - - + - - - - - -
H-178 + + - - - + + + - - - +
H-182 + + + - - + + + - + - +
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Tabla XVII. (Continuacién)

Microorganismo RM VP (it N0, Noz' Hys  Gel  Cas Alm  Tgy  Esc Dsa

H-188 - - + + - + - - - - - -
H-191 + ‘ + + - - + + + - - - +
H-196 - - - - - + + - - - - -
H-202 - - - + - + - t + - - +
H-203 - - - + - + + t - - - +
H-208 - - - - - - - + - - - -
H-210 + - + + - - - + - - - -
K-215 - - - - - + + - - - - -
H-220 + - + - - + - - - - + -
H-232 - - - - - - - - - - - -
H-234 - - + - - - - - - - - -
H-236 - - + - - - - - - NC - -
H-241 - - - - - - - - - - - -
H-243 - - + - - - - NC - - - -
H-244 - - + - - - - - - - - -
H-246 - - + - - - - - - - - -
H-253 + + - - - . + . . . . ‘
H-256 - - - - - - - - - - - -
H-270 - - + + - + - - - - + -
H-277 - - + + - + - - - - + +
H-288 - - + + - + - - - - + +
H-293 - - + + - - - - - - - +
H-294 - - + + - - - - - - - -
H-307 - A + + - + - - - - o+ -
H-308 - - + - - + - - - - + -
H-311 - - + - - + - - - - - -

H-313 -+ + - - + + + . - - - +
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo RM VP Cit NO3 NO2 HZS Gel Cas Alm 80 Esc Dsa
H-317 - + - - - + + + + - - +
H-318 + - + - - - + - - - + +
H-320 - - + - - + - - - - - -
H-329 - - - - - - + - - - + -
H-340 - - - + - - - NC - - - -
H-341 - - + - + - - NC - - - -
H-347 - - + - - - - NC - - - -
H-348 - - + + - - - NC - - - -
H-351 - - + + - - - NC - - - -
H-354 - - + + - - " N - . . .
H-355 - - - - + - - NC - - - -
H-356 - - + - + + - NC - - - -
H-357 - - + - - - - NC - - - +
H-358 .- - + - - - NC - - - +
H-359 - - + - - + + - - - + -
H-361 - - - - + - - NC - - - -
H-362 - - - - - - - NC - - - -
H-363 - - + + + - - NC - - - +
H-364 - + - - - + + + NC - + +
H-365 - - - - - + + - - - - -
H-368 - - : - - - - - NC - - NC -
H-371 + + - - - s + + - - - +
H-372 - - - - - - - - - - - +
H-373 - - - - - - - NC NC NC - -
H-374 - - - + - - - NC - - - -
H-380 + - - - - + - NC - - + +
H-385 - - + + - - - NC - - - -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo RM VP Cit NO3 NO2 H,S Gel Cas Alm 80 Esc Dsa
H-387 - - + - - + - - - - -
H-391 - - + - - - - - - - +
H-394 ¥ - - + - - NC - - - -
H-398 - - + - - - - - - - +
H-399 - - - + - - NC - - - -
H-402 - - - + - - NC - - - -
H-403 - - - + - - NC - - - -
H-404 t - - + - - NC - - - -
H-409 + + - - - + - - - + +
H-412 - - - - + - NC - - - -
H-414 - - + - + - - - - - +
H-416 t - - - - + - - - + -
H-431 - - + - - - NC - - - -
H-432 - - + + - - NC - - - -
H-433 - - + - + - NC - - - -
H-437 t - + - - - - - - - -
H-439 + + + - - + + - - + -
H-440 - - + - - - - - - - -
H-442 + + + - - + + - - + +
H-444 - - + + - - - - - - -
H-449 - - + - - - - - - - -
H-450 - - + - - - NC - - - -
H-453 - - + - - + NC - - + -
H-458 t +! + - - + - NC - - +
H-460 + + + - + + NC NC - - -
H-464 - - + - - NC - - NC - NC
H-468 - NC - - + -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo RM VP (it NO, NOZ' H,S  Gel Cas  Alm g0 EsC Dsa
H-470 - - + - + - - - - - - -
H-472 - - + - + - - - - - - -
H-475 - - + - - + - - - - - -
H-480 - - + - + - - NC - - - -
H-482 - - - + - - - NC - - - -
H-484 - + - - + + + + - - + -
H-487 - + + - - + + - - NC - +
H-488 - + + - - + + - - - - +
H-430 + + + - - + + NC - - - +
H-494 - - + - + - - NC - - - -
H-497 - - + - - + t NC ¢ - NC +
H-498 + + - - - + + - + - + +
H-499 + + - - - + + - - - + +
H-500 + + - - + + + - - - + +
H-501 - + - + - + + NC + - + +
H-502 + + + + - + + - - - - +
H-503 - + - - - + + - - - - +
H-505 + + + - - + + - - - + +
H-509 - + - - - + + + - - - +
H-512 + + + - - + + + - - - +
H-514 - + - - - + + + - - - +
H-515 + + - - - + + - + - - +
H-517 + + - - - + + + - - + +
H-529 - - - - - - - NC - - - -
H-531 + + + - - | + + + - - - +
H-532 - - + + - + - NC - - - +
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc
H-42 - - - - - -
H-54 - + - - - -
H-58 - + - - - -
H-60 - + - - - -
H-63 - + - - - -
H-74 + + - - + +
H-78 - + - - - -
H-80 - + - - - -
H-94 + + - - - -
H-100 - - - - - -
H-105 - + - - - -
H-107 - + - - - -
H-108 - - - - - -
H-109 - - - - - -
H-111 - - - - - -
H-112 - + - - - -
K-118 - - - - - -
H-122 - + - - - -
H-128 - + - - - -
H-131 - + - - - -
H-141 ' - - - - - -
H-170 - + - - - -
H-172 + + + + + -
H-176 - + - - - -
H-177 - - - - - -
H-178 - + - - - -
H-182 - + - - - -
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Tabla XVII. (Continuacién)

Microorganismo Glu Sac mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit

H-188 - - - - - - + - + +
" ;1?191 - - - - - - + - + +
H-196 - + - - - - + - - +
H-202 - - - - - - - - - -
H-203 - - - - - - - - - -
" H-208 - - - - - - - - - -
H-210 - - - - - - - - - -
H-215 : - - - - - - - - - -
H-220 - - - - - - - - + -
H-232 - - - - - - - - - -
H-234 - - - - - - - - - -
H-236 - - - - . - - - - - -
H-241 - - - - - - - - - -
H-243 - - - - - - - - - -
H-244 - - - - - - - - - -
H-246 + + + + + + + - + +
H-253 - - - - - - - - - -
H-256 - + - - - - + - + -
H-270 - - - - - - - - - -
H-277 + + + + + + . + - + +
H-288 ot + + + + - - - + +
H-293 + - - - - - - - + +
H-294 + + - - - - - - + +
H-307 + + + + + + - - + +
H-308 - + - - - - - - - -
H-311 - + - - - - - - + -

H-313 + + + + + + + - - +
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc
H-317 - + - - - -
H-318 - - - - - -
H-320 + + - + - +
H-329 - + - - - -
H-340 + + - - - -
H-341 - + - - - -
H-347 - - - - - -
H-348 + + - - - -
H-351 - - - - - -
H-354 - - - - - -
H-355 - - - - - -
H-356 + + - - - -
H-357 - - - - - -
H-358 + + - - - -
H-359 + + - + - -
H-361 - - - - - -
H-362 - - - - - -
H-363 + + - - - -
H-364 - + - - - -
H-365 + + + + + +
H-368 '- - - - - -
H-371 - . - - . .
H-372 - - - - - -
H-373 - - - - - -
H-374 - - - - - -
H-380 - - - - - -
H-385 + - - - - -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man G1i Pro Cit
H-387 + + - - - - - + + -
H-391 - - - - - - - - - -
H-394 - - - - - - - - + -
H-398 + + - + + - + + + +
H-399 - - - - - - - + + -
H-402 - - - - - - - + + -
H-403 ’ - - - - - - - - - -
H-404 - - - - - - - + + -
H-409 - - - - - - - - - -
H-412 - + - - - - - + - -
H-414 + + + + + + + + + +
H-416 - + - - + + + + - -
H-431 - - - - - - - - - -
H-432 + + - + - - + + + +
H-433 + + - - - - + + + +
H-437 + - - - - - - - - -
H-439 - + - - - - + + + -
H-440 + + + + + + + + + +
H-442 - + - - - - + + - -
H-444 + + + + + +V + + + +
H-449 + + + + + - + + + +
H-450 8 + - - - - - - + +
H-543 + + + + + + + + + +
H-458 + + - - - - + + + +
H-460 + + + - - - + + + +
H-464 + + + + + + + + + +
H-468 + + + + + + + + + +
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Tabla XVII. (Continuacién)

Microorganismo Glu Sac Mal Lac Fru Esc Man Gli Pro Cit

H-470 + + + + + + + + - +
H-472 - + - - - - - + + +
H~475 - + - - - - + + + +
H-480 - - - - - - - - - -
H-482 - + - - - - - + + -
H-484 - - - - - - - - - -
H-487 : - + - - - - + + - -
H-488 - + - - - - + + - -
H-490 - + - - - - - - - -
H-494 - . ] - - . . ] . )
H-497 - - - - - - - - - -
H-498 - - - - - - - - - -
H-499 + + - - - - - + - -
H-500 - - - - - - - - - -
H-501 - - - - - - - - - -
H-502 - - - - - - - - - -
H-503 - - - - - - - - - -
H-505 - + - - - - - + - -
H-509 + + - - - - - + - -
H-512 - - - - - - - - - -
H-514
H-515 - - - - - - - - - -
H-517 - + - - - - - - - -
H-529 - - - - - - - - - -
H-531 - - - - - - - - - -
H-532 - - - - - - - - - -
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Tabla XVII. (Continuacién)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Gco Arg Lis Orn Tri His
H-42 - - - + - - - - - -
H-54 + + - - - + + + - +
H-58 + + + + - + + + - +
H-60 + + + + - + + + - +
H-63 + + + + - + - + - +
H-74 - - - - - - - - - -
H-78 - + + + - + - - - +
H-80 + + + + - - + + - -
H-94 + + - + - + + - - -
H-100 + + + + - - - - - -
H-105 + + + + - + + + - +
H-107 - + + + - - - - - -
H-108 - - - - - - - - - -
H-109 + + + + - + - - - -
H-111 - - - + - - - - - -
H-112 + + - + - + + + - +
H-118 + + + + - + - - - -
H-122 + + + + - + + + - +
H-128 + - - - - - - - - +
H-131 + + + + - + - + - +
H-141 + + - - - - - - - -
H-170 . + - - - - - - - -
H-172 + + + + - + - - - -
H-176 + + + + - + + + + +
H-177 - + - + - - - - - -
H-178 + + - + - + - - - +
H-182 + + - + - + - + - +
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Tabla XVII. (Continuacién)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His
H-188 + + + + - + + + - +
H-191 + + + + - + + + - +
H-196 - + - + - - - - - -
H-202 - - - - - - - - - -
H-203 - - - - - - - - - -
H-208 - - - - - - - - - -
H-210 + + + + - + - + + +
H-215 + + + - - + - + - +
H-220 - + + + - - - - - -
H-232 - - - - - - - - - -
H-234 - - - - - - - - - -
H-236 - - - - - - - - - -
H-241 - - - - - - - - - -
H-243 - - - - - - - - - -
H-244 - - - - - - - - - -
H-246 - - - - - - - - - -
H-253 + + + + - + + + - +
H-256 - - - - - - - - - -
H-270 + + + + - + + + + -
H-277 + + + + + + + - - -
H-288 + + + + + + + + - -
H-293 + /! + + + - + + + - +
H-294 + + + + - + + + - +
H-307 + + + + + + + + + -
H-308 - + + - - - - - - -
H-311 + + + + + + - + - -
H-313 + + + + - + + + - +
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Tabla XVII. (Continuacién)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His
H-317 - - - - - - - - - -
H-318 + - - + + - - - - -
H-320 + + + + + + + + - +
H-329 - - - - - - - + - +
H-340 + + + + - - - - - -
H-341 + + + + - - - - - -
H-347 - - - - - - - - - -
H-348 + + + + - - - - - -
H-351 - - - - - - - - - -
H-354 + + + + - - - - - -
H-355 + + - + - - - - - -
H-356 + + + + - - - - - -
H-357 - - - - - - - - - -
H-358 + + + + - - - - - -
H-359 + + + + - - + - - -
H-361 + + + + - - - - - -
H-362 - - - - - + - - - -
H-363 + + + + - - - - - -
H-364 - - - - - - - - - -
H-365 + + + + - + - - - -
H-368 - + - - - - - - - -
H-37 + + + + - + + + - +
H-372 - - - - - - - - - -
H-373 - - - - - - - - - -
H-374 + + + + - + - - - -
H-380 - - - - - - - - - -
H-385 + + + + - + + + - +
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Gco Arg Lis Orn Tri His
H-387 ‘ + + + + - - - - - -
H-391 + + + + - + + + + -
H-394 + + + + - - - - - -
H-398 + + + + - + - - - +
H-399 + + - + - - - - - -
H-402 + + + + - - - - - -
H-403 - - - - - - - - - -
H-404 + + + + - - - - - -
H-409 - - - - - - - - - -
H-412 + + + + - - + + - -
H-414 + + + + - + - - - +
H-416 - - - - - - - - - -
H-431 + + + + - - - + - -
H-432 + + + + - - - + - -
H-433 + + + + - - - + - -
H-437 + + + + - + + + - -
H-439 - + + + - + + + - +
H-440 + + + + + + + + - -
H-442 - + - + - + + + - +
H-444 + + + + + + + + - +
H-449 + + + + - + + + - +
H-450 + + + + - + + + + +
H-453 + + + + - + - - - -
H-458 - + + + - + - + - +
H-460 - + + + - + - + - +
H-464 + + + + + - + + - -
H-468 - + + - - - + - - -
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Tabla XVII. (Continuacidn)

Microorganismo Mto Pir Suc Fum Geo Arg Lis Orn Tri His
H-470 + + + + + - - - - -
H-472 + - + - - + + + - -
H-475 + + + + + + + + - +
H-480 - - - - - - - - - -
H-482 + + + - - - - - - +
H-484 + + - - - + - + - +
H-487 - + + - - - - + - +
H-488 - + + - - - - + - +
H-490 - - - - - - - - - -
H-494 - + - - - - - - - -
H-497 - - - - - - - - - -
H-498 - - - - - - - - - -
H-499 + + + - - + - + - +
H-500 - - - - - - - - - -
H-501 - - - - - - - + - -
H-502 - - - - - - - - - -
H-503 - - - - - - - - - -
H-505 + + + - - - - - - -
H-509 + + + - - + + + - +
H-512 - - - - - - - - - -
H-514 - - - - - - - - - -
H-515 - - - - - - - - - -
H-517 - + + - - + + + - +
H-529 - - - - - - - - - -
H-531 - - - - - - - - - -
H-532 - + - - / - - - - - -
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Tabla XVIII. FRECUENCIA DE CARACTERES POSITIVOS EN LOS SIETE FENONES. DICHAS FRECUENCIAS SE EXPRESAN COMO PORCENTAJES
CON RESPECTO AL TOTAL DE CEPAS DENTRO DE CADA FENON.
Fendn .ocueeees H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7
N2 de cepas ... 4 5 25 13 17 11 18
Morfologia:
Bacilos 100 100 100 100 100 100 100
Cocos 0 0 0 0 ] 0 0
Gram 0 0 0 0 0 0 0
Movilidad 50 6] 100 100 100 91 83
Catalasa 100 100 84 84 100 100 100
Oxidasa 0 0 100 100 65 100 94
Crec. aerobiosis 100 100 100 100 100 100 100
Crec. anaerobiosis 0 20 80 100 0 18 6
Acidos de:
Glucosa 0 0 44 8 29 9 0
Lactosa 0 0 28 38 18 0 0
Manitol 0 0 68 77 0 9 6
Sorbitol 0 o} 20 31 6 9 6
Sacarosa 0 (0] 100 100 29 0 28




vO3101gig

; QVAISY3AINA

1S Sl

-151-

Tabla XVIII. (Continuacién)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7

N¢ de cepas ... _ 4 5 25 13 17 11 18

Indol 0 0 0 0 0 0 0
Rojo de metilo 0 (o] 72 69 0 9 0
Voges-Proskauer 0 0 88 100 0] 0 0
Citrato de Simmons 50 60 56 38 88 100 44
Red. nitratos 0 0 20 8 47 64 61
Red. nitritos 0 0 4 8 18 0 39
Produccidn st 0 0 100 100 88 36 6
Hidr. gelatina o o 92 100 12 0 6
Hidr. caseina 0 0 68 38 0 0 0
Hidr. almiddn 0 (o} 12 8 0 (0] 0]
Hidr. Tween 80 0 (0] 12 0 0 0 0]
Hidr. esculina 0 0 28 38 41 9 o]
DNAasa 0 0 92 100 24 18 12
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Tabla XVIII. (Continuacién)

Fendn ...eovvee H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7
N¢ de cepas ... 4 5 25 13 17 11 18
Utilizacidén de compuestos
organicos como (nica fuen
te de carbono y energia:
Esculina 0 0 4 0 65 0 0]
Fructosa 0] 0 4 0 88 ] 0
Glucosa 9] 0 20 0 100 18 44
Lactosa 0 0] 4 0] 94 0 6]
Mal tosa 0] o] 8 o] 82 0 0
Sacarosa 0] 0] 92 12 100 45 56
Glicerol ¢] 0 56 15 71 18 78
Manitol 0] 0 72 0 94 27 17
Citrato 0 0 36 0 100 55 17
Fumarato o] 0 72 0 94 100 94
Glutamato 0 0 0 0 53 9 0]
Malato 0 0 68 8 94 100 100
Succinato 0 0 80 8 100 100 89
Piruvato 0 0 100 8 100 100 100
Propionato 6] 0 56 0 82 64 94
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Tabla XVIII. (Continuacién)
Fendn ....e.veeee H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7
N? de cepas . 4 ) 25 13 17 11 18
Utilizacidén de aminoacidos
como Unica fuente de carbo
no, nitrdgeno y energia:
L~Arginina 25 0] 92 o} 82 91
I~Histidina 0 0 100 0 35 73 6
L~Lisina 0 56 [0} 65 82 0
L-Omitina 0 g2 0 53 100 12
L-Triptéfano 0 0 0 12 45 0
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IV. 4. Resultados de las pruebas fisioldgicas,
morfoldgicas y bioquimicas de las bac-

de las bacterias haldfilas extremas.



IV. 4.1. Pruebas fisioldgicas: Crecimiento a
distintas concentraciones de sal de

las bacterias haldéfilas extremas.



Tabla XIX. Crecimiento

a distintas concentraciones de sal (%)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
1-4 - - - - + + + +
1-5 - - - - + + + t
1-7 - - - - + + + +
-1 - - - - + + + +
I-13 - - - - + + + +
I-14 - - - - + + + +
I-16 - - - - + + + +
I-17 - - - - + + + +
1-34 - - - - + + + +
I-36 - - - - + + + +
1-38 - - - - + + + +
1-44 - - - - + + + +
[-45 - - - - + + + +
1-48 - - - - - + + +
1-50 - - - - + t - -
1-54 - - - - + + + +
I-55 - - - - + + + +
1-56 - - - + + + + +
1-57 - - - - + + + +
I-61 - - - - + + + +
1-62 - - - - h + + +
I-67 - - - - + + + +
I-70 ’ - - - - + + + +
I-72 - - - - - + + +
I-73 - - - - + + + +
1-79 - - - - - + + +
I-102 - - - - + + + +
I-113 - - - - - + + +
I-114 - - - - - + + +

-158-



Tabla XIX. (Continuacién)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
I-124 - - - - + + + bt
1-126 - - - - + + + +
1-127 - - - - + + + +
I-130 - - - - + + + +
I-131 - - - - + + + +
1-132 - - - - + + + +
I-136 - - - - t + + +
[-143 . - - - + + + +
[-148 - - - - + + + +
1-149 - - - - + + + +
I-150 - - - - + + + +
I-153 - - - - + + + +
1-155 - - - - + + + +
I-159 - - - - + + + +
1-165 - - - - + + + +
I-167 - - - - + + + +
1-168 - - - - + + + +
I-170 - - - - + + + +
-1 - - - - + + + +
I-173 - - - - - + + +
[-174 - - - - + + + +
I-178 - - - - + + + +
1-182 "o - - - - . + ¢
I-183 - - - - + + + +
1-202 - - - - + + + +
1-203 - - - - + + + +
1-204 - - - - - + + +
1-205 - - - - + + + +
1-209 - - - - + + + +

-159-



Tabla XIX. (Continuacion)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
1-212 ' - - - - . . N +
I-214 - - - - + + + +
I-215 - - - - + + + +
1-229 - - - - + + + +
1-232 - - - + + + + -
I-238 - - - + + + + -
I-254 - - - - + + + +
1-256 - - - - b + - -
1-257 - - - - + + - -
1-258 - - - - + + - -
[-260 - - - - + + + -
1-264 - - - - - + + -
I-269 - - - - + + - -
1-274 - - - - + + + +
1-278 - - - - + + - -
I-279 ' - - - - - + - -
1-284 - - - - + + - -
1-286 - - - - + + - -
1-287 - - - - + + + -
1-290 - - - - - + - -
[-293 . - - - + + + +
1-297 , - - - + + + +
1-301 . - - - - + + -
I-304 - - - - - + + -
I-305 - - - - + + + +
1-306 - - - - + + + +
I-309 - - - - + + + +
I-316 - - - - - + + +
1-323 - - - - + + + -

-160-



TABIA XIX. (Continuacién)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
1-330 - - - - + + + +
1-332 - - - - + + + +
1-333 - - - - + + + +
1-334 - - - - + + + -
I-336 - - - - + + + +
I-346 - - - - - + + +
1-347 - - - - + + + +
1-349 - - - - + + + -
I-351 - - - - + + + +
[-356 - - - - + + + +
1-362 - - - + + + + -
1-373 - - - - -A + + +
1-379 - - - - + + + +
1-383 - - - - - + + +
1-385 - - - - + + + -
1-389 - - - - - + + +
I-391 - - - - + + + +
1-394 - - - - - + + -
1-399 - - - - - + + +
1-405 - - - - - + + +
1-406 - - - - - + + +
I-419 - - - - - + + +
1-440 "o - - - + + + +
1-441 - - - - - + + +
1-442 - - - - + + + -
1-444 - - - - + + + +
1-445 - - - - - + + +
1-446 - - - - - + + +
1-447 - - - - - + + -
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TABLA XIX. (Continuacién)

Microorganismo 0 0,5 5 10 15 20 25 30
[-448 - - - - - + + +
1-449 - - - - - + + +
1-450 - - - - - + + +
1-451 - - - - + + + +
1-452 - - - - + + + +
1-453 - .- - - + + + +
1-454 - - - - + + + +
1-455 - - - - + + + +
1-456 - - - - + + + +
1-457 - - - - + + + +
[-458 - - - - + + + +
1-459 - - - - + + + +
I-460 - - - - - + + +
1-461 - - - - + + + +
1-465 - - - - - + + -
1-466 - - - + + + + +
1-467 - - - + + + + +
1-468 - - - + + + + +
1-470 - - - - + + + +
I-471 - - - - - + + +
1-472 - - - - - + + +
1-473 - - - - - + + +
1-475 o - - - - + + +
1-477 - - - - - + + +
1-478 - - - - - + + +
1-480 - - - - + + + +
[-483 - - - - - + + +
1-484 - - - - - + + +
1-485 - - - - - + + +
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IV.4.2. Pruebas morfoldgicas y bioquimicas de las bacterias haléfilas

extremas,

En la tabla XX se expresan los resultados de las distintas ce-

pas con respecto a las siguientes pruebas:

Morf : Morfologia

Mov : Movilidad

Oxi : Oxidasa

Cat : Catalasa

Ana : Crec. anaerobiosis
Glu : Glucosa

Sor : Sorbitol

lac : Lactosa

Sac :

Sacarosa

: Manitol

¢ Reduccidén de nitratos

: Reduccidn de ndtritos

: Prodixccién de sulfhidrico
: Hidrdlisis de la gelatina
: Hidrdlisis del almiddén

: Hidrdlisis del Tween 80



Tabla XX. Pruebas morfoldgicas y bioquimicas de las bacterias haldfilas extremas

Microorganismo Morf Mov Oxi Cat Ana N0, NOZ-
I-4 bacilo + + + - + -
I-5 bacilo + + + - + +
I-7 bacilo + + + - + +
-1 bacilo + + + - + +
[-13 bacilo + + + - + -
I-14 bacilo + + + - + +
I-16 bacilo + + + - + -
I-17 bacilo + + + - + +
1-34 bacilo + + + - + +
I-36 bacilo + + + - + -
1-38 bacilo + + + - + +
1-44 bacilo + + + - + -
1-45 bacilo + + + - + +
1-48 bacilo + + + - + +
I-50 bacilo + + + - + +
I-54 bacilo + + + - + +
1-55 bacilo + + + - + -
I-56 bacilo + + + - + +
1-57 bacilo + + + - + -
I-61 bacilo + + + - + +
1-62 bacilo + + + - + +
[-67 bacilo + + + - + -
1-70 A bacilo + + + - + -
1-72 bacilo + + + - + +
1-73 bacilo + + + - + +
I-79 bacilo + + + - . +
1-102 bacilo + + + - - +
I-113 bacilo + + + - + -
I-114 bacilo + + + - + -
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TABLA XX. {Continuacién)

‘Microorganismo Morf Mov Oxi Cat Ana
I-124 bacilo + + + -
I-126 bacilo + + + -
1-127 bacilo + + + -
I-130 bacilo + + + -
I-131 bacilo + + + -
I-136 bacilo + + + -
I-146 bacilo + + + -
I-148 A bacilo + + + -
1-149 bacilo + + + -
I-150 bacilo + + + -
I-153 bacilo + + + -
I-155 bacilo + + + -
1-159 bacilo + + + -
I-165 bacilo + + + -
I-167 bacilo + + + -
1-168 bacilo + + + -
[-170 bacilo + + + -
-1 bacilo + + + -
I-173 bacilo + + + -
[-174 bacilo + + + -
1-178 bacilo + + + -
1-182 bacilo + + + -
1-183 ' bacilo + + + -
1-202 bacilo + + + -
1-203 bacilo + + + -
1-204 bacilo- + + + -
1-205 bacilo + + + -
I-209 bacilo + + + -

-165-



TABLA XX, (Continuacidn)

Microorganismo Morf Mov Oxi Cat Ana NO NO HZS
1-212 bacilo + + + - + + -
[-214 bacilo + + + - + + -
1-215 bacilo + + + - + + +
1-229 bacilo + + + - + - -
[-232 bacilo + + + - + + -
[-238 bacilo + + + - + + -
1-254 bacilo - + + - + + -
1-256 ~ bacilo + + + - + + -
1-257 bacilo + + + - + + -
1-258 bacilo + + + - + + +
1-260 bacilo + + + - + + -
1-264 bacilo + + + - + + -
1-269 bacilo + + + - + + -
1-274 bacilo + + + - + + -
1-278 bacilo + + + - + - -
1-279 bacilo + + + - + - -
1-284 bacilo + + + - + + -
1-286 bacilo + + + - + + +
I-287 bacilo + + + - + + -
1-290 bacilo + + + - + + -
1-293 bacilo + + + - + + -
1-297 bacilo + + + - + + +
1-301 bacilo + + + - + + +
1-304 bacilo + + + - + + -
[-305 bacilo + + + - + + -
I-306 bacilo + + + - + - -
I-309 bacilo + + + - + + -
[-316 bacilo + + + - . + -
I-323 bacilo + + + - + - -
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TABLA XX. (Continuacidn)

Mitroorganismo Morf Mov Oxi Cat Ana
[-330 bacilo + + + -
1-332 bacilo + + + -
I-333 bacilo + + + -
1-334 bacilo + + + -
1-336 bacilo + + + -
I-346 bacilo + + + -
I-347 bacilo + + + -
1-349 bacilo + + + -
I-351 bacilo + + + -
1-356 bacilo + + + -
1-362 bacilo + + + -
I-363 bacilo + + + -
1-379 baci l-o + + + -
1-383 bacilo + + + -
1-385 coco - + + -
I-389 bacilo + + + -
1-391 ‘ bacilo + + + -
1-394 bacilo + + + -
1-399 bacilo + + + -
1-405 bacilo + + + -
1-406 bacilo + + + -
I1-419 bacilo + + + -
1-440 'bacilo + + + -
1-441 bacilo + + + -
1-442 bacilo + + + -
1-444 bacilo + + + -
1-445 bacilo + + + -
1-446 bacilo + + + -
1-447 ) bacilo + + + -
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TABLAXX. (Contiruacidn)

Microorganismo Morf Mov Oxi Cat Ana NO, NOZ' H,S
+ 1-448 bacilo + + + - + + -
1-450 bacilo + + + - + - -
I-45] bacilo + + + - + + -
1-452 bacilo + + + - + - -
1-453 bacilo + + + - + - -
1-454 bacilo + + + - + - +
1-455 bacilo + + + - + + -
1-456 bacilo + + + - + - -
I-457 bacilo + + + - + - +
1-458 bacilo + + + - + + -
1-459 bacilo + + + - + - +
1-460 bacilo + + + - t - -
1-461 bacilo + + + - + + -
1-465 bacilo + + + - + + -
I-466 bacilo + + + - + + -
1-467 bacilo + + + - + + -
1-468 bacilo + + + - + + -
1-470 bacilo + + + - + + -
1-471 bacilo + + + - + + -
1-472 bacilo + + + - + + -
1-473 bacilo + + + - + - -
1-475 bacilo + + + - + + -
1-477 bacilo + + + - + - -
1-478 bacilo + + + - + - -
1-480 bacilo + + + - + + -
1-483 bacilo + + + - + + -
1-484 bacilo + + + - + + -
1-485 bacilo + + + - + + -
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Tabla XX. {Continuacién)

Microorganismo Glu Sor Lac Sac Man Gel Alm

I-4 - - - - - + +
1-% - + - - - + +

1-7 - - - - - - -

I-50 - + - - - + -
I-54 - + - - - - -
I-55 + + - - + - -
I-56 - - - - + - +
I-57 + + - - - + +
I-61 - - - - - + -
I-62 - - - - - - -
1-67 - - - - - - .
1-70 - + - - - + -
I-72 - - - - - - +
1-73 - - - . ] . ]
1-79 - - - - - - -
1-102 - - - - - - -
I-113 - - - - - - -
I-114 - - - - - - -
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Tabla XX. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sor Lac Sac Man Gel Alm
1-124 - - - - - + -
I-126 - - - - - + -
1-127 - - - - - + +
1-130 + + - - - + +
1-131 - + - - + + +
I-132 - - - - - - -
I-136 - - - - - - -
[-143 + + - - - + +
[-148 - - - - - + +
1-149 + + - - - + +
1-150 + + - - - + +
1-153 - + - - - + -
I-155 - - - - - - -
I-159 - - - - - - -
1-165 - - - - - - -
I-167 - + - - - - -
1-168 - - - - - + +
I-170 - + - - - - -
I-17 - + - - - + +
1-173 - - - - - - -
i-174 - - - - - - -
I-178 ' + + - - - + +
1-182 - - - - - - -
1-183 - - - - - + +
1-202 + + - - + + +
1-203 - - - - - + +
1-204 - - - - - - -
1-205 + + - - - + -
1-209 - - - - + + -

~170-



Tabla XX. (Continuacidn)

Microorganismo Glu Sor Lac

Sac

80

[-212 - + -
1-214 - + -
I-215 + + -
1-229 - + -
[-232 - -~ -
1-238 - - -
1-254 - - _
I-256 - - -
1-257 : - - -
1-258 - + -
I-260 - - -
1-264 - + -
1-269 - - -
[-274 - - -
[-278 - + -
I-279 + + _
1-284 - - -
1-286 - - +
[-287 - - -
1-290 - - -
1-293 - - -
1-297 PR + -
1-301 - - -
1-304 - - -
1-305 - - -
1-306 - + -
1-309 + - -
I-316 - - -
1-323 - - -
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Tabla XX. (Continuacién)

Sac

80

Microorganismo Glu Sor Lac
1-330 - - -
1-332 - - -
1-333 - - -
1-334 - - -
1-336 - - -
1-346 - - -
1-347 - - -
1-349 - - -
1-351 - - -
1-356 - -
1-362 - - -
I-363 - + -
1-379 + - -
1-383 - - -
1-385 - - -
1-389 - - -
I-391 - - -
I-394 - - -
1-299 - - -
1-405 - - -
1-406 - + -
I-419 , - - -
1-440 | - - -
1-441 - - -
1-442 - + -
1-444 - - -
1-445 - - -
1-446 - + -
1-447 - N -
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TABLA XX. (Continuacién)

*Microorganismo Glu Sor Lac Sac Man Gel Alm

1-448 - + - - - - -
1-450 - + - - - - -
1-451 - - - - - - -
1-452 - + - - - - -
1-453 - - - - - - -
1-454 - - - - - - -
I-455 - - - - - - -
1-456 + - - - - - -
1-457 + + - - - - -
1-458 - - - - - + +
1-459 - - - - - + -
1-460 - + - - - - -
1-461 - - - - - - -
1-465 + - - - - - -
I-466 - - - - - + +
1-467 - - - - - + +
1-468 - - - - - - -
1-470 - - - - -~ - -
I-4N - + - - - NC -
1-472 - - - -~ - - -
1-473 - + - - + - -
1-475 - - - - - - -
1-477 - - - - - - -
1-478 - - - - - - -
1-480 - -~ - - - - -
1-483 - - - - - - - -
1-484 - - - - - - -

1-485 + + - - - NC -
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Tabla XXI. Encuadramiento taxonémico de los 145 microorganismos haléfilos extremos. Los nameros expresan das cepas que

dan la positiva la prueba correspondiente.

HalobacteriLnx Halococcus
Pruebas H. volcani H. saccharovorum H. mediterranei H. salinarium H. morrhuae
N¢ de cepas... 70 37 21 16 1

Morfologia bacilos bacilos bacilos bacilos coco
Movilidad 70 37 21 16 0
Catalasa 70 37 21 16 1
Oxidasa 70 37 21 16 1
Crec. anaerobiosis 0 fo) 0 0 0
Acidos de:

Glucosa o) 10 8 0 o

Lactosa 0 1 0 0 0

Manjtol o] 11 5 o] o

Sacarosa 0 1 2 0 0

Sorbitol 0] 25 18 0] 0
Red. nitratos 70 70 21 16 1
Red. nitritos 53 32 12 12 0
Hidr. gelatina 0 0 21 14 (o}
Hidr. almiddn 3 2 13 10 o
Hidr. Tween 80 8 2 11 7 1
Prod. H,S 10 11 5 3 6]

2




V. DISCUSION



Los estudios efectuados en ambientes hipersalinos han pres-
tado poca atencidn a la presencia de bacterias tanto halotelerantes co-
mo marinas. Asi por ejemplo, en los trabajos realizados en el Gran Lago
Salado (Poét, 1977) se presume que existen organismos halotolerantes,pe
ro éstos no han sido estudiados. En el Mar Muerto tan sdlo se ha descri
to la existencia de bacterias halotolerantes Gram positivas esporuladas
(Elazari-Volcani, 1940 ; Nissembaum, 1975). En salinas tampoco han sido
estudiados con detalle estos microorganismos ; en trabajos realizados -
por Davis (1978) no se menciona la presencia de los mismos. Los traba -
Jjos realizados en las salinas de Santa Pola (Alicante) pusieron de ma -
nifiesto que en aquellos estanques con concentraciones de sales superio
res al 10 % la mayoria de las bacterias encontradas eran haldofilas y ——
tan sdlo algunas resultaron ser halotolerantes (Rodriguez-Valera y col.,
-1981). Este resultado contrasta con el obtenido por Brisou y col. (1974)
<en un lago hipersalino, el-Lago Assal, en el que tan s6lo un 10 % de las

cepas aisladas fueron haldfilas.

En la salina estudiada por nosotros, las bacterias halotole
rantes y marinas se encuentran en una proporcidon de 2-3,5 x 1O3 colo —
-nias/ml hasta concentraciones de sal de aproximadamente un 20%:, a —
partir de la cual su presencia es muy reducida. Ademas, dicha poblacidn
estid sujeta a unas ldgicas variaciones en funcién de los cambios estacio

nales.

En cuanto al encuadramiento taxondmico de las bacterias ha-
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lotolerantes , de los 146 microorganismos estudiados tan sblo tres re -

sultaron ser bacilos Gram negativos.

En el dendrograma obtenido mediante el coeficiente de Jac -
card y la técnica de agrupacidn UPGMA, a un nivel de semejanza del 55 %
las bacterias se agruparon en ocho fenones de los cuales dos se corres-—
ponden con microorganismos incluidos dentro del género Micrococcus, —-—

otros dos con bacterias del género Staphylococcus, uno (F-7) que englo-

ba bacterias pertenecientes a los géneros Staphylococcus (13 cepas) y

Micrococcus (12 cepas) y por ultimo, se encuentran tres fenones que in-
cluyen bacilos Gram positivos esporulados pertenecientes al género Baci-
llus (Figura 2). Cabria suponer que estos bacilos no se encuentren en -
forma vegetativa en dicho habitat, sino mas bien en su forma de resis-

tencia, es decir como esporas,,las cuales posteriormente germinarian en.
los medios de laboratorio desprovistos de sal utilizados para su aisla-
miento ; este hecho ha sido demostrado por Henis y Eren (1963) en sue -

los salinos.

El hecho de que en el fenén F-7 se agrupen microorganismos
pertenecientes a dos géneros distintos se debe a que si bien poseen al
gunas caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas claramente diferentes,
presentan una cierta similitud en cuanto a sus caracteristicas nutricio

nales.

Es de destacar que la mayoria de los microorganismos aisla-
dos se encuadren dentro de tan sdlo tres géneros, por otro lado descri-

tos como halotolerantes extremos (Kushner, 1978 ; Brisou, 1980).
Estos resultados estén de acuerdo con los obtenidos por He
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- nis y Eren (1963), que encontraron un gran predominio de especies per-

tenecientes al género Bacillus y Micrococcus, pero contrastan con la -

gran diversidad de géneros encontrados por Brisou y col. (1974).

En relacién al andlisis numérico realizado con las 138 bac
terias marinas, utilizando como linea de corte un nivel de semejanza -
del 55 %, se obtuvieron siete fenones que tan sdlo agruparon a 64 ce -
pas, quedando las 74 restantes sin constituir ningin fendn. Este hecho
sugiere una gran diversidad entre las bacterias marinas presentes en -

la salina estudiada.

De los siete fenones obtenidos, dos se corresponden con co

cos Gram positivos pertenecientes a los géneros Deleya, Alteromonas, -

Vibrio y Flavobacterium (figura 4).

Resulta interesante que de las 74 bacterias gue no consti-
yen ningin feﬁén,;l9 se encuadren dentro del género Bacillus, aunque -
posiblemente pertenezcan a especies diferentes y con caracteristicas -
distintas a B. marinus, Unica especie marina descrita dentro de este -
‘género. En este sentido, creemos que seria muy interesante un estudio
mis detallado de estos microorganismos para determinar su situacidn ta

xondmica exacta.

En cuanto a las 140 bacterias haldéfilas moderadas estudia-
das, a un nivel de semejanza del 55 % en el fenograma obtenido median-
. te el empleo.de taxonomia numérica, se obtuvieron siete fenones que in

cluyen bacilos Gram negativos pertenecientes a los géneros Deleya, Vi-
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brio y Acinetobacter (Figura 6).

Entre las restantes bacterias se encuentran representantes

de los géneros Alteromonas, Micrococcus y Flavobacterium, quedando al-

gunas cepas sin identificar.

La alta proporcién de bacterias pertenecientes al género -
Vibrio concuerda con los resultados obtenidos en las salinas de Santa
Pola (Ventosa y col., 1982). Mientras que en habitats hipersalinos acui
ticos Vibrio spp. ha resultado ser el grupo de bacterias haldfilas mo-
deradas mas abundante, representantes de este género son poco frecuen-
tes en suelos hipersalinos en los que predominan microorganismos perte

necientes a los géneros Deleya, Alcaligenes, Flavobacterium, Acineto -

bacter y Pseudomonas (Quesada y col., 1983).

A pesar de la escasa relacidn existente entre la microflo-
ra presente en habitats acuaticos y suelos hipersalinos, es de resal -
tar el hecho de que los microorganismos pertenecientes al fendn H-5 po

seen una gran similitud con la especie Deleya halophila descrita recien

temente (Quesada y col., 1984) y que hasta la fecha solamente ha sido

aislada a partir de suelos hipersalinos. De hecho, Deleya halophila ——

CCM 3662 ha sido la Unica cepa de referencia que ha quedado incluida -
dentro de dicho fendén ; las doce cepas de coleccién restantes utiliza-
das como referencia a lo largo de nuestro estudio poseian niveles de -
seme janza muy bajos con respecto a las demads cepas aisladas, por 1o —-
que no han sido englobadas dentro de ningin fenén. Este hecho r‘e;ulta
bastante 16gico teniendo en cuenta los habitats tan diferentes de los

que han sido aisladas y, en cierta medida, reflejaria la diversidad fg
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notipica existente entre los microorganismos.

~ Con respecto a los microorganismos haléfilos extremos exis
ten varios hechos interesantes. En primer lugar es de destacar que la
especie H. salinarium, clésicamente considerada como la més representa
tiva y mas ampliamente distribuida en ambientes hipersalinos (Larsen ,
1984), solamente corresponde a aproximadamente un 10 % de la poblacién
total de halobacterias aisladas en esta salina. Sin embargo, H. volca-
ni representa casi el 50 % de las cepas aisladas, hecho bastante llama
tivo si tenemos en cuenta que dicha especie se aisld originariamente -
en el Mar Muerto, habitat de carécter atalasosalino con una proporcién
de sales magnésicas mucho més elevada que la que se encuentra en la sa
lina estudiada (Mullakhanbhai y Larsen, 1975). El resto de las cepas -

se encuadraron dentro de las especies H. saccharovorum y H. mediterra-

nei, representando aproximadamente un 30 y un 15 % respectivamente con
respecto al total de las cepas aisladas. Es de resaltar que la especie

recientemente descrita H. mediterranei, aislada a partir de salinas de

la provincia de Alicante (Rodriguez-Valera y col., 1983),,también se -
halla presente en esta salina. Por el contrario, no se ha aislado nin-
guna cepa con caracteristicas semejantes a las otras dos especies per-

tenecientes al género Halobacterium : H. pharaonis y H. vallismortis.

De las 145 cepas de bacterias haldfilas extremas aisladas,
s6lo una ha sido identificada y clasificada dentro del género Haloco -~

ccus. Sus caracteristicas son muy semejantes a la de la especie tipo -

H. morrhuae excepto en su capacidad para hidrolizar la gelatina y pro-

ducir H25°
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VI.CONCLUSIONES



1.- Las bacterias halotolerantes y marinas constituyen una parte consi-
derable de la poblacidén microbiana presente en la salina objeto de nues
tro estudio, disminuyendo su nimero a partir de una concentracién de —-

sal de aproximadamente el 20 %.

2.~ Las bacterias halotolerantes aisladas pertenecen a los géneros: Ba-

cillus, Micrococcus y Staphylococcus.

3.—- Las bacterias marinas presentes en dicha salina presentan una gran

variabilidad fenotipica.

4.~ Ha sido encontrada en este habitat acuético la bacteria haléfila mo

derada Deleya halophila que hasta la fecha sdlo habia sido aislada de -

suelos salinos.

5.~ En la salina objeto de nuestro estudio se han aislado halobacterias

encuadradas fundamentalmente en las especies Halobacterium volcani ., —

H. saccharovorum, H. mediterranei, H. salinarium y Halococcus morrhuae
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