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RESUMEN
Las bacterias fotótrofas habitan una gran diversidad de ambientes acuáticos dentro de los cuales están las
lagunas costeras. Dichos sistemas, caracterizados por los cambios constantes en sus propiedades
fisicoquímicas, son ambientes que albergan un sinnúmero de organismos y las bacterias rojas del azufre están
dentro de ellos. El presente trabajo tuvo por objetivos aislar a este tipo de microorganismos a partir de muestras
de agua de la laguna de Tampamachoco y caracterizarlas mediante sus propiedades morfológicas celulares y
pigmentarias. Se recolectaron muestras de agua del nivel sub-superficial y se aislaron 8 cepas bacterianas.
Una de ellas presentó formas esféricas (cocos) y las otras siete fueron bacilos móviles. Todas las cepas
acumularon azufre intracelularmente, lo cual es una característica de los miembros de la familia
Chromatiaceae. Después de verificar la pureza de las cepas aisladas, se procedió a analizar sus pigmentos
fotosintéticos in vivo y sus extractos con disolventes orgánicos (metanol y acetona:metanol). Los espectros de
absorción de los pigmentos fotosintéticos mostraron la presencia de bacterioclorofila a y pigmentos de la serie
normal de la espiriloxantina y del rodopinal. De acuerdo con sus características morfológicas celulares y
pigmentarias se concluye que las bacterias aisladas pertenecen a los géneros Amoebobacter y Chromatium.

Palabras clave: Bacterias anoxigénicas, Amoebobacter, Chromatium, espiriloxantina, rodopinal.

ABSTRACT
Phototrophic bacteria grow in different aquatic systems like coastal lagoons. These systems are characterized
for their constant physicochemical fluctuations, nevertheless they are suitable habitats for a number of
organisms such as the phototrophic bacteria among others. The aim of this paper is to present the results of the
isolation from different strains of purple sulphur bacteria from water samples collected just below the surface
of the Tampamachoco lagoon and their characterization using morphological and pigment properties. Eight
bacteria strains were isolated. One of them were cocci and the others showed motile bacilli. All isolated strains
contained sulphur granules which is characteristic of the members of the Chromatiaceae family. After verifying
the purity of the isolated strains, their photosynthetic pigments were analyzed in vivo and extracted with
organic solvents (methanol and acetone-methanol). Absorption spectra of these photosynthetic pigments
revealed the presence of bacteriochlorophyll a and pigments of the normal spirilloxanthin and rhodopinal
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INTRODUCCIÓN

Las bacterias fotosintéticas del azufre forman un grupo
diverso de microorganismos. En el  resultado de su fotosínte-
sis no producen oxígeno, razón por la cual también se les co-
noce  como bacterias anoxigénicas.  La fotosíntesis en estos
microorganismos depende de la cantidad y calidad de luz que
reciben, la disponibilidad de donadores de electrones (sulfu-
ro de hidrógeno, polisulfuros, azufre molecular, compuestos
orgánicos de peso molecular bajo) y la concentración de oxí-
geno; la presencia de este último inhibe la síntesis de sus pig-
mentos (Cohen-Bazire et al.,1957; van Gemerden et al., 1989;
Imhoff, 1995; Stolz,1992).

A diferencia de los procariontes oxigénicos (ej. Ciano-
procariotes), estos microorganismos presentan bacterioclo-
rofilas que pueden ser del tipo a, b, c, d, e y g, además de una
gran variedad de carotenos (Pfennig & Trüper, 1989; Imhoff,
1995). 

El análisis de los pigmentos de estas bacterias ha sido
ampliamente utilizado desde hace mucho tiempo, tanto para
su caracterización como para la estimación de su biomasa
(extraídos en solventes orgánicos), ya sea en muestras obte-
nidas de cuerpos de agua  (Stal et al., 1984, Bustillos-Guzmán
et al., 2000; Sorensen, 1988) o en cultivos (Jensen et al., 1964).
Estos pigmentos han mostrado ser importantes para la taxo-
nomía y  ecología de este grupo de microorganismos (Frig-
gard et al., 1996). 

Cuando las condiciones fisicoquímicas de los sistemas
acuáticos les son muy favorables, las bacterias fotosintéticas
crecen masivamente, ocupando toda la columna de agua o
bien formando capas que pueden observarse a simple vista
debido a sus bacterioclorofilas y carotenos, dando tonalida-
des rosas, verdes, rojas y púrpuras (Pfennig & Trüper, 1981;
Mondragón et al., 1984; Lindhholm & Weppling, 1987). 

De acuerdo con Trüper (1970), las zonas costeras son fá-
cilmente habitables por microorganismos con requerimientos
tan especiales como los que presentan las bacterias fotótro-
fas, las cuales  tienen un papel determinante en los flujos de
energía así como en los ciclos biogeoquímicos que se llevan
al cabo en estos sistemas.

Usando la energía solar, estas bacterias transforman al-
gunos de los productos metabólicos de otros organismos en
su propia biomasa, que puede ser aprovechada por inverte-

brados, convirtiéndose así en el primer eslabón de una trama
alimenticia (Caumette et al., 1983; Decho & Castenholz, 1986).

El presente trabajo tuvo por objetivos aislar y purificar a
las bacterias rojas del azufre (fotótrofas anoxigénicas) a par-
tir de muestras de agua de la laguna de Tampamachoco, y ca-
racterizarlas mediante sus propiedades morfológicas y
pigmentarias, contribuyendo así en el conocimiento de este
grupo fisiológico tan poco estudiado en México.

MATERIALES Y MÉTODOS

La laguna de Tampamachoco, sitio donde se recolec-
taron muestras, forma parte del complejo estuarino-lagunar
de Tamiahua y Pueblo Viejo, y se ubica a nueve kilómetros de
la ciudad de Tuxpam, Veracruz, México. 

Para obtener cultivos de bacterias rojas del azufre se
recolectaron muestras de agua del nivel sub-superficial (20
cm de profundidad) durante la época de “nortes” (enero de
1991), con ayuda de una botella muestreadora van Dorn de
cinco litros de capacidad (Takahashi & Ichimura, 1968). A par-
tir  de estas muestras se inocularon tubos de ensaye (35 ml de
capacidad) que contenían 30.0 ml de medio de cultivo enri-
quecido, específico para la familia Chromatiaceae, diseñado
por Bielb y Pfennig (en Pfennig & Trüper, 1981). 

Los tubos inoculados se mantuvieron con iluminación
constante y continua utilizando una lámpara de 60W (luz in-
candescente) colocada a una distancia de 20-25 cm (van Niel,
1971) y a temperatura ambiente. Una vez que se observó la
pigmentación característica en los cultivos enriquecidos (ro-
ja, rosa, marrón o púrpura), se procedió al aislamiento y puri-
ficación de las cepas bacterianas. Para ello se utilizó la
técnica de tubos con agar semi-sólido (van Niel, 1971; Pfen-
nig & Trüper, 1981). 

Después de verificar la uniespecificidad de los cultivos
bacterianos mediante observaciones  al microscopio óptico, és-
tos se hicieron crecer en frascos de vidrio de 300 ml de capaci-
dad, conteniendo medio de cultivo líquido enriquecido para la
familia Chromatiaceae (Pfennig & Trüper, 1981). Con la finalidad
de contar con cultivos masivos se les administró una solución
de sulfuro de sodio neutralizada con ácido clorhídrico. 

El análisis de sus pigmentos fotosintéticos se realizó
una vez que se observó crecimiento masivo en los cultivos.
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series. According with their morphological and pigment characteristics, the isolated strains were members of
the Amoebobacter and Chromatium genera.

Keywords: Anoxygenic bacteria, Chromatium, Amoebobacter, spirilloxanthin, rhodopinal.
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Generalmente esto ocurrió después de cinco días de incuba-
ción en las condiciones antes señaladas. 

Para obtener el espectro de absorción in vivo se centri-
fugaron 10.0 ml de cultivo a 5,000 rpm durante 20 minutos. Las
lecturas se hicieron después de resuspender a las células
concentradas en 5.0 ml de medio de cultivo (sin sulfuro de so-
dio). Como blanco se utilizó medio de cultivo y se  orientó la
parte opaca de la celda hacia la zona más cercana al fotode-
tector del espectrofotómetro (Núñez-Cardona, 1999), 

Para extraer los pigmentos con solventes orgánicos se
utilizaron 10.0 ml de cultivo. Este volumen se centrifugó a
5,000 rpm durante 20 minutos, se eliminó el sobrenadante y
las células se resuspendieron en 5.0 ml de disolvente (aceto-
na: metanol en proporción 7:2 ó metanol puro). Las extraccio-
nes se hicieron conservando las muestras a 4º C durante 18
horas y en la oscuridad. 

Después de transcurrido el tiempo de extracción las
lecturas se hicieron con el sobrenadante, previa centrifuga-
ción y evitando resuspender a las células sedimentadas. Co-
mo blanco se utilizaron  los disolventes antes mencionados
(Stal et al.,1984). En todos los casos las lecturas se realizaron
en un espectrofotómetro Shimadzu modelo UV160 A.

Con los máximos de absorción diferenciales de los pig-
mentos obtenidos (in vivo y extraídos) se elaboró una base de
datos (presencia ó ausencia de un máximo de absorción), y
para su análisis se utilizó el coeficiente de asociación de
Pearson.  Para la formación de los grupos se aplicó el liga-
miento simple, ambos disponibles en el Systat, versión 5.0. 

RESULTADOS

A partir de las muestras de agua obtenidas de la laguna
de Tampamachoco fue posible aislar y obtener ocho cultivos
uniespecíficos de bacterias rojas del azufre. En la tabla 1 se
resumen las características morfológicas y de cultivo de las
cepas obtenidas. 

Con excepción de la cepa T1f6 que presentó forma esfé-
rica y aerotopos (vacuolas con gas), el resto de las cepas ais-
ladas fueron bacilos delgados con movilidad debido a la
presencia de flagelos. En todos los casos se observaron grá-
nulos de azufre en el interior de sus células, lo que las identi-
ficó como miembros de la familia Chromatiaceae. 

Con respecto a sus propiedades pigmentarias, los resulta-
dos obtenidos a partir de células suspendidas (in vivo) mostra-
ron máximos de absorción a 370-378, 588-591, 796-798 y 800-892
nm, que corresponden a la bacterioclorofila a (Pfennig & Trüper,

1982; Imhoff, 1995) y que en los extractos en metanol y aceto-
na:metanol ésta se hizo evidente a 770-771 nm (Stal et al., 1984).

De manera general, los pigmentos accesorios analizados
in vivo mostraron máximos de absorción entre 485-550 nm (Mat-
heron, 1976), en metanol entre 460 y 524 nm y en acetona meta-
nol entre 467-529 nm  (Eickler & Pfennig, 1982; Zülling, 1985). 

En la figura 1 se presenta un ejemplo del espectro de ab-
sorción de los pigmentos de la cepa T9s642 analizados in vi-
vo y extraídos con disolventes orgánicos, y en la tabla 2 se
incluyen sus máximos de absorción. Considerando los datos
de esa tabla, y después de aplicarles el coeficiente de aso-
ciación de Pearson, se obtuvo la figura 2 que muestra la rela-
ción entre las ocho cepas trabajadas. De acuerdo con el
dendrograma obtenido (Fig. 2) las cepas se integraron en dos
grupos. El primero se formó con las cepas T9s4, T9s68 y T7s9
y asociadas a éstas la cepa T6f3; el segundo grupo se formó
por las cepas T9s642, T9s64 y T9s62 con las cuales se asoció
la cepa de colección Chromatium vinosum (DSM185).

La cepa T1f6, además de presentar características mor-
fológicas que la distinguieron del resto de los cultivos, mos-
tró también diferencias en cuanto a sus propiedades
pigmentarias. De acuerdo con Eickler & Pfennig (1982), los
máximos de absorción de sus pigmentos in vivo registrados a
515 y 550 nm corresponden a la serie normal de la espiriloxan-
tina. Las propiedades morfológicas y pigmentarias de esta
cepa sugieren que  pertenece al género Amoebobacter. 

Con respecto a las propiedades pigmentarias de las ce-
pas que integraron al grupo 1, el color violeta en los cultivos
líquidos denotó la presencia de pigmentos de la serie del Ro-
dopinal y puede tratarse de rodopinal o de licopenol (Zülling

Aislamiento y caracterización de bacterias rojas del azufre

Tabla 1. Características morfológicas de las cepas aisladas a partir
de las muestras de agua de la laguna de Tamapamachoco. 

Cepa Forma Color cultivo (líquido) Movilidad por:

T1f6 Cocos Rosa Aerotopos

T9s64 Bacilos Rojo Flagelos

T9s642 Bacilos Rojo Flagelos

T9s62 Bacilos Rojo Flagelos

T6f3 Bacilos Rosa Flagelos

T7s9 Bacilos Violeta Flagelos

T9s68 Bacilos Violeta Flagelos

T9s4 Bacilos Violeta Flagelos

*DSM185 Bacilos Rojo-marrón Flagelos

*Cepa de colección: Chromatium vinosum, utilizada como referencia.
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1985), además de mostrar máximos de absorción in vivo a 491,
527-530 nm (Matheron, 1976). Este tipo de pigmentos han sido
observados en microorganismos pertenecientes tanto al gé-
nero Thiocystis (Matheron, 1976), como en Chromatium war-
mingii, C. violascens (Trüper & Jannash 1968, Pfennig &

Trüper 1989) y C. buderi (Matheron, 1976). En la figura 2 es po-
sible observar la estrecha relación que existe entre las cepas
T9s4 y T9s68, por lo que es muy probable que se trate de la
misma cepa.

Por otro lado, los carotenos de la cepa T6f3 presentaron
máximos de absorción en disolventes orgánicos a 468 nm
(metanol); 472 y 502 nm (en acetona:metanol), que de acuer-
do con Zülling (1985) corresponden a la tetrahidroespiriloxan-
tina. 

Las cepas que se integraron en el grupo dos también
presentaron pigmentos de las serie normal de la espiriloxan-
tina. Sus máximos de absorción en células suspendidas se
observaron a 485-487 nm y en acetona:metanol a 473-499 nm
(Zülling, 1985). En este grupo las cepas T9s642 y T9s64 po-
drían considerarse como una sola, ya que sus espectros de
absorción son prácticamente iguales.

De acuerdo con las propiedades consideradas en este
estudio, las cepas del Grupo 1 y 2 pueden incluirse dentro de
los miembros del género Chromatium. 

María Teresa Núñez-Cardona

Figura 1. Espectros de absorción de la cepa T9s64-2 (Chromatium
sp.), obtenidos a partir del análisis de sus pigmentos in vivo (A),
extraídos con metanol (B) y con acetona:metanol (C).

Tabla 2. Máximos de absorción de los pigmentos de diferentes cepas de la familia Chromatiaceae aisladas a partir de muestras de agua
de la laguna de Tampamachoco. 

Cepa Análisis in vivo Extractos en metanol Extractos en acetona:metanol

T1f6 370, 515, 550, 590, 801, 823, 892 365, 460, 491, 524, 608, 771 366, 495, 529, 600, 770

T9s64 370, 485, 588, 797, 850, 362, 467, 610, 771 362, 473, 499, 601, 770

T9s642 371, 488, 591, 798, 852 364, 467, 608, 771 362, 473, 499, 601, 770

T9s62 378, 487, 589, 796, 849 362, 467, 610, 771 362, 467, 600, 771

T6f3 374, 591,802,854 364, 468, 607, 771 364, 472, 502, 771

T7s9 373, 491, 528, 590, 802, 852 364, 467, 496, 608, 771 362, 473, 502, 588, 770

T9s68 372, 527, 590, 803, 852 365, 472, 499, 606, 770 364, 472, 502, 600, 770

T9s4 373, 530, 591, 802, 854 364, 472, 498, 607, 770 362, 475, 503, 578, 770

DSM185 370, 487, 588, 807, 850 364, 467, 609, 770 361, 474, 502, 601, 770

Figura 2. Relación entre las bacterias rojas del azufre aisladas de
la laguna de Tampamachoco con base en sus propiedades
pigmentarias.
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Cabe señalar que para determinar con exactitud la com-
posición pigmentaria de las cepas aisladas, es necesario
analizarlos por Cromatografía de Líquidos de Alta Precisión
(HPLC).

DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron
que el medio de cultivo y las técnicas para el aislamiento de las
bacterias rojas del azufre resultaron adecuados. La capacidad
de las bacterias aisladas para acumular azufre intracelularmen-
te, su morfología celular y la presencia de bacterioclorofila a,
son aspectos que permitieron incluir a los ocho cultivos unies-
pecíficos obtenidos dentro de la familia Chromatiaceae (van
Niel, 1971; Pfennig & Trüper 1989).

Con respecto a sus carotenos, de las seis rutas biosinté-
ticas propuestas por Schmidt (en Imhoff, 1995), las cepas aquí
trabajadas cuentan con al menos dos rutas bien definidas. Una
de ellas es la de la Espiriloxantina y la otra del Rodopinal. Cabe
señalar que los pigmentos de ésta última se han encontrado en
un número pequeño de cepas de la familia Chromatiaceae, par-
ticularmente en los géneros Chromatium (Trüper & Jannash
1968, Pfennig & Trüper 1989) y Thiocystis (Matheron, 1976).

Si bien la cepa de Amoebobacter presentó pigmentos de
la serie normal de la espiriloxantina, es evidente que su com-
posición pigmentaria es muy diferente de las cepas de Chro-
matium que también presentaron pigmentos de esta serie, por
lo que puede decirse que los espectros de absorción obteni-
dos con diferentes técnicas proporcionan información valio-
sa y complementaria, permitiendo así contar con más datos
para caracterizarlas y separarlas taxonómicamente. 

Aunque las bacterias fotosintéticas han sido estudiadas
desde hace más de 100 años, actualmente se dedican pocos
esfuerzos al aislamiento de cepas nuevas. Esto probablemen-
te se deba a la dificultad para cultivarlas y mantenerlas en
cultivos puros, especialmente porque requieren condiciones
muy específicas para su crecimiento y proliferación. 

Considerando lo antes expuesto, el presente trabajo
contribuyó  al conocimiento de este grupo de microorganis-
mos mediante la aplicación de técnicas convencionales. Es
importante mencionar que el número de cepas aquí analiza-
das no es más que una pequeña muestra de la riqueza espe-
cífica de las bacterias anoxigénicas que habitan la laguna de
Tampamachoco, por lo que es necesario intensificar y aplicar
otras técnicas para su estudio. 

De acuerdo con Palleroni (1997), el aislamiento y cultivo
de microorganismos es de gran importancia no sólo para co-
nocer la biodiversidad microbiana, sino también porque aún

las técnicas más sofisticadas (ej. biología molecular) que se
aplican al estudio de los microorganismos dependen de la in-
formación disponible de los ya cultivados y conocidos, ade-
más de que ninguna de las técnicas hasta hoy conocida
podría facilitar información referente a su función en los sis-
temas en donde se desarrollan y mucho menos de su metabo-
lismo específico sin su manipulación. 
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