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RESUMEN

De acuerdo al Ministerio de Agricultura y Riego, a nivel mundial, el Peru es el
principal productor de quinua, y con el fin de contribuir a la sostenibilidad de su
produccion, con el proyecto se ha planteado aislar y caracterizar bacterias del suelo
rizosférico (SR) y no rizosférico (SNR) de plantas de quinua de dos chacras: Una de
alta fertilidad y otra degradada, localizadas en las coordenadas 12° 33" 52” S y 74°
56'50” W, a 3562 msnm, en Huando, Huancavelica (Pert1), donde se cultivaron quinua
Var. Hualhuas durante la campafia agricola 2016-2017. A partir de 10 g de suelo (peso
himedo) procedente del SR de 30 plantas de quinua al 50% de floracion y de 30
muestras de SNR, de suelos fértil y degradado, y disueltos en solucion salina al 0,85%,
se sembraron en placas de Petri que contenian medio YEM y fueron incubadas a 28°C
por 72 horas, una vez crecidas se visualizd las unidades formadoras de colonias (UFCs)
con diferente morfologia, los que se seleccionaron mediante inspeccién con una lupa
de aumento 10X,.Para la obtencion del ADN de los aislados se utilizd el kit de
extraccion AxyPrep™ Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit, y una vez verificada su
calidad y concentracion fueron enviados para secuenciar el gen 16S rRNA a Macrogen
Inc. (Seul, Corea del Sur). Recibida los cromatogramas y las secuencias de la empresa
se procedieron con su procesamiento bioinformatico utilizando Chromas 2.6.6 y
MEGA X 10.0.5. Las secuencias limpias se compararon con las depositadas en
GenBank mediante el programa BLASTN disponible en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/). Muchas de ellas poseen

actividad como Rizobacterias Promotoras de Crecimiento de Plantas (PGPR), las que
se emplearan en futuros trabajos de investigacion.

PALABRAS CLAVE: Diversidad bacteriana; 16S rRNA, Suelo degradado; Suelo
fértil, Quinua
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ABSTRAC

According to the Ministry of Agriculture and Irrigation, worldwide, Peru is the main
producer of quinoa, and in order to contribute to the sustainability of its production, it
has been proposed to isolate and characterize rhizospheric soil bacteria (SR) and not
rhizospheric (SNR) of quinoa plants grown in two charas: One of high fertility and
another degraded, located at the coordinates 12 ° 33'52" S and 74° 56' 50" W, at 3562
masl, in Huando, Huancavelica ( Peru), where quinoa Var. Hualhuas during the 2016-
2017 agricultural campaign. From 10 g of soil (wet weight) from the SR of 30 plants
of quinoa to 50% of flowering and of 30 samples of SNR, of both soils, and dissolved
in 0.85% saline solution, they were seeded in plates of Petri that contained half YEM
and were incubated at 28°C for 72 hours, once grown, colony forming units (CFUs)
with different morphology were visualized, which were selected by inspection with a
10X magnifying glass and each of them was It was reseeded in YEM medium until
morphologically uniform colonies were obtained, achieving a total of 90 isolates in the
4 soils. The appearance of new CFUs was not observed after 72 h of incubation. To
obtain the DNA of the isolates, the AxyPrep ™ Bacterial DNA Miniprep Kit was used,
and once verified their quality and concentration were sent to sequence the 16S rRNA
gene to Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). Once the chromatograms and the
company sequences were received, they proceeded with their bioinformatic processing
using Chromas 2.6.6 and MEGA X 10.0.5. The clean sequences were compared with
those deposited in GenBank through the BLASTN program available from the
National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Many of them have PGPR activity, which will be used in future work.

KEY WORDS: Bacterial diversity; 16S rRNA, degraded soil; Fertile soil, Quinoa
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INTRODUCCION

Quinua (Chenopodium quinoa Willd) es un cultivo andino domesticado hace miles de
afios por las antiguas culturas de la Region Andina. Existen evidencias de que fue
alimento basico para las poblaciones pres hispanicos hasta la época de la conquista. El
cambio de los habitos alimenticios y la preferencia por alimentos nutritivos y organicos
a nivel global promovieron el reconocimiento y la revaloracion de la quinua, dando
lugar al incremento de su produccion. Su valor nutritivo radica en el balance ideal de
los aminoacidos de su proteina que lo convierten en un componente ideal en las dietas.
La rizosfera es el volumen del suelo influenciado por la presencia de raices de una
planta viva, cuya extension puede variar de acuerdo al tipo de suelo, la especie de
planta, su edad y otros factores. Los inoculantes microbianos a base de bacterias
PGPRs (Rizobacterias Promotoras de crecimiento vegetal) que son bacterias libres del
suelo que directamente o indirectamente ayuda en el crecimiento y desarrollo vegetal
y constituyen una alternativa eficaz al uso de fertilizantes nitrogenados.

En la naturaleza, la mayoria de los microorganismos no se encuentran aislados, sino
integrados en poblaciones mixtas. Para llevar a cabo el estudio de estos
microorganismos y de sus propiedades, es necesario separar unos de otros y trabajar
con especies aisladas, obteniendo cultivos axénicos o puros. Un cultivo axénico o puro
es aquel que contiene un solo tipo de microorganismo y que procede generalmente de
una sola célula; el crecimiento de ésta origina, en medio sélido, una masa de células
facilmente visible que recibe el nombre de unidad formadora de colonias (UFCs).
Dado el interés creciente en la reduccion del uso de agroquimicos y también por la
agricultura ecoldgica, las bacterias promotoras de crecimiento vegetal constituyen una
alternativa al uso de fertilizantes y agroquimicos. Por tanto, la tarea de conservar,
optimizar y restaurar los suelos, constituye uno de los principales desafios en la
actualidad, razén por el cual se planted elaborar el Proyecto: “DIVERSIDAD
BACTERIANA DE LA RIZOSFERA DE QUINUA (Chenopodium quinoa Willd)
CULTIVADA EN SUELO FERTIL Y DEGRADADO”.
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CAPITULO I:

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.Descripcion del problema

El creciente consumo de la quinua (Chenopodium quinoa Willd) en el mercado
nacional e internacional, debido a su valor nutritivo, viene induciendo a los
productores ejercer una fuerte presion sobre los suelos fragiles de nuestra region.
Asimismo, se han empezado a cultivar areas que tradicionalmente estaban
destinadas al pastoreo; igualmente, los tiempos de descanso de los suelos se han
reducido, dando lugar a la compactacion, falta de rotacion, pérdida de fauna del
suelo; procesos que contribuyen al empobrecimiento de los suelos. Para superar
estos problemas los agricultores acceden a los agroquimicos. Sin embargo, su
uso excesivo puede provocar serios dafios a la atmoésfera, salud, el agua que
consumimos Yy alteran directamente la comunidad microbiana del suelo.

Los microorganismos estan implicados en los ciclos del C, N, Py S, e intervienen
en procesos claves como la formacidn de la estructura del suelo, descomposicion
de la materia orgénica, eliminacion de toxinas y dotan estabilidad a los cultivos
y a la sostenibilidad de la produccién de las plantas mediante la actividad PGPR
(Rizobacterias Promotoras de Crecimiento de Plantas), los que se hallan
hospedadas en el suelo no rizosférico y rizosférico y, en el interior de las raices
de las plantas como endoéfitos. En este escenario, se aspira conocer, empleado el
método dependiente, la diversidad bacteriana asociada a las raices de las plantas

de quinua.

1.2.Formulacién del problema

En funcion a lo descrito se formulé el siguiente problema ¢Qué especies
bacterianas se hallan hospedadas en la rizosfera de quinua (Chenopodium

Quinoa Willd) cultivadas en suelos de alta fertilidad y degradados?
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1.3. Objetivos: general y especificos

1.3.1 Objetivo general
+ Evaluar la diversidad bacteriana rizosférico y no rizosférico de
quinua cultivadas en suelo fértil y degradado.

1.3.2 Objetivo especifico

+ Aislar bacterias rizosféricas y no rizosféricas en plantas de
quinua cultivadas en suelo fértil y degradado.
+ Identificar las bacterias rizosféricas y no rizosféricas en

plantas de quinua mediante el gen 16S rRNA.

1.4.Justificacion

Cientifico: La presente investigacion permitio ademas de identificar las
bacterias de la rizosfera de la quinua, generar protocolos validados para estudios
de diversidad de bacterias en otras especies de interés agropecuario.
Socioecondmico: En la region de Huancavelica, en los dltimos afios, los
productores agrarios utilizan fertilizantes quimicos para incrementar las
cosechas, los que elevan los costos de produccion por lo que el proyecto ayudo
generar propuestas sostenibles a fin de lograr mejores ingresos por la venta de las
cosechas y ademas reducir los gastos que ocasionan al agricultor por la compra
de los fertilizantes sintéticos.

Ambiental: Al identificar la diversidad bacteriana, existen bacterias que pueden
ser empleadas para reducir el uso de los fertilizantes sintéticos, con lo que se puede

reducir la contaminacion ambiental que genera los fertilizantes sintéticos.

1.5.Limitacion

Temperatura

pH

Humedad

Medio de cultivo
Factor ambiental

e
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CAPITULO II:

MARCO TEORICO
2.1.Antecedentes

Estudios realizados por (Sharma et al., 2018) menciona que un total de 110 bacilos
fueron aisladas de la rizosfera de garbanzos de suelos salinos de Uttar Pradesh,
India. Todas las cepas fueron seleccionadas para tolerancia a la sal en
concentraciones graduadas (0, 2, 4, 6, 8. 10 y 12%) de NaCl. Fuera de las 110
cepas, se encontrd que 9 cepas para ser halotolerante con capacidad de sal (NaCl)
la tolerancia de hasta 8 - 12%. Cinco (CV22, CM25, CM28, CM32 y CG13), dos
(CG4 y CV9) y dos aislamientos (CG18 y CG21) fueron capaces de tolerar 12, 10
y 8% de NaCl, respectivamente. Promover in vitro cribado antagonista de estas
cepas contra diferentes patdgenos fingicos de garbanzo (AA, CC, FOC, FS, MP,
RS, RS y SS) reveld que estas cepas halotolerantes (CV9, CV22, CM25, CM28,
CM32, CG4, CG13, CG18 y CG21) muestran efecto inhibidor positivo en el
crecimiento del micelio (> 46,36%) de todos los patdgenos fungicos de plantas de
prueba. Cepas bacterianas excepto CV22 mostraron una fuerte actividad
antagonista contra todos los ocho AA hongos patégenos, CC, FOC, FS, MP, RS,
SR y SS en su limite maximo tolerancia a la sal. En ensayo de cultivo dual, entre
las nueve cepas, cepa CG18 mostrd el porcentaje de inhibicion micelial mas alta

contra todos los patdgenos fungicos de prueba seguido por la cepa CM 25.

Estudios realizados por (Zheng et al.,2018) menciona que se realizd la
identificacion y caracterizacion de bacterias de los campos agricolas inorganicas,
se realizo la siembra de bacterias, extraccion de ADN y secuenciacion (Invitrogen,
Shanghai, China). Las secuencias fueron alineadas con los de eages Lin bacterianas
en Gen Bank en el Centro Nacional para la Informacion Biotechnologia (NCBI)
Con el programa BLAST. Las secuencias de 16S rRNA de todas las cepas fueron

subidos a la Leer archivo de secuencias NCBI, al realizar el andlisis del crecimiento
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de cepas representativas IPSB seis microplacas de 96 pocillos (576 pocillos en
total) con modio PVK se utilizaron para el cribado de las dos muestras de suelo
para iPSBs. Se aislaron 39 y 35 cepas IPSB de los suelos Hailun y Yingtan,
respectivamente, y dos cepas bacterianas de incertidumbre se obtuvieron del suelo
Hailun. Las cepas de incertidumbre se transfirieron a placas de medio 200 mm
PVK, donde sobrevivieron y produjeron cambios de color ligero y las zonas de
despacho.

Estudios realizados por (Zhu Y. 2018) menciona que un total de 45 cepas
bacterianas fueron aisladas de las raices y hojas de A. bifolio. El analisis de la
secuencia del gen 16S rDNA mostrd que estas cepas pertenecen a 13 géneros
diferentes con tres phyla diferente. Entre ellos, los géneros Acinetobacter,
Arthrobacter, Bacillus, Erwinia Klebsiella, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas
y Estafilococo, no se encontraron bacterias endofiticas en los tejidos de la semilla
y el tallo de A. bifolio. La tincion de Gram confirm6 una distribucion del 55% de
bacterias positivas y 45% negativas. Todas las cepas fueron mas lejos
caracterizadas por el analisis de secuencia del gen 16S rRNA. Los resultados
muestran que el gen 16S rDNA de cada aislamiento poseia una similitud de 99 a
100% a una especie especifica descrita en NCBI GeneBank, y todos los

aislamientos fueron clasificado en 13 géneros diferentes.

Segun (Charles et al., 2017). El estudio realizado en aislamiento de ADN
genomico, el aislado bacteriano rizosferico B2 fue con el méas alto grado de
actividad herbicida y fue seleccionado y preparado para la identificacion usando
16S técnica de secuenciacion ribosomal RNA (rRNA). ElI Kit AxyPrep
Multisource ADN gendmico Miniprep se uso para aislar el ADN como se describe
por el fabricante manual de s. La cantidad de ADN extraido se sometio a
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y los resultados obtenidos se compararon

con una escalera de 1 kb.

Estudio demostramos por (Condemarin et al., 2018) menciona que las muestras
de suelos cultivados y pristinos alberga microorganismos con potencial fuente de

agentes biocontroladoras de nematodos. Estos agentes, B. subtilis y P. putida,
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presentaron una eficiente mortalidad de juveniles de M. javanica en pruebas in
vitro. Estas pruebas revelaron que a diluciones de 1'° de los cultivos bacterianos
permiten diferenciar la capacidad nematicida entre las cepas aisladas y reducir los
costos, tiempo y espacio comparados con los ensayos de invernadero, ideal para
medir la dosis y la frecuencia de aplicacion. EI medio de cultivo alternativo en
base del hidrolizado de concha de abanico mas melaza, a bajas concentraciones,
mostré que es posible el crecimiento de bacterias para hacer un buen uso de los
desechos hidrobiolégicos producidos en grandes cantidades en las costas del Perd.
Este estudio sugiere alternativas de fuentes de nutrientes dirigidas a la produccion
de biomasa de bacterias benéficas para la agricultura en programas de control

bioldgico para reducir la aplicacion de pesticidas.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Laquinua
Segln FAO (2018). La quinua es uno de los cultivos més antiguos de la
region Andina, con aproximadamente 7000 afios de cultivo, en cuya
domesticacion y conservacion han participado grandes culturas como la
Tiahuanaco y la Incaica. Su capacidad de adaptabilidad a condiciones
adversas de clima y suelo permiten obtenerse cosechas desde el nivel del
mar hasta los 4000 metros de altitud (altiplano, salares, puna, valles
interandinos, nivel del mar) donde otros cultivos no pueden desarrollarse.
Sin embargo, la mayor predominancia de los campos de cultivo esté entre
los 2500 y 4000 m de altura. Asimismo, puede crecer en una amplia
variedad de suelos cuyo pH varie de 6 a 8,5. Prefiere los franco-arenosos
con buen drenaje, ricos en nutrientes especialmente nitrégeno. Es
susceptible al exceso de humedad en sus primeros estadios. Se ha
observado producciones aceptables en suelos arenosos con déficit de

humedad.
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2.24.

Suelo degradado

Segun (Scott, D. A., & Baer, S. G. 2018). La degradacion del suelo es el
proceso degenerativo que reduce la capacidad de los suelos para
desemperiar sus funciones. Esto puede obedecer a causas naturales o a

consecuencias de las actividades humanas.

Suelo fértil

Segun (Verlag G. 2018). La fertilidad de un suelo es la capacidad que
tiene el mismo de sostener el crecimiento de los cultivos o la rentabilidad
y la sustentabilidad de los agro ecosistemas. Muchas veces se divide a la
fertilidad en “quimica”, “fisica” y “biologica” para su abordaje
particular, pero muchas veces resulta complicado separarlas. La fertilidad
quimica se refiere a la capacidad que tiene el suelo de proveer nutrientes
esenciales a los cultivos (aquellos que de faltar determinan reducciones

en el crecimiento y/o desarrollo del cultivo).

Comunidad microbiana del suelo

Segun (Zhang, Q. 2018 ).Los microorganismos del suelo, denominado
como vitales componentes del suelo, juegan un papel crucial en los
procesos bioquimicos del suelo, incluyendo la descomposicion de
materia organica, la mineralizacion y reciclaje de nutrientes, ellos son
considerados como un indicador eficaz que es sensible, sensible y
relativamente conveniente para evaluar suelo cambios ambientales, en la
actualidad numerosos estudios han demostrado que las propiedades
bioldgicas del suelo (por ejemplo, el suelo poblacion microbiana y su
estructura, los grupos funcionales microbianos, biomasa microbiana y
actividad de la enzima) pueden reflejar la evolucion de la calidad del
suelo y la fertilidad del suelo y por lo tanto se pueden utilizar como
indicadores bioldgicos de la salud del suelo. Por lo tanto, el conocimiento
de la dindmica de microbios del suelo en un determinado ecosistema

ayudaria en la comprensién de la dindmica de la calidad del suelo, en
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242.5.

particular las condiciones del suelo en antropogénico cambio inducido.

Zeng et al., (2016) menciona que la diversidad de la comunidad
bacteriana edafica es enorme ya que un solo gramo de suelo puede
contener entre 1 x 103 y 1 x 106 especies unicas de bacterias4. De hecho,
empleando métodos dependientes de cultivos solo se ha descrito el 0,001-
0,1% del total de los microorganismos en el agua de mar, el 0,25% de
agua dulce, un 0,25% de los sedimentos y el 0,3% de los
microorganismos del suelo4. Esto implica que una gran mayoria de las
bacterias no son cultivables y, consecuentemente, desconocidas para el
ser humano. Es posible que ello se deba a que el desconocimiento de los
requerimientos nutricionales y fisiolégicos para su crecimiento no

permita su cultivo en los medios habituales de laboratorio.

Importancia de los microorganismos del suelo

Segun Costa J. (2018). Los microorganismos juegan un papel crucial en
la defensa de enfermedades y en la promocion del crecimiento de las
plantas, asi como en cambios en la vegetacion, por lo que tienen un papel
critico en el mantenimiento de la calidad del suelo en los sistemas
agricolas. Las caracteristicas microbianas del suelo pueden indicar
cambios en la disponibilidad de recursos, estructura del suelo o
contaminacion y puede representar una clave importante para entender
el impacto de factores ambientales y antropogénicos.

Chotte, J. (2018) Menciona que los microorganismos son indispensables
para el mantenimiento de su funcion ya que estan implicados en los ciclos
del C, N, Py S, e intervienen en procesos claves como la formacion de la
estructura del suelo, descomposicion de la materia organica, eliminacion
de toxinas, etc. Por otro lado, participan en procesos ecoldgicos que
permiten el funcionamiento de los ecosistemas, y biotecnoldgicos. Ellos
son los principales responsables de la descomposicion de la materia
organicay del ciclo de los nutrientes (carbono, nitrégeno, fosforo, azufre,

etc.)
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2.2.6. El rol de las bacterias en la agricultura
Las bacterias del suelo son muy importantes en los ciclos biogeoquimicos
y se han utilizado para la produccion de cultivos durante décadas. La
interaccion planta-bacterianas en la rizosfera son los determinantes de la
salud de las plantas y la fertilidad del suelo. Las bacterias del suelo de
vida libre que son beneficiosas para el crecimiento de las plantas,
generalmente denominadas rizobacterias promotoras del crecimiento de
las plantas (PGPR), son capaces de promover el crecimiento de las
plantas al colonizar la raiz de la planta. Las PGPR también se denominan
rizobacterias que promueven la salud de las plantas (PHPR) o nddulos
que promueven las rizobacterias (NPR). Estos estan asociados con la
rizosfera, que es un importante entorno ecoldgico del suelo para las
interacciones planta-microbio. Las bacterias fijadoras de nitrogeno
simbidticas incluyen las cianobacterias de los géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium vy
NMesorhizobium. Bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre o
fijadores de nitrogeno asociativos, por ejemplo, bacterias pertenecientes
a las especies Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella y Pseudomonas., se
ha demostrado que se adhieren a la raiz y colonizan de manera eficiente
las superficies de la raiz. PGPR tiene el potencial de contribuir a la
promocion del crecimiento sostenible de las plantas. En general, la PGPR
funciona de tres maneras diferentes: sintetizando compuestos
particulares para las plantas, facilitando la absorcidn de ciertos nutrientes
del suelo y disminuyendo o evitando que las plantas contraigan
enfermedades. La promocién y el desarrollo del crecimiento de las
plantas se pueden facilitar directa e indirectamente. La promocion
indirecta del crecimiento de las plantas incluye la prevencion de los
efectos nocivos de los organismos fitopatdgenos. Esto se puede lograr
mediante la produccion de sideroforos, es decir, pequefias moléeculas de
unién a metales. El control biologico de patégenos de plantas
transmitidas por el suelo y la sintesis de antibidticos también se han

reportado en varias especies bacterianas. Otro mecanismo por el cual la
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PGPR puede inhibir los fitopatdgenos es la produccion de cianuro de
hidrégeno (HCN) y/ 0 enzimas degradadoras de la pared celular fungica,
por ejemplo, quitinasa y B-1,3-glucanasa. La promocion directa del
crecimiento de las plantas incluye PGPR simbiotica y no simbidtica que
funcionan a través de la produccion de hormonas vegetales como las
auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno y 4acido abscisico. La
produccién de indol-3-etanol o indol-3-4cido acético (I1AA), los
compuestos que pertenecen a las auxinas se han informado para varios
géneros bacterianos. Algunos PGPR funcionan como un sumidero para
el 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), el precursor inmediato del
etileno en las plantas superiores, al hidrolizarlo en o-cetobutirato y
amoniaco, y de esta manera promover el crecimiento de la raiz al reducir
los niveles de etileno en El entorno micro-rizo. PGPR también ayuda en
la solubilizacién de fosfatos minerales y otros nutrientes, mejora la
resistencia al estrés, estabiliza los agregados del suelo y mejora la
estructura del suelo y el contenido de materia organica. Las PGPR
retienen mas N organico del suelo y otros nutrientes en el sistema planta-
suelo, lo que reduce la necesidad de fertilizantes N, P y mejora la
liberacion de nutrientes, también encontramos bacterias que silabizan
fosfatos, inducen la resistencia sistémica, controlan entomopatogenos,
inducen al estrés hidrico, bacterias que estan en la biorremediacién de
suelos, aguas y bacterias que producen sideréforos. La presencia de
hongos y bacterias endofiticos asintomaticos en plantas se conoci6 desde
el siglo XIX. Se estima que mas de 1 millon de especies endofiticos
existen en los suelos como también bacterias que superan méas de 200
géneros bacterianos de 16 filos, tanto cultivables como no cultivables.
(Hayat, et al 2017)

24



2.2.7.

2.2.8.

Suelo rizosferico

Segln (Ben G. 2018). La rizosfera es la mitad oculta de la raiz, que es a

su vez, la mitad oculta de las plantas. Sin embargo, la rizosfera, es sin

ningin género de dudas el ecosistema terrestre mas grande.

Consideremos un pastizal, y en éste, un metro cuadrado de productores

primarios (la hierba). Ese metro cuadrado, se corresponde con una

superficie de (al menos) tres érdenes de magnitud mayor de rizosfera,

ubicada bajo el nivel del suelo. Si generalizamos esta consideracion a

todas las porciones de tierra vegetada, llegaremos a la conclusion de que

la rizosfera es el ecosistema terrestre mas extenso.

La rizosfera se extiende a pocos milimetros del area abarcada por la

raiz, donde habitan un aproximado de células microbianas por gramo de

raices. Larizosfera esta dividida en:

a) Endorizosfera: conformada por el tejido radicular incluyendo
endodermis y capas corticales

b) Rizoplano: es la superficie de la raiz donde particulas del suelo y
microorganismos se adhieren; esta conformado por la epidermis,
corteza y capa de polisacarido mucilaginoso.

c) Ectorizosfera: consiste en el suelo seguidamente adyacente a

la raiz.

Diversidad bacteriana del suelo y sistemas de estudio.

Segun Choudhary, M. (2018) EIl término biodiversidad microbiana,
describe el nimero de especies de microorganismos diferentes y su
abundancia relativa en una comunidad determinada en un habitat dado.

Tradicionalmente, este niUmero se ha estimado para el total de células
procariotas sobre la tierra en 4-6 1030, idea que comprende entre 106 y

108 genoespecies separadas (grupos taxonémicos distintos basados en el
analisis secuencias de genes). Esto representa un enorme potencial
biolégico y genético que puede ser explotado para recuperar posibles
nuevos genes, definir rutas metabdlicas enteras y sus productos
relacionados. Se ha estimado que la diversidad microbiana del suelo esta

dentro de un rango de 3000 y 11000 genomas por gramo de suelo. Sin
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embargo, la inmensa diversidad genética y fenotipica de bacterias y
hongos hacen de esta comunidad una de las més dificiles de estudiar. Es
de resaltar que la utilizacion de iniciadores universales para la
amplificacion PCR de diversos genes 16S del total del ADN de la
comunidad, han generado una vasta cantidad de datos acerca del taxa y
de especies presentes en un habitat, redefiniendo la diversidad procariota.
De esta manera este tipo de estudios han revolucionado la ecologia
microbiana, por ejemplo, suelos que han mostrado ser poco diversos
cuando se analizan con técnicas de cultivo tradicional, han mostrado,
mediante el analisis de 16S, ser los habitats mas ricos en diversidad de
procariotas sobre la tierra. Si bien el analisis del ARNr 16S proporciona
una valiosa informacion acerca de la diversidad y la evolucion de los
microbios, este da pocos datos acerca de la informacion genética de los
diferentes microorganismos de la comunidad y del papel funcional de
estos dentro de su habitat. Para determinar una posible relacién entre la
diversidad y la funcionalidad de las comunidades bacterianas presentes
en el suelo se requiere de estudios complementarios.

Zheng, J. (2018) ha sugerido que el 99% de las bacterias observadas
bajo el microscopio no son cultivables por las técnicas comunes de
laboratorio, por lo que se puede suponer que ese 1% es representativo de
la entera poblacion y que ese 99% es simplemente un estado fisiol6gico
que evita que sean cultivados en los medios actuales, o que es posible
que el 99% sean fenotipicamente y genéticamente diferentes de ese 1%
y solo la minoria de la poblacion esta representada. Para vencer este
obstaculo del estudio dependiente de cultivo, se han desarrollado varios
métodos para identificar y estudiar esos microorganismos, como el
analisis de acidos grasos y métodos como las diferentes variaciones de
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en ingles)
para analizar ADN y ARN. Tipicamente regiones de ADN que
codifican para el 16S ARNr, 18S ARNr o ITS son blancos para la
construccion de iniciadores para el estudio de la diversidad, ya que estos

genes estan presentes en todos los microrganismos y poseen regiones

26



2.2.9.

2.2.10.

definidas para la clasificacion taxonémica que no estan sujetas a

transferencia.

Diversidad alfa

Diversidad alfa es la riqueza de especies de una comunidad particular a
la que consideramos homogénea, la diversidad alfa es el nimero de
especies que viven y estan adaptadas a un habitat homogéneo, cuyo
tamafio determina el nimero de especies por la relacion &rea especies en
la cual, a mayor area, mayor cantidad de especies.

La medida méas apropiada de diversidad es simplemente el nimero de
especies por cada unidad de area representada en algun tipo de muestra
estandar. Para la comparacion de diferentes localidades se debe tomar en
cuenta que el valor de la diversidad alfa es expresado como el nimero de
especies el cual no es independiente del tamafio de la muestra, una curva
de acumulacion de especies debe ser establecida para cada tipo de
localidad en particular que corresponde a la clase que precisa la
comunidad en un area geogréafica dada. Una vez se conozca el esfuerzo
de captura necesario para llegar a un valor asintético para la diversidad
real, se puede aplicar el mismo esfuerzo para todas las localidades
similares dentro de un paisaje, de estos surge el interés en trabajar con un
promedio de valores alfa que corresponden a diferentes capturas entre el
mismo tipo de comunidad en un paisaje dado (Thies, 2016).

Diversidad beta

Se refiere al estudio de diversidades entre habitats o sitios, Whittaker
definié que la diversidad beta puede medirse a partir de la presencia o
ausencia de especies o0 a partir de los datos cuantitativos de abundancia,
si la diversidad beta se mide entre pares de sitios, esta puede variar de par
a par. Para analizar este tipo de variaciones se utilizan distancias
ecologicas. La ventaja del uso de distancias es que se puede resumir la
variacion en la composicion de especies en un solo valor; la desventaja
es que se pierde la informacién sobre la identidad de las especies. Una

distancia ecoldgica sera buena si logra describir las diferencias entre la
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2.2.11.

composicion de especies para sitios que comparten la mayoria de las
especies con una distancia pequefia, mientras que, para los sitios con
pocas especies, la distancia sera grande. Para el calculo de las distancias
ecologicas existen varias posibilidades de calcular el tipo de valor que
hay entre distancias que se miden en el intervalo entre cero y uno. Los
valores de distancia de Bray Curtis y Kulczynski son cercanos a cero
donde indican que el sitio comparado tiene una composicion similar de
especies, mientras que si el valor se acerca a uno implica que la
composicion varia entre sitios. Otras distancias calculan valores no
restringidos, que pueden ser mayores a uno. Otras medidas de distancia
tienen en cuenta solo las diferencias en presencia y ausencia de especies,

entre ellas: Jaccard y Sorenson. (Thies, 2016).

Diversidad gamma.

La diversidad gamma es definida como la riqueza de especies de un
grupo de habitats (un paisaje, un area geografica, una isla) que resulta
como consecuencia de la diversidad alfa de las comunidades individuales
y del grado de diferenciacion entre ellas la diversidad beta. (Qingshui, et
al., 2018).

Segun Qingshui, et al. 2018. Describe los pasos para poder realizar los
estudios y medir la biodiversidad de una comunidad en areas que
incluyen mas de un tipo de comunidad se limitan a presentar listas de
especies de sitios puntuales (diversidad alfa), describiendo la diversidad
regional (gamma) Unicamente en términos de numeros de especies, 0
bien con cualquier otra medida de diversidad alfa. Algunos estudios
llegan a hacer comparaciones entre los sitios (diversidad beta), pero no
incluyen esta informacion en una medida de la biodiversidad basada tanto
en alfa como en beta. La medicién de la diversidad gamma con base en
los componentes alfa, beta y la dimension espacial se define de la
siguiente manera:

Gamma = diversidad alfa promedio x diversidad beta x dimension de la

muestra donde:
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2.2.12.

A o

> diversidad alfa promedio= nimero promedio de especies en una
comunidad

> diversidad beta = inverso de la dimension especifica, es decir,
1/ndmero promedio de comunidades ocupadas por una especie.

> dimensién de la muestra = nimero total de comunidades.

Método dependiente de cultivo celular

(Condemarin et al., 2018) menciona que el método dependiente basado
en el aislamiento preliminar de células permite obtener ADN con
integridad y pureza mayores, aunque los aislamientos de la cantidad de
especies son menores (1% hasta 10% por gramo suelo), en este método
las bacterias son aisladas a partir del suelo, cultivos, rizésferas, etc. Las
muestras de suelos u otros tipos de muestras son colocadas directamente
en placas Petri que contienen un medio adecuado y se esparce en toda
superficie de la placa para luego incubarlas a 27°C por 24 h.
Posteriormente son purificados, finalmente, se realiza una siembra por
duplicado de cada bacteria para extraccion de ADN y el almacenamiento
con glicerol (15%) a -20°C.

Meétodo de siembra de colonias

Arias Cifuentes, E., & Pifieros Espinosa, P. (2018) menciona que para el
aislamiento de colonias se emplea dos métodos, uno de ellos es el
estriado por agotamiento, en el cual se divide al agar en tres secciones.
Inicialmente, el asa de inoculacidn se esteriliza al pasarla por el fuego, se
deja enfriar y se toma una cierta cantidad de la caja Petri con bacterias
para luego hacer una inoculacién a manera de zigzag (estriado) en la
primera seccion del agar. Después, se esteriliza el asa, se deja enfriar en
una seccion del agar y se hace el estriado en la segunda seccion del agar
teniendo en cuenta que las lineas deben tocarse en dos puntos con el
estriado anterior. A continuacion, se pasa por el fuego el asa para
esterilizar, se deja enfriar en una esquina del agar y se realiza el estriado

en la tercera seccion tomando en cuenta que debe tocarse en un punto con
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2.2.14.

2.2.15.

el estriado de la segunda seccion. El segundo método consiste en estriado
por angulo recto, para lo cual se esteriliza el asa de inoculacion, se deja
enfriar en el agar y se escoge una pequefia cantidad de bacterias con el
asa. Sobre el medio de cultivo de una nueva caja Petri se traza una linea
recta vertical, después se esteriliza el asa, se deja enfriar y sobre toda la
linea recta se realiza el estriado. Finalmente, las dos cajas Petri se llevan

a la incubadora.

Medio de cultivo.

Bastidas C. (2018) hace mencion que un medio de cultivo es una técnica
de laboratorio que consta de un gel o una solucién que contiene los
nutrientes necesarios para permitir, en condiciones favorables de pH y
temperatura, el crecimiento de microorganismos, células, tejidos
vegetales o incluso pequefias plantas. Segun lo que se quiera hacer crecer,
el medio requerird unas u otras condiciones. Generalmente se presentan
desecados en forma de polvo fino o granular antes de ser preparados; ya
preparados pueden encontrarse en estado solido, semisélido o liquido. El
objetivo ultimo del cultivo es variado: antibiograma, identificacion,
multiplicacion.

La preparacion de medios de cultivo y la fase de esterilizacion es de suma
importancia en microbiologia ya que siempre se requiere trabajar en
condiciones  asépticas. El reconocer la omnipresencia de
microorganismos nos ayuda a prevenir contaminaciones a futuro y prever
posibles consecuencias cuando de microorganismos se trata (Madigan,
Martinko & Parker, 2009)

Medio de cultivo YEM (Extracto de YEast — Manitol)

Esta es una receta muy basica usada para cultivar microrganismos su
composicién es la siguiente:

Manitol 50

Extracto de levadura 059
MgSQO4 x 7TH2 0 029
NaCl 0.1g
K2 HPO4 059
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2.2.16.

242,47

Agua destilada 1 litro

Se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 20 min.

Conservacion de bacterias.

Segun (Arencibia D. 2008) los métodos mas usados es el empleo de agentes
crioprotectores, estas sustancias protegen del dafio que se pueda producir en las
células microbianas en el momento de la congelacion. Existen muchos
compuestos que se pueden utilizar como crioprotectores, pero el que se utiliza
con mas frecuencia es el glicerol, a una concentracion del 15 al 20%. También
se pueden utilizar el dimetilsulféxido, la leche descremada y carbohidratos
como glucosa, lactosa, sacarosa, inositol, etc. En su eleccidn influye el tipo de

microorganismo que Se quiera conservar.

Las aplicaciones del analisis del rRNA 16s.

Mauricio M. (2018). Manifiesta que la secuenciacion del rRNA es el método
de eleccion para determinar relaciones taxonomicas altas (arriba del nivel de
género). Debido a que la molécula de rRNA 16S contiene regiones altamente
variables, es usualmente posible el encontrar regiones de 20 a 30 bases que son
completamente exclusivas de una sola especie de bacterias. La caracterizacion
filogenética de los organismos es mas que un ejercicio de taxonomia, puesto
que las relaciones evolutivas estan establecidas en una forma creible y
cuantitativa. Se espera que los organismos cercanamente relacionados sean
similares en sus propiedades bioquimicas generales; por el contrario, la
diversidad en las secuencias de rRNA indica diferencias bioquimicas

potenciales.
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2.3.Bases conceptuales

2.3.1.Microbiologia

La Microbiologia se puede definir, sobre la base de su etimologia, como
la ciencia que trata de los seres vivos muy pequefios, concretamente de
aquellos cuyo tamario se encuentra por debajo del poder resolutivo del
0jo humano. Esto hace que el objeto de esta disciplina venga determinado
por la metodologia apropiada para poner en evidencia, y poder estudiar,
a los microorganismos. Precisamente, el origen tardio de la
Microbiologia con relacion a otras ciencias bioldgicas, y el
reconocimiento de las multiples actividades desplegadas por los
microorganismos, hay que atribuirlos a la carencia, durante mucho
tiempo, de los instrumentos y técnicas pertinentes. Con la invencion del
microscopio en el siglo XVII comienza el lento despegue de una nueva
rama del conocimiento, inexistente hasta entonces. Durante los
siguientes 150 afios su progreso se limitd casi a una mera descripcién de
tipos morfoldgicos microbianos, y a los primeros intentos taxondémicos,
que buscaron su encuadramiento en el marco de los "sistemas naturales™
de los Reinos Animal y Vegetal (Chotte, J.-L. 2018).

2.3.2.El suelo y los microorganismos
El suelo es un ecosistema que contiene cinco grupos principales de
microorganismos: bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoarios
considerados habitantes de la comunidad. Las bacterias tienen una amplia
diversidad bioquimica por ello son las mas abundantes de los cuatro
grupos, el nimero en el suelo es grande aunque los individuos miden
micras de longitud, aunque son menos de la mitad de la masa celular
microbiana total. Las bacterias en un suelo con oxigeno son dominantes
y responsables de las transformaciones de la materia organica ya que
crecen rapidamente y mineralizan una amplia gama de compuestos
organicos naturales, las bacterias se dividen en dos tipos: los géneros
nativos o autoctonos que son residentes verdaderas del suelo y las
invasores o alogénas; las nativas tienen fases de permanencia por largo
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tiempo sin actividad metabolica, aunque mediante induccion nutricional
proliferan de acuerdo con su capacidad bioquimica. Los géneros
alogenas, no son activos en las transformaciones de la materia organica
del suelo, ingresan con la lluvia, en tejidos vegetales enfermos, en el
estiércol 0 en aguas negras, permanecen cierto tiempo en inactivas o
crecen por corto tiempo, por ello no contribuyen a la mineralizacién de
la materia organica asi como en las interacciones ecologicas (Chotte, J.-
L. 2018).

2.3.3.El papel de los microorganismos en las enfermedades

Durante el siglo X1X la atencién de muchos naturalistas se habia dirigido
hacia las diversas formas de animales y plantas que vivian como parasitos
de otros organismos. Este interés se redobld tras la publicacion de los
libros de Darwin, estudiandose las numerosas adaptaciones evolutivas que
los distintos parasitos habian adquirido en su peculiar estilo de vida. Sin
embargo, la adjudicacion de propiedades de parasitos a los
microorganismos vino del campo médico y veterinario, al revalorizarse las
ideas sobre el origen germinal de las enfermedades infecciosas (Behrendt,
U. etal., 2002).

2.3.4.Biorremediacion de suelos con micoorganismos

Tratar los suelos contaminados es uno de los retos mas grandes en la
actualidad, debido a las caracteristicas del suelo, el tipo de contaminante y
el entorno. De acuerdo a su definicidn, la Biorremediacion es utilizada para
describir una variedad de sistemas que usan organismos vivos (plantas,
hongos, bacterias, etc.) para degradar, transformar o remover compuestos
organicos toxicos a productos metabolicos inocuos o menos toxicos. Este
proceso biologico depende de diferentes actividades catabodlicas de los
organismos Y, por ende, de su capacidad para utilizar los contaminantes
como fuente de alimento y energia. Las rutas de biodegradacion de los
contaminantes organicos, varian en funcién de la estructura quimica de las
tecnologias de Biorremediacion compuesta y de las microbianas

degradadoras. Este proceso incluye reacciones de Oxido-reduccion,
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procesos de absorcion e intercambio idnico, e incluso reacciones de
acomplejamiento y quelacién que resultan en la inmovilizacién de metals
(Behrendt, U. et al., 2002)
2.4.Definicion de terminos
Rizosfera. - La rizosfera es un complejo y dindmico microambiente, donde las
bacterias y hongos, en asociacion con las raices, forman comunidades unicas que
tienen considerable potencial para la detoxificacién de compuestos organicos
Nocivos.
Ecosistema. -Un ecosistema es una unidad compuesta de organismos
interdependientes que comparten el mismo habitat.
Gendmica. -Es el conjunto de ciencias y técnicas dedicadas al estudio integral
del funcionamiento, el contenido, la evolucion y el origen de los genomas.
Genoma. - Es el conjunto de genes contenidos en los cromosomas lo que puede
interpretarse como la totalidad del material genético que posee un organismo o
una especie en particular.
Plasmidos. - Son moléculas circulares de ADN que se replican de manera
independiente al cromosoma de la célula hospedera.
Secuenciacién. -Es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, Gy T) en un
oligonucle6tido de ADN.
ADN. - Acido desoxirribonucleico, abreviado como ADN, es un &cido nucleico
que contiene las instrucciones genéticas usadas en el desarrollo vy
funcionamiento de todos los organismos vivos y algunos virus, y es responsable
de su transmision hereditaria.
Gen 16S.- Es un componente de la subunidad 30S de los ribosomas procariontes
que se une a la secuencia de Shine-Dalgarno. Los genes que lo codifican son
conocidos como genes del 16 rRNA, y se utilizan para la reconstruccion de
filogenias debido a sus bajas tasas de evolucion.
ADN ribosémico. - EI ADN ribosémico (ADNTr) es una secuencia de ADN
contenida en los cromosomas del nucléolo que codifica ARN ribosémico.
Bioinformatica. - Es la aplicacién de tecnologias computacionales a la gestion

y analisis de datos bioldgicos.
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Secuencia de ADN. - Una secuencia de ADN, secuencia de nucleotidos o
secuencia genética es una sucesion de letras representando la estructura primaria
de una molécula real o hipotética de ADN o banda, con la capacidad de
transportar informacion.

Lisis. - Es el proceso de ruptura de la membrana celular de células o bacterias
que produce la salida del material intracelular, provocado por lisinas.

PCR. - Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es
que tras la amplificacién resulta mucho mas facil identificar con una muy alta
probabilidad, virus o bacterias causantes de una enfermedad, identificar personas
(cadaveres) o hacer investigacion cientifica sobre el ADN amplificado.
Oligonucleotidos. - Es una secuencia corta de ADN o ARN, con cincuenta pares
de bases o menos. Tienen distintas funciones: se utilizan como cebadores en
reacciones de amplificacion, como sondas de hibridacién y en bloqueos
especificos de ARN mensajero.

Polimerasa. - EI ADN polimerasa es la enzima que lleva a cabo la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), una técnica que ha desempefiado un papel
esencial en el desarrollo de la genética.

Amplificacion. - También definida como agrandar la intensidad de algo, por lo
general, podria ser luz o magnetismo, etc. En términos particulares se define para
amplificar genéticamente genes de ADN.

PGPRs. - (plant growth-promoting rhizobacteria) Rizobacterias Promotoras del

crecimiento vegetal.

2.5.Variables

Independiente

4+ Suelo rizosférico
4+ Suelo no rizosférico
Dependiente

4+ Poblacion bacteriana rizosférica

4 Poblacion bacteriana no rizosférica
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2.6.0peracionalizacion de variables

Tabla 1. Definicion operativa de variables e indicadores.

Variable Definicion Indicador Instrumento Escala
operacional
Independiente Unidad formadora
Las bacterias ke e
. Numero Lupa e colonias.
se obtendran P
: - del suelo de
Suelo rizosférico :
bacterias

Suelo no rizosférico rizosferico y

no rizosféricos
Numero Lupa

de la quinua
de
sembrados en
bacterias
suelo
Dependiente
Poblacion bacteriana = i
. _ Secuencias de Numero Secuenciador ADN
rizosférica ADN de
bacterias
Poblacion bacteriana no
AT Secuencias de | NUMero Secuenciador ADN
rizosférica i
ADN
bacterias
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CAPITULO lII:
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Ambito temporal y espacial
El presente trabajo de investigacion se realizd durante la campafia grande del
(2016-2017), en el distrito de Huando — Huancavelica.

a) Ubicacion politica

Departamento : Huancavelica
Provincia : Huancavelica
Distrito :Huando
Lugar : " Huando™”

b) Ubicacion geografica

Latitud Sur :12° 337 527
Longitud Oeste :74° 56 * 50”
Altitud 13562 msnm

C) Factores climéaticos

Temperatura promedio MG
Humedad relativa 145 %
Precipitacion promedio anual: 750 mm

d) Duracion

Inicio : Octubre, 2016
Culminacion : Diciembre, 2018
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3.2

3.3.

34.

Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion corresponde al tipo de investigacion

descriptiva, orientada a la caracterizacion de bacterias rizosférico y no

rizosférico de quinua crecidas en Huando- Huancavelica.

Nivel de investigacion

Pertenece al nivel de investigacion basico.

Poblacidén, muestra y muestreo

3.4.1.

3.4.2.

8.4.31

Poblacién

Segun Cursio, (2002) la poblacion, es la totalidad de individuos o
elementos en los cuales puede presentarse determinada caracteristica
susceptible de ser investigada. Por lo tanto, la poblacion de la
presente investigacion estuvo dado por tada la diversidad bacteriana

integrada en el suelo rizosférico y no rizosférico de plantas de quinua.

Muestra

Segun Bernal, (2002), muestra es la parte de la poblacion que se
selecciona y de la cual realmente se obtiene la informacion para el
desarrollo del estudio y sobre la cual se efectuaron la medicion y la
observacion de las variables objeto de estudio. Por tanto, la muestra
estaba constituida por 10 g de suelo peso humedo por cada tipo de suelo.
Muestreo

Segun Cursio, (2002), muestreo no probabilistico es un tipo de muestra
que no sigue el proceso aleatorio o al azar, que se caracteriza por que el
investigador selecciona su muestra siguiendo algunos criterios
identificados para los fines de investigacion que desea realizar. Por lo

tanto, el tipo de muestreo correspondio al no probabilistico
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3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Para la recoleccidn de datos en el trabajo de investigacion se utilizo la técnica

de observacion, medicion y deduccion segun la variable que se evaluo.

Tabla 2. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

Técnica Instrumento

Muestreo de suelos rizosférico y | Recolecta y Tamizado

no rizosférico de la quinua

Pesar un gramo de suelo y diluir | Balanza analitica y tubos de
en solucion salina y tomar la | ensayo

muestra 10-4

Siembra 'y aislamiento de | Placas petri

bacterias

Purificacion de bacterias Placas petri

Extraccion de ADN Equipo de extraccion de ADN
Amplificacion del Gen 16S | Termociclador

rRNA

Secuenciacion Equipos de secuenciador de ADN
Construcion del arbol Bioinformatica

filogenetico

a) Recoleccion de muestras de suelos para el analisis de suelo.
Se ha utilizado suelos de las dos chacras después del aporque del cultivo
de quinua para poder determinar su fertilidad. Las muestras se tomaron al
azar, de 0 a 20 cm de profundidad, en 3 zonas distintas de cada chacra
siguiendo la metodologia propuesta por Soil Survey Staff (2009). Las
muestras se enviaron a la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM-Lima, Pert), donde se analizaron en el laboratorio de Analisis
de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes, que emplea la metodologia

descrita por Chapman y Pratt (1973).
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b) Recoleccion de muestras de quinua para andlisis foliar.

Para la toma de muestras se sigui6 loa metodologia de barbazan (1998),
que utiliza hojas del tercio medio de plantas en periodo de floracion. Los
andlisis se realizaron en el Laboratorio de Anélisis de Suelos, Plantas,
Aguas Yy Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM-Lima, Pert), que emplea la metodologia descrita por Chapman
& Pratt (1973).

Recoleccion de muestras de suelo rizosférico y no rizosférico

Segin MINAM (2018). Se recolect6 30 plantas del suelo fértil
rizosférico, 30 plantas del suelo degradado rizosférico en etapa de
panojamiento, se recolectd 10 g de suelo no rizosférico de suelo fértil y
suelo degradado, las muestras fueron codificados en un recipiente
adecuados y trasladados al laboratorio de Interacciones Beneficiosas
Planta Microorganismo de la Universidad Nacional de Huancavelica
(UNH-HVCA, Peru).

lustracion 1. Muestreo de suelo rizosférico de plantas de quinua.
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d) Tamizado de muestras y conservacion.

Siguiendo los pasos de Baeza A. (2003). Una vez obtenida las muestras
de suelo se trabajé en un ambiente aceptico para llevar a cabo un proceso
de muestreo de suelo intimamente adeherido a la raiz aproximadamente
2 mm, una vez separado el suelo rizosférico y no rizosférico se determin6
la distribucion de tamafio de particula (curva de tamizado), finalmente se
conservo 1 g de muestras de suelos degradado rizosférico, degradado no
rizosférico, fértil rizosférico y fértil no rizosférico en criotubos con 4

repeticiones debidamente codificados a -20 °C.

llustracion 2. Toma de muestras de suelo rizosférico y no rizosférico de suelos
degradado y fértil.
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lustracion 3. Codificacion y conservacion de muestras de suelo rizosférico y
no rizosférico de suelos degradado y fertil.

e) Preparacion de solucion salina
Segun Sharin G. (2018). Se preparo solucién salina 0,85%
a) Se pes6 8.50 g de NaCl.
b) Se adicioné 8.50 g de NaCl en una botella.
c) Se agreg0 agua destilada hasta llenar la botella de un litro.
d) Se distribuy6 9 ml de solucion salina a tubos de ensayo.
e) Se aseguro las tapas de los tubos de ensayo.
f) Se colocé en baso beaker para su esterilizacion.

g) Finalmente se esterilizé a 120 °C por 20 minutos.

f) Aislamiento de bacterias

a) Se peso 1g de suelo rizosférico y 1 g de suelo no rizosférico.

b) Se adiciond a la solucion salina (0,85%) de 9 ml.

c) Se procedié la dilucion respectiva hasta 10 en 9 ml de solucion
salina.

d) En cada dilucion se emple6 1 ml de la solucion y posteriormente se
utiliza la dilucién 10 para sembrar en placas Petri utilizando el
medio YEM, (Dobereiner, 1990).

e) Después de sembrar se incub6 a 28 °C durante 72 horas.
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f) Una vez formadas las colonias (UFCs) con diferente morfologia se
selecciond mediante inspeccion de una lupa de aumento de 10X.
g) Cada colonia se resembro en placas Petri hasta la obtencién de
colonias morfolégicamente uniformes.
No se observd la aparicion de nuevas UFCs después de 72 horas de
incubacion.
g) Codificacion de aislados por medio de cultivo

Al obtener aislados puros y axéenicos se realizo la codificacion para su

posterior envio para su secuenciacion.

Tabla 3. Codigo de aislados.

3.6.

SUELO FERTIL SUELO DEGRADADO
MEDIO DE NO NO
CULTIVO RIZOSFERIC
RIEERREREY RIZOSFERICO o R'ZOSOFER'C
AL A2,
A3, A4, al, a2,
1,2,3y4 lyll A5, A6, a3
A7y A8
VI V2, V16,
a1 i V3, V4, V11, V12, V17,
T V4, V6, V13, V14 V18,
L V7,V 8, y V15 V19 Y
V9y V10 V20
V21, V22,
D1, d1, V23, V24, M7, M8y R1, R2,
Flyfl V25, V26 M9 R3yR5
y V27
GG} g1, 92, g3, FILREI2, hi, h2,
G3, G4, g4, 95, €6, 8y h3, h4,
G5y G6 97, 68, 99, o hSy h6
910y gll H7 y H8

Técnicas y procesamiento de analisis de datos.

Para el andlisis de la diversidad bacteriana se utiliz6 el gen 16S rRNA y a nivel
de especie se utilizé el procesamiento bioinformatico utilizando Chromas 2.6.6
y MEGA X 10.0.5. Las secuencias limpias se compararon con las depositadas
en GenBank mediante el programa BLASTN disponible en el National Center

for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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CAPITULO IV:
RESULTADOS

4.1. Analisis de informacion

4141.

Propiedades fisicoquimicas de los suelos de alta fertilidad.

La interpretacion de acuerdo a Guerrero 1998 analizados en el laboratorio
de la UNALM, Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y

Fertilizantes que los suelos de la chacra del Distrito de Huando tienden a

clasificarse con valores altos en pH, sim problemas de sales, alto

contenido de calcio, adecuado contenido de carbonatos, bajo contenido

de P en las muestras de suelo F2, F3, contenido medio de P en el suelo

FAS 2, contenido adecuado de P en el suelo FAS 3, y con valores altos
de P en los suelos FA 1, FA 2, FA 3 Y FAS 1. Bajo contenido de M.O.

Segun los porcentajes de clasificacion de are, limo y arcilla esta dentro

de la clase textural franco arcil

loso.

Tabla 4. Resultado del analisis de suelos de alta fertilidad.

suelos con diferentes fertilizaciones
] SUELO FERTIL
SUELO FERTIL
g CON
PARAMETROS SUELO CON .
3 . FERTILIZACION
FERTIL FERTILIZACION
EN SIEMBRAY
EN APORQUE
APORQUE
Arena % 36 40 42
e 8
= g Limo % 27 27 27
S 3
< £ Arcilla % 37 33 31
Clase textural Fr.Ar. Fr.Ar. Fr.Ar.
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pH (1:1) 8.13 7.93 7.87

C. E (1:1) (dS/m) 0.21 0.55 0.67
CaCO03 (%) 10.20 9.10 9.00

M.O (%) 1.98 i*72 1.77

P (ppm) 8.80 53.20 33.20

K (ppm) 390.00 227.00 248.00

CiC 31.20 29.60 27.20

g | Cat+ . 28.08 26.92 24.37
g Mg++ S 1.97 1.80 1.92
% k+ § 0.94 0.49 0.54

g Na+ 0.21 0.39 0.37
§ Al+3 H+ 0.00 0.00 0.00
Suma de cationes 31.20 29.60 27.20
Suma de bases 31.20 29.60 27.20
% Saturacion de bases 100 100 100

41.2. Propiedades fisicoquimicas de los suelos degradados.
La interpretacion de acuerdo a Guerrero 1998 analizados en el laboratorio
de la UNALM, Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y
fertilizantes que los suelos de la chacra del Distrito de Huando tienden a
clasificarse con valores altos en PH, sim problemas de sales, alto
contenido de calcio, adecuado contenido de carbonatos, muy bajo
contenido de P en las muestras de suelo D2, D3, contenido bajo de P en
los suelos DA 3, contenido optimo en el D1, DAS 1, DAS 2, DAS 3,y
con valores altos de P en los suelos DA 1, DA 2, bajo contenido de M.O.
Segun los porcentajes de clasificacion de are, limo y arcilla esté dentro

de la clase textural franco arcilloso.
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Tabla 5. Resultado del nalisis de muestras de suelo degradado.

suelos con diferentes fertilizaciones

SUELO
SUELO
cecndiol DEGRADADO
PARAMETROS SUELO CON
CON ,
DEGRADADO | FERTILIZACION
FERTILIZACION
EN SIEMBRA Y
EN APORQUE
APORQUE
pod Arena % 42 42 42
= Limo % 31 31 27
c
< Arcilla % 27 27 31
Clase textural Fr.Ar. Fr.Ar. Fr.Ar.
pH (1:1) 7.80 7.67 7.91
C. E (1:1) (dS/m) 0.57 1.28 0.52
CaCO3 (%) 14.30 14.00 13.50
M.O (%) 1.08 0.92 1.45
P (ppm) 33.40 77.60 33.30
K (ppm) 148 193 199
CIC 21.44 22.40 23.52
s | Cat+ 4 18.88 20.00 21.28
e o
2 | Mg++ % 1.92 1.80 1.77
& [k i 0.30 0.36 0.22
g Na+ 034 0.24 0.25
1§ Al+3 H+ 0.00 0.00 0.00
Suma de cationes 21.44 21.40 23.52
Suma de bases 21.44 22.40 23.52
% Saturacion de bases 100 100 100

41.3. Resultado de analisis foliar de quinua crecidas en suelo fértil.

El analisis foliar de la quinua fue realizado en los laboratorios de la

UNALM Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes, se analizaron

el contenido de macro y micronutrientes de las hojas de la quinua.
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Tabla 6. Resultado del andlisis foliar de hojas de quinua de los suelos de alta

fertilidad.
HOJAS DE QUINUA CON DIFERENTES
FERTILIZACIONES
HOJA DE HOJA DE SUELO
HOJA DE SUELO FERTIL FERTIL CON
SUELO CON FERTILIZACION
FERTIL FERTILIZACION | EN SIEMBRA Y
PARAMETROS EN APORQUE APORQUE
N % 3.40 5.10 3.80
P % 0.31 0.37 0.31
K % 3.75 4.10 4.23
Ca% 2.09 2.53 3.18
Mg % 0.70 0.90 1.18
S% 0.36 0.29 0.31
Na % 0.02 0.02 0.02
Zn ppm 48 31 30
Cu ppm 5 5 6
Mn ppm 244 207 211
Fe ppm 109 112 115
B ppm 40 36 46
M.S. % 21.89 20.03 21.11

41.4. Resultado de analisis foliar de quinua crecidas en suelo degradado
El anélisis foliar de la quinua fue realizado en los laboratorios de la
UNALM Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes, se analizaron

el contenido de macro y micronutrientes de las hojas de la quinua.
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Tabla 7. Resultado del andlisis foliar de hojas de quinua del suelo
degradado.

HOJAS DE QUINUA CON DIFERENTES
FERTILIZACIONES
HOJA DE
HOJA DE SUELO
SUELO
HOJA DE DEGRADADO CON
DEGRADADO ),
SUELO i FERTILIZACION EN
DEGRADADO , SIEMBRA'Y
FERTILIZACION
. APORQUE
PARAMETROS EN APORQUE

N % 3.10 4.80 5.00

P % 0.27 0.39 0.34

K % 4.05 4.58 5.20

Ca% 2.97 2.87 2.67

Mg % 1.03 1.00 1.15

S % 0.30 0.25 0.28

Na % 0.03 0.02 0.03
Zn ppm 48 44 32
Cu ppm 4 8 6
Mn ppm 208 118 109
Fe ppm 85 110 134

B ppm 36 19 20
M.S. % 22.10 21.01 20.67

4.1.5. Diversidad bacteriana a nivel de género.

Entre los 83 aislados de bacterias del suelo rizosférico fértil, suelo no
rizosférico fértil, suelo rizosférico degradado y suelo no rizosférico
degradado forman parte de este estudio taxonémico de la microbiota del
suelo y como ya se ha sefialado en el capitulo de resultados, se encontro
21 géneros como Arthrobacter, Plantibacter, Curtobacterium,
Janibacter, Tsukamurella, Rhodococcus, Streptomyces, Paenibacillus,
Staphylococcus, Bacillus, Phyllobacterium, Agrobacterium,
Stenotrophomonas, Variovorax, Acinetobacter, Pseudomonas, Erwinia,
Rhanella, Serratia, Pantoea y Enterobacter de las cuales los generos de

mayor cantidad son Arthrobacter que es un género de bacterias
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comunmente encontradas en el suelo, todas las especies de este género
son bacterias Gram-positivas, aerobias obligadas y con forma de bacilo
durante la fase de crecimiento exponencial y de coco durante la fase
estacionaria, los cocos son resistentes a la desecacion y a la falta de
nutrientes (O'Loughlin, E. 1999). Por otro lado, el grupo de mayor
cantidad de generos es Pseudomonas que tambien constituyen un género
especifico del bacilo que ha estado aumentando como un reconocido
patdgeno oportunista emergente en la relevancia clinica, varios estudios
epidemiologicos diferentes indican ademéas que la resistencia a
antibidticos ha venido incrementando en las clinicas (Cornelis, P. 2008).

B Nocardiaceae
Tsukamurellaceae
M Intrasporangiaceae
Micrococcaceae

B Microbacteriaceae

B Streptomycetaceae

M Phyllobacteriaceae
Rhizobiaceae
Comamonadaceae

B Enterobacteriaceae

B Moraxellaceae

B Pseudomonadaceae
Xanthomonadaceae
Bacillaceae
Paenibacillaceae

W Staphylococcaceae

Ilustracion 4. Representacion grafica a nivel de género de los aislados.
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4.1.6. Diversidad bacteriana de suelo fértil rizosferico

La diversidad bacteriana del suelo fértil rizosferico fue de 17 aislados los cuales fueron identificados mediante la

secuenciacion “16S rRNA”.

Tabla 8. Diversidad bacteriana del suelo fértil rizosferico (SFR).

N°| CDG FILA CLASE ORDEN SUB ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
1 1 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus atrophaeus
2 2 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus atrophaeus
3 3 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus atrophaeus
4 | B1 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Agrobacterium | Agrobacterium tumefaciens
5 Arthrobacter
bl | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Micrococcineae | Micrococcaceae Arthrobacter nitroguajacolicus
6 Arthrobacter
C1 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Micrococcineae | Micrococcaceae Arthrobacter nitroguajacolicus
7 Arthrobacter
cl | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Micrococcineae | Micrococcaceae Arthrobacter nitroguajacolicus
8 | D1 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Agrobacterium | Agrobacterium fabrum
9 | dl | Proteobacteria | Gammaproteobacteria| Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter Enterobacter cloacae
10| F1 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea [Curtobacterium] plantarum

50




11| f1 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Agrobacterium | Agrobacterium tumefaciens

12 Stenotrophomonas
G1 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas |tumulicola

13| G2 Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus Paenibacillus peoriae

14 Stenotrophomonas
G3 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas | maltophilia

15 Stenotrophomonas
G4 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas | maltophilia

16 Arthrobacter
G5 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Micrococcineae | Micrococcaceae Arthrobacter nitroguajacolicus

17 Stenotrophomonas
G6 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas | maltophilia
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Tabla 9. Diversidad bacteriana del suelo fértil no rizosferico (SFNR).

4.1.7. Diversidad bacteriana de suelo fértil no rizosferico

La diversidad bacteriana del suelo fértil no rizosferico fue de 26 aislados los cuales fueron identificados mediante la

secuenciacion “16S rRNA”.

N°| CDG FILA CLASE ORDEN SUB ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
1 Arthrobacter

I | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | nitroguajacolicus
2 I Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus atrophaeus
3 | V1 |Proteobacteria | Gammaproteobacteria| Enterobacteriales Enterobacteriaceae Erwinia Erwinia rhapontici
4 | V2 |Proteobacteria | Gammaproteobacteria| Enterobacteriales Enterobacteriaceae Rahnella Rahnella aquatilis
5| V3 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria| Enterobacteriales Enterobacteriaceae Rahnella Rahnella aquatilis
6 | V4 |Proteobacteria | Gammaproteobacteria| Enterobacteriales Enterobacteriaceae Serratia Serratia grimesii
7 | V6 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Corynebacterineae Nocardiaceae Rhodococcus | Rhodococcus jialingiae
8 | V7 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Corynebacterineae Nocardiaceae Rhodococcus | Rhodococcus jialingiae
9 | V8 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria| Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter | Acinetobacter johnsonii
10| V9 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus zhangzhouensis
11| V10 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae | Microbacteriaceae Plantibacter Plantibacter flavus
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12| V22 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae | Intrasporangiaceae Janibacter Janibacter limosus
13| V23 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Corynebacterineae Nocardiaceae Rhodococcus | Rhodococcus jialingiae
14 Paenibacillus

V24 Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus | amylolyticus
15| V25 Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus | Paenibacillus chibensis
16 | V27 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae | Intrasporangiaceae Janibacter Janibacter limosus
17| g1 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | Arthrobacter oxydans
18 Pseudomonas

g2 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas | moraviensis
19 Arthrobacter

g3 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | nitroguajacolicus
20 Phyllobacterium

g4 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria Rhizobiales Phyllobacteriaceae | Phyllobacterium | ifrigiyense
21 Arthrobacter

g5 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | nitroguajacolicus
22| g7 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | Arthrobacter globiformis
23

g8 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas | Pseudomonas kilonensis
24| 99 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus altitudinis
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25 Variovorax

g10 | Proteobacteria| Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax boronicumulans
26 Variovorax

gll | Proteobacteria| Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax boronicumulans

4.1.8. Diversidad bacteriana de suelo degradado rizosferico

La diversidad bacteriana del suelo degradado rizosferico fue de 22 aislados los cuales fueron identificados mediante la

secuenciacion “16S rRNA”.

Tabla 10. Diversidad bacteriana del suelo degradado rizosferico (SDR).

N°| CDG FILA CLASE ORDEN SUB ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
1
Al | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales Enterobacteriaceae | Enterobacter | Enterobacter aerogenes
2 A2 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Corynebacterineae | Tsukamurellaceae | Tsukamurella | Tsukamurella pseudospumae
3 Rhodococcus
A3 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Corynebacterineae Nocardiaceae Rhodococcus | corynebacterioides
4 | A5 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | Arthrobacter globiformis
5 | A6 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | Arthrobacter nitroguajacolicus
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6 | A7 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Streptomycineae | Streptomycetaceae | Streptomyces | Streptomyces canus

7 | A8 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | Arthrobacter nitroguajacolicus
8 | V11 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Microbacteriaceae | Curtobacterium | Curtobacterium flaccumfaciens
9 | V12 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria| Enterobacteriales Enterobacteriaceae Ewingella | Ewingella americana

10| V13 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas putida

11| V14 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas extremaustralis
12| V15 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Microbacteriaceae | Plantibacter |Plantibacter flavus

13| M7 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria| Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea Pantoea agglomerans

14| M8 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae | Staphylococcus | Staphylococcus succinus

15| M9 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus siamensis

16| H1 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas putida

17| H2 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas kilonensis

18| H3 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas kilonensis

19| H4 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas kilonensis

20| H5 | Proteobacteria| Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Agrobacterium | Agrobacterium tumefaciens
21| H6 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter | Arthrobacter nitroguajacolicus
22 | H7 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas gessardii
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4.1.9. Diversidad bacteriana de suelo degradado no rizosferico

secuenciacion “16S rRNA”.

Tabla 11. Diversidad bacteriana del suelo degradado no rizosferico (SDNR).

La diversidad bacteriana del suelo degradado no rizosferico fue de 17 aislados los cuales fueron identificados mediante la

N°| CDG FILA CLASE ORDEN SUB ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
1 Arthrobacter

a2 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter nitroguajacolicus
2 Streptomyces

a3 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Streptomycineae | Streptomycetaceae Streptomyces | novaecaesareae
3 | V16 | Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus megaterium
4 | V17 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter | Acinetobacter johnsonii
5| V18 | Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus zhangzhouensis
6 | V19 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas | Pseudomonas congelans
7 | V20 |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Micrococcineae | Intrasporangiaceae Janibacter Janibacter limosus
8 | R2-1 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter | Enterobacter aerogenes
9 | R2-2 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales Enterobacteriaceae Rahnella Rahnella aquatilis
10| R4 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter Enterobacter aerogenes
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11| R5 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales Enterobacteriaceae Rahnella Rahnella aquatilis
12 Arthrobacter

hl | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter nitroguajacolicus
13 Staphylococcus

h2 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus | saprophyticus
14 Stenotrophomonas

h3 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas | maltophilia
15| h4 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas | Pseudomonas baetica
16| h5 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea Pantoea agglomerans
17 Arthrobacter

h6 | Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Micrococcineae Micrococcaceae Arthrobacter nitroguajacolicus
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4.2. Discusion de resultados.

A continuacién, se presentan los resultados y analisis de caracterizacién de los

aislados obtenidos de diferentes suelos:

4.2.1. Analisis y discusion de la diversidad bacteriana aisladas del suelo
rizosférico fértil
Bacillus atrophaeus. Bacillus atrophaeus es una bacteria grampositiva,
aerobia, formadora de endosporas, con forma de bastoncillo, cuya
descripcidn es practicamente idéntica a la de Bacillus subtilis, excepto
por la produccion de un pigmento en medios que contienen una fuente
de nitrégeno organico (Nakamura, L. 1989). Muchos de los
aislamientos que pertenecen a esta especie fueron previamente
clasificados como Bacillus subtilis var. niger, Bacillus niger, o incluso
antes como Bacillus globigii Varias de estas cepas se utilizan en la
industria como organismos de control de esterilizacion o fuentes de
endonucleasas de restriccion (Penna, T. & Silva, M. 2001.) pero
especificamente dentro de la comunidad de investigacion y pruebas de
biodefensa, algunas de estas cepas se utilizan ampliamente como
sustitutos no patdgenos para Bacillus anthracis (Turnbough, CL. 2003).
Los aislamientos utilizados en esta Gltima capacidad aln se conocen
comUnmente por su designacion histdrica de B. globigii o simplemente
BG.
Nakamura, L. 1989 propuso por primera vez la especie B. atrophaeus
después de examinar varias cepas pigmentadas y no pigmentadas de B.
subtilis, usando medidas de reasociacion de ADN-ADN, electroforesis
de enzimas multilocus y produccion de pigmento, demostré que un
subgrupo de cepas pigmentadas diferia significativamente de las otras
cepas pigmentadas y no pigmentadas tipificadas por B. subtili y, por lo
tanto, justificaba una nueva designacion de especie. Las cepas
pigmentadas restantes se consideraron variantes verdaderas de B.

subtilis. Los aislamientos incluidos en el estudio de Nakamura se
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reclasificaron en colecciones de cultura disponibles al publico
recientemente, Fritze y Pukall (Fritze, D. & Pukall, R. 2001)
examinaron dos cepas adicionales, ATCC 9372 y ATCC 51189, y sobre
la base del ribotipado y las medidas de reasociacion del ADN-ADN,
demostraron la necesidad de reclasificarlas como B. atrophaeus. Estas
reclasificaciones han resultado en cierta confusion dentro de la
comunidad de investigacion de defensa de biodefensa, ya que la
colocacion taxonomica de otros aislamientos utilizados como BG es
ambigua.

La variabilidad molecular entre los miembros de la especie B.
atrophaeus aun no se ha examinado, y, seglin nuestro conocimiento, no
se han realizado analisis comparativos con un analisis o técnica capaz
de resolver la variabilidad genética a nivel de cepa, asi como a nivel de
especie. En este estudio, informamos la caracterizacion molecular de
varias cepas de B. atrophaeus y otras especies de Bacillus pigmentadas
y no pigmentadas seleccionadas mediante el andlisis de polimorfismo
de longitud de fragmento amplificado (AFLP). Esta técnica de
identificacion genética altamente discriminatoria ha sido evaluada
contra metodologias tradicionales como una herramienta para la
taxonomia bacteriana (Janssen, P et al., 1996) y ha demostrado ser util
en la deteccion de variabilidad molecular en cepas bacterianas muy
relacionadas (Grady, R., et al., 2001) Se identifica un grupo de cepas
de B. atrophaeus muy estrechamente relacionadas, y se hace una

propuesta para la designacion de una subespecie.
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llustracion 5. Bacillus atrophaeus.

Agrobacterium tumefaciens. Gelvin, S. 2000 manifiesta que
agrobacterium tumefaciens es una proteobacteria alpha, perteneciente
a la familia Rhizobiaceae; aunque, al contrario que otras bacterias de
esta familia, no actGa en simbiosis con las plantas como fijadora de
nitrégeno, sino que las parasita, produciéndoles tumores. Segun (Kunik,
T. et al., 2001) menciona que A. tumefaciens se ha empleado como
instrumento biotecnol6gico rutinario para el desarrollo de plantas
transgénicas, especialmente en plantas dicotiledoneas y, en menor
proporcion, en monocotiledéneas. Las plantas transformadas mediante
Agrobacterium fueron disefiadas para que expresen una caracteristica
particular, por ejemplo, resistencia a herbicidas, produccion de un
nuevo compuesto, mejoramiento de la productividad, etcétera. Los
ejemplos son bastantes, (Lee W. et al., 2009) reportaron la
transformacion genética de Brassica napus con un gen que codifica para
una proteina de las llamadas oleosinas (clonada a partir de maiz, una
monocotiledonea) lograndose la expresion de dicha secuencia en forma

especifica en algunos tejidos.
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Ilustracion 6. Agrobacterium tumefaciens.

Arthrobacter nitroguajacolicus. Arthrobacter es un género de bacterias
que se encuentra comunmente en el suelo. Todas las especies de este
género son grampositivas obligadas. Aerobios que son varillas durante el
crecimiento exponencial y cocos en su fase estacionaria (Kotouckova, L.
2004). Este microbio se encontr6 en una pantalla para detectar
organismos que podrian degradarse. Compuestos en suelo contaminado.
Las enzimas de este microbio pueden ser Utiles para degradar el exceso
de residuos de pesticidas en el suelo (George M. & Garrity 2012), segln
(Pflieger, M. & Krofli¢, A. 2017). Arthrobacter nitroguajacolicus tiene la
capacidad de degradar 4-nitroguaiacol que es un importante
contaminante atmosférico, es el componente principal de la lignina de
madera y se emite esencialmente a la atmdsfera durante la quema de

biomasa

Ilustracion 7. Arthrobacter nitroguajacolicus.
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Agrobacterium fabrum. Segun (Padilla, R. 2018) agrobacterium es un
género bacteriano compuesto de numerosas especies de agrobacterias
que viven en la tierra y en la rizosfera de plantas, cuando albergan el
plasmido Ti (por Inductor de Tumor), ciertas agrobacterias pueden
inducir la formacion de tumores en las plantas, causando pérdidas
econdmicas importantes en muchas plantas de interés agrondmico.
Estudios realizados por (Francis KE. & Spiker S. 2005) manifiestan que
estas regiones poseen genes "especificos de especie” que podrian
determinar la adaptacion a nichos ecoldgicos particulares donde las
agrobacterias escaparian a la competicion intra especie.

Ilustracion 8. Agrobacterium fabrum.

Enterobacter cloacae. Enterobacter es un género de bacterias
gramnegativas comunes, facultativamente anaerébicas, con forma de
baston y que no forman esporas. La familia enterobacterias. Varias cepas
de estas bacterias son patdgenas y causan infecciones oportunistas en.
Hospedadores inmunocomprometidos (generalmente hospitalizados)
(Narendra k. 2000). Segun (Kittiy, A. 2015) el aumento de su frecuencia
causa alarma porque matan a hasta la mitad de las personas que las

contraen.
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llustracién 9. Enterobacter cloacae

Curtobacterium plantarum. Son células grampositivas, no acidas, no
formadoras de endosporas, varillas méviles (0,3 a 0,5 por 0,6 a 3,0
p.m.). Colonias en el agar nutritivo de extracto de levadura es amarillo,
circular, convexo, brillante y butiroso con margenes enteros (diametro,
4 a 16 mm), todas las cepas son obligatorias de los aerobios.
Crecimiento optimo ocurre entre 28 y 30 ° C. Todas las cepas producen
acido a partir de fermentacién oxidativa de xilosa, ramnosa, glucosa,
fructosa, manosa, galactosa, maltosa e inositol; el &cido no es producido
a partir de sorbosa, sacarosa, lactosa, trehalosa, celobiosa, rafinosa,
glicerol, eritritol o sorbitol. Se asimilan los &cidos acético, piravico,
lactico, succinico, a-cetoglutarico, propidnico, glicélico, glioxilico y
glucénico. Indoxilacetato y la gelatina se hidroliza, pero la caseina y el
hipurato no se hidrolizan. Se producen arilamidasa del &cido
piroglutamico, fosfatasa, N-acetilglucosaminidasa, ADNasa y p-
caroteno; ureasa no se produce. El crecimiento se produce en presencia
del 10% cloruro de sodio, y las células de todas las cepas son
susceptibles a infeccion por el bacteriéfago PBY-3. (Komagata, K. &
K. Suzuki. 2000)
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Ilustracion 10. Curtobacterium plantarum

Stenotrophomonas tumulicola. Stenotrophomonas es un género de
bacterias gramnegativas. Con especies que van desde organismos de
suelo comdn (S. nitritireducens) a patdgenos humanos oportunistas (S.
maltophilia), la taxonomia molecular del género es todavia algo

confuso, bajo investigacion (Hauben, L. 1999).

Ilustracion 11. Stenotrophomonas tumulicola

Paenibacillus peoriae. Especies de Paenibacillus son de naturaleza
ubicua, son capaces de formar esporas resistentes y producir varias
enzimas hidroliticas, incluidas las proteasas. Sin embargo, solo se dispone
de pocos datos sobre la produccion de estas enzimas. Las proteasas

producidas por las cepas de Paenibacillus pueden representar nuevas
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fuentes para el uso biotecnolégico. (Padda k. et. al 2017)

llustracion 12. Paenibacillus peoriae.

Stenotrophomonas maltophilia. Es un bacilo de distribucion universal
que se haaislado en el suelo, el agua, los vegetales y los animales, asi como
en diferentes ambientes hospitalarios (agua de grifos, humidificadores,
jabones y desinfectantes, catéteres, etc.), incluidas las manos del personal
sanitario. Tan extendida distribucion ambiental estaria en relacion con la
amplia diversidad genética que presentan los aislados clinicos, incluso en
las cepas detectadas en un mismo centro durante un periodo concreto
(\Valdezate, S. 2004). No son bien conocidos los mecanismos de virulencia
de S. maltophilia, aunque recientemente se ha relacionado su
patogenicidad con la expresion de determinados factores (hemolisina,
elastasa y disminucion de la estimulacion de neutréfilos), de forma similar
a como ocurre en otros bacilos no fermentadores (Apisarnthanarak, A. et
al., 2003).
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Ilustracion 13. Stenotrophomonas maltophilia

4.2.2. Analisis y discusion de la diversidad bacteriana aisladas del suelo

no rizosférico fértil

Arthrobacter nitroguajacolicus Arthrobacter es un género de bacterias
que se encuentra comunmente en el suelo. Todas las especies de este
género son grampositivas obligadas. Aerobios que son varillas durante
el crecimiento exponencial y cocos en su fase estacionaria
(Kotouckova, L. 2004). Este microbio se encontrd en una pantalla para
detectar organismos que podrian degradarse. Compuestos en suelo
contaminado. Las enzimas de este microbio pueden ser Utiles para
degradar el exceso de residuos de pesticidas en el suelo (George M. &
Garrity 2012), segun (Pflieger, M. & Krofli¢, A. 2017). Arthrobacter
nitroguajacolicus tiene la capacidad de degradar 4-nitroguaiacol que es
un importante contaminante atmosférico, es el componente principal de
la lignina de madera y se emite esencialmente a la atmésfera durante la

quema de biomasa
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llustracion 14. Arthrobacter nitroguajacolicus

Bacillus atrophaeus. Bacillus atrophaeus es una bacteria
grampositiva, aerobia, formadora de endosporas, con forma de
bastoncillo, cuya descripcién es practicamente idéntica a la de
Bacillus subtilis, excepto por la produccion de un pigmento en medios
que contienen una fuente de nitrégeno organico (Nakamura, L.1989)
La diferenciacion entre especies del género Bacillus se centro en los
resultados en la fermentacion de lactosa, sorbitol, manitol, melobiosis,
hidrolisis de la urea, y descarboxilacion de la lisina.(Anderson et
al.,2003).

llustracion 15. Bacillus atrophaeus
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Erwinia rhapontici. Es un patégenos emergentes, el patdgeno es una
bacteria gramnegativa que ha sido reportada del suelo, semillas y
diferentes tejidos de plantas, causando semillas rosadas, generalmente
causa podredumbre de la corona, podredumbre de tallos y tallos,
podredumbre de las flores o podredumbre blanda en mas de 20
huéspedes de plantas, incluido el guisante (Huang et al. 2003). La
enfermedad fue reportada por primera vez en el guisante en los Estados
Unidos Montana en 2002) y maés tarde fue encontrada en Dakota del
Norte en 2006. (Wise et al. 2008). Erwinia rhapontici pertenece a la
carotovora. Sub grupo de erwinia. A diferencia de muchos miembros
de la podredumbre blanda. Subgrupo de carotovora que produce enzima

pectolitica, E. rhapontici no degrada el pectate.

llustracion 16. Erwinia rhapontici.

Rahnella aquatilis. Es una bacteria gramnegativa en forma de
bastoncillo relativamente rara que se ha encontrado en agua dulce,
suelo, en el agua fresca, en reservorios de agua, en el suelo y en
caracoles; en los humanos es patogena y puede causar infeccion renal y
respiratoria (Tash, 2005).

Matsukura, H. et al., 2008 Manifista que un caso se presentd en una
infeccion urinaria de una nifia de 4 afios de edad, la cual ingresé al
Servicio de Emergencias del Hospital Nacional de Nifios con una orina

francamente alterada. Por puncion vesical se recolectd una muestra que
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fue inoculada en agar sangre y agar McConkey; luego del periodo de
incubacidn, crecié un bacilo Gram negativo que fue identificado como

Rahnella aquatilis siempre empleando el sistema automatizado Vitek.

llustracion 17. Rahnella aquatilis.

Serratia grimesii. Serratia es un género de bacterias gramnegativas,
facultativamente anaerdbicas, en forma de baston de la familia
Enterobacteriaceae. La especie mas comun en el género, S. marcescens,
es normalmente el Unico patdgeno y generalmente causa nosocomial,
infecciones, Sin embargo, las cepas raras de S. plymuthica, S.
liquefaciens, S. rubidaea y S. odoriferae han causado enfermedades a
través de la infeccion. Los miembros de este género producen pigmento
rojo caracteristico, prodigiosina y pueden distinguirse de otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae por su produccion Gnica de

tres enzimas: ADNasa, lipasa y gelatinasa. (Basilio, J. & Ania, M. 2007)
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llustracion 18. Serratia grimesii.

Rhodococcus jialingiae. Bacteria positiva para tincién de Gram, aerobica,
no mavil, no formadora de esporas, no acida, que muestra ramificacion
elemental, patdgena ambiental encontrada en agua, aire y tierra. Las
colonias en placas LB son opacas, ligeramente rosadas, humedas, lisas y
convexas con un color regular. El crecimiento se produce a 4-35 °C y pH
4.0-9.0. El NaCl es tolerado hasta en un 7%. Negativo para la oxidasa,
produccién del H2S y el indol, la licuefaccion de gelatina, la hidrolisis del
almidon, la reduccion de nitrato y la prueba de rojo de metilo, mientras
que son positivos para La catalasa, la prueba de Voges-Proskauer y la
produccidn de ureasa (Wang, Z. et al 2010)

llustracion 19. Rhodococcus jialingiae.
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Acinetobacter johnsonii. Segun (Montafia S. 2016). Acinetobacter
johnsonii rara vez causa infecciones en humanos, aunque la mayoria de
los aislamientos de A. johnsonii son susceptibles a casi todos los
antibidticos, recientemente se han descrito cepas que albergan una
variedad de lactamasas . Una cepa clinica de A. johnsonii recuperada
de un hospital en Buenos Aires produce PER-2 y OXA-58. En los
ultimos afos, el aumento de bacterias resistentes a los antibioticos ha
planteado una seria amenaza para la salud humana. Las recuperaciones
de especies no reconocidas previamente como una amenaza en el
entorno hospitalario han sido ampliamente reportadas (Chusri. S,
2014).

lustracion 20. Acinetobacter johnsonii.

Bacillus zhangzhouensis. Bacillus es un género de bacterias
grampositivas, con forma de bastoncillo (bacillus) y un miembro del
filo Firmicutes. Las especies de Bacillus pueden ser aerobios obligados
(que dependen del oxigeno) o anaerobios facultativos (que tienen la
capacidad de ser aerobicos o anaerobicos), en la actualidad se encuentra

bajo investigacion (Kumar, D. et al 2014)
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llustracion 21. Bacillus zhangzhouensis.

Plantibacter flavus. Las células son grampositivas, Barras estrictamente
aerdbicas, no formadoras de esporas, no moviles, de forma irregular las
colonias son amarillas, brillantes, ligeramente convexas y redondas con
margenes enteros. (Behrendt, U. et al., 2002)

Plantibacter flavus es una bacteria del género Plantibacter que se ha
aislado de la filosfera de hierba de Paulinenaue en Alemania. Las cepas se
aislaron de la filésfera de las gramineas y de la capa de hojarasca después
de cubrir el césped (Behrendt, U. et al., 2002)

llustracion 22. Plantibacter flavus.
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Janibacter limosus. Janibacter es un género de bacterias Gram
positivas, no moviles, que no forman esporas. EI nombre género se
deriva del Dios romano Janus dedos caras, refiriéndose al hecho de que
las células de la cepa original podrian tener forma de varilla o de coco.
La especie tipo del género, Janibacter limosus, se aislé originalmente
de los lodos de una planta de tratamiento de aguas residuales. Otras
especies se han aislado de una muestra de aire, un meldn, el intestino
medio de mosquitos, el coral, los sedimentos marinos y los sedimentos
hidrotermales (Matin, K. 1999).

lHustracién 23. Janibacter limosus.

Paenibacillus amylolyticus. Paenibacillus es un género de bacterias
anaerobias facultativas que forman endosporas, originalmente incluidas
dentro del género. Bacillus y luego se reclasific6 como un género
separado en 1993. Ha habido un interés cada vez mayor en
Paenibacillus sp ya que muchos demostraron ser importantes para la
agricultura y la horticultura, industrial (por ejemplo, P. amylolyticus),
y aplicaciones médicas (por ejemplo, P. peoriate). Estas bacterias
producen diversas enzimas extracelulares tales como. Enzimas y
proteasas que degradan el polisacarido, que pueden catalizar una amplia
variedad de reacciones sintéticas en campos. Desde la cosmética hasta

la produccion de biocombustibles (Padda k. et. al 2017).
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llustracion 24. Paenibacillus amylolyticus.

Paenibacillus chibensis Ha habido un interés cada vez mayor en
Paenibacillus sp. ya que muchos demostraron ser importantes para la
agricultura y la horticultura (por ejemplo, P. polymyxa), industrial (por
ejemplo, P. amylolyticus), y aplicaciones médicas (por ejemplo, P.
peoriate). Estas bacterias producen diversas enzimas extracelulares
tales como Enzimas y proteasas que degradan el polisacéarido, que
pueden catalizar una amplia variedad de reacciones sintéticas en la
produccion de biocombustibles (Padda k. et. al 2017).

lustracion 25. Paenibacillus chibensis.
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Arthrobacter oxydans Arthrobacter es un género de bacterias que se
encuentra comunmente en el suelo. Todas las especies de este género
son grampositivas obligadas. Aerobios que son varillas durante el
crecimiento exponencial y cocos en su fase estacionaria (Sakurai, H.
2014).

(Fuller, SJ. & Wiley, JS. 2013) menciona que Arthrobacter oxydans ha
sido reportado por que produce coproporfirina 111 y uroporfirina 111 que
son quimicos naturales en el cuerpo que ayudan a formar muchas
sustancias importantes en el cuerpo una de estas sustancias es la
hemoglobina, la proteina en los glébulos rojos que transporta el oxigeno
en la sangre. Las porfirinas se pueden medir en la orina o la sangre. Se
ha informado que Arthrobacter oxydans crece en la nicotina
(O'Loughlin, E & Sims G. 1999).

Ilustracion 26. Arthrobacter oxydans
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Pseudomonas moraviensis. Bajo investigacion

llustracion 27. Pseudomonas moraviensis.

Phyllobacterium ifrigiyense. En investigacion

Ilustracion 28. Phyllobacterium ifrigiyense.

Arthrobacter globiformis Arthrobacter globiformis es una de las bacterias
del suelo mas comunes y ubicuas especies conocidas. A. globiformis esta
en la Orden Actinomycetales y Familia Arthrobacteriaceae la
nomenclatura original dada al género Arthrobacter fue Bacterium
gloviforme (Conn, 1928). Arthrobacter y otras bacterias corineformes se
sabe que los aislados utilizan y degradan una gran variedad de productos
quimicos organicos herbicidas tales como fenoles clorados y carbamatos
(Hayatsu et al., 1999).
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Sin embargo, una especifica la cepa de Arthrobacter globiformis se ha
ilustrado para degradar parcialmente herbicidas de fenilurea sustituida en
los que no habia un registro actual de un organismo tener tales capacidades
en el momento actual, los herbicidas incluyen diurdn, isoproturon,
cloroturdn, linurén, monolinurén y monurén son solo algunos ejemplos de
los herbicidas que se han ilustrado para ser degradados por A. globiformis
D47 (Turnbull et al., 2001).

llustracion 29. Arthrobacter globiformis.

Pseudomonas kilonensis. Pseudomonas kilonensis es una bacteria de
suelo gramnegativa aislada de suelo agricola en Alemania, la variedad es
de tipo DSM 13647 en la actualidad se encuentra bajo investigacion
(Tvrzova et al. 2006).

llustracion 30. Pseudomonas kilonensis.
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Bacillus altitudinis La especie Bacillus altitudinis se informo por primera
vez a partir de una muestra de aire recogida a 41 km en la estratosfera
(Shivaji S. et al., 2006). Informes adicionales revelaron su presencia en
otros hébitats, como suelo, limo, peces (Esakkiraj, P. & Usha, R. 2012) y
rizésfera de plantas (Sunar, K. et al., 2013).

(Urmi, H. 2017) manifiesta que, ademas, la mineria genémica de los genes
responsables de la resistencia a la radiacion ultravioleta de B. altitudinis
ayudard a desarrollar una mejor comprension de las bacterias
estratosféricas y sus adaptaciones en entornos con estrés extremo por

radiacion ultravioleta.

lHustracion 31. Bacillus altitudinis.

Variovorax boronicumulans. Bajo investigacion

lustracién 32. Variovorax boronicumulans
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4.2.3. Analisis y discusion de la diversidad bacteriana aisladas del suelo
rizosférico degradado.
Enterobacter aerogenes. Enterobacter es un género de bacterias
gramnegativas comunes, facultativamente anaerdbicas, con forma de
baston y que no forman esporas. La familia enterobacterias. Varias
cepas de estas bacterias son patdgenas y causan infecciones
oportunistas en Hospedadores inmunocomprometidos (generalmente
hospitalizados). (Sanders, W.E. & Sanders C.C. 1997)
Las vias urinarias y respiratorias son los sitios mas comunes de
infeccion Enterobacter aerogenes es gramnegativo, oxidasa negativa,
catalasa positiva, citrato positivo, indol negativo, en forma de barra, la
bacteria tiene una longitud aproximada de 1 a 3 micrones, y es capaz de
moverse a través de peritrichous flagelos. E. aerogenes es una bacteria
nosocomial y patégena que causa infecciones oportunistas, incluida la
mayoria (Sanders, W.E. & Sanders C.C. 1997). E. aerogenes se
adquiere en unidades de cuidados intensivos de tres formas diferentes:
diseminacion paciente a paciente de una cepa prevalente o relacionada
con la epidemiologia, adquisicion de novo de una cepa de la propia flora
de los pacientes y adquisicién de una cepa no endémica seguido de una
transmision ocasional de paciente a paciente. (Davin, A. et al., 2018)

llustracion 33. Enterobacter aerogenes.
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Tsukamurella pseudospumae. Es una bacteria del género de
Tsukamurella que ha sido aislado a partir de lodos activados de espuma
a partir de una planta de tratamiento de lodos activados en Inglaterra en
la actualidad se encuentra en investigacion (Nam, S. 2004).

Ilustracion 34. Tsukamurella pseudospumae

Rhodococcus corynebacterioides. Son importantes debido a su
capacidad de catabolizar una amplia gama de compuestos y producir
esteroides bioactivos, acrilamida y &cido acrilico y su participacion en
la biodesulfuracion de combustibles fosiles. Esta diversidad genética y
catabolica no sélo se debe al gran cromosoma bacteriano, sino también
a la presencia de tres grandes plasmidos lineales (McLeod, M. et al.,
2006). Rhodococcus es también un sistema experimentalmente
ventajoso debido a una velocidad de crecimiento relativamente rapida
y un ciclo de desarrollo simple, pero no esta bien caracterizado. Otra
aplicacion importante de Rhodococcus proviene de la bioconversion,
utilizando sistemas biologicos para convertir el material de partida
barato en compuestos mas valiosos, como su capacidad para
metabolizar contaminantes ambientales nocivos, incluyendo tolueno,
naftaleno, herbicidas y PCB (McLeod, M. et al., 2006).
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Por otro lado, se ha investigado en gran medida como un agente
potencial para la biorremediacion de contaminantes, ya que se
encuentra comunmente en el ambiente natural, y posee ciertas
caracteristicas que les permiten prosperar en una variedad de
condiciones, y tienen la capacidad de metabolizar muchos
hidrocarburos (Alvarez, H. 2010). Los rhodococos poseen muchas
propiedades que los hacen adecuados para la biorremediacién en
diversos entornos. Su capacidad para someterse a la respiracion
microaerofilica les permite sobrevivir en entornos que contienen bajas
concentraciones de oxigeno, y su capacidad para someterse a la
respiracion aerdbica también les permite sobrevivir en entornos
oxigenados (Fuller, Y. & Perreault, N. 2010). También se someten a
una fijacién de nitrégeno, lo que les permite generar sus propios
nutrientes en ambientes con bajos nutrientes (Blasco, R. 2001). Los
rodococos también contienen caracteristicas que mejoran su capacidad
para degradar contaminantes organicos, su superficie hidréfoba permite
la adhesion a los hidrocarburos, lo que mejora su capacidad para
degradar estos contaminantes (Mendez, V. 2012). Tienen una amplia
variedad de vias catabdlicas y muchas funciones enzimaticas Unicas
(Laczi, K. et al., 2015). Esto les da la capacidad de degradar muchos
hidrocarburos tdxicos recalcitrantes. Por ejemplo, los rodococos
expresan dioxigenasas, que se pueden usar para degradar el
benzotrifluoruro, un contaminante recalcitrante., los rodococos también
son capaces de acumular iones de metales pesados, como el cesio

radiactivo, lo que facilita la eliminacion del medio ambiente.
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llustracion 35. Rhodococcus corynebacterioides.

Arthrobacter globiformis Arthrobacter globiformis es una de las bacterias
del suelo més comunes y ubicuas especies conocidas. A. globiformis esta
en la Orden Actinomycetales y Familia Arthrobacteriaceae la
nomenclatura original dada al género Arthrobacter fue Bacterium
gloviforme (Conn, 1928).

Arthrobacter y otras bacterias corineformes se sabe que los aislados
utilizan y degradan una gran variedad de productos quimicos orgénicos
herbicidas tales como fenoles clorados y carbamatos (Hayatsu et al.,
1999).

Sin embargo, una especifica la cepa de Arthrobacter globiformis se ha
ilustrado para degradar parcialmente herbicidas de fenilurea sustituida en
los que no habia un registro actual de un organismo tener tales capacidades
en el momento actual, los herbicidas incluyen diurdn, isoproturon,
cloroturén, linurén, monolinurén y monurén son solo algunos ejemplos de
los herbicidas que se han ilustrado para ser degradados por A. globiformis
D47 (Turnbull et al., 2001).
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llustracion 36. Arthrobacter globiformis.

Arthrobacter nitroguajacolicus. Arthrobacter es un género de bacterias
que se encuentra comunmente en el suelo. Todas las especies de este
género son grampositivas obligadas. Aerobios que son varillas durante el
crecimiento exponencial y cocos en su fase estacionaria (Kotouckova, L.
2004). Este microbio se encontr6 en una pantalla para detectar
organismos que podrian degradarse. Compuestos en suelo contaminado.
Las enzimas de este microbio pueden ser Utiles para degradar el exceso
de residuos de pesticidas en el suelo (George M. & Garrity 2012), segun
(Pflieger, M. & Krofli¢, A. 2017). Arthrobacter nitroguajacolicus tiene
la capacidad de degradar 4-nitroguaiacol que es un importante
contaminante atmosférico, es el componente principal de la lignina de
madera y se emite esencialmente a la atmosfera durante la quema de

biomasa

llustracion 37. Arthrobacter nitroguajacolicus.
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Streptomyces canus. Es una especie de bacteria del género Streptomyces
que se ha aislado del suelo en los EE. UU. Streptomyces se encuentra
predominantemente en el suelo y la vegetacion en descomposicion, bajo

investigacion (Yang, H. 2014)

llustracion 38. Streptomyces canus.

Curtobacterium flaccumfaciens Curtobacterium flaccumfacien es un
patdgeno bacteriano del marchitamiento. Los sintomas distintivos del
marchitamiento bacteriano son el marchitamiento de la hoja y el peciolo.
La clorosis de la hoja y el tejido se produce debido a la falta de transporte
de agua. Curtobacterium flaccumfaciens como especie tiene un amplio
rango de hospedantes, no limitado a frijoles, soya, tulipanes y tomates. Sin
embargo, la especie se separa artificialmente en un pathovar segun el rango
y los sintomas del huésped. (Sammer, UF. & Reiher, K. 2012). Uno de los
patovares  econdmicamente  importantes es  Curtobacterium
flaccumfaciens. Este pathovar se clasifica como marchitamiento
bacteriano y tiene un rango de hospedador primario del género Phaseolus
(frijoles), pero el patogeno puede infectar a muchas otras especies de las
Fabaceae (Harveson, R. et al., 2007). En los frijoles, los sintomas pueden
ser devastadores para el rendimiento del cultivo. Estos frijoles tienen

marchitamiento severo del follaje y clorosis.
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Curtobacterium flaccumfaciens causa marchitamiento en poblaciones altas
y se dispersa de muchas maneras. Las bacterias se multiplican
relativamente rapido, lo que aumenta la posibilidad de que Curtobacterium
flaccumfaciens pueda desprenderse de material de plantas muertas o
muertas. (George, N. 2005) EI patdgeno normalmente se dispersa a través
de précticas agricolas como la siembra de semillas guardadas y el equipo
de la granja. En el caso de los frijoles y los tulipanes, estas practicas
mueven el propagulo durante la fase de sobrescritura de sus ciclos de vida.
Esta es una dispersion efectiva para el patégeno. Infeccion Curtobacterium
flaccumfaciens Generalmente entra en la planta a través de una herida. Las
heridas naturales (creadas por escision de flores o la génesis de las raices
laterales) y las heridas no naturales podrian convertirse en sitios de entrada.
No hay informes de vectores, pero el nematodo Meloidogyne incognita
puede ayudar a la entrada proporcionando heridas no naturales (Miller; R.
& Pollard, K 1976)

lustracién 39. Curtobacterium flaccumfaciens

Ewingella americana Ewingella americana es un raro bacilo
gramnegativo de la familia Enterobacteriaceae, descrito por primera
vez en 19831-3. Se desconoce su significado patogénico y su reservorio
no esta bien definido (Pound, M. 2007). Raramente afecta a humanos

(Bibashi, E. 1999), aunque se han descrito casos de conjuntivitis,
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peritonitis, bacteriemia y neumonia (Hassan, S. 2012), ninguno de ellos
en nifios. En nuestro conocimiento, este es el primer caso publicado de
sepsis por Ewingella americana en un paciente pediatrico. E.
americana tiene un bajo potencial patogénico y es excepcional la
infeccion en humanos (Bibashi, E. 1999). Se ha aislado en esputo,
conjuntiva, sangre, heridas y liquido peritoneal (Da Costa, P. 2000) No
obstante, el significado clinico de su aislamiento no estd muy claro
debido a los pocos casos reportados. Los pacientes mas susceptibles son
aquellos inmunodeprimidos, como el que reportamos, aunque también

se han descrito casos en humanos sanos (Hassan, S. 2012).

Ilustracion 40. Ewingella americana

Pseudomonas putida. Es una bacteria gram negativa flagelada, con
forma de varilla que se encuentra en la mayoria de los habitats de suelo
y agua donde hay oxigeno Se encontraron varios casos donde
Pseudomonas putida fue apodada patégena. En un caso, Pseudomonas
putida se recuperd de diez pacientes con sinusitis crénica. La bacteria
fue encontrada en el oido, nariz. y la garganta. Una investigacion
adicional encontr6 a Pseudomonas putida en un producto comercial
antiniebla y también en StaKleer

La Pseudomona putida también es un saprofito del suelo, oportunista,
cosmopolita, metabolicamente versatil, por poseer una dioxigenasa
inicial, un tolueno dioxigenasa, aunque no presenta la dioxigenasa

especifica para los PAHSs por lo cu-l es una buena candidata para las
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aplicaciones biotecnoldgicas, tales como agricultura, biocat-lisis,
biorremediacion, biocontrol en proteccién de las plantas y produccion
de bioplasticos Daane, L. & Harjono, 1. 2001. La P. putida posee la
capacidad de colonizar la rizosfera de plantas de cosecha y una gran
capacidad metabdlica que facilita el desarrollo de biopesticidas y
promotores de crecimiento de la planta. La degradacion de los alcanos
por Pseudomona putida se ha estudiado por secuenciacion en el
plasmido OCT que codifica una enzima dioxigenasa que convierte
alcanos a aldehldos a través del hidroperoxidasa sin un intermediario
del alcohol, conocido como la via de Finnerty; un proceso similar lo
presentan los géneros Acinetobacter sp y Nocardiodes sp aun que ellos

no poseen este plasmido (Rojas, N. & Martinez, J. 2003).

llustracion 41. Pseudomonas putida.
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Pseudomonas extremaustralis En investigacion.

lustracién 42. Pseudomonas extremaustralis.

Plantibacter flavus Las células son grampositivas, barras estrictamente
aerdbicas, no formadoras de esporas, no maviles, de forma irregular las
colonias son amarillas, brillantes, ligeramente convexas y redondas con
margenes enteros. (Behrendt, U. et al., 2002).

Plantibacter flavus es una bacteria del género Plantibacter que se ha
aislado de la filosfera de hierba de Paulinenaue en Alemania. Las cepas
se aislaron de la filosfera de las gramineas y de la capa de hojarasca
después de cubrir el césped (Behrendt, U. et al., 2002).

lustracion 43. Plantibacter flavus

88



Pantoea agglomerans Pantoea es un género de bacterias
gramnegativas de la familia Enterobacteriaceae, recientemente
separadas de la Género enterobacter. Este géenero incluye al menos 20
especies. Pantoea agglomerans es una bacteria gramnegativa que
pertenece a la familia Enterobacteriaceae. P. agglomerans puede Se
encuentran en todo el entorno de una abeja. Se ha informado
ocasionalmente que Pantoea agglomerans es una oportunidad
Patdgeno en pacientes inmunocomprometidos, causando infecciones en
heridas, sangre y tracto urinario. Las infecciones son tipicamente Se
adquiere a partir de partes de vegetacion infectadas que penetran en la
piel. Los liquidos o productos sanguineos intravenosos contaminados
son sélo raramente el agente causal. La infeccion del torrente sanguineo
puede provocar una enfermedad diseminada y una infeccion de 6rganos
terminales Wang, S. et al., 2012.

La bacteria de aparicién espontanea rara vez ha sido informada,
especialmente para los nifios, y el papel de P. agglomerans como

patdgeno en otras circunstancias no esta claro (Cruz, A. 2007).

llustracién 44. Pantoea agglomerans.

Staphylococcus succinus. Staphylococcus succinus es una bacteria
coccoide grampositiva que pertenece al género Staphylococcus. Las
células son grampositivas, esféricas (didmetro 0.6—1.9 um) y forman

rosetones caracteristicos con una célula central rodeada de dos a cinco
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células periféricas. Esta especie se ha aislado del material clinico
humano, pero su papel en la patogénesis ain no se ha desarrollado
(Corbiere, M. 2006)

Iustracion 45. Staphylococcus succinus.

Bacillus siamensis El uso de bacterias probidticas como método
alternativo para la prevencion de enfermedades bacterianas, y el
crecimiento mejora, la acuicultura ha ganado interés (Newaj- Fyzul et
al., 2014). Se considera actividad antimicrobiana y uno de los
principales mecanismos a través del cual los probioticos funcionan y,
en consecuencia, es también uno de los principios de los criterios para
la seleccidon de la cepa (Dobson et al., 2012).

Este estudio revela que Bacillus siamensis cepa B44v y Bacillus sp.
Tension B51f, derivado de alimentos fermentados autdctonos, se
muestraActividad fuertemente antagonista contra los peces bacterianos
patdgenos, A. hydrophila y S. agalactiae .Ambas cepasde bacilo
efectivamente inhibido Gram-positivo y Gram-bacterias negativas,
indicando su amplio espectro comopropiedad antagonica atil como las
dos bases mas llamativaspatogenos de peces terrestres en acuicultura en
Tailandia pertenecen alos géneros Aeromonas y Streptococcus (Maisak
etal., 2013).
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llustracion 46. Bacillus siamensis

Pseudomonas putida. Pseudomonas putida es una bacteria gram
negativa flagelada, con forma de varilla que se encuentra en la mayoria
de los habitats de suelo y agua donde hay oxigeno Se encontraron varios
casos donde Pseudomonas putida fue apodada patégena. En un caso,
Pseudomonas putida se recuper6 de diez pacientes con sinusitis crénica.
La bacteria fue encontrada en el oido, nariz. y la garganta. Una
investigacion adicional encontré a Pseudomonas putida en un producto
comercial antiniebla y también en StaKleer

La Pseudomona putida también es un saprofito del suelo, oportunista,
cosmopolita, metabdlicamente versatil, por poseer una dioxigenasa
inicial, un tolueno dioxigenasa, aunque no presenta la dioxigenasa
especifica para los PAHSs por lo cu-l es una buena candidata para las
aplicaciones biotecnoldgicas, tales como agricultura, biocat:lisis,
biorremediacion, biocontrol en proteccién de las plantas y produccién
de bioplasticos (Daane, L. & Harjono, I. 2001). La P. putida posee la
capacidad de colonizar la rizosfera de plantas de cosecha y una gran
capacidad metabdlica que facilita el desarrollo de biopesticidas y
promotores de crecimiento de la planta. La degradacion de los alcanos
por Pseudomona putida se ha estudiado por secuenciacion en el

plasmido OCT que codifica una enzima dioxigenasa que convierte
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alcanos a aldehldos a través del hidroperoxidasa sin un intermediario
del alcohol, conocido como la via de Finnerty; un proceso similar lo

presentan los géneros Acinetobacter sp y Nocardiodes sp aun que ellos

no poseen este plasmido (Rojas, N. & Martinez, J. 2003).

./‘. -

llustracion 47. Pseudomonas putida.

Pseudomonas kilonensis. Pseudomonas kilonensis es una bacteria de
suelo gramnegativa aislada de suelo agricola en Alemania, la variedad
es de tipo DSM 13647 en la actualidad se encuentra bajo investigacion
(Tvrzova et al.,2006).

-

llustracién 48. Pseudomonas kilonensis.

Agrobacterium tumefaciens. Gelvin, S. 2000 manifiesta que
agrobacterium tumefaciens es una proteobacteria alpha, perteneciente
a la familia Rhizobiaceae; aunque, al contrario que otras bacterias de
esta familia, no actda en simbiosis con las plantas como fijadora de

nitrégeno, sino que las parasita, produciéndoles tumores. Por otro
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lado, Segun (Kunik, T. et al., 2001) menciona que A. tumefaciens se
ha empleado como instrumento biotecnoldgico rutinario para el
desarrollo de plantas transgénicas, especialmente en plantas
dicotiledoneas y, en menor proporcion, en monocotiledoneas. Las
plantas transformadas mediante Agrobacterium fueron disefiadas para
que expresen una caracteristica particular, por ejemplo, resistencia a
herbicidas, produccion de un nuevo compuesto, mejoramiento de la

productividad, etcétera.

llustracion 49. Agrobacterium tumefaciens.

Pseudomonas gessardii. En investigacion

llustracion 50. Pseudomonas gessardii.
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4.2.4. Analisis y discusion de la diversidad bacteriana aisladas del suelo

no rizosférico degradado

Arthrobacter nitroguajacolicus. Arthrobacter es un género de
bacterias que se encuentra comunmente en el suelo. Todas las especies
de este género son grampositivas obligadas. Aerobios que son varillas
durante el crecimiento exponencial y cocos en su fase estacionaria
(Kotouckova, L. 2004).

Este microbio se encontrd en una pantalla para detectar organismos que
podrian degradarse. Compuestos en suelo contaminado. Las enzimas de
este microbio pueden ser Utiles para degradar el exceso de residuos de
pesticidas en el suelo (George M. & Garrity 2012), segun (Pflieger, M.
& Krofli¢, A. 2017). Arthrobacter nitroguajacolicus tiene la capacidad
de degradar 4-nitroguaiacol que es un importante contaminante
atmosférico, es el componente principal de la lignina de madera y se
emite esencialmente a la atmoésfera durante la quema de biomasa. Su
envejecimiento en la fase acuosa troposférica conduce a la generacion
de los siguientes productos de transformacién con retencion de anillo,
también durante la noche: 4-nitroguaiacol, 6-nitroguaiacol y

dinitroguaiacol

llustracion 51. Arthrobacter nitroguajacolicus.
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Streptomyces novaecaesareae. Streptomyces es el género més grande
de Actinobacteria y el género tipo de la familia Streptomycetaceae. Mas
de 500 Se han descrito especies de bacterias Streptomyces. Al igual que
con las otras Actinobacterias, los estreptomicetos son Grampositivos, y
tienen genomas con alto contenido de GC. Se encuentra
predominantemente en el suelo y la vegetacion en descomposicion, la
mayoria Los estreptomicetos producen esporas. Bajo investigacion
(Madigan, M. 2005)

llustracion 52. Streptomyces novaecaesareae.

Bacillus megaterium. B. megaterium presenta esporas de gran tamafio
y se ubica dentro de las especies psicréfilas del género. Puede causar
perjuicio a animales y humanos. Sus esporas son frecuentes en el suelo
(Todar, 2005)

B. megaterium se considera un endoéfilo (vive como un endosimbio de
las plantas sin causar dafio) y es un agente potencial para el control de
enfermedades de las plantas. Se ha demostrado que ciertas cepas se
pueden usar para fijar nitrégeno (Vos, P.et al. 2009.)

B. megaterium ha sido una importante década de uso industrial durante
décadas. Produce la enzima amidasa de penicilina utilizada para
producir penicilina sintética, varias amilasas utilizadas en la industria
de panaderia y la deshidrogenasa de glucosa, enzima utilizada en las

pruebas de glucosa en sangre. Ademas, se utiliza para la produccién de
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piruvato vitamina B12 medicamentos con propiedades fungicidas y
antivirals, etc. (Variar, S. et al., 2007) Produce enzimas para modificar
los corticosteroides y varios aminoacidos deshidrogenasas.

Segun (Shimizu, K., Nakamura, H. & Ashiuchi, M 2007) B.
megaterium produce poli-y-acido glutdmico La acumulacion de
polimero aumenta considerablemente en ambientes salinos (2-10% de
NaCl), en los cuales el polimero estd formado en gran parte por L-
glutamato (el contenido del isdmero L es de hasta el 95%). Al menos
una cepa de B. megaterium puede considerarse halofilo ya que crece en
concentraciones de hasta un 15% de NaCl (Khan, JA. 2011.)

Iustracion 53. Bacillus megaterium.

Acinetobacter johnsonii. Segin Montafia S. 2016. Acinetobacter
johnsonii rara vez causa infecciones en humanos. Aunque la mayoria
de los aislamientos de A. johnsonii son susceptibles a casi todos los
antibidticos, recientemente se han descrito cepas que albergan una
variedad de lactamasas . Una cepa clinica de A. johnsonii recuperada
de un hospital en Buenos Aires produce PER-2 y OXA-58. En los
ultimos afios, el aumento de bacterias resistentes a los antibioticos ha
planteado una seria amenaza para la salud humana. Las recuperaciones
de especies no reconocidas previamente como una amenaza en el

entorno hospitalario han sido ampliamente reportadas (Chusri. S,
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2014). Los estudios de comparacién del genoma en acinetobacter
johnsonii revelaron 240 genes Unicos y una estrecha relacion con otras
cepas, aislada de la orina de un paciente en China. El analisis gendmico
mostré evidencia de eventos de transferencia genética horizontal
(HGT), se encontraron cuarenta y cinco secuencias de insercién y dos
profagos intactos. Estos resultados sugieren que A. johnsonii adquiere
activamente ADN exo6geno de otras especies bacterianas y se convierte
concomitantemente en un reservorio de genes de resistencia (Montafia
S. 2016).

Iustracion 54. Cinetobacter johnsonii

Bacillus zhangzhouensis Bacillus es un género de bacterias
grampositivas, con forma de bastoncillo (bacillus) y un miembro del
filo Firmicutes. Las especies de Bacillus pueden ser aerobios obligados
(que dependen del oxigeno) o anaerobios facultativos (que tienen la
capacidad de ser aerobicos o0 anaerobicos). (Kumar, D. et al 2014)

Bacillus zhangzhouensis Zhang zhou N.L. masc. Adj. zhangzhouensis

de Zhangzhou, una ciudad en Fujian, China, donde se aislo la cepa
(Yang, L. et al., 2016)
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llustracion 55. Bacillus zhangzhouensis

Pseudomonas congelans. Pseudomonas congelans tiene la capacidad
de degradar al 2, 4-D, Diclorofenoxiacetico es uno de los herbicidas
mas usados para controlar malezas de hoja ancha, el ingrediente activo,
sin embargo, tiene efectos crénicos sobre la salud humana y efectos
letales sobre el suelo. Se ha demostrado que existen microorganismos
que tienen la capacidad de degradar estos compuestos fenolicos, a la
que se le denomina biorremediacion, aun que anteriormente ya se
habian descrito otros géneros de bacterias con capacidad para degradar
este compuesto como Alcaligenes, Ralstonia, Delftia, Arthrobacter y
Burkholderia (Chaudhry, G. & Huang, G. 1988).

Fue en el género Pseudomonas dénde se caracterizo por primera vez la
via de degradacion del 2,4-D. (Evans, W. & Smith, B. 2001. Por ello es
que siempre existe la posibilidad de encontrar nuevas especies con la
capacidad de degradar el 2,4-D, siempre y cuando estas bacterias tengan

la capacidad de adquirir estos plasmidos.
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llustracion 56. Pseudomonas congelans.

Janibacter limosus. La especie tipo del género, Janibacter limosus, se
aislo originalmente de los lodos de una planta de tratamiento de aguas
residuales. Otras especies se han aislado de una muestra de aire, un
meldn, el intestino medio de mosquitos, el coral, los sedimentos

marinos y los sedimentos hidrotermales (Matin, K. 1999).

lustracién 57. Janibacter limosus.

Enterobacter aerogenes. Enterobacter es un género de bacterias
gramnegativas comunes, facultativamente anaerdbicas, con forma de
baston y que no forman esporas. La familia enterobacterias. Varias

cepas de estas bacterias son patdgenas y causan infecciones
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oportunistas en Hospedadores inmunocomprometidos (generalmente
hospitalizados). (Sanders, W.E. & Sanders C.C. 1997)

Las vias urinarias y respiratorias son los sitios mas comunes de
infeccion Enterobacter aerogenes es gramnegativo, oxidasa negativa,
catalasa positiva, citrato positivo, indol negativo, en forma de barra, la
bacteria tiene una longitud aproximada de 1 a 3 micrones, y es capaz de
moverse a través de peritrichous flagelos. E. aerogenes es una bacteria
nosocomial y patégena que causa infecciones oportunistas, incluida la
mayoria (Sanders, W.E. & Sanders C.C. 1997).

E. aerogenes se adquiere en unidades de cuidados intensivos de tres
formas diferentes: diseminacion paciente a paciente de una cepa
prevalente o relacionada con la epidemiologia, adquisicién de novo de
una cepa de la propia flora de los pacientes y adquisicion de una cepa
no endémica seguido de una transmision ocasional de paciente a
paciente. (Davin, A. et al., 2018)

llustracién 58. Enterobacter aerogenes.

Rahnella aquatilis. Rahnella aquatilis es una bacteria gramnegativa en
forma de bastoncillo relativamente rara que se ha encontrado en agua
dulce, suelo, en el agua fresca, en reservorios de agua, en el suelo y en
caracoles; en los humanos es patdgena y puede causar infeccion renal y
respiratoria (Tash, 2005).
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llustracion 59. Rahnella aquatilis.

Staphylococcus saprophyticus. Staphylococcus es un género de
bacterias Gram positivas. Bajo el microscopio, aparecen redondos
(cocos), y se forman en racimos en forma de uva. El género
Staphylococcus incluye al menos 40 especies.

La mayoria son inofensivos y residen normalmente en en la piel y las
membranas mucosas de los seres humanos y otros organismos.
Staphylococcus saprophyticus es un coco grampositivo que pertenece
al género Staphylococcus coagulasa negativo. S. saprophyticus es una
causa comun de infecciones urinarias adquiridas en la comunidad.
Staphylcoccus saprophyticus no es. Se encuentra naturalmente en
humanos sanos. Infecta a los humanos a través de las relaciones
sexuales o por contacto con animales. S. Saprophyticus coloniza en el
tracto urinario de mujeres jovenes y hombres de todas las edades
(Archer, G. 2000).
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Iustracion 60. Staphylococcus saprophyticus

Stenotrophomonas maltophilia. Es un bacilo gramnegativo no
fermentador con una importancia creciente como agente nosocomial,
originalmente descrito como un microorganismo colonizador de
limitado poder patogenico, en los ultimos afos se esta describiendo
como un verdadero patégeno asociado a una significativa
morbimortalidad (Senol, E. 2004) Es un bacilo de distribucion
universal que se ha aislado en el suelo, el agua, los vegetales y los
animales, asi como en diferentes ambientes hospitalarios (agua de
grifos, humidificadores, jabones y desinfectantes, catéteres, etc.),
incluidas las manos del personal sanitario. Tan extendida distribucion
ambiental estaria en relacién con la amplia diversidad genética que
presentan los aislados clinicos, incluso en las cepas detectadas en un
mismo centro durante un periodo concreto (Valdezate, S. 2004).

No son bien conocidos los mecanismos de virulencia de S. maltophilia,
aunque recientemente se ha relacionado su patogenicidad con la
expresion de determinados factores (hemolisina, elastasa y disminucion
de la estimulacién de neutrofilos), de forma similar a como ocurre en
otros bacilos no fermentadores (Apisarnthanarak, A. et al., 2003).
Tampoco se conoce a fondo su modo de adquisicion, si bien se asume

que la hospitalizacion prolongada y la antibioterapia de amplio espectro
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actuarian seleccionando al microorganismo en las vias respiratorias o
en el tracto gastrointestinal, pasando mas tarde a colonizar otras
localizaciones o producir diversas infecciones en pacientes
especialmente predispuestos; de ahi su consideracion como patégeno
oportunista de &mbito nosocomial (Valdezate, S. 2004). Las tasas de
aislamiento de S. maltophilia en hospitales se han ido incrementando
en los ultimos afios, tanto como colonizador, como agente causante de
infeccion, en especial en aquellos pacientes en los que concurren varios

de los factores de riesgo antes mencionados (Valdezate, S. 2004).

Ilustracion 61. Stenotrophomonas maltophilia.

Pseudomonas baetica. Pseudomonas es un género de
gammaproteobacterias aerobias gramnegativas, pertenecientes a la
familia Pseudomonadaceae Contiene 191 especies validamente
descritas. Los miembros del género demuestran una gran diversidad
metabolica, y en consecuencia son capaces de colonizar una amplia
gama de nichos (Cornelis, P. 2008).

Estudios realizados por (L6pez, J. et al., 2013) Pseudomonas baetica es
un patdgeno bacteriano descrito recientemente en acedia
(Dicologoglossa cuneata), al determinar su capacidad para producir
mortalidad en otras especies de peces marinos cultivados (dorada,

lubina, lenguado y corvina), asi como desarrollar un protocolo de PCR
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para diagnostico, P. baetica mostrd ser patdgena para todas las especies
utilizadas, si bien se observaron diferencias en funcién de la especie
(acedia y lenguado fueron las mas susceptibles, la dorada la mas
resistente) y la temperatura del ensayo (la mortalidad fue mayor a 14 °C
que a 20 °C). Ademas, se ha demostrado que P. baetica es capaz de
causar mortalidad por inmersion. Por ultimo, se ha desarrollado un
protocolo de PCR con cebadores disefiados en el gen gyrB que permite

el diagndstico rapido de esta especie.

lustracion 62. Pseudomonas baetica.

Pantoea agglomerans. Pantoea es un género de bacterias
gramnegativas de la familia Enterobacteriaceae, recientemente
separadas de la Género enterobacter. Este género incluye al menos 20
especies. Pantoea agglomerans es una bacteria gramnegativa que
pertenece a la familia Enterobacteriaceae. P. agglomerans puede Se
encuentran en todo el entorno de una abeja. Se ha informado
ocasionalmente que Pantoea agglomerans es una oportunidad
Patdgeno en pacientes inmunocomprometidos, causando infecciones en
heridas, sangre y tracto urinario. Las infecciones son tipicamente Se
adquiere a partir de partes de vegetacion infectadas que penetran en la
piel. Los liquidos o productos sanguineos intravenosos contaminados

son solo raramente el agente causal. La infeccion del torrente sanguineo
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puede provocar una enfermedad diseminada y una infeccion de 6rganos
terminales Wang, S. et al., 2012.

la bacteria de aparicion espontanea rara vez ha sido informo,
especialmente para los nifios, y el papel de P. agglomerans como

patdgeno en otras circunstancias no esta claro (Cruz, A. 2007).

llustracién 63. Pantoea agglomerans.

Este estudio se ha llevado a cabo mediante el uso de las herramientas
de asilamiento bacteriano conocida como medios de cultivo, para
determinar la diversidad de bacterias en suelo degradado y suelo de alta
fertilidad natural e en el cultivo de quinua. Obteniéndose resultados con
diferencias y similitudes de presencia de micoorganismos. El resultado
de esta investigacion concuerda con los que obtuvieron (Shannon et al.,
2002), los mismos que encontraron que las diferencias en las
comunidades microbianas en suelos con tendencias organicas y
convencionales, fueron leves y que en muchos de los parametros fisicos
analizados no se encontraron diferencias significativas. Otros
investigadores también han reportado, que el manejo organico
influencio fuertemente en la actividad de las enzimas del suelo, pero no
ejercié un efecto importante en las comunidades microbianas (Bowles
etal., 2014).

Ademas, otro estudio ha reportado que la biodiversidad en porcentaje
de cobertura para sistemas de manejo organicos y sistemas de manejo

convencional fueron 65,1% y 65,8%, respectivamente, dando que la
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riqueza de especies y el indice de dominancia observadas en organico
y convencional no fueron significativamente diferentes (Pershina et al.,
2015).

Por otro lado, también se han reportado diferencias significativas dentro
de las comunidades microbianas del suelo, cuando éste se somete a
distintos tipos de manejo. Por ejemplo, (Hartmann et al., 2014) afirman
que en la agricultura organica aumento la riqueza de la microbiota del
suelo en comparacion con los suelos manejados convencionalmente
bajo fertilizacion exclusivamente mineral. De manera similar,
Reganold et al., (2010) mencionan que, en los suelos de cultivos de
fresa bajo manejo organico, la diversidad genética también fue
significativamente mayor a los suelos bajo manejo convencional. En el
presente estudio no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre las comunidades microbianas evaluadas,
posiblemente se le puede atribuir a la ausencia de laboreo en los suelos
bajo los dos sistemas de manejo estudiados. En efecto, cuando la
labranza es minima, los residuos vegetales quedan en la superficie del
suelo, lo que favorece la proliferacion de hongos en los primeros
milimetros del suelo (Lee y Pankhurst 1992). Adicionalmente, algunos
autores mencionan gue lo que mas afecta a la poblacién microbiana del
suelo, tanto en su cantidad como en su actividad y en sus relaciones
poblacionales es el cambio de la cobertura vegetal nativa por una
cobertura de cultivos o de pastos (Jaramillo 2002). Se presume que los
sistemas de manejo organico y convencional no influenciaron
totalmente sobre la composicion y diversidad de las comunidades
microbianas de bacterias y hongos de los suelos en estudio.

No obstante, aunque no exista diferencias en la presencia de
microorganismos aislados del suelo rizosférico y no rizosférico de suelo
fertil y degradado en la diversidad de bacterias en cultivos de Quinua,
no se afirma que las dos comunidades microbianas sean exactamente

idénticas en diversidad, ya que en este estudio no se ha analizado a nivel
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de UTO (unidades taxonOmicas operacionales). Es decir, puede
aparentar que el cultivo orgéanico y convencional tengan la misma
diversidad, pero no se sabe que tipos de microorganismos estén
presentes en esos suelos, pudiendo ser microorganismos patogenos,
benéficos, antagonistas, oportunistas, etc.

Los resultados conseguidos de los andlisis fisico quimicos, también
muestran la ausencia de diferencias significativas entre los sistemas de
manejo del suelo fertil y degradado. En relacion con esto, (Shannon et
al., 2002) también reportan que no existen diferencias significativas en
estas propiedades en comparacion a los dos sistemas de manejo. Sin
embargo, (Van Diepeningen et al.,2006), mencionan que el tipo de
suelo influyd en los niveles de pH, y carbono organico, numero de
bacterias oligotréficas y de diferentes grupos de nematodos, asi como
en diferentes indices de diversidad.
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CONCLUSION

En la presente investigacion se logro aislar 83 diversidades bacterianas
de ambos suelos pertenecientes a la fila Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria vy
Bacilli.

Se identifico 17 diversidades bacterianas del suelo rizosférico fértil.
Se identifico 26 diversidades bacterianas del suelo no rizosférico fértil.
Se identifico 22 diversidades bacterianas del suelo rizosférico
degradado.

Se identifico 17 diversidades bacterianas del suelo no rizosférico
degradado.

Se identificaron agrupaciones mas especificas a nivel de especie de las
cuales la bacteria de mayor poblacion fue Athrobacter
nitroguajacolicus que tiene la capacidad de pesticidas del suelo. Esta
investigacion constituye un aporte parcial al conocimiento de la
diversidad bacteriana existentes en el suelo rizosférico y no rizosfercio

del cultivo de quinua.
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RECOMENDACIONES

+ Se recomienda extender la investigacion a nivel de investigacion aplicada.
Ademas, se recomienda seleccionar sitios de cultivos con un manejo mayor
de 5 afios, ya sea organico y convencional, de preferencia con certificaciones
de manejo.

+ Evaluar los cambios en la estructura y diversidad de bacterias y hongos
funcionales, mediante la seleccion de diferentes marcadores moleculares y
disefio experimentales que permitan responder preguntas puntuales con
relacion a estrategias de manejo asociadas a planes de fertilizacion o
aplicacion de pesticidas y herbicidas, entre otros. De esta manera se podra
obtener informacion mas concluyente, que permitird relacionar las
comunidades de bacterias y hongos con la funcién ecoldgica y variables

especificas de manejo agricola, en cultivos de quinua comercial.
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APENDICE

Anexo 1. Porcentaje de identidad de la divesidad bacteriana de suelo rizdsferico fértil.

Tema puntuacion Indentidades

PCT

ESPECIE AC Longitud | Comienzo Fin Poco Valor E Partido Total (%)

Bacillus atrophaeus NR_024689.1 1515 il 1486 2732 0 1484 1486 99.87
Bacillus atrophaeus NR_024689.1 1515 1 1486 2726 0 1483 1486 99.80
Bacillus atrophaeus NR_024689.1 1515 1 1486 2726 0 1483 1486 99.80
Agrobacterium tumefaciens NR_115516.1 1472 12 1429 2553 0 1407 1419 99.15
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 4 1462 2678 0 1458 1461 99.79
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 6 1467 2682 0 1459 1462 99.79
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 6 1460 2687 0 1455 1455 100.00
Agrobacterium fabrum NR_074266.1 1480 17 1444 2580 0 1418 1428 99.30
Enterobacter cloacae CP017184.1 4748414 243429 244851 2562 0 1411 1423 99.16
[Curtobacterium] plantarum NR_104943.1 1440 8 1430 2590 0 1417 1424 99.51
Agrobacterium tumefaciens NR_115516.1 1472 12 1424 2599 0 1411 1413 99.86
Stenotrophomonas tumulicola LC066089.1 1472 1 1472 2628 0 1456 1472 98.91
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Paenibacillus peoriae NR_117743.1 1541 5 1496 2671 0 1480 1496 98.93
Stenotrophomonas maltophilia NR_041577.1 1538 11 1501 2647 0 1472 1491 98.73
Stenotrophomonas maltophilia NR_041577.1 1538 17 1491 2636 0 1459 1475 98.92
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 5 1466 2682 0 1459 1462 99.79
Stenotrophomonas maltophilia NR_041577.1 1538 11 1501 2645 0 1472 1491 98.73
Anexo 2. Porcentaje de identidad de la divesidad bacteriana de suelo no rizésferico fértil.
Tema puntuacion Indentidades
ESPECIE AC Longitud | Comienzo Fin Poco |ValorE| Partido | Total | PCT(%)
Arthrobacter nitroguajacolicus | NR_027199.1 1488 il 1456 2682 0 1455 1456 99.93
Bacillus atrophaeus NR_024689.1 1515 it 1486 2726 0 1483 1486 99.80
Erwinia rhapontici NR_041976.1 1497 4 1485 2675 0 1471 1482 99.26
Rahnella aquatilis CP003244.1 | 4861101 411603 413083 2695 0 1474 1481 99.53
Rahnella aquatilis CP003244.1 | 4861101 | 4814692 | 4813223 2643 0 1457 1470 99.12
Serratia grimesii NR_025340.1 1495 2 1478 2704 0 1473 1477 99.73
Rhodococcus jialingiae NR_115708.1 1489 13 1472 2684 0 1458 1460 99.86
Rhodococcus jialingiae NR_115708.1 1489 13 1461 2676 0 1449 1449 100.00
Acinetobacter johnsonii NR_117624.1 1530 13 1489 2699 0 1472 1477 99.66
Bacillus zhangzhouensis JX680133.1 1513 15 1505 2728 0 1487 1491 99.73
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Plantibacter flavus AJ310417.1 1511 i1 1470 2680 0 1454 1455 99.93
Janibacter limosus NR_026362.1 1473 il 1459 2660 0 1453 1459 99.59
Rhodococcus jialingiae NR_115708.1 1489 13 1470 2686 0 1457 1458 99.93
Paenibacillus amylolyticus NR_025882.1 1508 22 1493 2682 0 1464 1472 99.46
Paenibacillus chibensis NR_040885.1 1505 1 1488 2425 0 1428 1490 95.84
Janibacter limosus NR_026362.1 1473 1 1459 2660 0 1453 1459 99.59
Arthrobacter oxydans NR_026236.1 1486 6 1466 2667 0 1456 1461 99.66
Pseudomonas moraviensis NR_043314.1 1524 14 1482 2673 0 1463 1470 99.52
Arthrobacter nitroguajacolicus | NR_027199.1 1488 5 1467 2689 0 1461 1463 99.86
Phyllobacterium ifrigiyense NR_043192.1 1401 1 1401 2588 0 1401 1401 100.00
Arthrobacter nitroguajacolicus | NR_027199.1 1488 14 1467 2673 0 1452 1454 99.86
Arthrobacter globiformis NR_026187.1 1464 7 1463 2675 0 1454 1457 99.79
Pseudomonas kilonensis NR_028929.1 1528 13 1489 2676 0 1468 1477 99.39
Bacillus altitudinis NR_042337.1 1506 23 1500 2723 0 1477 1478 99.93
Variovorax boronicumulans NR_114214.1 1460 1 1460 2691 0 1460 1461 99.93
Variovorax boronicumulans NR_114214.1 1460 1 1460 2697 0 1460 1460 100.00
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Anexo 3 Porcentaje de identidad de la divesidad bacteriana de suelo rizésferico degradado.

Tema puntuacion Indentidades
Valor

ESPECIE AC Longitud | Comienzo Fin Poco E Partido | Total |PCT(%)
Enterobacter aerogenes KP764198.1 1462 1 1462 2678 0 1458 1462 99.73
Tsukamurella pseudospumae NR_042800.1 1510 14 1463 2645 0 1444 1450 99.59
Rhodococcus corynebacterioides | NR_119107.1 1477 11 1453 2634 0 1437 1443 99.58
Arthrobacter globiformis NR_026187.1 1464 5 1464 2641 0 1452 1462 99.32
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 5 1467 2686 0 1461 1464 99.80
Streptomyces canus NR_043347.1 1494 8 1471 2686 0 1461 1464 99.80
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 1 1460 2689 0 1459 1460 99.93
Curtobacterium flaccumfaciens NR_025467.1 1477 1 1458 2680 0 1456 1458 99.86
Ewingella americana NR_104925.1 1534 15 1491 2615 0 1463 1484 98.58
Pseudomonas putida AP013070.1 | 6156701 169491 170969 2689 0 1476 1484 99.46
Pseudomonas extremaustralis LT629689.1 | 6674429 2650632 | 2649163 | 2704 0 1468 1470 99.86
Plantibacter flavus AJ310417.1 1511 11 1476 2684 0 1463 1467 99.73
Pantoea agglomerans NR_114735.1 1512 1 1474 2630 0 1457 1475 98.78
Staphylococcus succinus NR_028667.1 1548 21 1507 2730 0 1485 1488 99.80
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Bacillus siamensis KY643639.1 1492 5 1487 2734 0 1482 1483 99.93
Pseudomonas putida AP013070.1 | 6156701 169490 | 170959 | 2665 0 1461 1470 99.39
Pseudomonas kilonensis NR_028929.1 1528 15 1483 2680 0 1464 1470 99.59
Pseudomonas kilonensis NR_028929.1 1528 8 1481 2689 0 1468 1474 99.59
Pseudomonas kilonensis NR_028929.1 1528 13 1485 2682 0 1467 1474 99.53
Agrobacterium tumefaciens NR_115516.1 1472 18 1424 2538 0 1396 1407 99.22
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 5 1458 2680 0 1453 1454 99.93
Pseudomonas gessardii NR_024928.1 1516 10 1477 2627 0 1455 1471 98.91
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Anexo 4. Porcentaje de identidad de la divesidad bacteriana de suelo no rizésferico degradado.

Tema puntuacion Indentidades

Valor PCT

ESPECIE AC Longitud | Comienzo Fin Poco E Partido | Total (%)
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 11 1458 2675 0 1448 1448 | 100.00
Streptomyces novaecaesareae NR_041124.1 1478 1 1462 2665 0 1456 1462 99.59
Bacillus megaterium CP009920.1 5343114 1758575 | 1757087 2737 0 1487 1489 99.87
Acinetobacter johnsonii NR_117624.1 1530 15 1494 2704 0 1475 1480 99.66
Bacillus zhangzhouensis JX680133.1 1513 5 1497 2734 0 1490 1494 99.73
Pseudomonas congelans AJ492828.1 1531 17 1484 2667 0 1460 1468 99.46
Janibacter limosus NR_026362.1 1473 1 1452 2660 0 1448 1452 99.72
Enterobacter aerogenes KP764198.1 1462 1 1462 2662 0 1455 1462 99.52
Rahnella aquatilis CP003244.1 4861101 4814692 | 4813223 2687 0 1465 1470 99.66
Enterobacter aerogenes KP764198.1 1462 1 1462 2673 0 1457 1462 99.66
Rahnella aquatilis CP003244.1 4861101 4814690 | 4813208 | 2691 0 1475 1483 99.46
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 1 1467 2684 0 1463 1467 99.73
Staphylococcus saprophyticus AP008934.1 2516575 2306182 | 2304697 2745 0 1486 1486 100.00
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Stenotrophomonas maltophilia | NR_041577.1 1538 17 1501 2634 0 1466 1485 98.72
Pseudomonas baetica NR_116899.1 1496 1 1455 2663 0 1451 1455 99.73
Pantoea agglomerans NR_114735.1 1512 1 1475 2647 0 1460 1475 98.98
Arthrobacter nitroguajacolicus NR_027199.1 1488 5 1467 2684 0 1460 1463 99.79
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