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RESUMEN

En el presente trabajo se clasificaron cuarenta y cuatro bacterias, las cuales fueron
separadas en 3 grupos de interés segun sus posibles usos en procesos de biotecnologia
vegetal. En el estudio fenotipico realizado de las cepas se obtuvieron datos de sus
caracteristicas macroscopicas, microscopicas y fisiologicas. Mediante observacion
directa de la colonia, tinciones, pruebas de resistencia a diferentes condiciones del
medio y pruebas de uso de diferentes fuentes de carbono. En el estudio molecular las
caracteristicas se obtuvieron mediante la reaccion BOX PCR de todas las cepas. Tanto
las caracteristicas fenotipicas como moleculares se analizaron mediante el coeficiente
de Simple Similaridad (SSM) y el algoritmo UPGMA. Los grupos especie formados
en este analisis ayudaron a seleccionar las cepas que se identificaron mediante el
secuenciamiento del gen ADNr 16S. Para obtener la especie a la que pertenecia cada
cepa se realiz6 el andlisis filogenético en el programa PHYDIT, mediante el
coeficiente de Jukes-Cantor y el algoritmo Neighbour joining para la obtencién del
arbol filogenético. A partir del cual se obtuvo un total de 16 especies diferentes, donde
las pertenecientes al género Bacillus fueron las dominantes con un total de 11 especies.
También se obtuvieron dos especies de Enterobacter y tan sélo una especie de
Rhizobium, Pseudomonas y Lysinibacillus. Cabe recalcar que estas especies se
encuentran distribuidas en los 3 grupos de interés demostrando la diversidad existente

en la coleccion de bacterias utilizadas en el estudio.

Palabras claves: Bacterias, estudio fenotipico, estudio molecular, 16S, filogenia.
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ABSTRACT

Forty-four bacteria were classified, which were separated into 3 groups of interest
according to their possible uses in plant biotechnology processes. In the phenotypic
study of the strains, data were obtained from their macroscopic, microscopic and
physiological characteristics. By direct observation of the colony, stains, tests of
resistance to different conditions of the medium and tests of use of different sources
of carbon. In the molecular study the characteristics were obtained by the BOX PCR
reaction of all the strains. Both, phenotypic and molecular characteristics were
analyzed using the coefficient of Simple similarity (SSM) and the UPGMA algorithm.
The species groups formed in this analysis helped to select the strains that were
identified by sequencing the 16s rDNA gene. To obtain the species that belonged each
strain was carried out the phylogenetic analysis in the program PHYDIT, using the
coefficient of Jukes-Cantor and Neighbour joining algorithm to obtain the
phylogenetic tree. From which a total of 16 different species were obtained, where
those belonging to the genus Bacillus were the dominant ones with a total of 11
species. Two species of Enterobacter were also obtained and only one species of
Rhizobium, Pseudomonas and Lysinibacillus. It should be emphasized that these
species are distributed in the 3 groups of interest demonstrating the diversity existing

in the collection of bacteria used in this study.

Keywords: Bacteria, phenotypic study, molecular study, 16S, phylogeny
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos
1.1.1. Generalidades

El término Biotecnologia aparecio en el afio 1919. Fue acufiado por el agronomo Karl
Ereky, quién lo definié como “la ciencia de los métodos que permiten la obtencion de
productos a partir de materia prima, mediante la intervencién de organismos vivos”
(Thomson, 2010). En la actualidad la biotecnologia se considera la aplicacion que
combina la ciencia y la ingenieria en el uso de organismos vivos, con 0 sin
modificaciones, para la obtencion de productos de utilidad para los humanos. De todos
los seres vivos, los organismos mas utilizados en biotecnologia son los microbios,

principalmente bacterias, hongos y actinomicetes (Guzman, 2016).

Las bacterias son células procariotes con un tamafio que oscila entre 1 - 10um de
longitud y 0.5 - 2 um de ancho. Estos organismos no tienen nucleo verdadero ni
organelos membranosos internos, como mitocondrias o reticulo endoplasmatico
(Montoya, 2008). El principal polisacéarido de la pared celular es el peptidoglicano, a
diferencia de la pared celular de las arqueas, que no contienen esta molécula, o de los
eucariotes, en los que la celulosa, glucanos y quitina son los polisacaridos mas

frecuentes en la pared (Logan, 2009).

Morfol6gicamente, pueden presentar forma cocoide o bacilar, no obstante también es
posible encontrar espiroguetas y bacterias formadoras de hifas. La motilidad ocurre
debido a la presencia de flagelos que permiten que celulas y esporas puedan
desplazarse en medios liquidos (Rogers, 2011). La  diversidad de estos
microrganismos no es solamente en forma sino que también cuentan con un
metabolismo muy variad. Esto los hace sumamente importantes en investigaciones
para el mejoramiento de procesos y para la obtencion de nuevos productos

biotecnolégicos (Oren, 2010).



Ademas, en los ultimos cinco afios, el aislamiento y estudio de microorganismos, en
especial de las bacterias ha aumentado, permitiendo su utilizacion en procesos
biotecnologicos asociados al area agro-alimentaria y de biorremediacién (Guaman-
Burneo et al., 2015). Debido a que su uso va desde procesos intermedios para la
obtencién de productos hasta su aplicacién in situ para la solucion de problemas
especificos (Rosenberg, 2013). Por ejemplo la utilizacion de microorganismos en los
procesos de biorremediacion y control de plagas, los cuales requieren que estos sean
introducidos en el medio ambiente en donde se desea que trabajen. Po otra parte, se
puede utilizar s6lo las sustancias producidas por las bacterias, que gracias a sus
caracteristicas pueden ser empleadas como antibidticos, biofertilizantes o

biopolimeros (Anné, Economou, & Bernaerts, 2016).

La mayoria de principios activos con interés biotecnoldgico se generan a partir de un
metabolismo secundario, que aparece cuando la célula se encuentra en condiciones de
estrés. Este metabolismo favorece la produccion de carbohidratos, lipidos, proteinas
0 vitaminas con potencial biotecnolégico (Pinu et al., 2018). Muchas veces el estrés
celular se produce por la disminucion de nutrientes en el medio o porque el cultivo ha
alcanzado su fase de latencia (Rosenberg, 2013). Para obtener el compuesto deseado
es necesario conocer con exactitud la curva de crecimiento del microorganismoy, la
fase en la que se produce el metabolito. (Guzman, 2016). Ademas de la curva de
crecimiento un estudio fenotipico de bacterias ayuda a identificar caracteristicas
importantes en el proceso de obtencién de un nuevo producto biotecnoldgico. Por
ejemplo las condiciones de crecimiento como pH o salinidad y, los compuestos que
pueden utilizar como fuente de energia (Bou, Fernandez-Olmos, Garcia, Sdez-Nieto,
& Valdezate, 2011).

Desde otra perspectiva la identificacion de microorganismos por medio de
herramientas de biologia molecular, ha hecho que el tiempo y trabajo de obtencion de
nuevos productos biotecnoldgicos no sea tan extenso (Nagarajan, Loh, & Swarup,
2013). La mayoria de taxonomos bacterianos opta por el secuenciamiento del gen del
ARNTr 16S para identificar la especie y asi definir de una forma mas simple el estudio
de la posible utilidad para los metabolitos producidos por el microrganismo, acortando
tiempos de investigacion y de esa manera ahorrando dinero (Simpson, 2005). El
avance hacia técnicas de secuenciamiento mas eficientes y de bajo costo (Nagarajan
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et al., 2013) ha permitido el secuenciamiento completo de genomas microbianos,
desarrollando rapidamente el campo de la gendmica con el objetivo de encontrar vias
metabdlicas completas para la sintesis de compuestos bioactivos de interés comercial
(Thompson et al., 2013).

En el presente trabajo se usaran herramientas de biologia molecular como la base para
la identificacién de microorganismos a nivel de especie. Esta se realizard usando la
herramienta de secuenciamiento del gen del ADNr 16S. Con el conocimiento de las
especies se podra establecer la diversidad existente dentro del grupo de bacterias
estudiado. Ademas las herramientas de biologia molecular podrian ayudar a disminuir
el tiempo de estudio de las bacterias y asi acortar el tiempo que lleva la obtencion de
un posible producto biotecnoldgico. Estudios como estos se deben realizar de una
forma mas continua en Ecuador por ser considerado una de las regiones mas
biodiversas del mundo, con el fin de eliminar en cierto porcentaje la dependencia
biotecnologia que Ecuador presenta con paises de América del Norte o de la Union

Europea.

1.1.2. Principales grupo de bacterias con utilidad biotecnologia
1.1.2.1. Control de enfermedades

El crecimiento desmedido de la poblacién y el uso indiscriminado de medicamentos,
como los antibidticos, en el control de enfermedades ha hecho que la mayoria de
patégenos adquieran un mecanismo de resistencia (Kaplan, 2004). Esta capacidad
adquirida por ciertos microrganismos ha provocado que la biotecnologia microbiana
conjuntamente con la farmacologia centren sus esfuerzos en la busqueda de nuevos
antibioticos, ya sea a partir de bacterias aisladas de suelos u obtenidas de tejidos
vegetales (Ambrose, Varghese, & Subhash J, 2013).

La capacidad de los microorganismos endéfitos para generar en las plantas resistencia
a los patogenos, mediante la produccion de metabolitos secundarios, hace que sean
candidatos idoneos para la produccién de nuevos compuestos bioactivos con
caracteristicas antimicrobianas. El potencial biotecnol6gico de este tipo de
microorganismos se demuestra con la obtencion de antibiéticos como las ecomicinas,

que se obtienen de Pseudomonas viridiflava, bacteria aislada de la planta Lactuca



sativa (lechuga). La ecomicina es efectiva para inhibir el crecimiento de patdgenos
humanos como Candida albicans y Cryptococcus neoformans. Mas, este antibidtico
no es el Unico que se ha obtenido de microorganismo endofitos, asi las pseudomicinas
se obtienen de un endofito conocido como Pseudomonas syringae, aislada de
Nicotiana benthamiana, con actividad antifungica (Ambrose et al., 2013).

Los microorganismos enddfitos no son la Gnica fuente de nuevos compuestos
bioactivos, las bacterias aisladas de suelos también tienen esta capacidad de producir
metabolitos secundarios con efectos antimicrobianos. Por ejemplo los antibi6ticos
que se obtienen a partir de cepas de Bacillus, con accion inhibitoria para patdgenos de
humanos, animales o plantas (Amin, Rakhisi, & Zarei, 2015). Asi para el control de
enfermedades en plantas el microorganismo mas usado es Bacillus subtilis, que
ademas de inhibir la infeccion fangica induce resistencia ante los neméatodos que dafian
la raiz (Adam, Heuer, & Hallmann, 2014).

1.1.2.2. Control de plagas

Las plagas son un problema comun en la produccion agricola. Su control implica el
uso de un gran numero de compuestos quimicos, los cuales afectan a la biodiversidad
del medio ambiente (Bourguet & Guillemaud, 2016). Por esta razon el uso de
compuestos bioldgicos hace que el control sea en muchos casos mas efectivo, ya que
los microrganismos se aislan de habitats con condiciones similares a las que se

desarrollan los insectos (Hidalgo, 2001).

Los insectos que mas dafio causan en los cultivos son los escarabeidos en especial
Pgyllophaga spp el cual ataca a las raices de las gramineas en la etapa larvaria 'y, a las
flores u hojas en su etapa adulta. Para evitar la proliferacion de este escarabajo se han
encontrado varios géneros de bacterias patdégenas como Bacillus, Micrococcus y
Serratia. (Hidalgo, 2001). Sin embargo, el control de plagas no se hace de una forma
focalizada para cada tipo de insecto, ya que existen bacterias usadas para el control de
insectos en general, como B. thuringiens. Un microrganismo que produce mas de 200
tipos de toxinas en forma de inclusiones cristalinas en el citoplasma, que provocan
una lisis celular en el intestino de los insectos (Ibarra et al., 2006). Tambien se

encuentra Lysinibacillus sphaericus que produce una toxina similar a la de B.



thuringiens, no obstante se usa especificamente para el control de mosquitos (Ruiu &
Luca, 2015).

1.1.2.3. Fijacion de nitrogeno

El nitr6geno es uno de los elementos més abundantes en la atmosfera, sin embargo,
los animales, las plantas o los seres humanos no pueden tomarlo directamente del
medio ambiente. Por esta razon el nitrdgeno necesita pasar por un proceso de fijacion,
que se realiza en mayor parte por microrganismos de vida libre o que viven en

simbiosis con las plantas. (Flores, Gonzélez, Aguilar, & Rodriguez, 2014).

La fijacion en simbiosis se realiza principalmente por dos grandes grupos de bacterias,
Rhizobium que se asocia especificamente con plantas que pertenecen a la familia de
las leguminosas y, Frankia. Esta Gltima cuenta con un proceso de simbiosis menos
selectivo lo que la hace idonea para varios tipos de cultivos (Hirsch, 2002). Sin
embargo, estudios posteriores han demostrado que la bacteria fijadora de nitrogeno en

simbiosis mas importante es Rhizobium. (Sivasakthi, Usharani, & Saranraj, 2014).

Desde otra perspectiva, existen bacterias de vida libre que realizan este proceso de
fijacion de nitrogeno y, aunque el rendimiento del proceso sea menor con relacion a
las bacterias simbidticas estos microrganismos son usados en muchos casos como
biofertilizantes no especificos. En la industria agricola el microorganismo méas usado
es Azotobacter, porque aumenta la concentracidn de nitrégeno en la rizosfera del suelo
y estimula la produccion de acido indol-acético (IAA) en la planta (Flores et al.,
2014).

1.1.2.4. Biorremediacion

El aumento en la concentracion de los contaminantes en el agua, aire y suelo, es un
problema creciente a nivel global. Los métodos que se usan actualmente para el control
de dicha contaminacion no logran eliminar en su totalidad el compuesto dafiino y, en
muchos casos se obtienen residuos mas peligrosos (Whitacre, 2015). La utilizacion
de compuestos toxicos por ciertos microrganismos hace que sean una opcion viable
para la eliminacion de la mayoria de contaminantes, como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP’s) o los metales pesados (S.-H. Liu et al., 2017). Los

HAP’s son compuestos quimicos de alto riesgo que se desprenden de procesos de
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combustion incompleta 0 mineria con caracteristicas teratogénicas, carcinégenas y
mutanogenas. ElI uso de Arthobacter antes de eliminar estos compuestos ayuda a
degradarlos hasta en un 75% (S.-H. Liu et al., 2017).

Desde otra perspectiva, es importante controlar también la emanaciéon de metales
pesados como el selenio (Se), que se desprende de procesos de combustion de carbon
y se acumula en la atmésfera. Para controlar la emanacién de este compuesto se usa
Pseudomonas sp inmovilizada en una membrana ubicada en la chimenea de salida.
Estas bacterias se encargan de eliminar el Se hasta en un 80% (Nancharaiah & Lens,
2015). También el Azufre (S) es un contaminante atmosférico grave, ya que en grandes
cantidades provoca lluvia &cida. Se elimina de procesos de mineria y de curtiembres,
donde se utilizan bacterias del género Desulfobacterium Desulfotomaculum o
Desulfoviobrio que transforman el azufre a sulfatos o sulfitos que se tratan y eliminan

posteriormente (Pokorna & Jana, 2015).

1.1.3. Taxonomia microbiana

La taxonomia es una ciencia creada por los bidlogos para distinguir a los diferentes
organismos existentes en el planeta, desde organismos superiores hasta
microorganismos. Se refiere a la clasificacion y organizacidn de estos basandose en la
afinidad natural (Montoya, 1997).

La taxonomia microbiana se ha basado por mucho tiempo en los sistemas jerarquicos
que utiliz6é Linneo para desarrollar su nomenclatura. Existen siete niveles jerarquicos
para la taxonomia microbiana, en donde el nivel mas alto es el reino y, los mas bajos
son género y especie (Caumette, Brochier-Armanet, & Normand, 2015). Segln la
nomenclatura descrita por Linneo el género debe escribirse con la primera letra en
mayuscula, seguido por la especie escrita totalmente en minuscula y, ambas deben
estar en letra cursiva (Kotyk, 1999).

Para llegar a esta descripcion de género o especie de un microrganismo es necesario
realizar un estudio de las caracteristicas metabdlicas, fenotipicas y moleculares que
posee (Caumette et al., 2015). Sin embargo, las nuevas técnicas moleculares y el
desarrollo de la gendmica revolucionaron la taxonomia microbiana, disminuyendo el

tiempo necesario para la identificacion de microrganismos mediante el uso de



herramientas como el secuenciamiento completo del genomay, el secuenciamiento del
ADNr 16S (Thompson et al., 2015).

1.1.3.1. Taxonomia fenética

La taxonomia fenética se encarga del estudio de las caracteristicas morfoldgicas y
fisioldgicas de los microorganismos. Las pruebas mas comunes en este tipo de estudio
son sobre las condiciones de crecimiento como pH, salinidad, temperatura y uso de
una fuente Unica de carbono o nitrégeno. En muchos casos también se estudian
caracteristicas como produccion de catalasa o produccién de compuestos con
capacidad antimicrobiana (Austin, 2011). Los resultados de estas pruebas se analizan

usando métodos numeéricos aplicados a taxonomia (Sneath, 2001).

La taxonomia numérica fue desarrollada a finales de los afios 50, con el fin de
disminuir el problema del manejo de datos obtenidos en diferentes pruebas,
especialmente en bacteriologia, ya que se obtienen varias tablas de diferentes tipos de
caracteristicas (Sneath, 2001). Estas técnicas numéricas son un sistema util para la
clasificacion de organismos, por ser un analisis rapido y sensible, aun con un grupo

extenso de muestras (Vilaseca, Mas, & Hernandez, 2012).

Las muestras usadas en taxonomia numérica son conocidas como unidades
taxondmicas operativas (OTU’s). Para la clasificacion de las OTU’s se deben seguir
cuatro pasos elementales, elegir las OTU’s que se quieren estudiar, seleccionar los
caracteres que las describen, construir una matriz basica de datos (Figura 1) y, obtener

el coeficiente de similitud por cada par de OTU's. (Crisci & Lopez Armengol, 1983).

Figura 1 Matriz basica de datos. Tomada de: Crisci & Lopez Armengol, 1983
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Para crear una matriz de datos se deben seleccionar los mismos caracteres para todas
las OTU’s del estudio y, estos deben estar reportados en cddigo binario. Ademas el
namero de caracteres a estudiarse debe ser de 50 0 mas para tener grupos taxondémicos

representativos (Sneath, 2001).

El coeficiente de similitud se obtiene de la comparacion de un carécter doble estado,
presencia (1) / ausencia (0), entre dos OTU’s. Con esta comparacion se obtienen cuatro

matrices, que se muestran en la Figura 2 (Crisci & Lopez Armengol, 1983).

Figura 2. Matrices de similaridad entre OTU's. Tomada de: Crisci & Lopez
Armengol, 1983

Para el andlisis de las matrices de similaridad se usan diferentes tipos de coeficientes,
en taxonomia microbiana los més usados son los de asociacion. Estos miden las
coincidencias y diferencias en los caracteres estudiados de las OTU’s (Crisci &

Lopez Armengol, 1983).

TIPO DE DATOS SOBRE IMILITUD|
TIPO DE COEFICIENTE NOMBRE FORMULA LOS QUE SE APLICA MAXIMA SIMILITUD | MINIMA S|

Mean character difference 1Xij - Xikl i+ Doble - estado

DISTANCIA

Manhattan distance

Taxonomic distance

n 2L
[E(Xij-xik) ]:
i=1

» Multiestados

+ Mixtos

CORRELACION

n g
=, i - ) (Xik - Xk)
{=

M to-producto de Pearson

(1] 2,28 02
_E%Xij - Xj) _E{X»k»xk)
i= i=

| Multiestados cuantitativos

Mixtos

(Con predominancia de
multiestados cuantitativos)

ASOCIACION

Simple matching

a+d
a+b+c+d

Jaccard

a
a+b+c

Rogers y Tanimoto

a+d
a +(2b) +(2c) +d

Doble - estado

Dice

2a
2a+b+c

Sokal y Sneath

2(a+d)
2(a+d) +b+c

Hamann

(a+d) —(b+c)
a+b+c+d

1

-1

Figura 3. Coeficientes de similitud usados en las técnicas numéricas. Tomada de:

Crisci & Lopez Armengol, 1983



Los coeficientes de asociacion mas usados son el de Simple Similaridad (SMS) y el de
Jaccard (CAJ). Las formulas de cada uno se encuentran en la Figura 3, cabe recalcar
que Jaccard descarta la matriz d de similaridad, por ser la que contiene las

caracteristicas que no se presentan en el par de OTU’s estudiadas (Crisci & Lopez
Armengol, 1983).

Los valores que se obtienen para la matriz de similaridad se deben reportar en forma
de porcentaje. Esta forma de presentacion de los datos ayuda a revelar la estructura
taxonémica de la matriz, mediante un analisis de conglomerados que da como
resultado un dendrograma, en donde, las ramas mas cercanas forman un grupo

taxonomico (Sneath, 2001).

1.1.3.2. Taxonomia molecular

La taxonomia molecular o genética consiste en la clasificacion de los microorganismos
a partir de las caracteristicas de sus biomoléculas, en especial a partir de los acidos
nucleicos. Los estudios moleculares tienen una ventaja sobre la taxonomia fenética por
ser mas especificos y sensibles (Thompson et al., 2015). Adicionalmente los
resultados que se obtienen en un analisis molecular, no se encuentran influenciados

por los cambios en las condiciones de los cultivos (Pukall, 2006).

Dentro del analisis molecular se usan varios métodos, algunos so6lo brindan
informacion general sobre el genoma, como por ejemplo el contenido de guanina +
citosina en el ADN. Por esta razén éste pardmetro no es usado para la identificacion
de microorganismos, ya que es posible que dos individuos completamente diferentes,
compartan el mismo porcentaje (Thompson et al., 2013). Realmente, el
procedimiento que estd revolucionando la taxonomia microbiana es el
secuenciamiento de nucledtidos. Este otorga informacidon sobre el ordenamiento de las
bases en el genoma total del microorganismo o en una secciéon (Thompson et al.,
2013). La seccion del ADN maés usada en taxonomia bacteriana es la del gen que
codifica para el ARNr 16S (Thompson et al., 2015).



Aislamiento y Purificacion de ADN bacteriano

El ADN es la biomolécula mas importante de todos los organismos vivos, porque
contiene todas las caracteristicas que los definen (Hinke, 2003). Por esta razén su
aislamiento y estudio en la actualidad son parte fundamental de la taxonomia, en

especial en taxonomia microbiana (Kampfer & Glaeser, 2012).

El aislamiento y purificacion del ADN se realizan tomando en cuenta las propiedades
fisicoquimicas de la molécula. Siendo la méas importante su carga negativa, que le
otorga una caracteristica polar (Hinke, 2003). Uno de los métodos que mas se usa en
el area microbioldgica es la extraccion mediante el protocolo de fenol-cloroformo

(Velazquez, Aragon, & Romero, 2012).

Sin embargo, actualmente se han identificado procedimientos mas eficientes en cuanto
a tiempo de extraccion y a la calidad del ADN obtenido. Por ejemplo el método
modificado del clasico fenol-cloroformo, que disminuye el tiempo de extraccion de 6
horas a aproximadamente 50 minutos. Esto se consiguié cambiando pasos esenciales
en el proceso por ejemplo usando fenol en la lisis celular, eliminando el paso de
precipitacion del ADN con alcohol absoluto y los lavados posteriores con alcohol al
70%. Sin estos pasos no es necesaria la espera de 4 horas para resuspender el ADN
(Cheng & Jiang, 2006).

Para conocer la calidad del ADN extraido se realiza una electroforesis en gel de
agarosa, esta técnica permite la separacion de fragmentos de ADN y ARN segun su
tamafio (Fierro, 2012). Para la observacién del ADN gendmico se usa comunmente
un gel de agarosa al 1% (Velazquez et al., 2012) mientras que el producto PCR se
observa generalmente en un gel de agarosa al 1.28% (Schneider & de Bruijn, 1996).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de fingerprinting

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica con alta especificidad y
sensibilidad, que permite la amplificacion de un segmento especifico del ADN. Para
que este proceso se dé se usan dos oligonucle6tidos conocidos como primers, que

reconocen la secuencia complementaria a la suya en el ADN. Estos se unen a la
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muestra y son alargados ciclicamente por la enzima Taq Polimerasa, aislada del

microrganismo Thermus aquaticus (Pedrosa, 1999).

Las secciones del ADN que brindan méas informacion sobre la diversidad microbiana
son los segmentos conocidos como polimorfismos, que se presentan como huellas
digitales que de cada individuo. Estos segmentos se obtienen a través de una técnica
conocida como fingerprinting (Pukall, 2006) y, los mas usados son los que se explican

a continuacion.

REP

La Secuencia Palindromica Repetitiva o REP fue detectada por primera vez en
Escherichia coli y Salmonella typhimuriumby vy, es la técnica mas usada para la
identificacién de bacterias Gram negativas (Pukall, 2006). Para este proceso de
amplificacion se usan primers, que dan como resultado fragmentos que tienen una
extension de 35 a 38 nucleotidos. Con una region central variable de 5bp (Stern,
Ames, Smith, Robinson, & Higgins, 1984).

ERIC

Las Secuencias Consenso Intergénicas Repetitivas Enterobacterianas o ERIC generan
fragmentos de ADN diferenciables entre cada individuo. Es usada cominmente para
la caracterizacion molecular de bacterias Gram positivas (Wei, Pan, Du, Chen, &
Zhao, 2004). Las secuencias obtenidas tienen una longitud de 126 bp y, contiene una

repeticion central altamente conservada. (Pukall, 2006).

BOX

Los Compuestos Repetitivos Intercalados o0 BOX se caracterizaron por primera vez en
Streptococcus pneumoniae. Esta técnica de fingerprinting usa un primer compuesto
por varias combinaciones de 3 subunidades boxA con un tamafio de 59 nucledtidos,
boxB con 45 nucle6tidos y boxC con 50 nucleétidos (Koeuth, Versalovic, & Lupski,
1995). Esté localizado en las regiones intergénicas del ADN y las secuencias que
amplifica son distintas a REP y ERIC. Esta técnica molecular es usada para la

identificacion de bacterias Gram negativas y Gram positivas (Pukall, 2006)
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Analisis filogenético
Filogenia

La palabra filogenia viene del griego phyton que significa tribu y génesis que significa
origen, es decir, que busca construir la historia evolutiva de una especie buscando un
ancestro comun. Para deducir la filogenia de una especie se comparan todas las
caracteristicas encontradas de un organismo, con las caracteristicas de otro organismo
ya conocido (Campbell, Urry, & Reece, 2007a).

La determinacién de la filogenia de los organismos se puede realizar usando tres
metodologias. La metodologia fenética, que considera la similitud global de los
caracteres fenotipicos como el mejor criterio de parentesco. La cladista o filética, que
se basa en la propiedad de compartir caracteres heredados (genes). Y finalmente la
metodologia basada en la evolucion, que reconstruye la filogenia de un organismo
usando tanto los datos fenotipicos como los moleculares (Aguirre, 1989). En la
actualidad el analisis filogénico de bacterias se basa en el secuenciamiento del ADNr
16S. Esta informacion es importante porque gracias a las regiones conservadas del gen
se puede realizar la comparacion del microrganismo estudiado con uno ya existente.
(Lloret & Martinez, 2005).

PCR 16S

El PCR 16S se basa en la amplificacion del gen rrs que codifica para el ARNr 16s, un
polirribonucléotido formado por 1500 bp. La variabilidad de esta molécula permite
diferenciar las especies de los microrganismos estudiados, a través del

secuenciamiento del producto PCR (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).

Las técnicas de secuenciamiento han demostrado que el ARNr 16S cuenta con dos
regiones, asi las regiones conservadas permiten el disefio de primers para la técnica de
PCR y las regiones hipervariables otorgan informacién sobre el microorganismo, para
filogenia o taxonomia (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015). Las ventajas de trabajar
con este gen son varias, por ejemplo la abundancia de datos en bases de acceso publico

y la estabilidad del producto génico obtenido (Caumette et al., 2015).
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Métodos de Inferencia Filogenética

Estos métodos permiten inferir las relaciones filogenéticas de los organismos, es decir,
la distancia evolutiva y la relacion con un ancestro comdn. (Pefia, 2011). La mayoria
de taxdnomos bacterianos optan por el uso de los métodos de distancia, entre ellos el
mas usado es Neighbour-joining. Este algoritmo es computacionalmente rapido y los
arboles que se obtienen son razonables, la longitud de las ramas del arbol determinan
el parentesco evolutivo de las especies que se estudian (Yang, 2006).

En ocasiones junto con este método se utiliza el algoritmo desarrollado por Jukes-
Cantor, que describe un solo sitio de alineacion de secuencias de ADN.
Adicionalmente es el mas usado en los procesos de analisis moleculares de especies
(Higgs, Attwood; 2009).

Arboles filogenéticos

Son una representacion de las relaciones genealdgicas entre especies, genes,
poblaciones o individuos (Yang, 2006). El objetivo de los arboles filogenéticos es la
identificacion de un ancestro comun para los microorganismos estudiados, se pueden
realizar dos tipos de arboles. Sin embargo, los mas comunes son los filogramas, en
donde la longitud de la rama refleja el nimero de cambios que ha sufrido una secuencia
de ADN en ese linaje (Campbell, Urry, & Reece, 2007b).

1.1.3.3. Taxonomia polifasica

El término de taxonomia polifasica fue introducido por Cowell en 1970. Es usado para
referir a la taxonomia que abarca varios niveles de informacion desde la fenotipica y
ecoldgica, hasta la molecular (Martinez, Infante, & Peteira, 2015). Las
caracteristicas moleculares van de la mano con las caracteristicas fenotipicas y cabe
recalcar que la taxonomia polifasica es la forma mas obvia de obtener la maxima
cantidad de informacion del genoma del microorganismo sin realizar un

secuenciamiento completo (Gillis, Vandamme, De Vos, Swings, & Kersters, 2005).

Este tipo de taxonomia sigue reglas fundamentales, los valores de DDH (hibridacion
del ADN) deben ser de al menos el 70% de similitud, las secuencias del gen ARNTr
16S debe tener al menos el 98% de la similitud, la diferencia maxima del intervalo G
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+ C debe ser del 2% vy, finalmente se deben diferenciar todas las caracteristicas

fenotipicas de los microorganismos a estudiarse (Thompson et al., 2015).

Desde otra perspectiva, en la actualidad algunos grupos de investigacion consideran
que el secuenciamiento del genoma es la forma mas rapida de obtener informacion
sobre una especie, sin realizar largas pruebas de laboratorio. Ya que con la informacién
obtenida se identificarian genes especificos caracteristicos de la especie y por ende se
pueden identificar las caracteristicas fenotipicas y metabolicas (Thompson et al.,
2015).

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Identificar y clasificar bacterias dtiles en biotecnologia utilizando herramientas de

taxonomia polifésica.

1.2.2. Obijetivos especificos

e Determinar la diversidad fenotipica de tres grupos de bacterias.
o Caracterizar e identificar molecularmente las bacterias.

e Establecer las relaciones filogenéticas de las bacterias identificadas
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1. Seleccién de la muestra

Se trabajo con tres grupos de bacterias con potencial biotecnoldgico. Los grupos y las
bacterias de cada uno se muestran en el Tabla 1, las bacterias de la coleccion fueron

aisladas de una muestra de suelo de jardin de la ciudad de Ambato.

Tabla 1. Grupos de bacterias estudiados.

Grupo Bacterias dentro del grupo (Desde — Hasta)

EG-001 EG-002 EG-003 EG-004 EG-005

EG-006 EG-007 EG-008 EG-009 EG-010

EG-011 EG-015 EG-016 EG-017 EG-018

EG-019 EG-020 EG-021 EG-022 EG-023
EG-024 EG-025

EG-026 EG-027 EG-028 EG-029 EG-030

EG-031 EG-032 EG-033 EG-034 EG-035
EG-036 EG-037

EG-012 EG-013 EG-014 EG-015 EG-038

EG-039 EG-040 EG-041 EG-042 EG-043

EG-044

Posibles degradadoras de materia

organica (22 bacterias)

Posibles fijadoras de nitrogeno
(12 bacterias)

Posibles entomopatédgenas (10

bacterias)

2.2. Caracterizacion fenotipica
2.2.1. Caracterizacion macroscopica

Se realizaron cultivos puros en estria compuesta en platos con agar nutritivo y, después
de 24 horas se escogié una colonia individual de cada cepa. De estas colonias se
observaron las caracteristicas que se muestran en la Figura 4. El color de la colonia se
anotd basandose en una tabla estdndar de color (British Standard Specification of

Colours for Identification Coding and Special Purposes, Anexo F).
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Figura 4. Forma, elevacion y borde de las colonias bacterianas.

2.2.2. Caracterizacion microscépica

Se utilizo los cultivos puros de la caracterizacion macroscopica y se hizo dos tipos de
frotis, uno con fijacion en calor y otro simple. En el caso de ambos tipos de frotis se
colocd una gota de agua destilada sobre un portaobjetos limpio, después con un asa de
transferencia estéril se tomd una pequefia cantidad de biomasa y se mezclo con el agua
destilada. Para el frotis con fijacién en calor el portaobjetos se dejé reposar por
aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente y se realizé la fijacion con la
ayuda del mechero. Mientras que para el frotis simple la muestra sélo se dejé secar a
temperatura ambiente. Cabe recalcar que en ambos casos se esperd que el frotis esté

completamente seco antes de empezar el proceso de tincion.

2.2.2.1. Tincién de Gram

La tincion de Gram, ayudoé a la identificacion de la forma celular (Figura 5) y el tipo
de bacteria. Para ello, se usaron el frotis con fijacion en calor que se tifieron con cristal
violeta por un minuto y luego fueron lavados con agua destilada. Seguido se cubrio las
muestras con una solucién de lugol por un minuto y se lavd nuevamente con agua
destilada. Para destefiir las celulas se usé alcohol al 95% por 30 segundos y finalmente
safranina por un minuto. Antes de observar en el microscopio con el lente de inmersion
(100X) se dejo secar al ambiente. Las bacterias Gram negativas se observaron de color

rojo mientras que, las Gram positivas tuvieron color azul-violeta.
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Figura 5. Forma celular de bacterias

2.2.2.2. Tincién de endosporas

La tincion de endosporas se realiz6 para identificar la presencia de estructuras de
resistencia a condiciones extremas del medio. Para ello, se usé un frotis con fijacion
en calor y, posteriormente se pusieron las muestras al vapor con abundante verde
malaquita durante diez minutos (evitando que el pigmento se seque). Pasado este
tiempo se lavé la muestra con agua destilada y se tifid con safranina por un minuto.
Las muestran se secaron al ambiente y se observaron en el microscopio con el lente de
inmersion (100X). Las endosporas se presentaron en un extremo de la célula tefiidas

de verde malaquita mientras que la célula estuvo tefiida con safranina.

2.2.2.3. Tincién de capsulas

En el proceso de tincion de capsulas se uso un frotis simple y se colocé safranina por
un minuto. Después la muestra se lavo con sulfato de cobre. Una vez seca se observo
en el microscopio con el lente de inmersion. Las capsulas se presentaran como una

sombra transparente alrededor de la célula tefiida con safranina.

2.2.3. Pruebas fisiologicas

Para realizar este ensayo se conservaron las bacterias en agua de llave estéril, en tubos
de centrifugaciéon de 1.5 mL. En el medio de cultivo se inocularon 5 uL de cada
suspension de bacterias. EI niUmero de bacterias inoculadas por caja fue de 15 y este
proceso se llevd a cabo con la ayuda de una plantilla. EI tiempo de incubacion para

cada una de las pruebas fue de 3 - 5 dias.
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2.2.3.1. Condiciones de pH

Se realizd estas pruebas para la identificacion de bacterias en base a las caracteristicas
descritas en la Tabla 2. Se prepararon botellas de agar nutritivo con diferentes valores
de pH, para ello se utilizé un buffer tampon para cada pH requerido desde 3.5 hasta
9.5 (Tabla Al, Anexo A). Las cajas se incubaron a la temperatura Optima de
crecimiento (28°C) y se evaluo el crecimiento microbiano en cédigo binario, si la
bacteria present6 crecimiento en el medio se asigno 1, por el contrario, cuando no hubo

crecimiento se asigno el valor de 0.

Tabla 2. Clasificacion de las bacterias en base al crecimiento segun el rango de pH.

Clasificacion Rango de pH
45 | 55 | 65 | 75 | 85
Acidoéfila + + - - -
Neutrotolerante + + + - -
Neutrotolerante + + + + -
Neutrofilo - + + + i,
Neutrofilo - - + + i}
Neutrofilo - - + - -
Alcalitolerante - + + + +
Alcalitolerante - - + + +
Alcalofilo - - - + +

Fuente: (Garzon, 2013)

2.2.3.2. Condiciones de temperatura

Se prepard agar nutritivo y las cajas se incubaron a temperaras de 4°C, 28°C, 37°C y
55°C. Se evaluo el crecimiento bacteriano en codigo binario, donde 1 es positivo (la
bacteria creci6 en el medio) y 0 es negativo (la bacteria no crecié en el medio). Las
bacterias se clasificaron en base a la Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de las bacterias en base a crecimiento en un rango de

temperatura.
L Rango de temperatura (°C)
Clasificacion

4 | 28 | 37 | s5

Meséfilo extremo + + + +

Mesofilo + + + }

Psicrotrofo + + - -

Psicrofilo + - - -

Fuente: (Garzén, 2013)

2.2.3.3. Salinidad

Para realizar las pruebas de salinidad se prepard agar nutritivo con concentraciones
distintas, para esto se pesaron los gramos de sal necesarios para obtener una
concentracion en el medio de 1, 2, 5,10 y 15 por ciento (w/v). Las cajas usadas en
la prueba se incubaron a temperatura Optima y pasado el tiempo de incubacion se
evalué el crecimiento microbiano en codigo binario, si la bacteria presentd crecimiento
en el medio se asignd 1, por el contrario, cuando no hubo crecimiento se asigno el

valor de 0. Las bacterias se clasificaron segin la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion de bacterias en base a su tolerancia a la salinidad del medio.

e Concentracion de salinidad (% p/v)
Clasificacion
1 | 2 | 5 | 1
Haldfilo débil + + - -
Halofilo + + + -
Halofilo extremo + + + +

Fuente: (Garzon, 2013)
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2.2.3.4. Produccidén de enzimas extracelulares

Para la prueba de produccién de enzimas extracelulares se utiliz6 agar nutritivo
suplementado con celulosa, almidén y quitina (Tabla 5). Terminado el tiempo de
incubacion se evalud colocando 3 ml de lugol en el medio de cultivo. Para la prueba
positiva se observd la formacion de halos alrededor de las colonias que estaban
produciendo enzimas que degradan el suplemento del medio. Se evalud esta prueba en

codigo binario, donde 1 denota la presencia del halo y 0 la ausencia.

Tabla 5. Receta de cultivo para produccion de enzimas extracelulares.

Componente Cantidad
Fuente de Carbono 1g
Agar Nutriente 23¢g
Agua 1000 ml

2.2.3.5. Fuente Unica de carbono y nitrégeno

Para esta prueba se usaron 13 aminoacidos: treonina, &cido aspartico, &cido glutamico,
fenilalanina, tirosina, aspargina, valina, lisina, leucina, alanina, histidina, arginina,
cisteina (Tabla 6). Estos aminoacidos sirvieron como fuente de carbono y nitrogeno
para el microorganismo. En la prueba se evalud el crecimiento microbiano en cddigo
binario, si la bacteria presentd crecimiento en el medio se asigné 1, por el contrario,

cuando no hubo crecimiento se asignd el valor de 0.

Tabla 6. Receta medio de cultivo fuente Unica de carbono y nitrégeno.

Componentes Cantidad
Fuente de Nitrégeno y/o Carbono 1lg
K2HPO4 05¢g
Sales Traza 1ml
Agar 15¢g
Agua 1000 ml

El control para las pruebas fenotipicas se inocul6 en agar nutritivo con un pH neutro

y se incubd a 28 °C por 3 dias.
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2.3. Caracterizacion molecular
2.3.1. Extracciony purificacién del ADN
2.3.1.1. Bacterias Gram negativas

Se repicaron las cepas en cajas mono-Petri realizando estria compuesta y se dejaron
crecer por 4 dias a una temperatura de 28°C. Pasado este tiempo se tomé la biomasa
existente con la ayuda de un asa de transferencia y se colocO en un tubo de
centrifugacion que contenia 0.05 g de perlas de vidrio y 450 uL de buffer de extraccion
(Tabla A2, Anexo A). Esta mezcla se dejé en congelamiento por 24 horas.
Terminado el tiempo de congelamiento se agit6 en un vortex por 5 minutos a maxima
velocidad, se consiguié una mezcla entre el buffer de extraccion y la biomasa. Para
separar esta suspension se centrifugdé por 20 minutos a 13.300 g, del sobrenadante
obtenido se transfirieron 200 UL a un nuevo tubo de centrifugacion. A este
sobrenadante se afiadieron 200 pL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1)
y se agito hasta conseguir una solucién homogénea. Esta se centrifug6 por 15 minutos
a maxima velocidad, se obtuvieron dos fases, una acuosa y una fendlica. Se tomaron
150 pL de la fase acuosa y se transfirieron a un nuevo tubo de centrifugacion.

Se afiadieron 300 puL de etanol absoluto frio y, se centrifugd por 20 minutos (velocidad
maxima) para precipitar el ADN. Terminada la centrifugacion se descarté todo el
sobrenadante del tubo cuidadosamente para evitar que el ADN presente salga. En el
tubo de centrifugacion ya vacio se colocaron 500 pL de etanol al 70% y se
centrifugaron por 15 minutos, se descartd nuevamente el sobrenadante. Este
procedimiento se repitid 2 veces. Después de los dos lavados los tubos se dejaron
abiertos boca abajo sobre una toalla de papel por 4 horas para que el etanol se evapore
por completo. Pasado este tiempo se resuspendio el ADN en 40 uL de buffer TE 1X
(Tabla A3, Anexo A).

2.3.1.2. Bacterias Gram positivas

Se repicaron las cepas en cajas mono-Petri realizando estria compuesta y se dejaron
crecer a 28°C por 3 dias. Pasado este tiempo se colocé 750 pL de buffer de extraccion
(Tabla A2, Anexo A) sobre el medio de cultivo y se raspé la biomasa existente con la

ayuda de un asa de transferencia. Se tomo 500 pL de la suspension y se transfirieron a
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un tubo de centrifugacion conjuntamente con 0.05 g de perlas de vidrio. Esta mezcla

se dejo en congelamiento por 24 horas.

Pasado el tiempo de congelamiento se incubd los tubos a 60°C por 10 minutos y
posteriormente se refrigeraron a 4°C por media hora. Los tubos ya refrigerados se
agitaron con la ayuda de un vortex por 8 minutos a maxima velocidad, esto
movimiento form6 una mezcla homogénea la cual se transfirié a un nuevo tubo de
centrifugacion. A la mezcla se afadié el equivalente al 6% (v/v) de SDS, es decir, 30

pL y se incubd a 37°C por 15min.

Terminado el tiempo de incubacion se centrifug6 por 20min a velocidad méaxima, del
sobrenadante obtenido se transfirieron 200 pL a un nuevo tubo de centrifugacion. A
este sobrenadante se afiadieron 200 pL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1) y se agitd hasta conseguir una solucion homogénea. Esta se centrifugo por
15 minutos a maxima velocidad, se obtuvieron dos fases, una acuosa y una fenolica.
Se tomaron 150 pL de la fase acuosa y se transfirieron a un nuevo tubo de

centrifugacion.

Se afiadieron 300 puL de etanol absoluto frio y, se centrifugd por 20 minutos (velocidad
maxima) para precipitar el ADN. Terminada la centrifugacion se descarté todo el
sobrenadante del tubo cuidadosamente para evitar que el ADN presente salga. En el
tubo de centrifugacion ya vacio se coloc6 500 pL de etanol al 70% y se centrifugo por
15 minutos, se descartd nuevamente el sobrenadante. Este procedimiento se repitio 2
veces. Después de los dos lavados los tubos se dejaron abiertos boca abajo sobre una
toalla de papel por 4 horas para que el etanol se evapore por completo. Pasado este
tiempo se resuspendio el ADN en 25 pL de buffer TE 1X (Tabla A3, Anexo A).

2.3.2. Determinacion de la concentracion del ADN

La concentracion de ADN se determind usando un espectrofotometro (Thermo
Scientific Nanodrop 2000). Para la medicion se escogio en el programa el protocolo
para medicion de acidos nucleicos. El equipo se calibré con 1.5 pL de agua destilada
ultrapura y con 1.5 pL de buffer TE 1X. Para determinar la concentracion de las
muestras de ADN se colocd 1.5 pL en el equipo, el resultado se mostrd en ng/pL de
ADN.
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Para saber la integridad del ADN se realizé un gel de agarosa (1% p/v) en buffer TBE
0.5X (Tabla A4, Anexo A) y se tifi6 con 1 uL de SYBRsafe 10000X por cada 10 ml
de agarosa liquida. El gel de agarosa se corrié por un tiempo de 35min a 100 voltios
y 200 mA. Posteriormente se observé con luz ultravioleta en el equipo
ChemiDocMMP Imaging System (BioRad) mediante el software ImageLab. EI ADN
con una alta integridad se mostr6 como una sola banda compacta mientras que el ADN
degradado se observd como un barrido en el gel, las imagenes se tomaron con la

apertura menor de la camara y se guardaron en formato TIF.

2.3.3. Box PCR

Para la amplificacion de las secuencias conservadas BOX se realiz6 una reaccion final
de 22 pL con los componentes que se muestran en la Tabla 7. Se hizo un master mix

con todos los componentes (excepto el ADN) y se repartio en tubos individuales 21

ML.

Tabla 7. Componentes de la mezcla para la reaccion BOX PCR.

Componentes Volumen (uL)

Platinum ™ Multiplex PCR Master Mix

(Invitrogen) 20

Primer BOX ArR1 (20 pM; 1
(*CTACGGCAAGGCGACGCTGACG?)

ADN 1

Una vez listas las muestras se colocaron en el termociclador Multigene (Labnet) con
las condiciones que se muestran en la Tabla 8. Finalizada la reaccién PCR se prepard
un gel de agarosa al 1.28% (p/v) que se tifio con 1uL de SYBRsafe 10000X por cada
10 ml de agarosa liquida. Se colocaron 20 pL de cada producto PCR en el gel, ademas
se us6 un marcador molecular de 1Kb para la estandarizacion de las bandas. La
electroforesis se realizd por 4 horas a 75 voltios. La revelacién del gel se hizo con luz
ultravioleta en el transiluminador ChemiDocTMMP Imaging System (BioRad) y las

fotos se guardaron en formato TIF para su posterior analisis.
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Tabla 8. Condiciones de BOX PCR.

Etapa Tem;()fé;;\tura Tiempo Ciclos
Activacion de la Taq 94 2’ 1
Desnaturalizacion 94 457 35
Amplificacion Alineamiento 50 1’15~ 35
Extension 72 8’ 35
Extension Final 72 10° 1
Hold 4 )

2.3.5. Secuenciamiento del ADNr 16S

Se realizd la extraccion de ADN de las cepas seleccionadas en el analisis de los datos
moleculares y fenotipicos. El procedimiento a seguirse fue el mismo que se describe
con anterioridad, con la diferencia que el ADN se resuspendio en agua y se envid
mediante la empresa DHL a los Estados Unidos para su secuenciamiento en
MACROGEN.

2.4. Andlisis de datos
2.4.1. Datos fenotipicos

Los resultados obtenidos de la caracterizacién macroscopica, microscopica y de las
pruebas fisioldgicas se analizaron en base a los tres grupos de bacterias estudiados
(Tabla 1). Estos resultados se organizaron en tres matrices con codigo binario. Las
matrices se analizaron mediante taxonomia numérica en el programa NTSys, usando

los algoritmos de Simple Similaridad.

2.4.2. Datos moleculares

Las fotografias de los geles que se obtuvieron del BOX PCR, se analizaron en base a
los grupos de bacterias que se muestran en la Tabla 1. Para este analisis se usé el

programa GelJ de Java y el coeficiente Different Band (SSM).
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2.4.3. Alineamiento y analisis filogenético

Las secuencias recibidas de la empresa MACROGEN se ensamblaron usando el
programa PHYDIT. Una vez obtenida la secuencia del gen ADNr 16S de cada
microorganismo se realizd un blast en la pagina web del National Center of
Biotechnology Information (NCBI) mediante la herramienta BLAST-N, para
encontrar la especie a la que posiblemente pertenece. Identificadas las especies de los
microrganismos se hizo un analisis filogenético en el mismo programa, usando el
modelo Neighbour joining y el algoritmo de Jukes-Cantor para la obtencion del arbol

filogenético.

2.5. Hipdtesis
2.5.1. Hipdtesis nula

No existe diversidad molecular y fenotipica dentro de los tres grupos de bacterias
estudiados.

2.5.2. Hipotesis alternativa

Existen por lo menos dos especies diferentes dentro de los grupos de bacterias

estudiados.

2.5.3. Sefialamiento de las variables de las hipotesis

e Caracteristicas fenotipicas las bacterias.
¢ Aislamiento del ADN gendmico bacteriano
e Caracteristicas moleculares de las bacterias.

e Secuenciamiento del gen ADNr 16S para la identificacion de especies bacterianas.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUCION

3.1. Analisis de resultados
3.1.1. Caracterizacion fenotipica
3.1.1.1. Caracterizacion macroscopica

Las caracteristicas macroscopicas de los tres grupos bacterianos estudiados muestran
en latabla 9. Dentro de cada una de las colecciones se obtuvieron grupos de color. Asi,
para las posibles bacterias degradadoras de materia organica se formaron 5 grupos, en
donde, 12 de las 22 cepas corresponden al grupo formado por el color White mientras

que, el grupo 384 Ligth Straw tiene un solo miembro (Tabla B1, Anexo B).

Respecto a las posibles fijadoras de nitrogeno se formaron 2 grupos de color con un
namero de miembros similar, 352 Pale cream con 5 miembrosy White con 4. Dentro
de los resultados obtenidos cabe recalcar que 3 de las 12 cepas bacterianas presentaron
la caracteristica de color definida como translicida, obteniendo asi un total de 3 grupos
color (Tabla C1, Anexo C).

Por Gltimo, después del analisis, las posibles bacterias entomopatdgenas formaron 3
grupos completamente homogéneos, cada uno con 3 miembros. Estos grupos
corresponden a los colores 365 Vellum, 352 Pale cream y White. Una de las cepas
estudiadas no pertenece a ninguno de los grupos anteriores al haber presentado color
367 Manilla (Tabla D1, Anexo D).
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Tabla 9. Caracteristicas macroscopicas de los grupos de bacterias estudiados.

Grupo de Bacterias

Grupo 1 Grupo 2

Posibles Posibles orupe s
Prueba degradadoras de | fijadoras de .
entomopatdgenas

materia organica | nitrogeno

(22 bacterias) | (10 bacterias) | (2 Pacterias)

Forma de la colonia

Rizoide 2 0 0
Circular 5 12 4
Irregular 14 0 6
Filamentosa 1 0 0
Elevacion
Plana 15 0 9
Convexa 1 11 0
Umbonada 6 1 1
Margen
Filamentoso 3 0 1
Entero 6 12 3
Lobado 5 0 1
Ondulado 8 0 5
Color
White 12 4 3
365 Vellum 5 0 3
367 Manilla 2 0 1
384 Ligth Straw 1 0 0
389 Camouflage beige 2 0 0
Translicido 0 3 0
352 Pale cream 0 5 3
Pigmento difusible
Presencia 2 0 0

3.1.1.2. Caracteristicas microscépicas

Las caracteristicas microscopicas de los 3 grupos de bacterias estudiados se muestran
en la Tabla 10. Los resultados obtenidos permitieron identificar que tanto el grupo de
posibles bacterias degradadoras de materia organica como el de bacterias
entomopatogenas se encuentran formados completamente por microorganismos de
forma bacilar del tipo Gram positivos. Ademas, de esta caracteristica se observaron
endosporas, presentes en todas las cepas bacterianas que forman los grupos antes
mencionados (Tabla B2, Anexo B; Tabla C2, Anexo C).
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Estos resultados coinciden con las caracteristicas reportadas para especies
representativas ya descritas. Por ejemplo, la cepa mas estudiada actualmente en el
proceso de degradacion de materia organica es Bacillus subtilis, la cual es una bacteria
bacilar, de tipo Gram positiva y que tiene la capacidad de formar endosporas (Rinland
& Gomez, 2015). Mientras que, la cepa entomopatégena mas representativa es B.
thuringensis, la cual al igual que, B. subtilis es una bacteria Gram positiva con forma
bacilar y que puede formar endosporas si el medio ambiente se vuelve hostil (Ruiu &
Luca, 2015).

Tabla 10.Caracteristicas microscopicas de las bacterias por grupos de estudio.

Grupos de Bacterias

Prueba
Grupo 2
_ Grupol Posibles Grupo 3
Posibles degradadoras fiiadoras de Posibles
de materia organica J entomopatdgena

nitrégeno

(22 bacterias ) (10 bacterias)

s (12 bacterias )

Forma Celular

Bacilos 22 12 10
Caracteristica Gram
Positivo 22 0 10
Negativo 0 12 0
Estructuras de Resistencia
Cépsulas 0 0 0
Endosporas 22 0 10

Por otro lado, el grupo de posibles bacterias fijadoras de nitrégeno presento
unicamente bacterias del tipo Gram negativo todas de forma bacilar. Estas bacterias
dieron resultados negativos para la prueba de estructuras de resistencia a las
condiciones del medio, ya que no se observaron ni endosporas ni cdpsulas en ninguna
de las cepas (Tabla D2, Anexo D). Estas caracteristicas coinciden con las reportadas
para las especies de bacterias fijadoras de nitrégeno como Pseudomonas 0 Rhizobium,
ya que ambos géneros se reportan como bacilos Gram negativos que no forman
endosporas o0 cédpsulas (Gourion, Berrabah, Ratet, & Stacey, 2015; Shabayev,
2010).
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3.1.1.3. Pruebas fisioldgicas

Los datos obtenidos de las pruebas fisioldgicas realizadas a las cepas bacterianas se
reportan en la Tabla 13, estos se encuentran separados por grupos de interés. En
cuanto, a las condiciones de temperatura y pH en el crecimiento se encontré que las
bacterias de los 3 grupos en su mayoria mesofilas y alcalotolerantes. Sin embargo, en
el grupo de estudio dos se encontraron 3 microorganismos acidofilos y 2 psicrétrofos

que sobresalen del resto.

La caracteristica de halofilidad generd resultados similares para las bacterias del Grupo
1y 3, encontrando que la mayoria son halofilas y halofilas extremas, con solo un
microorganismo haléfilo débil en el grupo de posibles bacterias degradadoras de
materia organica. Por el contrario las cepas de las posibles bacterias fijadoras de

nitrégeno son hald6filas débiles en su totalidad.

En cuanto a la produccion de enzimas extracelulares se encontr6 que la quitina es el
unico sustrato que fue degradado por lo menos por un microorganismo de cada grupo
de interés. Asi, las fuentes como el almidon y la celulosa fueron degradadas por el 68%
de las bacterias que forman el grupo 1. Por el contrario, en el grupo de posibles
bacterias entomopatégenas se encontré que el 70% de cepas hidrolizaron la celulosa
del medio pero solamente el 30% hidrolizé el almidon. Por otro lado, el grupo de
interés 2 no presentd enzimas extracelulares que puedan reducir la celulosa y el

almidon.

El uso de un aminoacido como fuente Unica de carbono y nitrégeno se determiné que
la histidina, alanina y arginina fueron metabolizados por la mayoria de microrganismos
de los 3 grupos. También se identifico que la treonina, fenilalanina, asparagina y valina
son usados por todas las bacterias que forman el grupo 1y 3. Todo lo contrario sucedid
con las cepas de posibles bacterias fijadoras de nitrégeno, donde no se encontré un

aminoacido que todas puedan utilizar como fuente de carbono y nitrégeno.

Los resultados obtenidos en las pruebas fisiologicas de temperatura, pH y salinidad se
encuentran reportadas en la Tabla B3 (Anexo B), Tabla C3 (Anexo C) y Tabla D3

(Anexo D). De la misma manera, los resultados del ensayo de produccién de enzimas
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extracelulares y fuente Unica de carbono y nitrégeno se reportan en las Tablas B4

(Anexo B), C4 (Anexo C) y D4 (Anexo D).

Tabla 11. Caracteristicas fisiologicas de las bacterias por grupos de estudio

Grupos de Bacterias

Grupo 1
Posigles gg;g?eg Gru_po 3
Prueba degradadoras fii Posibles
de materia uzgdqras de entomopatdgenas
L nitrégeno :
organica (12 bacterias) (10 bacterias )
(22 bacterias )
pH
Acidéfila 0 3 0
Neutrotolerante 0 3 0
Neutréfilo 1 0 0
Alcalitolerante 21 6 10
Alcal6filo 0 0 0
Temperatura
Meséfilo extremo 0 0 3
Mesofilo 22 10 7
Psicrétrofo 0 2 0
Psicréfilo 0 0 0
Salinidad
Hal6filo débil 1 12 0
Haléfilo 11 0 8
Haléfilo Extremo 10 0 2
Celulosa 68.18 0 70
Almidén 68.18 0 30
Quitina 68.18 8.3 30
Fuente Unica de nitrégeno y carbono % % %
Treonina 100 50 100
A. Aspartico 40 50 60
A. Glutamico 36.4 58.3 70
Fenilalanina 100 50 100
Tirosina 100 25 80
Asparagina 100 83 100
Valina 100 25 100
Lisina 81.8 25 90
Leucina 86.4 25 100
Alanina 95.4 75 40
Histidina 90.9 91.7 90
Arginina 80.4 75 90
Cisteina 59.1 8.3 90
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3.1.1.4. Taxonomia fenotipica

Para el grupo de posibles bacterias degradadoras de materia organica se formaron 18
los grupos especie tomando como base una similaridad del 95%. De los cuales cuatro
presentan méas de un solo miembro vy, los 14 restantes son cepas individuales (Figura
6).
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Figura 6. Dendrograma de datos fenotipicos de las posibles bacterias degradadoras de

materia organica

Por otro lado, en el dendrograma obtenido de los resultados fenotipicos para las
posibles bacterias fijadoras de nitrdgeno se hicieron los grupos especie a partir de una
similaridad del 87% y se obtuvo un total de 4, cada uno formado por 3 miembros
(Figura 7).
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Figura 7. Dendrograma de datos fenotipicos de las posibles bacterias fijadoras de nitrégeno

31



Por ultimo, la figura 8 muestra los resultados de la caracterizacion fenotipica de las
bacterias entomopatdgenas, con un corte realizado al 86% se formaron un total de siete
grupos especie. Donde solamente dos de estos presentan mas de un miembro, estos
grupos contienen bacterias que tienen un 100% de similaridad. Por el contrario, los

cinco grupos restantes son cepas individuales.
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Figura 8. Dendrograma de datos fenotipicos de las posibles bacterias entomopatdgenas

3.1.2. Caracterizacion molecular

Con los procesos usados de extraccion de ADN de bacterias Gram positivas y Gram
negativas se obtuvieron concentraciones suficientes (Anexo E) para realizar la
reaccién de BOX PCR. Este se realiz6 con todas las cepas estudiadas y, en todas se
presentaron un nimero de bandas de 5 a 15. Lo que permitid su analisis posterior en

el programa GelJ de una forma mas féacil.

3.1.2.1. Taxonomia molecular

En la figura 9 se muestra el dendrograma obtenido del calculo de similaridad de
las posibles bacterias degradadoras de materia organica. En el cual se identifican
14 grupos especie con un coeficiente del 72%, de estos 8 son grupos con dos

miembros y el resto son cepas individuales.
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Figura 9. Dendrograma de los datos moleculares de las posibles bacterias degradadoras de

materia organica

De la misma manera, la formacion de grupos especie para las posibles bacterias
fijadoras de nitrogeno se hizo basandose en una similaridad del 62%. Obteniendo un

total de 6 grupos homogéneos, todos con 2 miembros (Figura 10).
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Figura 10. Dendrograma de los datos moleculares de las posibles bacterias fijadoras de

nitrégeno

Por otro lado, la figura 11 muestra el dendrograma obtenido de los resultados de las
posibles bacterias entomopatégenas. En el cual para la formacién de grupos especie se
tomo una similaridad del 65%. Se obtuvieron 8 grupos de los cuales 6 son cepas

individuales y los restantes tienen dos miembros.
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Figura 11. Dendrograma de los datos moleculares de las posibles bacterias entomopatdgenas
3.1.3. Analisis filogenético y descripcion taxonomica

El secuenciamiento del gen ADNr 16S, permitio la identificacion género-especie de
las cepas tomadas como representantes de cada grupo de interés. El porcentaje de
similaridad y el nimero de nucleétidos diferentes entre las cepas estudiadas y las
especies ya descritas se muestran en las Tablas B5 (Anexo B), C5 (Anexo C) y D5
(Anexo D). Mientras que las secuencias de cada cepa, la identificacion y el nimero de
nucledtidos obtenidos del secuenciamiento se muestran en las Tablas B6 (Anexo B),
C6 (Anexo C) y D6 (Anexo D).

Para las posibles bacterias degradadoras de materia organica se obtuvieron ocho
especies diferentes, siete pertenecientes al género Bacillus y una al género

Lysinibacillus (Figura 12).

De las especies pertenecientes al género Bacillus se identificaron 3 cepas de B.
stratosphericus correspondientes a EG-003, EG-005 y EG-007. Estas presentan un
porcentaje de similaridad de 99.93% con B. stratosphericus. La cual fue descrita en el
2006, como un microrganismo Gram positivo con forma bacilar, que tiene colonias
irregulares. También se describe que son bacterias mesofilas y alcalotolerantes
(Shivaji et al., 2006).

De la misma manera, se identifico como B. haynesii a las cepas EG-020, EG-021 y
EG-023 con un porcentaje de similaridad de 99.73%. Estas son bacterias Gram
positivas con forma bacilar, con un rango de crecimiento desde un pH 4.5 hasta 9.5.

Igualmente se encontrd que la temperatura de crecimiento va desde los 4°C hasta los
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37°C. Las mismas que concuerdan con la descripcion de B. haynesii, realizada por
primera vez en el afio 2017 siendo considerada una especie nueva (Dunlap et al.,
2017).

Por otro lado, las cepas EG-015, EG-016 y EG-019 se identificaron como B.
halotolerans al presentar una similaridad de 99.93%. La cual se definié como tal en el
afio 2017 después de un analisis de los sindnimos ya existentes como B. axarquiensis,
B. malacitensis y Brevibacterium halotolerans (Tindall, 2017). Las caracteristicas
presentadas para B. halotolerans la definen como una bacteria Gram positiva de forma
bacilar, con la capacidad de soportar altas concentraciones de sal en el medio (Zhang
et al., 2018).

Adicionalmente, se encontraron dos cepas de B. subtilis coorespondientes a EG-022
y EG-025. Fueron clasificadas como tal porque presentaron un porcentaje de
similaridad de 99.86 con B. subtilis. Especie descubierta en el afio 1958 por Spizizen,
quien la describe como un bacilo Gram positivo que forma endosporas y, con alta

capacidad de producién de enzimas y proteinas extracelulares (Cui et al., 2018).

La bacteria EG-004 por otro lado, fue identificada como B. simplex al presentar un
99.79% de similaridad. Ambos microorganismos tienen caracteristicas de bacilos
Gram positivos y formadores de endosporas. Ademas, se define a B. simplex como una
bacteria mesofila ya que solamente crece en temperaturas menores a 45°C, también
presenta la capacidad de crecer en un medio con pH maximo de 9 y minimo de 5, lo
que la hace una cepa alcalitolerante (Heyrman et al., 2005).

Una cepa de B. albus también se identifico dentro de la coleccidn, con un porcentaje
de 99.92% de similaridad esta corresponde a EG-009. Para la cual en la caracterizacion
fenotipica se encontré que es una bacteria bacilar Gram positiva con caracteristicas
mesofilicas, alcalitolerantes y haldfilas. La nueva descripcion de B. albus realizada en
el 2017 concuerda con los datos obtenidos ya que se reporta crecimiento en un pH
minimo de 5 y maximo de 9, respecto a la temperatura la bacteria no se desarrolla a
mas de 45°C vy, de igual forma soporta una concentracion del 9% de sal en el medio
(Y. Liuetal., 2017).

35



Ademas, se encontr6 una cepa de B. licheniformis correspondiente a EG-010 con una
similaridad del 99.79%. B. licehniformis fue descrita en el afio 1898 por Weigmann y
en 1901 por Chester. Es una bacteria bacilar Gram positiva con capacidad de formar
endosporas. En cuanto a las condiciones de crecimiento presenta caracteristicas
mesofilicas con una temperatura méxima de desarrollo de 45°C y, capacidad haldfila
con tolerancia a la salinidad en rangos superiores al 6% (Manachini, Fortina, Levati,
& Parini, 1998).

Por altimo, se identifico a EG-008 con una similaridad de 99.30% como Lysinibacillus
pakistanensis. Esta fue descrita como especie en el afio 2014 y muestra caracteristicas
celulares Gram positivas de forma bacilar. Las condiciones de crecimiento que tiene
la definen con mesdfila con una temperatura méaxima de desarrollo de 45°C,
alcalitolerante por la habilidad de crecer en rangos de pH desde 5 hasta 9 y, haléfila
ya que puede sobrevivir en un medio con hasta un 6% de concentracién de sal (Ahmed
et al., 2014).

Los datos que se obtuvieron de la caracterizacion fenotipica de los microrganismos
pertenecientes a la coleccién de posibles bacterias degradadoras de materia organica
concuerdan por completo con la descripcion taxondmica de cada una de las especies

obtenidas.
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Figura 12. Arbol filogenético de las posibles bacterias degradadoras de materia organica

La Figura 13 muestra el arbol filogenético obtenido para el el grupo de posibles
bacterias fijadoras de nitrégeno, en donde de identificacron 4 especies distintas. Dos
del géno Enterobacter, una de Rhizobium y una de Pseudomonas.

La primera cepa de Enterobacter corresponde a EG-029, la cual con una similariridad
de 99.72% fue identificada como E. asburiae. Especie descrita en el afio 1986 como

un bacilo Gram negativo. Las condiciones de crecimiento la definen como meséfilay

37



alcalitrolerante, soportando rangos de temperatura de 4°c hasta 37°C. Ademas, se
reporta su rango de tolerancia al pH, con valores desde 5 hasta 9 (Brenner,
McWhorter, Kai, Steigerwalt, & Farmer, 1986; Hoffmann et al., 2005).

La bacteria EG-032 se identifico como E. tabaci al tener una similaridad de 99.78%
con esta. E. tabaci fue descrita en al afio 2015 como una bacteria Gram negativa con
forma bacilar que tiene colonias con margen circular y superficie convexa. También
se describe como mesofila con un rango de crecimeinto entre los 4 y 37 grados
centigrados, y alcalitolerante por desarrollarse en valores de pH desde 4 hasta 9 (Duan
et al., 2015).

La bacteria EG-033 present6 una similaridad de 99.93% con la especie Rhizobium
radiobacter. Descrita como un bacilo gram negativo que no forma endosporas y, con
caracteristicas de halofilidad minimas ya que crece a una concentracién de sal maxima
del 2%. Sin embargo, a pesar de ser reportada como un microorganismo del genero
Rhizobium esta no tiene la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico (Kuykendall,

Kerr, Young, Martinez-Romero, & Sawada, 2001).

Po otro lado, se identificaron las bacterias EG-035 y EG-037 como Pseudomonas
brassicaearum, al presentar una similaridad de 99.66%. Esta especie fue descrita en el
afio 2000 por Achouak como un bacilo Gram negativo con la capacidad de producir
compuestos antimicrobianos. De igual manera se encuentra en el suelo
especificamente en la rhizosfera, su temperatura 6ptima de crecimiento es 28°C y su

tolerancia al pH va desde valores de 4 hasta 9 (Ivanova et al., 2009).

Las caracteristicas fenotipicas que se obtuvieron para las cepas EG en el estudio
realizado coinciden con los resutlados reportados para cada una de las especies
identificadas y descritas para el grupo 2 de interés.
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Figura 13. Arbol filogenético de las posibles bacteria fijadoras de nitrégeno

Para el ultimo grupo de interés de posibles bacterias entomopatdgenas se encontraron
seis especies diferentes, todas pertenecientes al género Bacillus (Figura 14). De las
especies obtenidas hay dos que coinciden con las reportadas para las bacterias del
grupo 1, estas son B. albus que corresponde a las cepas EG-043 y EG-044 y, B.
haynesii que coincide con EG-013. Con porcentajes de similaridad de 99.93% y

99.73% correspondientemente para cada especie.

Por otro lado, se identific6 a EG-014 como B. mycoides con un porcentaje de
similaridad de 100%. Esta especie fue descrita como bacilo Gram positivo con la
capacidad de formar endosporas y, con un rango de crecimiento de 15°C a 40°C con
una temperatura 6ptima de desarrollo a 28°C. También se describe la capacidad de este
microrganismo para soportar la salinidad del medio ya que se reporta crecimiento en
una concentracion de hasta el 9% (Y. Liu, Lai, & Shao, 2018).

Ademas, se encontrd una cepa de B. velezensis correspondiente a EG-042, estas
presentaron entre si un porcentaje de similaridad de 99.80%. B. velezensis fue descrita
en el 2005 como un microorganismo Gram positivo con endosporas elipticas, que

forma colonias blancas en el medio de cultivo. Las condiciones de crecimiento la
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describen como haléfila extrema por soportar concentraciones mayores al 9%. De
igual modo se define como mesdfila y alcalitolerante, con una temperatura 6ptima de
crecimiento de 28°C y un pH optimo de 7 (Ruiz-Garcia, Béjar, Martinez-Checa,
Llamas, & Quesada, 2005).

Por otra parte, con una similaridad del 100% se identificé a EG-038 como B. cereus.
Esta especie se encuentra de forma natural en el suelo y, se caracteriz6 como un
microrganismo Gram positivo que produce endosporas cuando el medio se vuelve
hostil. También se define como una bacteria mesdfila, haldfila y alcalitolerante
(Majed, Faille, Kallassy, & Gohar, 2016).

Por altimo, la cepa EG-041 se identificé inicialmente como B. paranthracis por tener
un porcentaje de similaridad de 99.73. Sin embargo, en el analisis del arbol
filogenético (Figura 14) se observa que EG-041 tiene mayor cercania evolutiva con la
especie B. thuringensis y presentan una similaridad de 99.59% entre si. B. thuringensis
fue descrita en el afio 1915 por Berliner como un microrganismo Gram positivo con
forma bacilar y caracteristicas mesofilicas y hal6filas (Sahin, Gomis-Cebolla, Giines,
& Ferré, 2018). También se describen las endotoxinas que produce esta especie,
conocidas como toxinas Cry porgue se forman cristales dentro de la bacteria (Palma
et al., 2014).
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3.1.4. Discusion general del trab

El presente trabajo se enfoco en la identificacion de especies de tres grupos de interés,

como también en la determinacidn de caracteristicas fenotipicas y moleculares de cada

una de las cepas de estudiadas.
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Gomez (2015), donde se utilizaron bacterias autoctonas para degradar desechos de
plantas compuestos principalmente por celulosa y almidén. También coincide con los
reportes obtenidos sobre la produccidn de amilasas por especies como B. subtillis, de

la cual se tienen dos cepas en la coleccion (Cui et al., 2018).

Ademas, se identificd la capacidad de utilizar aminoacidos como asparagina, treonina
y valina como Unica fuente de carbono, datos que coinciden con la descripcion de las
ocho especies obtenidas del analisis filogenético. El uso de los aminoacidos antes
mencionados se da en un promedio del 70%, con relacién al contenido total del medio
en donde se encuentran los microrganismos. De igual manera se encontraron cepas
halofilas y halofilas extremas dentro del grupo de interés, resultados que concuerdan
con la descripcién de las especies bacterianas reportadas, donde la mayoria presenta
crecimiento en un rango de 1% hasta 9% de concentracion de sal (Cui et al., 2018;
Dunlap et al., 2017; G.-H. Liu et al., 2016; Y. Liu et al., 2017; Shivaji et al., 2006;
Tindall, 2017).

Para el grupo de posibles bacterias fijadoras de nitrégeno se encontr6 que no producen
enzimas extracelulares con la capacidad de hidrolizar compuestos como la celulosa, el
almidon o la quitina. Estos resultados concuerdan con los reportados para las especies
E. asburiae, E. tabaci, R. radiobacter y P. brassicacearum. Adicionalmente, se
identificd que estas especies pueden usar los aminoacidos histidina, alanina y
asparagina como unica fuente de carbono. Los cuales en el estudio fenotipico fueron
utilizados por aproximadamente el 75% de los microrganismos de la coleccion. La
capacidad de tolerar la salinidad del medio también se reportd6 como nula, ya que
solamente sobreviven en medios que tienen una concentracién de sal de maximo 2%,
mientras que la clasificacion de las bacterias estudiadas las definié como haldéfilas
débiles (Duan et al., 2015; Hoffmann et al., 2005; Ivanova et al., 2009; Kuykendall
et al., 2001).

Finalmente para las posibles bacterias entomopatogenas se encontrd que en su mayoria
son mesofilas extremas, alcalitolerantes y halofilas extremas. Estas caracteristicas
concuerdan con los datos de las especies identificadas en el analisis filogenético. Por
otro lado, se determind que a los amino&cidos treonina, leucina y valina como fuentes

de carbono y nitrogeno que pueden usar tanto las cepas estudiadas como las especies
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del género Bacillus que se obtuvieron. De las especies identificadas la que presentan
una mayor capacidad de degradar compuestos como la celulosa, el almidon o la quitina
es la correspondiente a B. haynesii, estos datos concuerdan con los resultados de las
pruebas fisioldgicas de la cepa EG-013. (Y. Liuetal., 2017, 2018; Majed et al., 2016;
Ruiz-Garecia et al., 2005; Sahin et al., 2018).

A modo general, en el andlisis filogenético las de las cepas identificadas se encontraron
un total de 16 especies diferentes, distribuidas en los tres grupos de interés estudiados.
De estas solamente los microrganismos pertenecientes a posibles bacterias
degradadoras de materia organica presentaron caracteristicas relacionadas al uso
biotecnologico que se pretendia. En el caso de las posibles bacterias fijadoras de
nitrégeno no se obtuvo ninguna especie que realice este proceso en simbiosis o en vida
libre en el suelo. Y finalmente, para el grupo de posibles bacterias entomopatdgenas
se encontr6 solamente una cepa perteneciente a B. thuringensis y, el resto de cepas son

especies que no tienen la capacidad de producir toxinas que afecten a los insectos.

La identificacion de s6lo una cepa de interés en el grupo 3 y de ninguna cepa de interés
en el grupo 2, muestra que las técnicas usadas para el aislamiento y la seleccion de
bacterias para la formacion de cada una de las colecciones no es el ideal. Esto denota
que se necesita de pruebas més especificas para la identificacion fenotipica de
microorganismos que tengan la capacidad de producir toxinas y fijar nitrogeno

atmosférico.

No obstante, pesar de estos resultados sobresale la diversidad que se obtuvo en cada
grupo, donde el minimo de especies fue de 4 con tan sélo el 30% de las bacterias totales
identificadas molecularmente. Esta diversidad también se ve reflejada en los grupos
especie obtenidos en el andlisis fenotipico y molecular de cada uno de los grupos de

interés.

La caracterizacion de las bacterias mediante taxonomia polifasica permitié obtener
informacion de varios niveles, desde su morfologia hasta su especie pasando por sus
caracteristicas fisiologicas. Por esta razon el uso de esta técnica para el estudio de
bacterias es tan importante, ya que si el secuenciamiento del genoma completo no se

puede realizar, la informacién obtenida es suficiente para identificar caracteristicas
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bésicas sobre presencia de genes de interés. Por ejemplo expresion de metabolitos
secundarios o habilidad de transformar compuestos como el nitrégeno molecular
(Gillis, Vandamme, De Vos, Swings, & Kersters, 2001).

Con este andlisis de los datos obtenidos se demuestra la robustez del estudio realizado,
principalmente en la concordancia que tienen las caracteristicas descritas para las
especies identificadas con los datos que se obtuvieron en la parte experimental para
las cepas EG. A pesar de ello, la distribucién de las bacterias en los grupos especie
tanto fenotipicos como moleculares dejan ciertos vacios en cuanto a la verdadera
diversidad existente en la coleccion. Ya que aun con un promedio de 4 especies
diferentes en cada coleccion se obtuvieron grupos especie que no se identificaron. Por
lo que se deberia secuenciar todas las cepas EG, o aumentar el nimero de pruebas
fenotipicas a un minimo de 100 conjuntamente con el uso de un nimero superior de
primers para la caracterizacion molecular. De esta manera los grupos especie obtenidos

serian mas definidos.

3.2. Verificacién de las hipdtesis

3.2.1. Hipotesis nula (Hy)

No existe diversidad molecular y fenotipica dentro de los tres grupos de bacterias

estudiados

3.2.2. Hipdtesis alternativa (H,)

Existen por lo menos dos especies diferentes dentro de los grupos de bacterias

estudiados

Después del andlisis de los resultados fenotipicos, moleculares y la obtencion de 17
especies distintas en un total de 44 bacterias en el analisis filogenético se rechaza la
hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa H,. Afirmando que existen por lo

menos dos especies diferentes dentro de cada grupo de bacterias estudiado.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se identificd y clasificd bacterias con potencial en biotecnologia utilizando
herramientas de taxonomia polifasica. Los resultados obtenidos mostraron un
total de 16 especies diferentes distribuidas en los 3 grupos de interés. Donde,
el género prevaleciente es Bacillus con un total de 11 especies, seguido de
Enterobacter con dos y finalmente Lysinibacullus, Rhizobum y Pseudomonas

con una especie reportada.

Se determind la diversidad fenotipica de la coleccion bacteriana. En donde se
encontré que la mayoria de cepas con las que se trabajaron son mesofilas,
alcalitolerantes y halo6filas. También de identificaron cepas con la capacidad de
degradar sustratos de alto peso molecular como la celulosa y el almidon
pertenecientes a los grupos de interés uno y dos. Por otra parte, también de
determind que es necesario usar una metodologia de aislamiento més especifica

para bacterias fijadoras de nitrégeno y entomopat6genas.

Se caracterizd e identific6 molecularmente las bacterias. Lo que permitio
determinar diversidad molecular existente dentro de cada coleccion estudiada,
con un promedio de 6 grupos especie formados principalmente por cepas
individuales También se identificd las bacterias usando el gen ADNr 16S,
mediante el cual se obtuvieron 8 especies diferentes para las bacterias del grupo
1, con siete del género Bacillus y una del género Lysnibacillus. De la misma
manera, en el grupo de interés 2 se identifico un total de 4 especies diferentes
dos del género Enterobacter y las otras dos del género Pseudomonas y
Rhizobium respectivamente. Por Ultimo para el grupo de interés 3 se obtuvieron

6 especies todas del género Bacillus.
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Se establecieron las relaciones filogenéticas de las bacterias identificadas.
Mediante las cuales se encontr6 que las especies predominantes en la coleccién
de posibles bacterias degradadoras de materia organica son B. haynesii, B.
halotolerans y B. stratosphericus con 3 cepas cada una. Por otro lado, en la
coleccion dos la especie dominante, fue P. brassicacearum con dos bacterias.
Y finalmente para el grupo de posibles bacterias entomopatdgenas la especie

con mayor numero de representantes fue B. albus con 2 microorganismos.
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ANEXOS

ANEXO A. SOLUCIONES

Tabla A 1. Sistema de bufers (100 ml)

pH V. Acido citrico 0.1M (ml) V. FOSfatO(?ﬁl)SOdlo 0.2M
3.5 69.75 30.25
45 54.57 45.43
5.5. 43.13 56.87
6.5 29.04 70.96
7.5 7.62 92.38
V. Glicina 50 (ml) + Hidroxido de
sodio 0.2M (ml) V- Agua
8.5 54 46
9.5 72.4 27.6
Tabla A 2. Bufer de extraccion de ADN
Soluciones Volumen (ml)
Glucosa 50 mM 100
Tris HCI 25 mM (pH 8) 100
EDTA 10 mM (pH 8) 100

Esterilizar por separado las soluciones a 121°C por 20 min. Hacer un stock de glucosa
0.5M, uno de Tris HCL 0.1M y uno de EDTA 0.05M. Mezclar los volumenes

adecuados para obtener 100 ml de bufer de extraccion

Tabla A 3. Bufer TE 1X

Compuesto Concentracion
Tris HCI (pH 8) 10 mM
EDTA (pH 8) 1mM

Tabla A 4. Bufer TBE 10X
57



Compuesto Cantidad

Tris Base 107.78
Acido Borico 7.44
EDTA-Na 55
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ANEXO B. POSIBLES BACTERIAS DEGRADADORAS DE MATERIA ORGANICA

Tabla B 1. Caracteristicas macroscopicas de las posibles bacterias degradadoras de materia organica

Pig. Difusible

Cadigo Forma Elevacion Margen Color Presencia (+) Color
Ausenica (-)

EG-001 Rizoide Plana Filamentoso White

EG-002 Rizoide Plana Filamentoso White

EG-003 Circular Plana Entero 365 Vellum

EG-004 Circular Convexa Entero 367 Manilla

EG-005 Irregular Plana Entero 365 Vellum

EG-006 Irregular Plana Lobado 367 Manilla

EG-007 Irregular Plana Ondulado White

EG-008 Irregular Plana Ondulado White

EG-009 Circular Plana Entero White

EG-010 Filamentosa Plana Filamentoso White

EG-011 Circular Plana Entero 384 Ligth Straw

EG-015 Irregular Plana Lobado White

EG-016 Irregular Plana Ondulado White

EG-017 Irregular Plana Ondulado White

EG-018 Irregular Umbonada Lobado White

EG-019 Circular Umbonada Entero 365 Verllum

EG-020 Irregular Umbonada Lobado White

EG-021 Irregular Umbonada Lobado White

EG-022 Irregular Plana Ondulado 384Camouflage beige + 384Camouflage beige

EG-023 Irregular Umbonada Ondulado 365 Vellum

EG-024 Irregular Umbonada Ondulado 365 Vellum

EG-025 Irregular Plana Ondulado 384Camouflage beige + 384Camouflage beige




Tabla B 2. Caracteristicas microscopicas de las posibles bacterias degradadoras de

materia organica

Tinciéon Gram Céapsulas Endosporas
Cddigo Forma Positivo (+) Presencia (+) Presencia (+)
Negativo (-) Ausenica (-) Ausenica (-)
EG-001 Bacilar + - +
EG-002 Bacilar + - +
EG-003 Bacilar + - +
EG-004 Bacilar + - +
EG-005 Bacilar + - +
EG-006 Bacilar + - +
EG-007 Bacilar + - +
EG-008 Bacilar + - +
EG-009 Bacilar + - +
EG-010 Bacilar + - +
EG-011 Bacilar + - +
EG-015 Bacilar + - +
EG-016 Bacilar + - +
EG-017 Bacilar + - +
EG-018 Bacilar + - +
EG-019 Bacilar + - +
EG-020 Bacilar + - +
EG-021 Bacilar + - +
EG-022 Bacilar + - +
EG-023 Bacilar + - +
EG-024 Bacilar + - +
EG-025 Bacilar + - +
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Tabla B 3. Clasificacion de las posibles bacterias degradadoras de materia organica en

funcién al pH, salinidad y temperatura

Caracteristica

Caodigo Tesis
Salinidad Temperatura pH

EG-001 Halofilo débil Mesofilo Alcalitolerante
EG-002 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-003 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-004 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-005 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-006 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-007 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-008 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-009 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-010 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-011 Halofilo Mesofilo Alcalitolerante
EG-015 Hal6filo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-016 Halofilo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-017 Hal6filo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-018 Halo6filo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-019 Hald6filo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-020 Hal6filo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-021 Halofilo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-022 Halo6filo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-023 Halofilo Extremo Mesofilo Neutrdéfilo

EG-024 Halofilo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
EG-025 Halofilo Extremo Mesofilo Alcalitolerante
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TablaB4. MHiriz ce taxonomianuméricade las posibles bacierias degrackdoras cemeieria organica
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1 0112002121 1011111111011111111111 1
1 0111011 1011111111011111111111 1

1 0111000011111 1110111111111111

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

B0 1 0001 00100010000O0O01O00

EGO2 1 0 0 01 001000100000 O01O00

1

EGOB 0 1 0 01 000100010000 0100

1 011101111111 11111111111111111 1
1 0111000O0111111110011111111100 1
1 0111000001111 1110011110010101 1

1 0111000001111 1111011111110101

Gk 01 0001 00100001000 00160

EG0Ob 0 0 1 01 000101010000 0101

EGOb 0 0 1 01 000010001000 O0100

1

EGl0r 0 0 1 01 000001100000 010060

1 0111000O01211111111011111111100 1
1 0111000011111 1110011110111111 1
1 0111011 111111001001 1110111000 1
1 011100000111 11111011111001000 1
1 0111011 1001111010011110011101 1
1 0111111100111 1010011111111101 1
1 0111111 1001111010011111111101 1
1 0111111 1001111110111111111111 1
1 0111111111111 1010111111111111

1 0111111 1111111010111111111111 1
1 0111111 1111111011111111111111 1
1 0111111 1001111111111111111111 1
1 0111111100111 0010011111111110 1
1 0111111100111 1010011111111011 1
1 0111111101111 1011111111111111 1

EGOB 0 01 01 000001100000 O01O0060

EGOB 0 1 001 00010010000O0O0C1ITO0O0

EG00 0 0 0 11 001000100000 O0O0O01

EG0L 01 0 01 000100000100 O0100

EG05 0 01 01 000010100000 010060

EG06 0 0 1 01 000001100000 O0O0O01

EG0l/ 0 0 1 01 000001100000 O0O0O0?1

EG08 0 01 0 0010010100000 0100

1

EG0O 01 0 0 0010100010000 0O0O01

Elb 0 0 1 0001 0010100000 010060

EG 0 01 0 0010010100000 0100

EG2 0 01 01 000001000011 1100

EGk3 0 01 0 0010001010000 0O0O01

£G4 0 01 00010001010000 010060

EGl 0 01 01 000001000011 110060




Tabla B 5. Secuencias del gen ADNr 16S de las posibles bacterias degradadoras de materia organica

Cédigo

Secuencia del gen ADNr 16S
(5°-3)

Identificacion

NuUmero de
nucleétidos

EG-003

AGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACG
GTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCG
CCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAA
GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATG
GAGCCAGCCGCCGAAAGTGGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTCGTA

Bacillus
stratosphericus

1499

EG-004

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATCGATGGGAGCTTGCTCCCTGAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTATAAGACTG
GGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACGTTCTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTATAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC
GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTG
GTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCCCATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTCATGGAGCCAGCCGCCTA
AGGTGGGACAGATGATTGGGGTG

B. simplex

1477

63



EG-005

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACT
GGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTC
AACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCG
AAAGTGGGGCAGATGATTGGGGTGA

B.
stratosphericus

1478

EG-007

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACT
GGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTC
AACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCG
AAAGTGGGGCAGATGATTGGGGTGA

B.
stratosphericus

1478

EG-008

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAGAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTATAGT
TTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTGTTCCACCTCATGGTGGAACACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTATAAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGC
TCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGATACAAACGGTTGCCAACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGC
CGAAAGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTC

Lysinibacillus
pakistanensis

1485

64



EG-009

AGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGA
CGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTC
CGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTANTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACGTGGGCTACA

B. albus

1229

EG-010

TAATACATGCAAGTCGAGCGGACCGACGGGAGCTTGTTCCCTTAGTTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAA
TACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATG
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCG
AAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC
CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACA
AAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA
A

B. licheniformis

1453

EG-015

GTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA
CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCC
GAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA

B. halotolerans

1478

65



EG-016

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACT
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGC
CGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA

B. halotolerans

1479

EG-019

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGG
GATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC
GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTC
AACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCG
AAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA

B. halotolerans

1477

EG-20

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACT
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGC
AGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCG
AAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTC

B. haynesii

1483

66



EG-021

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA
CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGC
AGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCG
AAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA

B. haynesii

1478

EG-022

CAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGTTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAAC
CGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAA
GGTGGGACAGATGATTGGGGTGA

B. subtilis

1476

EG-023

CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA
TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCC
GGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGC
TGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCG
CCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA

B. haynesii

1482

67



EG-025

CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGTTAGTTGG
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCT
GCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCT

B. subtilis

1439

68



Tabla B 6. Porcentaje de similaridad y namero de nucle6tidos diferentes entre posibles bacterias degradadoras de

especies del género Bacillus y Lysinibacillus
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41/1453
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41/1453

41/1453

©
98/1453

97/1453

88/1455

o
88/1455

88/1455

88/1455

6/1455

24/1454

25/1454

5/1455

5/1407

116/1451

116/1430

114/1452

4211453

97/1452

421453

4211453

111/1451

67/1189

28/1450

[a)
411455

«a
4/1455

411455

2011454

20/145

2/1455

20/1454

I3
211413

97.1

11454

0/1454

011454

85/1454

86/1454

86/1453

86/1453

86/1453

86/1453

39/1453

53/1452

53/1452

42/1453

41/1405

112/1452

112/1431

109/1453

1/1454

84/1453

1/1454

1/1454

108/1453

64/1187

54/1448

4111453

41/1453

41/1453

50/1452

50/145

4371453

50/1452

4011411

99.93

1/1454

171454

86/1454

87/1454

87/1453

87/1453

87/1453

87/1453

40/1453

5471452

54/1452

43/1453

42/1405

113/1452

113/1431

110/1453

21454

85/1453

211454

21454

109/1452

65/1187

55/1448

4211453

42/1453

42/1453

51/1452

51/145

44/1453

51/1452

41/1411

97.1

100.00

99.93

01454

§5/1454

86/1454

86/1453

86/1453

86/1453

86/1453

39/1453

53/1452

53/1452

42/1453

41/1405

112/1452

112/1431

109/1453

11454

84/1453

11454

11454

108/1452

64/1187

54/1448

41/1453

41/1453

41/1453

50/1452

50/145

43/1453

50/1452

401411

1
2
3971
4
5

97.1

100.00

99.93

100.00

85/1454

86/1454

86/1453

86/1453

86/1453

86/1453

39/1453

53/1452

53/1452

42/1453

4171405

112/1452

112/1431

109/1453

11454

84/1453

11454

1/1454

108/1452

64/1187

54/1448

4171453

41/1453

4171453

501452

50/145

43/1453

50/1452

401411

93.2)

94.15

94.09

94.15

94.15

10/1456

78/1453

78/1453

78/1453

78/1453

98/1453

91/1452

91/1452

93/1453

92/1405

98/1452

102/1431

100/1453

86/1454

3/1455

86/1454

86/1454

99/1452

63/1187

93/1448

94/1453

94/1453

94/1453

91/1452

91/145

98/1453

91/1452

95/1411

93.3

94.09

94.02

94.09

94.09

99.31

80/1453

80/1453

80/1453

80/1453

97/1453

94/1452

94/1452

92/1453

91/1405

98/1452

102/1431

102/1453

§7/1454

9/1455

87/1454

87/1454

101/1452

63/1187

97/1448

93/1453

93/1453

93/1453

92/1452

92/145

97/1453

92/1452

94/1411

94.08

94.01

94.08

94.08

94.63

94.49

011457

0/1457

071457

87/1455

881454

90/1454

90/1455

89/1407

110/1453

107/1432

103/1454

87/1453

81/1452

87/1453

87/1453

107/1453

11191

91/1450

89/1453

89/1455

89/1455

86/1454

86/145

89/1455

86/1454

87/1413

6
7
8/93.9
9193.9

94.08

94.01

94.08

94.08

94.63

94.49

100.00

0/1457

0/1457

88/1454

90/1454

90/1455

89/1407

110/1453

1071432

103/1454

87/1453

81/1452

87/1453

87/1453

107/1453

11191

91/1450

89/1455

89/1455

89/1455

86/1454

86/145

89/1455

86/1454

87/1413

10(93.9,

94.08

94.01

94.08

94.08

94.63

94.49

100.00

100.00

0/1457

88/1454

90/1454

90/1455

89/1407

110/1453

1071432

103/1454

87/1453

81/1452

87/1453

87/1453

107/1453

11191

91/1450

89/1455

89/1455

89/1455

86/1454

86/145

89/1455

86/1454

87/1413

11]93.9

94.08

94.01

94.08

94.08

94.63

94.49

100.00

100.00

100.00

88/1454

90/1454

90/1455

89/1407

110/1453

107/1432

103/1454

87/1453

81/1452

87/1453

87/1453

107/1453

11191

91/1450

89/1455

89/1455

89/1455

86/1454

86/145

89/1455

86/1454

87/1413

12]99.5]

97.32

97.25

97.32

97.32

93.26

93.32

94.02

94.02

94.02

94.02

26/1454

25/1454

5/1455

5/1407

119/1451

119/1430

117/1452

401433

97/1452

40/1453

40/1453

114/1451

66/1189

26/1450

4/1455

4/1455

4/1455

22/1454

22/145

6/1455

22/1454

4/1413

13983

96.35

96.28

96.35

96.35

93.73

93.53

93.95

93.95

93.95

93.95

98.21

3/1455

25/1454

25/1406

114/1451

114/1430

114/1452

54/1452

90/1451

541145

54/1452

111/1451

65/1189

6/1451

2411454

24/1454

24/1454

4/1455

4/1455

24/1454

4/1455

23/1412

14]98.2]

96.35

96.28

96.35

96.35

93.73

93.53

93.81

93.81

93.81

93.81

98.28

99.79

26/1454

26/1406

114/1451

114/1430

114/1452

54/1452

90/1451

54/1452

54/1452

111/1451

67/1189

3/1451

25/1454

2511454

25/1454

711455

711455

25/1454

711455

24/1412

15]99.6|

97.11

97.04

97.11

97.11

93.60

93.67

93.81

93.81

93.81

93.81

99.66

98.28

98.21

011407

114/1451

114/1430

116/1452

43/1453

9211452

43/1453

43/1453

111/1451

69/1189

29/1450

1/1455

11455

1/1455

21/1454

21/145

571455

21/1454

3/1413

16]99.61

97.08

97.01

97.08

97.08

93.45

93.52

93.67

93.67

93.67

93.67

99.64

98.22

98.15

100.00

113/1403

114/1404

115/1404

41/1405

91/1404

41/1405

41/1405

110/1404

69/1176

29/1406

1/1407

1/1407

1/1407

21/1406

21/140

511407

21/1406

311400

17]92.0

92.29

92.22

92.29

92.29

93.25

93.25

92.43

92.43

9243

9243

91.80

92.14

92.14

92.14

91.95

10/1434

18/1456

113/1452

101/1451

113/1452

113/1452

12/1455

93/1188

1171447

115/1451

115/1451

115/1451

112/1451

112/14

117/1451

112/1451

115/1408

18]91.8]

92.17

92.10

92.17

92.17

92.87

92.87

92.53

92.53

92.53

92.53

91.68

92.03

92.03

92.03

91.88

99.30

18/1435

112/1431

105/1430

112/1431

112/1431

10/1435

91/1189

117/1426

115/1430

115/1430

115/1430

112/1430

112/14

117/1430

112/1430

116/141C

19192.1

92.50

9243

92.50

92.50

93.12

92.98

92.92

92.92

92.92

92.92

91.94

92.15

92.15

92.01

91.81

98.76

98.75

110/1453

103/1452

110/1453

110/1453

14/1456

86/1189

117/1448

115/1452

115/1452

115/1452

112/1452

112/14

115/1452

112/1452

113/141C

20(97.1

99.93

99.86

99.93

99.93

94.09

94.02

94.01

94.01

94.01

94.01

97.25

96.28

96.28

97.04

97.08

92.22

92.17

92.43

85/1453

011454

0/1454

109/1452

64/1187

55/1448

42/1453

42/1453

42/1453

51/1452

51/145.

44/1453

51/1452

40/1411

21]93.3

9422

94.15

94.22

94.22

99.79

99.38

9442

94.42

9442

9442

93.32

93.80

93.80

93.66

93.52

93.04

92.66

9291

94.15

85/1453

85/1453

102/1451

63/1187

92/1447

93/1452

93/1452

93/1452

90/1451

90/145

97/1452

90/1451

93/1410

22(97.1

99.93

99.86

99.93

99.93

94.09

94.02

94.01

94.01

94.01

94.01

97.25

96.28

96.28

97.04

97.08

92.22

92.17

9243

100.00

94.15

0/1454

109/1452

64/1187

55/1448

4211453

4211453

42/1453

51/1452

51/145

4411453

51/1452

40/1411

23(97.1

99.93

99.86

99.93

99.93

94.09

94.02

94.01

94.01

94.01

94.01

97.25

96.28

96.28

97.04

97.08

92.22

92.17

9243

100.00

94.15

100.00

109/1452

64/1187

55/1448

42/1453

4211453

42/1453

51/1452

51/145

44/1453

51/1452

40/1411

24(923

92.57

92.49

92.56

92.56

93.18

93.04

92.64

92.64

92.64

92.64

92.14

92.35

92.35

92.35

92.17

99.18

99.30

99.04

92.49

92.97

9249

92.49

90/1189

114/1447

110/1451

110/1451

110/1451

109/1451

109/14

112/1451

109/1451

110/141C

25(94.3)

94.61

9452

94.61

94.61

94.69

94.69

99.92

99.92

99.92

99.92

9445

94.53

9437

94.20

94.13

92.17

92.35

92.77

94.61

94.69

94.61

9461

9243

68/1185

68/1189

68/1189

68/1189

63/1189

63/118

68/1189

63/1189

68/1189

26/98.0

96.27

96.20

96.27

96.27

93.58

93.30

93.72

93.72

93.72

93.72

98.21

99.59

99.79

98.00

97.94

91.91

91.80

91.92

96.20

93.64

96.20

96.20

92.12

94.26

28/1450

28/1450

28/1450

10/1451

10/145

28/1450

10/1451

27/1408

27(99.7

97.18

97.11

97.18

97.18

93.53

93.60

93.88

93.88

93.88

93.88

99.73

98.35

98.28

99.93

99.93

92.07

91.96

92.08

97.11

93.60

97.11

97.11

9242

94.28

98.07

0/1455

0/1455

2011454

20/145:

41455

20/1454

2/1413

28/99.7

97.18

97.11

97.18

97.18

93.53

93.60

93.88

93.88

93.88

93.88

99.73

98.35

98.28

99.93

99.93

92.07

91.96

92.08

97.11

93.60

97.11

97.11

9242

94.28

98.07

100.00

0/1455

20/1454

20/145

4/1455

20/1454

2/1413

29(99.7

97.18

97.11

97.18

97.18

93.53

93.60

93.88

93.88

93.88

93.88

99.73

98.35

98.28

99.93

99.93

92.07

91.96

92.08

97.11

93.60

97.11

97.11

92.42

94.28

98.07

100.00

100.00

20/1454

20/145:

4/1455

20/1454

2/1413

30(98.6

96.56

96.49

96.56

96.56

93.73

93.66

94.09

94.09

94.09

94.09

98.49

99.73

99.52

98.56

98.51

92.28

92.17

92.29

96.49

93.80

96.49

96.49

92.49

94.70

9931

98.62

98.62

98.62

0/1455

20/1454

0/1455

19/1412

31{98.6

96.56

96.49

96.56

96.56

93.73

93.66

94.09

94.09

94.09

94.09

98.49

99.73

99.52

98.56

98.51

92.28

92.17

92.29

96.49

93.80

96.49

96.49

92.49

94.70

99.31

98.62

98.62

98.62

100.00

20/1454

0/1455

19/1412

32{99.8

97.04

96.97

97.04

97.04

93.26

93.32

93.88

93.88

93.88

93.88

99.59

98.35

98.28

99.66

99.64

91.94

91.82

92.08

96.97

93.32

96.97

96.97

92.28

94.28

98.07

99.73

99.73

99.73

98.62

98.62

2011454

0/1413

33/98.6

96.56

96.49

96.56

96.56

93.73

93.66

94.09

94.09

94.09

94.09

98.49

99.73

99.52

98.56

98.51

92.28

92.17

92.29

96.49

93.80

96.49

96.49

92.49

94.70

99.31

98.62

98.62

98.62

100.00

100.00

98.62

34/99.8

97.17

97.09

97.17

97.17

93.27

93.34

93.84

93.84

93.84

93.84

99.72

98.37

98.30

99.79

99.79

91.84

91.77

91.99

97.17

93.40

97.17

97.17

92.20

94.28

98.08

99.86

99.86

99.86

98.65

98.65

100.00

98.65

19/1412

Leyenda: 1-Bacillus subtilis (AJ276351), 2-Bacillus stratosphericus (NR_042336), 3-Bacillus xiamenensis (NR_148244), 4-Bacillus aerius (NR_118439),
simplex (NR_114919), 7-Bacillus muralis (NR_042083), 8-Bacillus nitratireducens (NR_157732), 9-Bacillus tropicus (NR_157736), 10-Bacillus luti (NR_157730), 11-Bacillus albus (NR_157729), 12-Bacillus
nakamurai (NR_151897), 13-Bacillus haynesii (NR_157609), 14-Bacillus licheniformis (NR_118996), 15-Bacillus halotolerans (NR_115063), 16-Bacillus mojavensis (NR_118290), 17-Lysinibacillus macroides
(NR_114920), 18-Lysinibacillus pakistanensis (NR_113166), 19-Lysinibacillus fusiformis (NR_112628), 20-002F, 21-003F, 22-004, 23-005, 24-006, 25-007, 26-EG-010, 27-EG-015, 28-EG-016, 29-EG-019, 30-
EG-020, 31-EG021, 32-EG-022, 33-EG-023, 34-EG-025.
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5-Bacillus altitudinis 41KF2b (NR_042337), 6-Bacillus



ANEXO C. POSIBLES BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

Tabla C 1. Caracteristicas macroscopicas de las posibles bacterias fijadoras de

nitrégeno

Cddigo Forma Elevacion Margen Color
EG-026 Circular Convexa Entero TranslGcida
EG-027 Circular Convexa Entero Translicida
EG-028 Circular Convexa Entero Translicida
EG-029 Circular Convexa Entero 352 Pale cream
EG-030 Circular Convexa Entero White
EG-031 Circular Convexa Entero 352 Pale cream
EG-032 Circular Convexa Entero White
EG-033 Circular Convexa Entero White
EG-034 Circular Umbonada Entero White
EG-035 Circular Convexa Entero 352 Pale cream
EG-036 Circular Convexa Entero 352 Pale cream
EG-037 Circular Convexa Entero 352 Pale cream

Tabla C 2. Caracteristicas microscopicas de las posibles bacterias fijadoras de

nitrégeno

Tinciéon Gram Cépsulas Endosporas

Caodigo Forma Positivo (+) Presencia (+) Presencia (+)

Negativo (-) Ausenica (-) Ausenica (-)
EG-026 Bacilar - - -
EG-027 Bacilar - - -
EG-028 Bacilar - - -
EG-029 Bacilar - - -
EG-030 Bacilar - - -
EG-031 Bacilar - - -
EG-032 Bacilar - - -
EG-033 Bacilar - - -
EG-034 Bacilar - - -
EG-035 Bacilar - - -
EG-036 Bacilar - - -
EG-037 Bacilar - - -
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Tabla C 3. Clasificacion de posibles bacterias fijadoras de nitrogeno al pH, salinidad

y temperatura
Caracteristica
Cddigo Tesis
Salinidad Temperatura pH
EG-026 Halo6filo débil Psicrétrofo Acidofila
EG-027 Haléfilo débil Psicrotrofo Aciddfila
EG-028 Halofilo débil Mesofilo Aciddfila
EG-029 Halofilo débil Mesofilo Alcalitolerante
EG-030 Halofilo débil Mesofilo Neutrotolerante
EG-031 Halofilo débil Mesofilo Alcalitolerante
EG-032 Halo6filo débil Mesofilo Alcalitolerante
EG-033 Halofilo débil Mesofilo Neutrotolerante
EG-034 Halofilo débil Mesofilo Neutrotolerante
EG-035 Hald6filo débil Mesofilo Alcalitolerante
EG-036 Haléfilo débil Mesofilo Alcalitolerante
EG-037 Halofilo débil Mesofilo Alcalitolerante
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TablaC 4. VHiriz de taxonomia numénica de posioles becterias fijadoras de nitrdgeno
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Tabla C 5. Secuencias del gen ADNr 16 S de las posibles bacterias fijadoras de nitrdgeno

Cédigo

Secuencia del gen ADNr 16S
(5°-3)

Identificacion

NUmero de nucledtidos

EG-029

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGGGAGCTTGCTCCTGGGTGACGAGCGGCGGACG
GGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGA
GGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTA
GCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTT
AATAACCTCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAA
CTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACA
TCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACC
TCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
GTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTA
GCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGA

Enterobacter asburiae

1469

EG-032

CGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC
GCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAG
GCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAA
GGCGTTGAGGTTAATAACCTCAGCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGA
ACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAAT
ACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGC
CAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATAC
AAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTG
CAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGA

E. tabaci

1394
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EG-033

CTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCCCCGCAAGGGGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAA
CATACCCTTTCCTGCGGAATAGCTCCGGGAAACTGGAATTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGATTTATCGGGGAAGGATTGGC
CCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGAC
TGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCC
AGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTA
GATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTTTGGGCAGTGGAGACATTGTCCTTCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGG
CACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACT
CGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCGCGACTGGGGTGA

Agrobacterium tumefaciens

1413

EG-035

CTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGAGAGGTGCTTGCACCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGA
GTAAAGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGG
ACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGG
TCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACG
TTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCG
AGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACC
ACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCA
ACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAAT
GAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGA
GGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAAT
CAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAA
CCTTCGGGGGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAA

Pseudomonas
brassicacearum

1473
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EG-037

TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGAGAGGTGCTTGCACCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAG
TAAAGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGA
CCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGT
CTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAA
AGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGT
TAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGA
GCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCA
CCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAA
CTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATG
AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAG
GTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATC
AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACAGAAGTAGCTAGTCTAACC
TTCGGGGGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGA

P. brassicacearum

1464

75



Tabla C 6. Porcentaje de similaridad y namero de nucle6tidos diferentes entre posibles bacterias fijadoras de nitrogeno y varias especies del

género Enterobacter, Leclercia, Agrobacterium y Pseudomonas

- ~ o w © ~ © o S p S 3 3 a3 3 S b=t 3 & N
1 - 25/1469  20/1385 297/1396 203/1463 204/1461 202/1452 297/1408 300/1408 300/1402 300/1394 24/1461 21/1422  26/1456  32/1470  30/1466  21/1469  3/1394 298/1407 206/1462 206/1461
2 9830 -- 26/1385 295/1396 209/1461 210/1459 208/1450 295/1408 298/1408 296/1402 298/1394 0/1461 22/1422  14/1456  33/1469  27/1466  18/1469 12/1394  296/1407 211/1460 211/1459
3 9856 98.12 282/1344 188/1383 189/1382 187/1383 281/1344 278/1344 281/1344 282/1336 25/1383 19/1349 23/1381 10/1385 20/1383 20/1385 17/1385 282/1344 191/1383 191/1383
4 7872 7887 79.02 290/1395 288/1394 287/1395 5/1402 22/1402  24/1402  22/1394  294/1394 287/1360 292/1390 300/1396 301/1394 299/1396 287/1351 1/1402 291/1395 291/1395
5 86.12 8569 86.41 79.21 - 12/1464  6/1455 290/1407 289/1407 280/1401 282/1393 208/1453 197/1414 204/1448 206/1462 203/1458 202/1461 193/1392 291/1406 8/1465 8/1464
6 86.04 8561 86.32 79.34 99.18 - 9/1453 288/1406 287/1406 280/1400 282/1392 209/1451 197/1412 204/1446 207/1460 204/1456 202/1459 195/1391 289/1405 10/1463  10/1462
7 86.09 85.66 86.48 79.43 99.59 99.38 - 285/1396 284/1396 277/1396 279/1388 207/1448 197/1414 204/1443 204/1451 203/1447 201/1450 192/1392 286/1396 5/1455 5/1455
8 7891 79.05 79.09 99.64 79.39 79.52 79.58 17/1414  27/1408  25/1400  294/1400 285/1361 293/1396 301/1408 301/1406 299/1408 286/1351 4/1413 291/1406 291/1405
9 7869 78.84 79.32 98.43 79.46 79.59 79.66 98.80 28/1408  24/1400 297/1400 288/1361 296/1396 298/1408 300/1406 302/1408 289/1351 21/1413  290/1406 290/1405
10 78.60 78.89 79.09 98.29 80.01 80.00 80.16 98.08 98.01 4/1400 295/1400 284/1361 293/1396 299/1402 302/1400 300/1402 288/1351 23/1408  281/1401 281/1401
11 7848 7862 78.89 98.42 79.76 79.74 79.90 98.21 98.29 99.71 297/1392 286/1361 295/1388 301/1394 304/1392 302/1394 289/1343 21/1400  283/1393 283/1393
12 98.36 100.00 98.19 78.91 85.68 85.60 85.70 79.00 78.79 78.93 78.66 - 21/1420 13/1454 31/1461 26/1458  17/1461 11/1392  295/1400 210/1453 210/1453
13 9852 98.45 98.59 78.90 86.07 86.05 86.07 79.06 78.84 79.13 78.99 98.52 - 711415 18/1422  15/1419  4/1422 6/1358 286/1361 199/1414 199/1414
14 9821 99.04 98.33 78.99 85.91 85.89 85.86 79.01 78.80 79.01 78.75 99.11 99.51 19/1456  21/1453  11/1456  10/1389  293/1396 206/1448 206/1448
15 9782 97.75 99.28 78.51 85.91 85.82 85.94 78.62 78.84 78.67 78.41 97.88 98.73 98.70 29/1466  21/1469  17/1394  302/1407 209/1461 209/1460
16 97.95 98.16 98.55 78.41 86.08 85.99 85.97 78.59 78.66 78.43 78.16 98.22 98.94 98.55 98.02 14/1466  14/1391  302/1405 206/1457 206/1456
17 9857 98.77 98.56 78.58 86.17 86.15 86.14 78.76 78.55 78.60 78.34 98.84 99.72 99.24 98.57 99.05 6/1394 300/1407 205/1460 205/1459
18 99.78 99.14 98.77 78.76 86.14 85.98 86.21 78.83 78.61 78.68 78.48 99.21 99.56 99.28 98.78 98.99 99.57 - 287/1351 196/1392 196/1392
19 78.82 78.96 79.02 99.93 79.30 79.43 79.51 99.72 98.51 98.37 98.50 78.93 78.99 79.01 78.54 78.51 78.68 78.76 - 292/1406 292/1405
20 85.91 8555 86.19 79.14 99.45 99.32 99.66 79.30 79.37 79.94 79.68 85.55 85.93 85.77 85.69 85.86 85.96 85.92 79.23 - 0/1464
21 8590 8554 86.19 79.14 99.45 99.32 99.66 79.29 79.36 79.94 79.68 85.55 85.93 85.77 85.68 85.85 85.95 85.92 79.22 100.00

Leyenda: 1.- Enterobacter tabaci (NR146667), 2.- Leclercia adecarboxylata (NR104933), 3.- Cedecea davisae (NR025243), 4.- Agrobacterium tumefaciens (NR041396), 5.- Pseudomonas kilonensis (NR028929), 6.- P. lini (NR029042), 7.- P.
brassicaearum sus.p neoaurantiaca (NR116299), 8.- Beijerinckia fluminensis (NR116306), 9.- A. fabrum (NR074266), 10.- A. rubi (NR113608), 11.- Rhizobium skierniewicense (NR118035), 12.- L. adecarboxylata (NR117405), 13.- E. asburiae
(NR024640), 14.- E. cancerogenus (NR044977), 15.- C. lapagel (NR126319), 16.- E. Soli ATCC BAA-2012 (NR117547), 17.-EG-029, 18.-EG-032, 19.- EG-033, 20.- EG-035, 21.- EG-037
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ANEXO D. POSIBLES BACTERIAS ENTOMOPATOGENAS

Tabla D 1. Caracteristicas macroscopicas de las posibles bacterias entomopatdgenas

Cddigo Forma Elevacion Margen Color
EG-012 Circular Plana Entero 367 Manilla
EG-013 Irregular Umbonada Lobado White
EG-014 Irregular Plana Ondulado 365 Vellum
EG-038 Circular Plana Ondulado White
EG-039 Irregular Plana Entero 352 Pale cream
EG-040 Circular Plana Entero 352 Pale cream
EG-041 Circular Plana Ondulado 365 Vellum
EG-042 Irregular Plana Filamentoso White
EG-043 Irregular Plana Ondulado 366 Vellum
EG-044 Irregular Plana Ondulado 352 Pale cream

Tabla D 2. Caracteristicas microscopicas de las posibles bacterias entomopatdgenas

Tinciéon Gram Cépsulas Endosporas

Cddigo Forma Positivo (+) Presencia (+) Presencia (+)

Negativo (-) Ausenica (-) Ausenica (-)
EG-012 Bacilar + - +
EG-013 Bacilar + - +
EG-014 Bacilar + - +
EG-038 Bacilar + - +
EG-039 Bacilar + - +
EG-040 Bacilar + - +
EG-041 Bacilar + - +
EG-042 Bacilar + - +
EG-043 Bacilar + - +
EG-044 Bacilar + - +
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Tabla D 3. Clasificacion de las posibles bacterias entomopatogenas en funcion al pH,

salinidad y temperatura

Caracteristica

Cddigo Tesis
Salinidad Temperatura pH
EG-012 Haléfilo Extremo Meséfilo Alcalitolerante
EG-013 Halofilo Meséfilo Alcalitolerante
EG-014 Halé6filo Meséfilo Alcalitolerante
EG-038 Haléfilo Extremo Meséfilo Alcalitolerante
EG-039 Halé6filo Extremo Meséfilo Alcalitolerante
EG-040 Hal6filo Extremo Mes6filo extremo Alcalitolerante
EG-041 Hal6filo Extremo Meséfilo Alcalitolerante
EG-042 Hal6filo Extremo Meséfilo Alcalitolerante
EG-043 Haléfilo Extremo Mesofilo extremo Alcalitolerante
EG-044 Haléfilo Extremo Mesofilo extremo Alcalitolerante
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TablaD4.VHiriz o taxonomianumérica del grupo o becterias entomopetoge es

CARACTERISTICAS MACROSOPICAS CGTéggggéﬂ&gs PRUEBAS FISIOLOGICAS
f m Magen | CobrCobnia ;é ég P § Ticores Salinickd%) f?zg H ReneceNitogern TaneaLR
T S n
Qoo
£ o
%%%gééﬁgﬁggg g g = g gé’aqﬁmmggg%gm,m,m,m,m,m,m,'gééé'géﬁ.gg%%é%?? &
EG02 1 0 001000010 O 11 1 011111110 110111111100 111111111;10
EGOI3 0 1 1001 1000 O 11 1 01111110011 10111111100111111111 11 0
EG4 01 1 000010100 O 11 1 01111110011 101211121211110111111111111 0
EGB8 101 000011000 O 11 1 011111111 1001111110111101111001101 0
EG® 011 001000001 O 11 1 011111111 10011112111101111111011101 0
E(0 101 001000001 O 11 1 01111111 000O01T121711211111111111010111 1
BG4 101 000010100 O 11 1 011111111 100112112111211111111111111101 0
EG(2 01 1 010001000 O 11 1 01211111111 10012121211121111111011110112101 O
EGM3 01 1 000010100 O 11 1 011111110000 12121717112121117 1111110101111 1 1
EO4 01 1 000010001 O 11 1 0111111111001112111111101111111011111 1




Tabla D 5. Secuencias del gen ADNr 16S de las posibles bacterias entomopatégenas

Cadigo

Secuencia del gen ADNr 16S
(5°-3%)

Identificacion

Numero de nucle6tidos

EG-013

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGA
GTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAA
TTATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACC
GTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAG
ACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGC
GAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC
GGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA

Bacillus haynesii

1477

EG-014

CTGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATA
GTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCG
ACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
GTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGG
TCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTCTGAAAACTCTAGAGATAGAGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGA
GCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCG
AAGTCGGTGGGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGAT

B. micoides

1475

80



TABLA D5 ( Continuacion )

EG-038

CTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGG
TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTT
CGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
TCGGTGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTG

B. cereus (NR 074540)

1479

EG-041

CTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGG
TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTT
CGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
TCGGTGGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAAGTGGGACAGATGAT

B. paranthracis

1474

81



TABLA D5 ( Continuacién )

EG-042

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGT
GAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTC
AGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGA
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGC
CGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAA
GACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAG
CGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
CGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGT

B. velezencis

1482

EG-043

GCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGT
TCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAC
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
TCGGTGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA

B. albus

1481

82



TABLA D5 ( Continuacion )

EG-044

GCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGT
TCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAC
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
TCGGTGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTC

B. albus
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Tabla 12. Porcentaje de similaridad y nimero de nucleétidos diferentes entre posibles bacterias entomopatdgenas y varias especies del género

Bacillus

o ~ © < o © ~ © > = o o 9 s 9 g ™ 3 S S Py N Q N
1 - 95/1462 89/1464 89/1464 89/1464 6/1464  24/1463 25/1463 5/1464 5/1464  5/1407 7/1464 93/1463 94/1463 93/1463 92/1463 88/1464 20/1463 96/1463 93/1463 90/1463 4/1464  89/1464 89/1464
2 9350 --- 9/1464  9/1464  9/1464  92/1462 95/1461 95/1461 95/1462 95/1462 94/1407 96/1462 11/1463 10/1463 11/1463 13/1463 11/1464 093/1461 0/1463  11/1463 11/1463 95/1462 10/1464 10/1464
3 9392 99.39 0/1466 0/1466  88/1464 89/1463 91/1463 91/1464 91/1464 89/1407 92/1464 4/1465 5/1465  4/1465 8/1465  4/1466  87/1463 9/1465 4/1465 8/1465 89/1464 1/1466  1/1466
4 9392 99.39 100.00 -—- 0/1466 88/1464 89/1463 91/1463 91/1464 91/1464 89/1407 92/1464 4/1465 5/1465 4/1465 8/1465 4/1466 87/1463 9/1465 4/1465 8/1465 89/1464 1/1466 1/1466
5 93.92 99.39 100.00 100.00 -- 88/1464 89/1463 91/1463 91/1464 91/1464 89/1407 92/1464 4/1465 5/1465 4/1465 8/1465 4/1466 87/1463 9/1465 4/1465 8/1465 89/1464 1/1466 1/1466
6 9959 93.71 93.99 93.99 93.99 26/1463 25/1463 5/1464 5/1464 5/1407 9/1464 92/1463 93/1463 92/1463 91/1463 87/1464 22/1463 93/1463 92/1463 89/1463 6/1464 88/1464 88/1464
7 9836 9350 9392 9392 9392 9822 - 3/1464  25/1463 25/1463 25/1406 31/1463 93/1462 94/1462 93/1462 92/1462 88/1463 4/1464  96/1462 93/1462 90/1462 28/1463 89/1463 89/1463
8§ 98.29 9350 9378 9378 9378 9829  99.80  --- 26/1463 26/1463 26/1406 30/1463 95/1462 96/1462 95/1462 94/1462 90/1463 7/1464 96/1462 95/1462 92/1462 29/1463 91/1463 91/1463
9 9966 9350 9378 9378 9378 9966 9829 9822 - 0/1464 0/1407 12/1464 95/1463 96/1463 95/1463 94/1463 90/1464 21/1463 96/1463 95/1463 92/1463 9/1464 91/1464 91/1464
10 99.66 93.50 93.78 93.78 93.78 99.66 98.29 98.22 100.00 0/1407 12/1464 95/1463 96/1463 95/1463 94/1463 090/1464 21/1463 96/1463 95/1463 92/1463 9/1464 91/1464 91/1464
11 99.64 93.32 93.67 93.67 93.67 99.64 98.22 98.15 100.00 100.00 --- 12/1407 93/1407 94/1407 93/1407 92/1407 88/1407 21/1406 94/1407 93/1407 89/1407 9/1407  89/1407 89/1407
12 9952 9343 93.72 93.72 93.72 99.39 97.88 97.95 99.18 99.18 99.15 - 96/1463 97/1463 96/1463 95/1463 91/1464 27/1463 97/1463 96/1463 93/1463 3/1464  92/1464 92/1464
13 93.64 99.25 99.73 99.73 99.73 93.71 93.64 93.50 93.51 93,51 93.39 93.44 1/1466  0/1466  4/1466  6/1465 91/1462 11/1464 0/1466  10/1464 93/1463 5/1465 5/1465
14 9357 99.32 99.66 99.66 99.66 93.64 93.57 93.43 93.44 93.44 93.32 93.37 99.93 --- 1/1466  3/1466  7/1465 92/1462 10/1464 1/1466  9/1464  94/1463 6/1465  6/1465
15 93.64 99.25 99.73 99.73 99.73 93.71 93.64 93.50 93.51 93,51 93.39 93.44 100.00 99.93 - 4/1466  6/1465  91/1462 11/1464 0/1466  10/1464 93/1463 5/1465 5/1465
16 93.71 99.11 99.45 99.45 99.45 93.78 93.71 93.57 93.57 93.57 93.46 93.51 99.73 99.80 99.73 -- 4/1465 90/1462 13/1464 4/1466 6/1464 92/1463 9/1465 9/1465
17 93.99 99.25 99.73 99.73 99.73 94.06 93.98 93.85 93.85 93.85 93.75 93.78 99.59 99.52 99.59 99.73 86/1463 11/1465 6/1465 4/1465  88/1464 5/1466  5/1466
18 98.63 93.63 94.05 94.05 94.05 98.50 99.73 99.52 98.56 98.56 98.51 98.15 93.78 93.71 93.78 93.84 94.12 94/1462 91/1462 88/1462 24/1463 87/1463 87/1463
19 93.44 100.00 99.39 99.39 99.39 93.64 93.43 93.43 93.44 93.44 93.32 93.37 99.25 99.32 99.25 99.11 99.25 93.57 11/1464 11/1465 96/1463 10/1465 10/1465
20 93.64 99.25 99.73 99.73 99.73 93.71 93.64 93.50 93.51 93,51 93.39 93.44 100.00 99.93 100.00 99.73 99.59 93.78 99.25 - 10/1464 93/1463 5/1465  5/1465
21 93.85 99.25 99.45 99.45 99.45 93.92 93.84 93.71 93.71 93.71 93.67 93.64 99.32 99.39 99.32 99.59 99.73 93.98 99.25 99.32 - 90/1463 9/1465  9/1465
22 99.73 93.50 93.92 93.92 93.92 99.59 98.09 98.02 99.39 99.39 99.36 99.80 93.64 93.57 93.64 93.71 93.99 98.36 93.44 93.64 93.85 - 89/1464 89/1464
23 9392 99.32 99.93 99.93 99.93 93.99 93.92 93.78 93.78 93.78 93.67 93.72 99.66 99.59 99.66 99.39 99.66 94.05 99.32 99.66 99.39 93.92 0/1466
24 9392 99.32 99.93 99.93 99.93 93.99 93.92 93.78 93.78 93.78 93.67 93.72 99.66 99.59 99.66 99.39 99.66 94.05 99.32 99.66 99.39 93.92 100.00

Leyenda: 1.- Bacillus subtilis (AJ276351), 2.- B. mycoides (AB021192), 3.- B. tropicus (NR157736), 4.- B. luti (NR157730), 5.- B albus (NR157729), 6.- B. nakamurai (NR151897), 7.- B. haynesii (NR157609),

8.- B. licheniformis (NR118996), 9.- B. halotolerans (NR115929), 10.- B. halotolerans (NR115929), 11.- B. mojavensis (NR118290), 12.- B. velezensis (NR075005), 13.- B. cereus (NR15714), 14.- B.
proteolyticus (NR157735), 15.- B. cereus (NR074540), 16.- B. thuringiensis (NR043403), 17.- B. paranthracis (NR157728), 18.- EG-013, 19.- EG-014, 20.- EG-038, 21.- EG-041, 22.- EG-042, 23.- EG-043, 24.-

EG-044
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ANEXO E. CONCENTRACION E INTEGRIDAD DEL ADN

Tabla E 1. Concentraciones de ADN de todas las cepas

Concentracion de

Muestras acidos nucleicos Relacién 260/280 Relacién 260/230
(ng/ul)

EG-001 169,7 2,59 1,37
EG-002 293,5 1,84 1,28
EG-003 61,5 1,81 1,83
EG-004 60,7 2 4,3
EG-005 34,9 1,81 4,39
EG-006 63,9 1,23 0,36
EG-007 28,4 1,62 1,14
EG-008 43,4 2,02 4,78
EG-009 53,1 1,61 0,65
EG-010 15,5 1,79 -12,01
EG-011 44 1,86 -4,46
EG-012 0,9 1,36 -0,06
EG-013 85,53 1,51 0,98
EG-014 243 1,79 2,66
EG-015 3,2 1,48 1,52
EG-016 3,7 1,65 1,42
EG-017 4,2 1,67 1,28
EG-018 2,6 1,37 1,24
EG-019 7,43 1,39 0,8
EG-020 15,23 1,35 0,53
EG-021 1,9 1,97 9,54
EG-022 1,8 1,56 2
EG-023 15,47 1,4 0,65
EG-024 1,8 1,92 0,95
EG-025 3,3 1,55 0,82
EG-026 26,2 1,9 1,65
EG-027 2833 1,78 1,38
EG-028 561,3 1,79 1,37
EG-029 336,93 1,45 0,65
EG-030 136,3 1,91 1,2
EG-031 310,1 1,74 1,07
EG-032 12,2 1,52 -0,77
EG-033 12,1 1,79 -0,56
EG-034 13,9 1,72 -0,7
EG-035 21,7 1,34 0,96
EG-036 17,5 1,49 -1,45
EG-037 31,9 1,55 2,06
EG-038 66,4 1,52 0,66
EG-039 25,5 1,49 0,79
EG-040 13,3 1,64 1,22
EG-041 43 1,82 1,57
EG-042 2,23 1,13 0,41
EG-043 16,67 1,35 0,44
EG-044 13,37 1,49 1,28
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Figura E 1. Integridad del ADN
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ANEXO F. BRITISH STANDARD SPECIFICATION OF COLOURS FOR
IDENTIFICATION CODING AND SPECIAL PURPOSE

172 Pale roundel blue

112 Arctic blue 101 Sky blue

103 Peacock blue

104 Azure blue 109 Middle blue 113 Deep Saxe blue

110 Roundel blue

105 Oxford blue

106 Royal blue
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280 Verdigris green

267 Deep chrome green

226 Middle Brunswick green

227 Deep Brunswick green

283 Aircraft grey green

225 Light Brunswick green
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216 Eau-de-Nil

217 Sea green

220 Olive green

224 Deep bronze green

210 Sky

285M NATO green

241 (641) Dark green

298 Olive drab

223 Middle bronze green



310 Primrose 367 Maniila

365 Vellum 353 Deep cream 369 Biscuit

3562 Pale cream

..' o
-— -

Sl

e LW

384 Light strow

389 Camouflage beige 388 Beige 358 Light buff

361 Light stone

320 (410) Light brown

337 (437) Very dark drab 499 Service brown
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447 Salmon pink 797 Light violet

454 Pale roundel red

414 Golden brown

411 Middle brown 445 Venetian red 542 Ruby

436M Dark camouflage brown

412 Dark brown 541 Maroon
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796 Dark violet

108 Aircraft blue 166 French blue 175 Light French blue 107 Strong blue

228 Emerald green 262 Bold green 221 Brilliant green 218 Grass green
309 Canary yellow 363 Bold yellow 355 Lemon 356 Golden yellow
568 (368) Apricot 567 Light orange

592 International orange 593 Rail red

537 Signal red 564 Bold red 539 Currant red 6538 Cherry
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