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Resumen

Este trabajo tuvo como propósito contribuir al conocimiento de la interacción entre la cianobacteria alcalófila Arthrospira 
platensis y las bacterias que crecen asociadas a su mucilago. Se desarrolló un  medio de cultivo heterotrófico en el cual 
se aislaron cinco cepas bacterianas asociadas a un monocultivo de A. platensis. Se determinó la capacidad de estas cinco 
cepas para producir ácido 3- indol acético (AIA). La tipificación molecular de los aislamientos bacterianos permitió identifi-
carlos como Exiguobacterium aurantiacum str. DSM 20416, Xanthomonas sp. ML-122, Halomonas sp. Ap-5, Bacillus okhensis 
str. Kh10-101, Indibacter alkaliphilus, type str. LW1T; todas las cepas bacterianas obtenidas  son halotolerantes, alcalófilas y 
productoras de AIA. Los resultados aportan evidencia para sugerir una interacción benéfica entre A. platensis y sus bacterias 
asociadas,  quizá como estrategia evolutiva  de cooperación para desarrollarse en  un ambiente hipersalino.    

Palabras clave: Bacillus okhensis, Exiguobacterium aurantiacum, Halomonas sp., Indibacter alkaliphilus. Xanthomonas sp. 

Abstract

The aim of this study was contribute to knowledge over alkalophilic cianobacteryum  Arthrospira platensis  and their  interac-
tion with some associated bacteria growing in their mucilage. Heterotrophic culture medium was designed, in this medium 
were isolated five bacterial strains associated to single culture of A. platensis. It was measured the 3-indol acetic acid (IAA) 
production by these bacterial strains. Molecular typing allowed identify these bacterial strains like Exiguobacterium aurantia-
cum str. DSM 20416, Xanthomonas sp. ML-122, Halomonas sp. Ap-5, Bacillus okhensis str. Kh10-101, Indibacter alkaliphilus, 
type str. LW1T; all these bacteria are halotolerant, alkalophilic and IAA producer.  The findings allow suggest a beneficial 
interaction between A. platensis and their associated bacteria, maybe as evolutionary strategy of cooperation to grow and 
develop in  hypersaline environments. 
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Introducción

El estudio de las microalgas y cianobacterias ha tomado 
gran interés en la actualidad no solamente para conocer 
su distribución y su importante papel ecológico, sino por 
ser una fuente de información aplicable a nivel biotecno-
lógico, pues los procesos y metabolitos  resultantes de su 
metabolismo son utilizados ampliamente en la industria 
alimentaria, farmacéutica, cosmética, en la agricultura 
y a nivel ambiental (Comas, 1996; Bicudo et al., 2006). 
Arthrospira platensis es una cianobacteria filamentosa, 
habitante de lagos alcalinos, conocida por su potencial 
biotecnológico (Vonsak, 1997). Sus usos incluyen as-
pectos como la producción de aminoácidos esenciales, 
vitaminas, pigmentos naturales y ácidos grasos esencia-
les que son precursores de prostaglandinas (Carvalho et 
al., 2004; Radman et al., 2007). Por su potencial  como 
recurso alimenticio, esta cianobacteria se ha propuesto 
como alternativa en tratamientos frente a la malnutrición. 
También se ha relacionado con una aparente protección 
contra el cáncer y la estimulación de la secreción de le-
che materna (Ogbonda et al., 2006); se ha descrito su 
efecto en la regulación y optimización de diferentes ac-
tividades metabólicas, funciones inmuno-moduladoras y 
bio-moduladoras (Ramírez, 2006;  Colla et al., 2007); por 
lo anterior se ha considerado su producción para varia-
das aplicaciones farmacéuticas (Raoff et al., 2006).

Las interacciones entre bacterias y microalgas han sido 
motivo de estudio debido a los efectos de inhibición o 
estimulación del crecimiento, estos efectos pueden ser 
de la bacteria hacia la microalga o de la microalga a la 
bacteria; al parecer suelen ser muy específicas; entre los 
efectos negativos se ha descrito la producción de algui-
cidas por bacterias y de bactericidas o bacteriostáticos 
por las microalgas, efectos que  pueden ser de utilidad 
en el control de las floraciones fitoplanctónicas excesi-
vas resultantes de procesos de eutrofización (Fukami, 
1997; Riquelme y Avendaño, 2003). Entre los efectos 
positivos se destaca la estimulación del crecimiento ce-
lular de manera recíproca entre microalgas y bacterias a 
través del aporte de vitaminas, factores de crecimiento 
o productos extracelulares benéficos.  La comprensión 
de estas interacciones constituye  la base para el desa-
rrollo de estrategias tecnológicas para el cultivo y apro-
vechamiento de microalgas y cianobacterias. 

Se ha demostrado que bacterias promotoras del cre-
cimiento en plantas de cultivo también pueden esta-
blecer asociaciones con microalgas (De-Bashan et al., 
2002a). Los mecanismos de estimulación del creci-
miento están relacionados con la producción de ácido 
3-indolacético (AIA) por parte de la bacteria (Dobbe-
laere, et al., 1999). Esta sustancia induce el alargamien-
to y proliferación de las células vegetales; este efecto 

se ha descrito en la asociación entre Azospirillum brasi-
lense cd (bacteria promotora del crecimiento en plan-
tas) y la microalga Chlorella vulgaris (González, et al., 
2000); como resultado se incrementa la concentración 
de clorofila a y b, luteína y violoxantina y lípidos; igual-
mente la interacción conlleva al aumento en la pobla-
ción de la microalga (González et al., 2000). También 
se ha observado que la  inoculación de Azospirillum 
sp. o Azotobacter sp. en lagunas de acuicultura aumen-
ta significativamente la población de fitoplancton (De 
Bashan et al., 2003). Algunas bacterias como Acine-
tobacter sp, Pantoea sp, Pseudomonas sp, Pseudomo-
nas stutzeri, Serratia marcescens y Stenotrophomonas 
maltophilia, se han encontrado en asociación con cia-
nobacterias formadoras de líquenes; estas bacterias se 
encuentran fijando nitrógeno y produciendo aminoá-
cidos y fitohormonas, características fisiológicas que 
en el curso de la evolución pudieron permitir el esta-
blecimiento de la interacción positiva con los líquenes 
(Liba, et al., 2006).

El cultivo de A. platensis en laboratorio (monocultivo) 
no es un cultivo axénico, por el contrario, se han ob-
servado diferentes microorganismos que cohabitan 
con la cianobacteria (Sena, et al., 2010), entre ellos 
se ha descrito la presencia de “Glacial ice bacterium”, 
Aeromicrobium alkaliterrae, Halomonas desiderata, 
Halomonas nitritophilus, Staphylococcus saprophyticus 
(Gang-Guk, et al., 2007).  Con base en las observacio-
nes anteriores se propone que pueden existir asociacio-
nes funcionales entre cianobacterias como A. Platensis 
y bacterias que se establecen en el mucilago, de la 
misma manera como se han observado asociaciones 
entre bacterias y microalgas, y de una forma análoga al 
establecimiento de bacterias benéficas en la rizósfera 
de las plantas gracias a los exudados radiculares. Así, 
el objetivo de esta investigación fue aislar las bacterias 
asociadas a un monocultivo de A. platensis, para deter-
minar la producción de (AIA) como una característica 
propia de las bacterias promotoras del crecimiento 
vegetal. Con este trabajo se buscó contribuir al cono-
cimiento de estas asociaciones microbianas con el fin 
de establecer un patrón aplicable para otras especies 
de microalgas y cianobacterias de diverso interés, que 
conduzcan a desarrollos biotecnológicos para mejorar 
sus sistemas de cultivo y aprovechamiento.

Materiales y métodos

Aislamiento de bacterias asociadas a A. platensis

La cepa de A. platensis fue suministrada por el cepa-
rio del laboratorio de microorganismos fotosintéticos 
de la Universidad del Zulia (Venezuela), y mantenida 
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en monocultivo semicontínuo  en medio Zarrouk (Za-
rrouk, 1966), en el laboratorio de microbiología agrí-
cola y ambiental de la Universidad Popular del Cesar 
(Colombia), a una temperatura de 33±3°C., bajo un 
fotoperiodo de 12 horas con luz artificial mediante 
lámparas de luz blanca con una iluminación de100 
µmol fotones m -2 s-1.

Para el aislamiento de las bacterias asociadas a  A. pla-
tensis  se modificó el medio Zarrouk (Zarrouk, 1966), 
el cual es utilizado tradicionalmente para el cultivo de  
cianobacterias del género Arthrospira, la modificación 
consistió en la  adición de agar nutritivo, sacarosa y 
extracto de levadura, con el fin de aportar condicio-
nes heterotróficas para favorecer el crecimiento de 
las bacterias asociadas a A. platensis, el medio fue 
denominado agar ZANSEL (Zarrouk-Agar Nutritivo-
Sacarosa-Extracto de Levadura) y presenta la siguiente 
composición: (NaHCO3 88 g; K2HPO4 2.75 g; NaNO3 
13.75 g; NaCl 5.5 g; K2SO4 5.5 g; MgSO4.7H2O 1.1 g; 
CaCl2 0.22 g; FeSO4 .7H2O 0.55 g; EDTA 0.44 g /1000 
mL de agua) agar nutritivo (23 g/l), extracto de levadu-
ra (0,005%) y sacarosa (0,5%),pH 9.0.

Las bacterias se aislaron  mediante la siembra de 1ml 
de monocultivo de A. platensis, para ello, la bioma-
sa de la cianobacteria  fue lavado cuatro veces con 
agua destilada estéril antes de la siembra en el medio 
ZANSEL, la siembra se realizó por estría con asa metá-
lica, el medio ZANZEL inoculado se mantuvo a 33±3 
°C y fotoperiodo de 12 horas, hasta la aparición de las 
diferentes colonias bacterianas; las bacterias que cre-
cieron fueron purificadas y conservadas en el mismo 
medio a 4 °C.

Identificación por biología molecular

Para la identificación molecular de las cepas bacte-
rianas obtenidas se amplificó por PCR una región de 
1465 pb del gen ribosomal 16s, para esto se utilizaron 
los iniciadores 27F, 1492R, 518F y 800R, los productos 
de la reacción fueron secuenciados y ensamblados en 
una secuencia consenso problema, cuya comparación 
con bases de datos de referencia del Centro Nacional 
de Biotecnología de los Estados Unidos (NCBI), gene-
ró la clasificación taxonómica mediante la elaboración 
de un árbol filogenético del grupo de secuencias con 
mayor similitud a la secuencia consenso. 

Producción de AIA

Las bacterias se cultivaron en caldo L-triptófano 
(Merck), en este medio enriquecido el triptófano ac-
túa como precursor del AIA,  a las 48 horas de creci-
miento se tomaron 10 ml de cada cultivo y realizó la 

determinación de AIA presente en el medio, mediante 
el método colorimétrico de Salkowsky (Glickmann y 
Dessaux, 1995); para cuantificar la concentración de 
AIA en los cultivos bacterianos se construyó una curva 
de interpolación, utilizando soluciones patrón de AIA  
(Sigma) con concentración conocida  (2.5, 5, 10, 15, 
20, 25, 30, 40, 45, 50 y 70 ppm) y se registró la ab-
sorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro Génesis 
20. Para este ensayo se utilizó una cepa de Azospiri-
llum brasilense cd. como referencia para comparar la 
producción de AIA debido a que esta es una bacteria 
ampliamente conocida como modelo de estudio en la 
producción de AIA, fijación de nitrógeno y promoción 
del crecimiento en plantas y microalgas (Baldani et al., 
1983, Bashan et al., 1997, De- Bashan, et al., 2002a, 
Valero, 2006).

Resultados

Empleando el medio orgánico ZANSEL se logro aislar 
cinco cepas diferentes de bacterias asociadas a A. pla-
tensis (BAAP), las cuales son descritas fenotípicamen-
te  a continuación:

BAAP1: Bacilos Gram positivos pequeños y cortos, 
móviles, catalasa positiva, oxidasa negativa, no se ob-
servó formación de esporas; desarrollan colonias de 
2-2,5 mm de diámetro, de color amarillo claro, cremo-
sas, bordes irregulares, convexas; los cultivos de ocho 
días se tornan de coloración amarillo intenso.

BAAP2: Bacilos Gram negativos pequeños y agrupa-
dos, móviles, colonias transparentes de 0,5- 1mm de 
diámetro, pequeñas, redondeadas, bordes definidos, 
convexas.

BAAP3: Bacilos Gram negativos cortos y delgados, 
móviles, colonias beige entre 2 - 2.5 mm de diámetro, 
cremosas, medianas, bordes irregulares, convexas. Los 
cultivos viejos desarrollan coloración café en el centro 
de la colonia. 

BAAP4: Bacilos Gram positivos ligeramente curvados, 
móviles, colonias blancas entre 0.5 – 1 mm de diá-
metro, pequeñas, bordes de color blanco más intenso, 
irregulares y planas. 

BAAP5: Bacilos Gram negativos cortos, móviles, colo-
nias de color naranja, pequeñas (0,5-1mm de diáme-
tro), bordes regulares, convexas. Los cultivos viejos se 
tornan de coloración roja, su coloración se mantiene 
mientras se incuba en fotoperíodo, en ausencia de luz 
pierden la coloración. 

Tipificación molecular de las BAAP: Según el análisis 
realizado, los resultados indican que la Secuencia Con-
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senso Problema (SCP) tiene como mejor “hit” en las 
bases de datos del NCBI y Green Genes a las secuen-
cias identificadas con los números identificadores del 
banco de genes (Gene bank identificator) que corres-
ponden a las especies presentadas en la tabla 1. 

Para verificar este resultado se tomaron las 25 se-
cuencias que tuvieron mayor similitud a la secuencia 
problema. Se construyó un alineamiento múltiple y se 
computó un dendrograma por el método de Neigh-
bor-Joining. Para darle robustez al resultado, el alinea-
miento/dendrograma se recomputó 100 veces y se 
calculó un dendrograma consenso a partir de los 100 
resultados individuales. El resultado de este cálculo 
para cada una de las bacterias tipificadas indica que 
la SCP forma un clado junto a otras secuencias perte-
necientes a cada una de las especies presentadas en 
la tabla 1. El nodo que agrupa a estas secuencias tiene 
una robustez muy cercana al 100%. Esta evidencia in-

dica que la SCP pertenece a la especie relacionada con 
una confidencia de más del 99%.

Producción de AIA: Las cepas de Halomonas sp. y 
Xanthomonas sp. presentaron una producción de AIA 
de 64 y 37,7 ppm respectivamente,  valores superiores 
a la cepa de referencia  A. brasilense Cd  que produjo 
31,5 ppm, las tres BAAP restantes producen la fitohor-
mona pero en menor cantidad; B. okhensis 21 ppm, E. 
aurantiacum 26 ppm y I. alkaliphilus 23ppm (figura 1). 

Discusión

Exiguobacterium aurantiacum str. DSM 20416 es una 
bacteria  halotolerante y alcalófila (Ordoñez, et al., 
2009); la coloración naranja de las colonias en culti-
vos viejos ha sido reportada previamente (Collins et 
al., 1983; Rodríguez et al., 2006). Xanthomonas sp. ML-
122, también es un organismo halotolerante y alcaló-
filo (Zhang, et al., 2005). El género Xanthomonas se 

Tabla 1. Similitud de las SCP de las  BAAP con cepas reportadas en el banco de genes.

Cepa Nombre
Identidad 

(%)
Gene bank 

identificator(gi)
Número de 

acceso

BAAP1 Exiguobacterium aurantiacum str. DSM 20416 99,03 151042 DQ019166.1

BAAP2 Xanthomonas sp. ML-122 98.00 4959909 AF139997.1

BAAP3  Halomonas sp. Ap-5 99.00 109156710 DQ6644497.1

BAAP4 Bacillus okhensis str.  Kh10-101 99.00 16238498 DQ026060.1

BAAP5 Indibacter alkaliphilus, type str. LW1T 95.00 218059669 FM883672.1

Figura 1.  Producción de AIA  por BAAP en comparación con la cepa de referencia A. brasilense cd.
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encuentra generalmente asociado a enfermedades en 
plantas (Misaghi, et al., 1990; Shen, et al., 2002; Jime-
nez, et al., 2004; Benítez, et al., 2009), hecho relacio-
nado con aspectos como su capacidad para sobrevivir 
de forma endófita y la producción de algunas enzimas 
endógenas que intervienen en el metabolismo de oli-
gosacáridos (Bashan, et al., 1982; Park, et al., 1999), 
sin embargo, algunas especies de este género son pro-
motoras de crecimiento vegetal (Islam, et al., 2009). 
Halomonas sp. Ap-5 y en general el género, presentan 
como rasgo distintivo el carácter halotolerante y alca-
lófilo, es habitual su hallazgo en muestras de agua con 
estas características (Gang-Guk, et al., 2008; Ordoñez, 
et al., 2009). Esta misma cepa ha sido registrada pre-
viamente como bacteria asociada de A. platensis SAG 
21.99 (Gang-Guk, et al., 2008). Bacillus okhensis stra-
in Kh10-101 es una especie halotolerante y alcalófila 
reportada  recientemente, fue aislada de muestras de 
agua en un lago hipersalino de la India (Nowlan, et al., 
2006). Indibacter alkaliphilus, type strain LW1T, tam-
bién se trata de una bacteria halotolerante y alcalófila; 
el género y la especie fueron propuestas recientemen-
te, esta bacteria también fue aislada de un lago hipers-
alino de la India (Anil Kumar, et al., 2010).

El medio de cultivo Zarrouk es adecuado para el cre-
cimiento de A. platensis, sin embargo en este medio 
no se puede conseguir el crecimiento de las bacterias 
asociadas a A. platensis en colonias independientes. 
Esto se debe  a que el medio no presenta  fuente de 
carbono orgánico, por lo tanto las bacterias pueden 
sobrevivir solamente si se alojan en el mucilago de la 
cianobacteria (Gang-Guk et al., 2007); al respecto se 
ha propuesto que en este microambiente se encuen-
tra la fuente de carbono necesaria para la nutrición 
de las bacterias asociadas, proveniente de la secreción 
de sustancias orgánicas por parte de la cianobacteria; 
por su parte, las bacterias podrían favorecer de alguna 
manera el desarrollo del microrganismo fotosíntético 
(Haines y Guillard, 1974; Fukami, 1997; Parada et al., 
1998; De-Bashan et al., 2002ª; Riquelme y Avendaño, 
2003). Por lo anterior se explica que el medio orgáni-
co ZANSEL haya permitido el desarrollo de colonias de 
bacterias con crecimiento  independiente, sin obser-
varse el crecimiento de la cianobacteria. Sin embargo, 
se ha observado el crecimiento de A. platensis en me-
dios heterotróficos.

No se observó buen crecimiento de A. platensis en el 
medio sólido ZANSEL, a diferencia del medio sólido 
Zarrouk, en el cual registró un buen crecimiento; pero 
en este medio el crecimiento de las bacterias asocia-
das fue menor. Para explicar este comportamiento se 
puede sugerir que en el medio autotrófico las bacterias 
asociadas necesitan de la cianobacteria, puesto que 

esta suple a las bacterias con algunos de sus nutrientes 
limitantes, a cambio las bacterias estarían produciendo 
algunos factores que promueven el crecimiento de la 
cianobacteria. A la vez este efecto positivo sobre la 
cianobacteria conducirá a una mayor producción de 
sustancias orgánicas disponibles para las bacterias. Por 
el contrario, en el medio heterotrófico las bacterias 
no estarían obligadas a establecer una relación con A. 
platensis, se sugiere que al alcanzar cierta “indepen-
dencia”, las bacterias disminuyen o cesan el aporte de 
las sustancias que promueven el crecimiento de la cia-
nobacteria; este supuesto podría explicar la marcada 
disminución en el crecimiento de la cianobacteria en 
el medio heterotrófico. Por otra parte, en el medio he-
terotrófico hay un aumento de la población de bacte-
rias asociadas, por lo tanto de metabolitos resultantes 
que podrían perjudicar el crecimiento de A. platensis 
por competencia o por inhibición. 

Todas las cepas bacterianas encontradas son repor-
tadas como organismos alcalófilos y halotolerantes,  
frecuentemente aislados de muestras de agua en 
ambientes hipersalinos (Zhang, et al., 2005; Nowlan, 
et al., 2006;  Gang-Guk, et al., 2008; Ordoñez, et al., 
2009; Anil Kumar, et al., 2010). Solamente Halomo-
nas sp AP5 ha sido reportada previamente asociada 
a A. platensis (Gang-Guk, et al., 2008); las bacterianas 
restantes han sido encontradas en muestras de agua 
de lagos hipersalinos pero no se han relacionado pre-
viamente con la cianobacteria. Las cinco BAAP encon-
tradas en este estudio se obtuvieron a partir de un 
monocultivo madre de A. platensis mantenido en labo-
ratorio, en un medio hipersalino y alcalino sin fuente 
de carbono orgánica (medio Zarrouk);  además estas 
bacterias solamente se pueden cultivar sin la presencia 
de la cianobacteria cuando se utiliza el medio orgá-
nico enriquecido (ZANSEL). Por lo anterior se puede 
sugerir una fuerte asociación entre estos organismos, 
donde las bacterias parecen depender nutricionalmen-
te del organismo fotosintético; quizá esta asociación 
obedezca a la coevolución de las bacterias y las ciano-
bacterias en un medio extremófilo (hipersalino e hipe-
ralcalino), generando una interacción positiva; como 
es bien conocido, las asociaciones benéficas entre or-
ganismos tienden a expresarse con mayor magnitud 
en ambientes altamente limitantes.  

La cianobacteria A. platensis utilizada en el presente 
estudio no fue obtenida de un ambiente natural, esta 
fue tomada de un monocultivo de cepario mantenido 
por mucho tiempo en  laboratorio; sin embargo, como 
se discutió previamente, todas las bacterias que se 
encontraron asociadas al monocultivo de A. platensis 
también han sido aisladas en ambientes naturales, prin-
cipalmente en lagos hipersalinos, los cuales son aptos 
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para la proliferación de esta cianobacteria. Al respec-
to surgen los siguientes interrogantes: ¿la asociación 
descrita entre las  bacterias asociadas y  A. platensis se 
favoreció por la presión de selección mediante los cul-
tivos sucesivos de la cianobacteria en laboratorio?, y 
¿en condiciones naturales los dos organismos pueden 
vivir separados gracias a su carácter halotolerante y 
alcalófilo?,  o por el contrario, esta asociación ocurre 
naturalmente y se conserva en los cultivos de labora-
torio. Esta última alternativa parece una explicación 
posible, se puede apoyar en el hecho de que las cinco 
BAAP encontradas en este estudio hayan expresado la 
producción de AIA, dado que esta sustancia secretada 
por las BAAP puede ejercer un efecto estimulador del 
crecimiento sobre A. platensis. Al respecto, De-Bashan 
et al., (2002), reportaron la promoción del crecimien-
to de otro microorganismo fotosintético, la microalga 
Chlorella vulgaris, tras la asociación artificial in vitro con 
A. brasilense cd., mediante un mecanismo relacionado 
con la producción de AIA por parte de esta bacteria, la 
cual es conocida como promotora del crecimiento en 
plantas y es comúnmente utilizada para la elaboración 
de biofertilizantes.

En relación a la capacidad  de las 5 BAAP para produ-
cir AIA,  reportes previos indican que Exiguobacterium, 
Xanthomonas y Halomonas son géneros para los cuales 
se ha reportado esta capacidad (Spaepen et al., 2007), 
pero no se han presentado reportes previos sobre la 
producción de AIA por B. okhensis e I. alkaliphilus.

Dado el interés mundial por el cultivo de diferentes espe-
cies de cianobacterias filamentosas del géneros Arthros-
pira, por sus aplicaciones en la alimentación humana y 
animal, en la industria farmacéutica, química, entre otros 
campos, y por otra parte la dificultad para obtener cul-
tivos axénicos, resulta conveniente explicar a fondo las 
interacción entre  estas cianobacterias y sus bacterias 
asociadas, así como los mecanismos involucrados, con 
el propósito de desarrollar aplicaciones biotecnológicas 
que potencialicen su producción  y calidad.

Conclusiones

En el cultivo autotrófico de A. platensis se encontraron 
bacterias asociadas que están adaptadas a las condi-
ciones de salinidad y alcalinidad en que crece esta cia-
nobacteria.

La capacidad para producir AIA por las cinco bacterias 
asociadas al cultivo de A. platensis aporta evidencia 
sobre una posible asociación benéfica entre estos or-
ganismos, esta asociación podría promover el creci-
miento de la cianobacteria.

El empleo medio de cultivo heterotrófico ZASEL resul-
ta un aporte metodológico conveniente para el aisla-
miento de las bacteriasasociadas a  A. platensis. 
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