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RESUMEN

Objetivo: El objetivo principal de esta investigacion es obtener bacterias del género Pseudomona
spp. con capacidad biodegradora de hidrocarburos en muestras de agua superficial de la Bahia de Car-
tagena de Indias. Material y Método: Disefio observacional, descriptivo, transversal y prospectivo.
Se tomaron tres muestras de agua superficial de la Bahia de Cartagena de indias, se sembraron para
preadaptacion y adaptacion biologica de las bacterias en medio con sales minerales, ACPM 1% v/vy
petroleo crudo 1% v/v, como Unica fuente de carbono y energia. Resultados: Las bacterias que cre-
cieron en los medios con petroleo crudo fueron identificadas en 31 morfotipos de colonias bacterianas,
de las cuales solo el 19,4% dio positivo para la presencia de Pseudomona spp., y el 80,6% restante,
pertenecientes a otros grupos bacterianos. Discusion: Se evidencié un cambio de color en el agar
nutritivo durante el procedimiento de aislamiento de las bacterias de la muestra 2 relacionado con la
presencia de especies de Pseudomonas en especial P. aeruginosa. Conclusion: Se reporta la presencia
del género de Pseudomona spp. con capacidad biodegradadora de petrdleo en una de las muestras de
agua recolectadas en la Bahia de Cartagena. Este estudio abre la posibilidad de futuros trabajos de
bioprospeccion e identificacion metabolica de las cepas aisladas.
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Deteccion de Pseudomonas spp. en la bahia de Cartagena

ABSTRACT

Objective: The main objective of this research is to obtain bacteria of the genus Pseudomona spp. with biode-
grading capacity of hydrocarbons in surface water samples from the Bay of Cartagena de Indias. Material and
Method: Observational, descriptive, cross-sectional and prospective design. Three samples of surface water
were taken from the Bay of Cartagena de Indias, they were sown for pre-adaptation and biological adaptation of
the bacteria in a medium with mineral salts, ACPM 1% v/v and crude oil 1% v/v, as the only carbon source. and
energy. Results: The bacteria that grew in the media with crude oil were identified in 31 morphotypes of bacterial
colonies, of which only 19.4% were positive for the presence of Pseudomona spp., And the remaining 80.6%,
belonging to other bacterial groups. Discussion: A color change in the nutrient agar was evidenced during the
isolation procedure of the bacteria from sample 2 related to the presence of Pseudomonas species, especially P,
aeruginosa. Conclusion: The presence of the genus of Pseudomona spp. with oil biodegrading capacity in one
of the water samples collected in the Bay of Cartagena. This study opens the possibility of future work on bio-
prospecting and metabolic identification of the isolated strains.

Keywords: Biological adaptation; petroleum; pseudomonas.

INTRODUCION

La contaminacion por hidrocarburos del petro-
leo es un problema de caracter mundial y amplia
distribucion geografica, teniendo en cuenta que
independiente de la zona afectada, ya sea por pro-
cesos bioldgicos y fisicos, tienen como destino
final los mares y océanos (Carpenter, 2019; Diez
et al., 2019). Los derrames accidentales o pro-
vocados, afectan tanto el suelo como el agua, asi
como también causan una alteracion a la calidad
del paisaje (Serrano ef al., 2013) y en la produc-
cion agricola (Odukoya et al., 2019). En Cartage-
na de Indias, la calidad de las aguas costeras se
ha visto alterada por los efluentes domésticos, in-
dustriales y agricolas, como por el transporte te-
rrestre, fluvial y maritimo y por las descargas de
la industria del petroleo (Echeverri et al., 2010;
Eljaiek-Urzola et al., 2019).

La bahia de Cartagena se encuentra rodeada por
islas que forman conjuntamente canales natura-
les, permitiendo asi una comunicacioén directa
entre la bahia y el mar Caribe y la renovacion
periodica de sus aguas (Cogua et al., 2012; Tosic
et al., 2017). Ademas, se ven afectados a causa
de los derrames de compuestos quimicos deriva-
dos del petroleo, los sistemas de produccion, la
salud, la economia y las formas de vida de las
poblaciones, debido a los efectos (mutagénicos y
carcinogénicos) en los seres humanos y para los
demas seres vivos (Cavazos et al., 2014; Tosic, et
al., 2017).

En ecosistemas que han sido alterados por derra-
mes accidentales o provocados de petréleo o sus
derivados, se han identificado procariotes que han
logrado sobrevivir a esas condiciones medioam-
bientales adversas y reciben el nombre de bacte-
rias nativas biodegradadoras de hidrocarburos y
cuya presencia y aprovechamiento gana impor-
tancia dia a dia, dentro de las cuales se pueden
mencionar especies del género Pseudomonas (wu
etal., 2018). Es por ello, que el objetivo del presente
estudio es obtener bacterias del género Pseudo-
mona spp. con capacidad biodegradora de hidro-
carburos, a partir de muestras de agua superficial,
extraidas de los cuerpos de agua de la Bahia de
Cartagena de Indias.

METODOLOGIA

Diseiio del estudio: Observacional descriptivo,
transversal y prospectivo.

Area de estudio

El procedimiento de muestro se realiz6 segin
el Standard Methods 2012 edicion 22, APHA et
al., (2012). Las muestras de agua se tomaron en
septiembre de 2019, en la Bahia de Cartagena de
indias en el sector Barrio Albornoz, ya que esta
zona es de acceso libre en inmediaciones del ver-
timiento final de una industria petroquimica, en
los siguientes puntos: Muestra 1: 10°22°06.8”N
75°30°31.3”W, Muestra 2: 10°22°06.9”N
75°30°31.3”W, Muestra 3:  10°22°06.7”N
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75°30°31.3”W, siendo transportadas previa rotu-
lacion (Echeverri et al., 2010; DES, 2018) bajo
condiciones de refrigeracion, para su procesa-
miento en el laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional Abierta y a Distancia —
UNAD CCAV Cartagena.

Procesamiento de la muestra y analisis micro-
bioldgico.

Las muestras fueron procesadas en dos fases, 1)
preadaptacion bioldgica y 2) adaptacion biologi-
ca de las bacterias, siguiendo los protocolos pu-
blicados (Narvaez et al., 2008, Samanez, 2008 y
Echeverri et al., 2010), con algunas modificacio-
nes.

Fase de preadaptacion biolégica. Se realizo
bioestimulacion la cual consiste en promover la
proliferacién de microorganismos nativos del
medio contaminado mediante la adicion de nu-
trientes (Reyes-Reyes et al., 2018). Para ello, de
cada muestra se prepararon diluciones 1/10 con
caldo de preadaptacion (NH,)H,PO, (MAP) (mo-
dificado de Narvéez ef al., 2008) con ACPM al
1% v/v suministrado por una bomba de gasolina
de la ciudad de Cartagena e incubando a 35°C
con agitaciéon permanente, durante siete dias uti-
lizando una plancha magnética de calentamiento
a 35°C, con termometro para medicion de tem-
peratura (Echeverri et al., 2010; Narvéez et al.,
2008).

Fase de adaptacion biolégica. Se estimuld el
crecimiento microbiano tomando un mililitro
de caldo de preadaptacion, para hacer una dilu-
cioén 1/10 con caldo medio minimo de sales con
petroleo crudo al 1% v/v, en un tubo de ensa-
yo tapa rosca. El caldo enriquecido, se preparo6
con sales grado reactivo, K.HPO,: 1.5g/L; KH-
,PO,: 0.5¢/L; (NH,)280,: 0.5¢g/L; NaCl: 0.5g/L;
FeSO,: 0.002¢g/L, (modificado de Echeverri et
al., 2010; y Narvaez et al., 2008) mezclado con
1000 mL de agua destilada y suplementado con
petroleo crudo al 1% v/v. El petréleo crudo fue
suministrado por el laboratorio de Microbiologia
del CCAV Cartagena — UNAD. Las muestras fue-

ron incubadas a 35°C por siete dias empleando
una plancha magnética de calentamiento a 35°C,
con agitacion magnética y verificacion de la tem-
peratura mediante el uso de un termometro de
mercurio (Echeverri ef al., 2010; Narvaez et al.,
2008).

Seleccion de cepas. Una vez cumplido el tiempo
de la fase de adaptacion biologica de siete dias,
se tomaron 10 pL del caldo medio minimo de sa-
les con crecimiento y se sembraron por superficie
con ayuda de un asa de Drigalsky en placas de
agar nutritivo (Scharlab®) suplementadas con
1% v/v de petréleo crudo, incubandose a 35°C
(Narvaez et al., 2008). Se seleccionaron las colo-
nias mas representativas y de mejor crecimiento,
de estas, un total de 31 colonias fueron sembra-
das por agotamiento en agar nutritivo e incuba-
das a 35°C durante 48 horas. Luego, se procedid
realizar la descripcion de los morfotipos de las
colonias y la coloracion de gram, para visualizar
la morfologia microscopica se us6 del microsco-
pio compuesto con el objetivo de 100X (Murray
etal, 2014y Cepl et al., 2016).

Las colonias de bacterias gram negativas segin
la coloracion de Gram, fueron sembradas en agar
base segun King (Merck®), para aislamiento
selectivo de bacterias pertenecientes al género
Pseudomona spp., siendo consideradas pertene-
cientes a este género, aquellas colonias que cam-
biaron el medio a color amarillo verdoso.

Analisis estadistico: Con la informacion reco-
lectada se construy6 una base de datos en Ex-
cel bajo Windows, posteriormente se realizd un
andlisis descriptivo y univariado, presentando las
variables cualitativas en proporciones y nlimeros
absolutos. Se compararon los aislamientos con
los resultados en la tincion de Gram, las caracte-
risticas morfotipicas, microscopicas y la identifi-
cacion presuntiva lograda con el medio en agar B
(Base) segin King, por medio de la prueba Chi
cuadrado (x?) o exacta de Fischer. Los valores de
p menor a 0,05 fueron considerados como indica-
dor de significancia estadistica. Todos los analisis
estadisticos se realizaron por medio del software
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IBM SPSS Statistics version 22.0.
Fase de adaptacion bioldogica. A los siete dias
RESULTADOS de incubacion se observo en todos los tubos con
caldo medio minimo de sales con petroleo crudo
Fase de preadaptacion biolégica: Luego de los al 1% v/v, cambio de color, apreciandose en las
siete dias en incubacion a 35°C se observo cam- muestras 1 y 2 mayor turbidez y aparicion de un
bio de color en el caldo de cultivo en los tubos, color café claro, con respecto a la muestra 3 (Fi-
pasando estos de cristalino a turbio y con mayor gura 2).
pérdida de la transparencia en las muestras 1y 3,
con respecto a la muestra 2 (Figura 1).

Figura 2. Tubos con caldo Medio Minimo de sales y
Petroleo crudo 1% v/v y muestras de agua

Morfotipos. Terminado el tiempo de incubacion
a 35°C durante 72 horas, se observo que sobre el
agar nutritivo al 1% p/v de petrdleo crudo cre-

Figura 1. Tubos con caldo de MAP con ACPM al 1% v/v
y muestras de agua

cieron colonias que generaron desaparicion parcial de la coloracién oscura del crudo de petrdleo,
produciendo colonias translucidas (Figura 3).

2. 3 4

Figura 3. Colonias en agar nutritivo con petréleo crudo al 1% p/v obtenidas de las tres muestras de agua
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De las colonias sembradas por aislamiento en agar nutritivo (Figura 4), de las tres muestras, solo
las de la muestra 2 produjeron un cambio en el color ambar normal del medio de cultivo hacia uno

ligeramente ocre.

Figura 4. Agar nutritivo con morfotipos bacterianos de las tres muestras de agua. 1) Muestra 1, 2) Muestra 2 con cam-
bios de color del medio de cultivo y 3) Muestra 3

Dependiendo de la muestra, se lograron sembrar
de la nimero 1, 15 colonias (48,4%), de la 2, 6
(19,4%) y de 1a 3, 10 (32,3%). En el agar nutriti-
vo se observo que todas las colonias mantuvieron
el tamafio previo en el agar nutritivo con petréleo
crudo al 1% siendo consideradas como grandes
(Figura 4). La forma mas frecuente fue la de tipo
irregular (81%); y segun el tipo de borde, el que
predominé fue el lobulado (74%) seguido del
ondulado (16%). En cuanto a la elevacion la de

mayor frecuencia fue la de tipo convexa (77%)
y la plana (23%); por otro lado, la superficie que
mas abundo fue la lisa (61%) seguida de la rugo-
sa (39%). La consistencia que predomind, fue la
dura (52%), siendo el resto blanda (29%) y mu-
coide (19%), mientras que el aspecto de mayor
frecuencia fue la brillante (81%), seguida de la
opaca (19%). Con relacion al color, predomino el
beige (58%), seguido del ocre (23%) y en trecer
lugar, el translucido (19%) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de las 31 colonias aisladas a partir de agar Agar nutritivo con petroleo crudo al

1% p/v.
Morfotipo Forma Borde | Elevacién | Superficie
Tipo de Morfotipos  Circular Irregular Continuo Ondulado Lobulado Plana Convexa Rugosa Lisa
Cantidad Morfotipos 6 25 3 5 23 7 24 12 19
Porcentaje % 19 81 10 16 74 23 77 39 61
Total Morfitipos 31 31 31 31
Morfotipo Consistencia Aspecto Color
Tipo de Morfotipos Blanda Dura Mucoide Opaca Brillante Translucido Ocre Beige
Cantidad Morfotipos 9 16 6 6 25 6 7 18
Porcentaje % 29 52 19 19 81 19 23 58
Total Morfitipos 31 31 31
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Observacion microscopica. En la tincion de
Gram realizada a las 31 colonias se identifica en
su mayoria gram negativos (90,3%) y unos pocos
Gram positivos (9,7%), de los cuales, el 71,7%
son cocos gram negativos, 19,4% bacilos gram
negativos y 9,7% cocos gram positivos (Tabla 2).

En la muestra 1, la totalidad de las 15 colonias
que se aislaron correspondieron a cocos gram ne-
gativos, mientras que en la muestra 2, las 6 eran
bacilos gram negativos y en la muestra 3, de las
10, el 70% a cocos gram negativos y el 30% a
cocos gram positivos agrupados en sarcinas,
cadenas tipo estreptococos y racimos tipo esta-

Deteccion de Pseudomonas spp. en la bahia de Cartagena

filococos. Al comparar los aislamientos con los
resultados en la tincién de gram, se presentaron
diferencias estadisticamente significativas con p
<0,05.

Tabla 2. Caracteristicas microscopicas de bacterias aisla-
das de agar nutritivo con petroleo crudo al 1% p/v.

Cocos Cocos Bacilos
Gram Gram Gram Total
postivos negativos  negativos
Formay
Tincion de 3 22 6 31
Gram
% Porcentaje 10 71 19 100

Identificacion como Pseudomona spp. Unicamente las colonias de la muestra 2 y que presentaron
cambios en el agar nutritivo, al ser sembradas en agar B (Base) segiin King, dieron lugar a un cambio
del medio de ambar a color a verde amarillento, indicando la presencia de Pseudomonas spp. (Figura
5).

Las colonias identificadas como pertenecientes
al género Pseudomonas desde el punto de vista
de sus caracteristicas morfotipicas y microscopi-
cas son de tamafio grande, forma circular, bor-
de lobulado, elevacion convexa, superficie lisa,
consistencia mucoide, aspecto brillante, color
traslicido y bacilos gram negativos, encontran-
dose diferencias estadisticamente significativas
(p <0,05), entre las caracteristicas morfotipicas y
microscopicas y la identificacion presuntiva lo-

Figura 5. Cultivo de bacterias aisladas de las tres muestras de agua en agar Base segiin King

grada con el medio en agar B (Base) segun King.

También se resalta que una de las cajas de la
muestra del tubo 2, present6 mayor pigmentacion
verde, indicando la presencia presuntiva de Pseu-
domona fluorescens y P. aeruginosa de acuerdo
a las instrucciones de la casa comercial (Scharlab
Grupo de Abastecimiento de Laboratorio, 2020
y Bio-Rad, 2020) (Figura 6), sin embargo se es-
tablece que aunque los demas morfotipos de la
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muestra 2, no presentaron mayor pigmentacion
verde, no significa que no sea posible la presencia
de P. fluorescens y P. aeruginosa, debido a una

baja produccion de pioverdina.

N SR S SR TR

Figura 6. Cultivo de colonias de la muestra de agua 2 en
agar Base segtin King con coloracion verde amarillenta

DISCUSION

Se identifico la presencia del género de Pseudo-
mona spp. con capacidad biodegradadora de pe-
tréleo en una de las muestras de agua recolecta-
das en la Bahia de Cartagena.

En las fases de preadaptacion biologica se obser-
vO que, mientras la muestra 2 no presentod casi
crecimiento, determinado por la presencia de tur-
bidez; en la fase de adaptacion bioldgica, fue la
unica muestra donde las bacterias biodegradaron
el petroleo casi en su totalidad, con resultados
similares a los obtenidos en la muestra 1, pre-
sentandose disgregacion del petrdleo, situacion
acorde con lo registrado por (Echeverri et al.,
2010 y Mwaura, 2017). Al pertenecer al género
Pseudomona, se infiere que la via utilizada para
la biodegradacion es la aerobia en especial por-
que los cultivos se dieron en agitacion con airea-
cion constante y ademads, porque segiin Madigan
et al., (2015) y Brzeszcz y Kaszycki, (2018) en
cuanto a la via aerdbica, tanto los hidrocarburos
alifaticos como los aromaticos, utilizan unas en-
zimas llamadas oxigenasas, que pueden ser mo-
nooxigenas y dioxigenesas, dando como resulta-
do acetil-CoA en (HA), acetil-CoA, succinato y
piruvato en (HAr), el cual se van a integrar en el
ciclo de Krebs, causando aumento de la concen-
tracion microbiana y por ende aparicion de turbi-

dez en los cultivos (Salam et al., 2016).

Por otro lado, los resultados estan de acuerdo con
lo expresado por Ordofiez-Burbano et al., (2018),
quien establece que las bacterias biodegradado-
ras logran tolerar elevadas concentraciones de
hidrocarburos porque han desarrollado mecanis-
mos para mantener la integridad de sus membra-
nas, tales como el incremento en la rigidez de la
membrana, por descenso en el contenido de aci-
dos grasos insaturados, la alteracion en la confor-
macion cis/trans de los fosfolipidos y la presencia
de estructuras o enzimas capaces de metabolizar
o degradar el contaminante, situacién que se ob-
servo en especial con la muestra 2, que en la fase
de preadaptacion bioldgica aparentemente no
crecio, pero en la fase de adaptacion biologica
pudo lograr un buen desarrollo.

Es de resaltar que, mientras en la primera fase, la
turbidez que adquirieron los cultivos fue blanque-
cina; en la segunda fase, la turbidez correspondi6
a un tono parduzco debido al disgregado del pe-
troleo (Echeverri et al., 2010 y Mwaura, 2017).
Ademas, aproximadamente, después del dia siete
de la primera fase, se logré observar la formacion
de un color amarillo en la superficie del caldo,
por lo que se infiere en especial en la muestra 2,
es debido a la organizacion de una biopelicula ya
sea por crecimiento microbiano reportado en es-
pecies de Pseudomona, por su metabolismo ae-
robio estricto oxidativo o por el acumulo de me-
tabolitos propios de la degradacion del petroleo,
situacion que coincide con la investigacion reali-
zada por Lasa, (2005), en donde establece que, la
etapa inicial del proceso de formacion del biofilm
es la adherencia sobre la superficie, proceso ob-
servado en las bacterias Gram negativas como la
Pseudomonas aeruginosa y en donde segin Lasa
(2005), los flagelos cumplen un rol importante en
la etapa de adherencia primaria, también que la
motilidad, pareciendo que ayuda a la bacteria a
alcanzar la superficie y contrarestar las repulsio-
nes hidrofobicas. De igual forma, en una inves-
tigacion mas reciente Abadia et al., (2019), de-
mostrd que P. aeruginosa, tiene la capacidad de
formacion de biopeliculas, lo que apoyarian los
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resultados obtenidos.

Es de anotar que en el agar nutritivo al 1% p/v de
petréleo, todas las colonias que crecieron sobre la
superficie del medio eran translucidas y rodeadas
de un halo del hidrocarburo, situacion contraria
a lo reportado por Echeverri et al., (2010), quie-
nes describen colonias negras y puntiformes. Lo
anterior hace pensar que dichos autores pudieron
haber tomado como colonias, restos de petréleo
sin biodegradar.

Por otro lado, el cambio de color evidenciado en
el agar nutritivo durante el procedimiento de ais-
lamiento de las bacterias de la muestra 2, no ha
sido registrado en ninguno de los reportes relacio-
nados con biodegradacion de petréleo, pero si en
las especies de Pseudomonas en especial P. aeru-
ginosa, que produce piomelanina un pigmento
de color café claro y que aumenta su sintesis con
temperatura menor a 37 grados centigrados (Au-
sina y Moreno, 2005; Martinez, 2017), situacion
que ayuda a su identificacion.

Llama la atencién que las tnicas bacterias que
fueron bacilos gram negativos correspondieron
a la muestra 2, y a su vez pertenecen al género
Pseudomonas, lo cual esta de acuerdo con lo
reportado desde el punto de vista de la micros-
copia, ya que las bacterias Gram negativas, son
las de mayor presencia en la biodegradacion de
hidrocarburos, en comparacion con las bacterias
Gram positivas. Esto se evidencid, en los estu-
dios realizados por Napoles y Diaz (Napoles et
al., 2019; Diaz et al., 2018), quienes emplearon
un consorcio bacteriano integrado por bacterias
Gram negativas: Xanthomonas sp., Acinetobac-
ter bouvetii; Shewanella sp.; Defluvibacter lusa-
tiensis, y Pseudomona spp, entre otras, para bio-
degradar hidrocarburos presentes en agua de mar,
creciendo el medio de cultivo agarizado como
colonias amarillas, amarillas — anaranjadas, blan-
co amarillentas, con bordes lisos, de tamafio me-
diano y grandes, redondas, brillantes, poco ele-
vadas, abultadas, cremosas y opacas. De igual
manera, Nisperuza y Montiel (2018), a partir de
muestras del pozo petrolero, lograron la identifi-

Deteccion de Pseudomonas spp. en la bahia de Cartagena

cacion bioquimica de 40 cepas bacterianas que
correspondian a 6 géneros de bacilos Gram ne-
gativos: Pseudomona, Burkholderia, Klebsiella,
Acinetobacter, Enterobacter y Citrobacter. En
otro estudio similar realizado por Largo (2011),
utilizaron la bacteria Gram negativa Alcanivorax
venutensis, para biodegradar hidrocarburo tipo
alcanos y, Pardo et al., (2017), a partir de aguas
residuales de la industria de petrdleo, aislaron e
identificaron bacterias Gram negativas: Pseudo-
monas sp., Pseudomonas putida, Achromobacter
sp. situacion que comprueba la presencia del gé-
nero Pseudomonas 'y su potencial biodegradador
de hidrocarburos.

Por otro lado, otras publicaciones avalan los re-
sultado del presente estudio ya que estan de acuer-
do con lo reportado por Mayz y Manzi, (2017)
en donde el género Pseudomonas fue aislado e
identificado de forma predominante en ecosis-
temas contaminados y con gran capacidad para
biorremediar suelos y cuerpos de aguas. Mayz
y Manzi (2017), evaluaron la actividad de Pseu-
domonas fluorescens, P. putida y P. aeruginosa,
para biorremediar la rizosfera de una leguminosa
de un suelo contaminado con hidrocarburos. De
igual forma, en otras investigaciones (Acuia et
al., 2010; Bacosa et al., 2018 y He et al., 2019),
encontraron diferentes géneros de bacterias, entre
ellos Pseudomonas spp. para biodegradar hidro-
carburos. Cui et al., (2019), de manera similar,
hallaron en muestras de agua recolectadas de los
pozos de inyeccion y produccion de pozos petro-
leros, bacterias del género Acinetobacter, Pseu-
domonas, Marinobacter, Klebsiella, Vibrio, Ma-
rinobacterium, Chromonhalobacter 'y Thioclava.
Tambien, en el estudio realizado por Garcia et
al., (2019), emplearon un consorcio bacteriano
integrado por Acinetobacter sp., Pseudomonas
sp. y Mycobacterium sp, para biorremediar aguas
servidas contaminadas con hidrocarburos, prove-
nientes de un local de lavadora de carros.

En este estudio se evidenci6 que de las 31 co-
lonias seleccionadas, solo el 19,4% dio positivo
para la presencia de Pseudomona sp., mientras
que el 80,6% a otros grupos bacterianos. Resul-
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tados acordes con las investigaciones realiza-
das por Gallegos et al., (2018) y Mayz y Manzi
(2017), en donde predominé el género Pseudo-
monas sp., a lo largo de todas las fases de cultivo.
Cui et al., (2019) y Pucci et al., (2015), encontra-
ron que al inicio en las muestras tomadas de agua
de pozos petroleros y muestras de sedimentos del
tanque de almacenamientos de petrdleo respecti-
vamente, hubo predominio de este género, pero
en las fases posteriores disminuy6 el crecimiento
de esta bacteria, situacion en contraposicion con
lo obtenido en este estudio y que pudo deberse
a las condiciones fisicoquimicas presentes en el
sitio donde se tomaron las muestras y que no fue-
ron evaluadas y que podrian explicar también, el
porqué el porcentaje de Pseudomonas sp. en las
muestras tomadas pudo no ser muy significativa.

La relacion encontrada entre las similitudes de
las colonias aisladas y sus caracteristicas mi-
croscopicas y a la vez con el género Pseudomo-
na sp., esta en concordancia con lo reportado en
los trabajos realizados por Narvaez et al., (2008)
y Echeverri et al., (2010). Sin embargo, en gran
parte de los trabajos reportados aqui, no descri-
ben el nimero de colonias aisladas y su corres-
pondiente caracteristica morfologica. En cuanto
al crecimiento de bacterias en medios que conte-
nian petrdleo crudo, es similar a lo reportado por
Narvaez et al., 2008; Echeverri et al., 2010; Liu
J.,etal,2017y He et al., 2019, donde hubo una
adaptacion biologica microbiana a la contamina-
cion por hidrocarburos. Se reitera la presencia de
la bacteria perteneciente al género Pseudomona,
en los medios de cultivo de la muestra 2, sembra-
das en el agar Base segtin King, por presentar una
coloracion amarillo verdoso, indicando la pro-
duccion del pigmento pioverdina en las bacterias
del genero Pseudomona spp. (Ausina y Moreno,
2005).

Como limitaciones del presente estudio se pue-
den mencionar, la no identificacion plenamente
de la identidad de las bacterias del grupo Pseudo-
monas spp., ademas, no se identificaron las otras
bacterias no Pseudomonas, tampoco se logrd
evaluar las rutas metabolicas de como las bac-

teria pueden degradar hidrocarburos, asi como
establecer las caracteristicas fisicoquimicas del
ambiente donde se recolectaron las muestras. Por
otro lado, las bacterias de la muestra 2, no cre-
cieron tanto en la fase de preadaptacion biologi-
ca, como si lo hizo en la fase de adaptacion bio-
logica, quizas debido a que la muestra fue muy
pequeiia, o porque el género Pseudomona spp.
tiene mas afinidad para biodegradar el petrdleo
que el ACPM; sin embargo, no hay que descartar
otra hipdtesis, en la fase de adaptacion bioldgica
el caldo medio minimo de sales contenia mayor
diversidad de sales, situacion que le pudo brindar
a los microorganismos una similar condicion sa-
lina a la del mar, mientras que en la fase de pre-
adadaptacion biologica solo tenia un tipo de sal.

Se concluye que el género Pseudomona spp. se
logrd detectar en los cuerpos de agua de la Bahia
de Cartagena y logré biodegradar tanto el hidro-
carburo ACPM como petroleo crudo. El géne-
ro Pseudomonas spp, se aislo en 6 colonias del
total de 31 seleccionadas. Lo anterior evidencia
que este genero de bacteria, mantiene la vigencia
como biodegradadora de hidrocarburo.

Este resultado de investigacion, tiene como forta-
leza que es un punto de partida para seguir estu-
diando el género Pseudomona spp, como bacte-
ria potencial biodegradadora de petroleo, y es por
ello, que se sugiere investigar el porcentaje de
biodegradacion de hidrocarburos de este género
en la bahia de Cartagena de Indias y ctal com-
puesto quimico especifico derivado del petroleo
es capaz de biodegradar mejor. Por otro lado, se
hace necesario a futuro el investigar la capaci-
dad de biodegradar estos compuestos quimicos
en condiciones anoxicas, en especial empleando
aquellas bacterias que se aislaron y no caracteri-
zadas como Pseudomonas spp.
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