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RESUMEN 

Se identificaron bacterias aisladas de ecosistemas glaciares, Andinos y Antárticos. 

Mediante rep-PCR usando el primer BOX, se logró caracterizar genotípicamente 72 

cepas y se construyó un dendrograma por taxonomía numérica, usando el coeficiente 

de Pearson y el algoritmo de UPGMA, obteniendo la formación de 10 grupos. A partir 

de estos, fueron seleccionados representantes para el secuenciamiento del gen del 

ADNr 16S y caracterización fenotípica. 

El análisis filogenético del gen del ADNr 16S se realizó mediante el cálculo de las 

distancias evolutivas de Jukes & Cantor y el algoritmo de Neighbour-Joining, 

permitiendo identificar 11 especies distintas. De las cuales, las cepas DG-222 y DG-

203 probablemente pertenezcan a especies nuevas. Sin embargo, es necesario realizar 

estudios posteriores para demostrar esto. 

Mediante la caracterización fenotípica se construyó un dendrograma de taxonomía 

numérica de datos fenotípicos utilizando el coeficiente SSM y el algoritmo UPGMA, 

obteniendo la formación de 21 grupos fenéticos al 84,6% de similitud. La mayor parte 

de la colección se determinó como Gram negativa, psicrótrofa, neutrotolerante, 

halófila débil o halófila. Además, se descubrió nuevas características fisiológicas de 4 

especies distintas. 

El análisis de taxonomía polifásica con las cepas que tuvieron patrones de 

fingerprinting similares a las especies identificadas, logró ubicar 35 cepas en función 

a la caracterización molecular. Formando 16 grupos fenéticos al 90% de similaridad y 

determinando la posición taxonómica polifásica del 48,6% de la colección. 

Probablemente, la diversidad de la colección se encuentra subestimada y podrían 

existir especies que no se han identificado en este estudio. Es necesario realizar un 

segundo análisis de las cepas que fueron excluidas en los análisis. 

 

Palabras clave: Bacteria, rep-PCR, gen del ADNr16S, taxonomía numérica, taxonomía 

polifásica.  
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ABSTRACT 

Bacteria isolated from glacial, Andean and Antarctic ecosystems were identified. By 

rep-PCR using the BOX primer, 72 strains were genotypically characterized and a 

dendrogram was constructed by numerical taxonomy, using the Pearson coefficient 

and the UPGMA algorithm, obtaining the formation of 10 groups. From these, 

representatives were selected for the sequencing of the 16S rDNA gene and phenotypic 

characterization. 

The phylogenetic analysis of the 16S rDNA gene was performed by calculating the 

evolutionary distances of Jukes & Cantor and the Neighbor-Joining algorithm, 

allowing the identification of 11 different species. Of which, strains DG-222 and DG-

203 probably belong to new species. However, further studies are necessary to 

demonstrate this. 

Through the phenotypic characterization, a dendrogram of numerical taxonomy of 

phenotypic data was constructed using the SSM coefficient and the UPGMA 

algorithm, obtaining the formation of 21 phenetic groups with 84,6% similarity. Most 

of the collection was determined as Gram negative, psychrotroph, neutrotolerant, weak 

halophilic or halophilic. In addition, new physiological characteristics of 4 different 

species were discovered. 

The analysis of polyphasic taxonomy with the strains that had fingerprinting patterns 

similar to the identified species, managed to locate 35 strains according to the 

molecular characterization. Forming 16 phenetic groups at 90% similarity and 

determining the polyphase taxonomic position of 48,6% of the collection. Probably, 

the diversity of the collection is underestimated and there could be species that have 

not been identified in this study. It is necessary to carry out a second analysis of the 

strains that were excluded in the analyzes. 

 

Key words: Bacteria, rep-PCR, 16S rDNA gene, numerical taxonomy, polyphasic 

taxonomy.
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

1.1 Antecedentes investigativos  

1.1.1 Generalidades de las bacterias 

Desde el punto de vista filogenético, existen los dominios Archaea, Bacteria y 

Eukarya. Los dos primeros representados por células procariotes y el último por 

células eucariotes (Singh & Satyanarayana, 2017). Las células procariotes tienen una 

estructura interna simple, carentes de orgánulos. En cambio, las células eucariotes por 

lo general son de mayor tamaño y de estructura más compleja (Gerardi & 

Zimmerman, 2005). Aunque las células procariotes comparten los dominios Archaea 

y Bacteria, estas se diferencian notablemente entre sí por su historia evolutiva. Debido 

a que, se evidencia en las diferencias fenotípicas y genotípicas, que caracterizan a cada 

uno de los grupos (Madigan, Martinko, & Parker, 2004), especialmente aspectos 

asociados a mecanismos de transcripción y traslación, en la síntesis de proteínas 

(Waites, Morgan, Rockey, & Higton, 2001). 

El dominio Bacteria contiene una gran diversidad de procariotes, reflejada en términos 

de tamaño y morfología, adaptación a ambientes extremos, estrategias de 

supervivencia y metabolismo. El phylum Proteobacteria constituye la división más 

amplia de este dominio porque contiene 384 géneros y alrededor de 1300 especies 

(Madigan et al., 2004). Esta diversidad les ha permitido crecer en múltiples ambientes 

como los géiseres del Parque Nacional de Yellowstone, donde se alcanzan 

temperaturas de 65°C, o los Valles Secos de la Antártida a temperaturas de -20°C 

(Maloy & Kolter, 2012). Pueden existir en ambientes con un amplio rango de pH 

entre 1 a 13 u osmolaridad entre 100-150 g/L de sal. Estas condiciones son posibles de 

encontrar en estanques salinos, lagos hipersalinos naturales o los entornos de los 

drenajes ácidos de minas (Bakermans, 2015). Además, tienen la capacidad de crecer 

en medios nutricionalmente ricos que contienen principalmente glucosa, almidones y 

ciertos polisacáridos o en aquellos con muy pocos nutrientes como agar agua de llave 

(Allison & Gilbert, 2007). 
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Las bacterias son microorganismos unicelulares que pueden presentar formas de 

bacilos, cocos o espirilos, con tamaños de células que varían entre 0,1 a 15 µm. Pueden 

encontrarse en agua, cuerpos vivos de plantas y animales, materia orgánica y suelo 

(DeBaldo, 2005). El mecanismo principal de reproducción es asexual, generalmente 

por fisión binaria y pueden encontrase como células individuales o formando 

agrupaciones específicas (Gerardi & Zimmerman, 2005).  

Las bacterias pueden ser clasificadas de acuerdo con criterios fenotípicos basados en 

habilidades fisiológicas, características macroscópicas y microscópicas (Sengun & 

Karabiyikli, 2011) o criterios genotípicos basado en el ADN y ARN (Madigan et al., 

2004). Sin embargo, la clasificación que más podría acercarse a la realidad es aquella 

que combina los dos tipos de datos, es decir mediante taxonomía polifásica (Gillis, 

Vandamme, Vos, Swings, & Kersters, 2015).  

La clasificación más conocida se basa en los requerimientos nutricionales, la cual 

agrupa a las bacterias en autótrofos, parasitarios y saprófitos (Gerardi & 

Zimmerman, 2005). Una técnica tradicional que generalmente es uno de los primeros 

datos a obtener, está relacionado a la tinción de Gram, donde las bacterias se dividen 

en dos grandes grupos, Gram positivas y Gram negativas. Esta técnica permite 

identificar diferencias en la composición química de la pared celular (Wassenaar, 

2012). Las bacterias Gram positivas contienen entre 60% a 80% de peptidoglicano, y 

en general suelen tener un espesor aproximado entre 20 y 80 nm. Mientras que, las 

bacterias Gram negativas contienen entre 10% a 20% de peptidoglicano junto con una 

membrana externa compuesta principalmente por fosfolípidos, lipoproteínas y 

lipopolisacáridos, que permiten la formación de una pared de alrededor de 12 a 15 nm 

de espesor (Allison & Gilbert, 2007). 

1.1.1.1 Diversidad bacteriana en ecosistemas glaciares y andinos 

Los ambientes helados han aparecido a lo largo de la historia de la Tierra y actualmente 

se localizan desde las profundidades del mar hasta las regiones montañosas y polares 

en altas latitudes y grandes altitudes (D’Amico, Collins, Marx, Feller, & Gerday, 

2006). Estos ambientes albergan una gama de microbios especializados, asociados a 

glaciares, lagos cubiertos de hielo, profundidades oceánicas, suelos minerales secos y 

ornitogénicos (Cowan & Tow, 2004; Neifar, Maktouf, Ghorbel, Jaouani, & Cherif, 
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2015). Además, las comunidades microbianas desempeñan un papel importante en 

entornos helados al mediar ciclos biogeoquímicos (Bakermans, 2015).  

1.1.1.1.1 Los glaciares de la Antártida y de los Andes 

La Antártida es uno de los continentes de condiciones ambientales y climáticas más 

duros de la Tierra. La baja humedad atmosférica, temperaturas extremadamente bajas, 

poca disponibilidad de agua líquida, además de extensos periodos de radiación solar y 

absoluta oscuridad, contribuye a que sea un lugar inhóspito para el desarrollo de 

comunidades biológicas (Cowan & Tow, 2004). Sin embargo las bacterias colonizan 

estos ambientes en todo el continente (Whyte & Miller, 2012), gracias a que su 

metabolismo evolucionó para que la temperatura baja y otros factores extremos no 

sean un impedimento para su desarrollo y reproducción (Goo, Tsuda, & Ulanova, 

2014), mediante estrategias como la producción de compuestos antimicrobianos, 

enzimas activas al frio y producción de proteínas anticongelantes (Singh, Singh, & 

Roy, 2016). 

El metabolismo y las capacidades adaptativas de las bacterias que crecen en ambientes 

de baja temperatura, como el de las regiones polares, han sido una fuente para el 

desarrollo de diversos estudios que ha llevado al descubrimiento de una gran 

diversidad bacteriana. Como el aislamiento, clasificación e identificación de bacterias 

procedentes de muestras de suelo de la isla Greenwich y Dee (Garzón & Rodríguez, 

2013; Navas & Rodríguez, 2016) o el aislamiento de microbios a partir de sedimentos 

marítimos de la isla de Bratina (Sjöling & Cowan, 2003). Además, se ha aislado cepas 

microbianas a partir de muestras de suelos litogénicos de la Isla King George, donde 

más del 60% de la población fueron determinadas como bacterias psicrotolerantes 

(Zdanowski & Wȩgleński, 2001). Otro estudio similar es, la caracterización 

genotípica del gen del ARNr 16S y polimorfismo de longitud de fragmentos de 

restricción de bacterias provenientes del Mar de Ross. Revelando que los grupos de 

bacterias más representativo fueron los pertenecientes a Acidobacteria, 

Actinobacteria, Bacteroides y varias especias de cianobacterias (Aislabie, Jordan, & 

Barker, 2008).   

También se ha desarrollado diversos estudios a partir de muestras de suelo 

provenientes de regiones montañosas y zonas volcánicas. Por ejemplo, investigaciones 
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se han centrado en caracterizar bacterias provenientes de los volcanes Cotopaxi y 

Chimborazo, mediante cultivo in vitro (Díaz, Estrada, & Rodríguez, 2018). Mientras 

que, otros estudios han logrado aislar bacterias a partir de ambientes de los Alpes 

occidentales y orientales en Europa, donde el 77% de las cepas fueron bacterias 

psicrófilas con capacidad de producción de enzimas extracelulares (Schinner, 

Margesin, & Pümpel, 1992). Por otro lado, se determinó bacterias psicrófilas del 

género Deinococcus a partir de muestras de suelo de entornos alpinos provenientes del 

Monte Evans, EE.UU. y Pico de Orizaba, México (Callegan et al., 2008). 

1.1.2 Métodos de caracterización 

Luego del aislamiento y purificación de cepas bacterianas, se debe realizar procesos 

de identificación para determinar las relaciones filogenéticas y el posible camino de 

evolución de los microbios. Para alcanzar éste objetivo, es necesario caracterizar 

fenotípica y genotípicamente los cultivos aislados, abarcando así tres áreas que se 

interrelacionan entre sí: clasificación, identificación y nomenclatura (Gillis et al., 

2015). 

1.1.2.1 Caracterización fenotípica 

Los fenotipos de crecimiento son características observables en las células que brinda 

información útil y adecuada en taxonomía clásica (Donelli, Vuotto, & 

Mastromarino, 2013) y están directamente involucrados en la evolución del genoma 

celular (Bochner, 2009). Las características fenotípicas son datos obtenidos por todos 

los métodos de tipado que no se basan en el ADN o ARN, como características 

bioquímicas, fisiológicas, y morfológicas (Donelli et al., 2013). Los análisis 

fisiológicos proporcionan información sobre características físicas y químicas, que 

influencian en el crecimiento microbiano como concentración de sal, requerimientos 

nutricionales, requerimiento de oxígeno, temperatura de crecimiento y pH del medio 

(Bochner, 2009). Los datos morfológicos se obtienen mediante caracterizaciones 

macroscópicas y microscópicas. La caracterización macroscópica en placas de agar 

determina el color, borde de las colonias, dimensión y forma. Mientras que, la 

caracterización microscópica determina la forma celular, los flagelos, organelos de 

inclusión y estructuras de resistencia (Yang, Cao, Cai, & Terada, 2010). 
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El conjunto de todas las pruebas fenotípicas son una fuente importante de datos para 

una descripción preliminar de taxones, desde especies hasta género y familia (Donelli 

et al., 2013). Por ejemplo, se ha determinado la caracterización morfológica, 

fisiológica y enzimática de bacterias aisladas en agar nutriente (Zdanowski & 

Wȩgleński, 2001). Además, se caracterizaron cepas bacterianas del género 

Acinetobacter aisladas a partir de muestras acuáticas (Guardabassi, Dalsgaard, & 

Olsen, 2001), y bacterias del género Arthrobacter a partir de suelos antárticos 

(Dsouza, Taylor, Turner, & Aislabie, 2015). 

1.1.2.2 Caracterización genotípica  

Si bien, la caracterización fenotípica brinda información invaluable para determinar la 

diversidad microbiana, está basada en metodologías que tienen un enfoque muy 

subjetivo en la interpretación. A diferencia de la caracterización genotípica, que se 

enfoca en el ADN y ARN, siendo más sensible y confiable (Donelli et al., 2013). Sin 

embargo, se necesita la combinación de los dos enfoques para obtener información de 

mayor precisión (Michaud et al., 2004). 

Las técnicas moleculares actualmente disponibles, proporcionan una contribución 

importante para identificar y clasificar los microorganismos en función de sus 

características genotípicas (Donelli et al., 2013). Se han desarrollado varias técnicas 

moleculares que permiten describir la diversidad microbiana tales como, clonación y 

secuenciación, huellas genéticas y técnicas de hibridación (Fierro Fierro & Vergara 

Onofre, 2012). El método de hibridación ADN-ADN permite la estimación de la 

proporción de nucleótidos de guanina y citosina (G+C% mol) para determinar el 

porcentaje de similaridad de ADN entre dos cepas muy cercanas de bacterias (Johnson 

& Ordal, 1968). Sin embargo, se requiere de un valor de hibridación de ADN-ADN 

mayor al 70%, así como características fenotípicas compartidas, para asignar dos 

bacterias a la misma especie (Stackebrandt & Ebers, 2006). 

1.1.2.2.1 Genetic fingerprinting o huellas genéticas 

En 1991 fue descrito el sistema universal de huellas genéticas o genetic fingerprinting 

(Versalovic, Koeuth, & Lupski, 1991). Ésta técnica molecular permite obtener un 

patrón de bandas, el cual es característico de cada grupo microbiano y dependiendo 
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del tipo de primer utilizado, se puede lograr discernir hasta el nivel taxonómico de 

especie (Fierro Fierro & Vergara Onofre, 2012). La obtención de estos patrones se 

realiza por amplificación de los fragmentos de ADN mediante PCR, que se visualiza 

por electroforesis. 

1.1.2.2.1.1 rep-PCR 

La rep-PCR utiliza primers de oligonucleótidos complementarios a secuencias 

repetitivas en el genoma de la bacteria (Versalovic et al., 1991) y se han descrito 4 

tipos de secuencias conservadas repetitivas que son REP, ERIC, BOX y GTG 

(Versalovic, Schneider, De Bruijn, & Lupski, 1994). 

Las secuencias conservadas intergénicas BOX están ubicados dentro de las regiones 

no codificantes de las bacterias (van Belkum & Hermans, 2001). Son elementos 

repetitivos en mosaico compuesto por tres secuencias de subunidades, boxA, boxB y 

boxC, con una longitud de 59, 49 y 50 pb respectivamente (Martin et al., 1992).  

Varios estudios se han centrado en ésta técnica por ser catalogado como un sistema 

universal, adecuado para la agrupación de cepas bacterianas y reconstrucción de la 

filogenia (Isaeva, Kulikov, Tarasyan, & Letarov, 2010). Por ejemplo, mediante 

BOX-PCR y ERIC-PCR se han caracterizado cepas de Leptospira patógena en 

Sarawak, Malasia (Bilung, Pui, Su’ut, & Apun, 2018). Además, se caracterizó la 

estructura genómica de bacterias del género Pseudoalteromonas (Ivanova et al., 

2002). Por otra parte, se evaluó la técnica de BOX-PCR para la discriminación de 

cepas de Aeromonas (Tacão, Alves, Saavedra, & Correia, 2005), y se amplifico el 

ADN genómico de cepas de Pseudomonas mediante BOX-PCR, sobresaliendo esta 

técnica, como la única que permitió identificar cepas bacterianas a nivel de especie 

(Marques, Marchaison, Gardan, & Samson, 2008). 

1.1.2.3 Secuenciación de ADNr 16S 

Las primeras técnicas para secuenciar el ADN se desarrollaron en los años 70’s por 

Sanger, Gilbert y Maxam. Posteriormente, Sanger desarrolló un nuevo método que 

constituye la base del secuenciamiento del ADN al día de hoy (Brenner, Miller, & 

Broughton, 2002). En la actualidad, es una de las técnicas más utilizadas en estudios 
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de especies, poblaciones y comunidades microbianas (Fierro Fierro & Vergara 

Onofre, 2012). La secuenciación comienza con la amplificación por PCR de un gen 

específico en el ADN, en regiones genéticas altamente conservadas, seguido de 

reacciones de secuenciación con los productos de PCR (Olive & Bean, 1999). 

Los genes que codifican el ARNr, han mostrado ser útiles para establecer relaciones 

filogenéticas debido a su alto contenido de información, distribución universal, 

naturaleza conservadora y se encuentran presentes en todos los procariotes y eucariotes 

(Lane et al., 1985). La caracterización genotípica basado en el ADNr 16S permite la 

identificación de bacterias específicas, debido a la distribución de este gen entre las 

bacterias y la presencia de varias regiones variables especiales (Cheng, Sun, Zheng, 

Wu, & Rui, 2014). Además, la secuenciación del ADNr 16S se considera la columna 

vertebral de la taxonomía bacteriana (Benga et al., 2014), debido a que ha permitido 

crear sistemas taxonómicos jerárquicos (Kämpfer & Glaeser, 2012). 

La caracterización de bacterias mediante la secuenciación del ADN que codifica el 

ARNr 16S se ha descrito en varios estudios. Por ejemplo, se identificó la diversidad 

bacteriana de muestras de sedimentos de la isla de Bratina, Antártida, mediante 

amplificación y secuenciación del gen ADNr 16s (Sjöling & Cowan, 2003). Mientras 

que, en otro estudio se evaluó la capacidad del ADNr 16S para identificar bacterias 

(Cheng et al., 2014). Mediante el secuenciamiento del ADNr 16S se identificaron alfa-

, beta- proteobacterias, actinomicetes (Jouzel et al., 1999) y bacterias de los géneros 

Cytophaga, Flavobacterium y Bacteroides (Christner, Mosley-Thompson, 

Thompson, & Reeve, 2001). 

1.1.2.3.1 Taxonomía polifásica 

La taxonomía se considera como un sinónimo de sistemática (Vandamme et al., 

1996). Es un área de las ciencias biológicas que comprende tres disciplinas distintas, 

pero altamente interrelacionadas, que incluyen clasificación, identificación y 

nomenclatura (Bisen, 2014). La clasificación es la organización de los organismos en 

grupos o taxones según sus rasgos morfológicos, fisiológicos y genéticos similares 

(Bisen, 2014). La nomenclatura es la denominación de los microorganismos de 

acuerdo con reglas y pautas establecidas en 1987 (Moore et al., 1987) y actualizadas 

en 2002 (Garrity et al., 2002). Mientras que, la identificación es el proceso de 
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determinar si un organismo pertenece a una de las unidades de clasificación y 

etiquetarla según su nomenclatura (Vandamme et al., 1996). 

La taxonomía basada en el fenotipo o taxonomía numérica fue uno de los primeros 

sistemas de clasificación objetiva (Thompson et al., 2013). La cual, utiliza 

agrupaciones por similitud de los miembros con respecto a diversos criterios, que son 

valorados por código binario. Mediante el uso softwares y el cálculo por diferentes 

coeficientes de similitud como Jaccard, Pearson o simple similaridad (SSM) se 

obtendrán valores entre 1 y 0, donde S=1 significa 100% de similitud y S ≤ 0,02 

significa falta de relación completa. Estos resultados son utilizados para la 

construcción de dendrogramas mediante el método de grupo de pares no ponderados 

con media aritmética (UPGMA) (Sokal, 1963). 

Sin embargo, este sistema de clasificación produjo una gran multiplicación de nuevas 

especies, debido a la utilización de pocas características para describir nuevos taxones, 

además, es muy subjetivo a la interpretación (Thompson et al., 2013). Posteriormente, 

se desarrolló la hibridación ADN-ADN como estándar de oro para la determinación 

de especies y la introducción de la taxonomía polifásica (Zhu, Delmont, Vogel, & 

Bromberg, 2015). Gracias a estas metodologías, se realizaron revisiones completas 

de las especies reconocidas y se incluyeron en listas aprobadas de nombres bacterianos 

de acuerdo a reglas y pautas establecidas (Garrity et al., 2002; Moore et al., 1987). 

En 1970 se introdujo el término taxonomía polifásica, el cual comprende niveles de 

información, desde molecular a ecológico, mediante la combinación de métodos 

fenotípicos basados en habilidades fisiológicas, quimiotaxonómicas, morfológicas 

(Sengun & Karabiyikli, 2011) y análisis genotípicos basados en el ADN y el ARN 

(Q. Wang, Garrity, Tiedje, & Cole, 2007), para producir una taxonomía 

multidimensional (Colwell, 1970). Cuyo objetivo es utilizar todos los datos 

disponibles para delinear grupos consenso (Gillis et al., 2015), con el fin de deducir 

relaciones filogenéticas y evolutivas entre bacterias, arqueas u organismos eucariotes 

(Weisburg, Barns, Pelletier, & Lane, 1991). 

El concepto más aceptado y útil de especie según Rosselló-Mora & Amann (2001) 

es “Un grupo de organismos individuales monofilético y genómicamente coherente 
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que muestran un alto grado de similitud general en muchas características 

independientes, y es diagnosticable por una propiedad fenotípica discriminativa”(p59).  

1.1.2.3.2 Construcción de Arboles Filogenéticos 

La geometría algebraica es la base para la construcción de árboles filogenéticos. Su 

objetivo es traducir los conocimientos en nuevas herramientas para resolver problemas 

de la filogenia, mediante el uso de la estadística (Bocci, 2007). Estas herramientas se 

basan en el cálculo de los generadores del ideal de la variedad algebraica, asociada a 

un modelo evolutivo estadístico en un árbol filogenético T (Casanellas & Fernández-

Sánchez, 2008). Los modelos evolutivos estadísticos más estudiados son el modelo 

general de Markov (Allman & Rhodes, 2008), el de Kimura (Casanellas & 

Fernández-Sánchez, 2008) y de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969). 

1.1.2.3.3 Importancia biotecnológica de bacterias proveniente de ecosistemas 

fríos. 

Las metodologías antes mencionadas, permiten determinar la diversidad 

microbiológica presente en diferentes ecosistemas, como un paso inicial hacia la 

descripción de especies y el desarrollo de aplicaciones biotecnológicas. Por otro lado, 

pretende generar soluciones ante diferentes problemas como el aparecimiento de cepas 

resistentes a biocidas y antimicrobianos, la contaminación ambiental o la disminución 

de los recursos no renovables, entre otros (Babalola, 2010).  

Mientras que, el crecimiento de la mayoría de los microorganismos se detiene o al 

menos se inhibe severamente a temperaturas bajas, los psicrófilos se desarrollan a estas 

temperaturas (Margesin & Feller, 2010). Estas son de interés, no solo porque 

contribuyen en la transformación del azufre, carbono orgánico, compuestos 

nitrogenados, metales (Sjöling & Cowan, 2003), o en las redes tróficas polares 

terrestres y acuáticas (Junge, Christner, & Staley, 2011). Sino también, por sus 

mecanismos biológicos de adaptación y tolerancia a ambientes extremos (Sjöling & 

Cowan, 2003). Siendo capaces de generar compuestos bioactivos como antibióticos, 

crioprotectores, enzimas activas a temperaturas bajas y proteínas anticongelantes 

(Margesin, 2007; Neifar et al., 2015). 
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En la agricultura es común utilizar rhizobacterias promotoras del crecimiento, que 

mejoran y aumentan el rendimiento en la planta (Babalola, 2010). Por ejemplo, se ha 

descrito actividad anticongelante y de nucleación en la rhizobacterias Pseudomonas 

putida, promotora del crecimiento de plantas del ártico (Muryoi et al, 2004). Otra 

aplicación son los probióticos, que en su mayoría son de origen bacteriano. Son un 

medio antimicrobiano alternativo contra patógenos, brindan protección y beneficios 

nutricionales en el huésped (Hossain, Sadekuzzaman, & Ha, 2017). Mientras que, 

las bacterias del género Burkholderia se utilizan como biocontrol, biorremediación, 

fijación de nitrógeno y promotor del crecimiento en plantas (Bolívar Anillo, 

Contreras Zentella, & Teherán Sierra, 2016).  

Otra aplicación biotecnológica es la obtención de biomoléculas como las AFP, que son 

pequeñas glicoproteínas descubiertas por primera vez en peces polares (Fletcher, 

Hew, & Davies, 2001). Las AFP tienen la capacidad de unirse a los cristales de hielo 

a través de una gran superficie complementaria para crear histéresis térmica y reducir 

la temperatura a la que un organismo puede crecer (Jia y Davies, 2002).  

De la misma forma, una aplicación biotecnológica de los psicrófilos es producir de 

forma eficiente proteínas recombinantes activas a baja temperatura (Margesin, 2007). 

En 2001 se realizó la primera producción de enzima recombinante activa en el frío a 

partir de la bacteria antártica Pseudoalteromonas haloplanktis (Tutino et al., 2001). 

Esta bacteria es una de las psicrófilas modelo más investigadas, debido a su 

crecimiento extremadamente rápido y su capacidad para sobrevivir a bajas 

temperaturas, por su amplio rango de temperatura de crecimiento, desde -2.5 a 25 ° C 

(Mocali et al., 2017). 

Por otro lado, la biorremediación a partir de bacterias psicrófilas es de gran interés 

investigativo (DeBaldo, 2005). La biodegradación a baja temperatura de 

contaminantes orgánicos, en ecosistemas fríos, es el resultado de la capacidad de 

degradación de la población bacteriana psicrófilas. Estas son capaces de transformar o 

mineralizar contaminantes orgánicos en sustancias menos peligrosas y no peligrosas, 

que luego se integran en ciclos biogeoquímicos naturales (Margesin, 2007). Un 

ejemplo de esta aplicación, son las bacterias de la especie Lysinibacillus sphaericus, 
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debido a que se utilizan para biorremediación de derrames petroleros y biocontrol de 

insectos (DeBaldo, 2005). 

Gracias a las diferentes estrategias metabólicas desarrollado por las bacterias, estas son 

capaces de habitar en ecosistemas extremos del planeta Tierra, donde el desarrollo de 

la vida es muy difícil. Sus estrategias metabólicas son únicas y de interés económico 

e industrial. Por lo tanto, este estudio busca caracterizar fenotípica y genotípicamente 

bacterias provenientes de muestras de suelo la Antártida y de los volcanes Cotopaxi y 

Chimborazo, lo que permitirá identificar géneros y especies bacterianas presentes en 

estos ecosistemas, como un paso inicial hacia la búsqueda de nuevos compuestos 

bioactivos y aplicaciones biotecnológicas. 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo general 

Identificar bacterias aisladas de ecosistemas glaciares, Andinos y Antárticos. 

1.2.2 Objetivos específicos 

• Caracterizar genotípica y fenotípicamente bacterias provenientes de suelos 

glaciares. 

• Determinar la diversidad fenotípica y genotípica mediante análisis de 

taxonomía numérica. 

• Identificar molecularmente representantes de los grupos fenéticos definidos en 

taxonomía numérica. 
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CAPÍTULO II 

METODOLOGÍA 

2.1 Origen de material microbiano  

En el presente estudio, 100 cepas bacterianas fueron analizadas. De éstas, 67 cepas se 

seleccionaron a partir del dendrograma de taxonomía numérica de datos fenotípicos, 

realizado por Garzón (2013). La colección fue recibida en forma de ADN genómico 

disuelto en búfer TE 1X (Tabla B1, Anexo B). Las restantes 33 cepas fueron recibidas 

en forma de suspensión de células en glicerol, correspondientes al estudio de Díaz & 

Estrada (2018). La información acerca del origen, características adicionales 

referentes al aislamiento de las cepas bacterianas y selección de cepas para la 

caracterización molecular, se encuentran en la Tabla A1 (Anexo A).  

2.2 Caracterización Molecular 

2.2.1 Evaluación de calidad del ADN genómico 

El ADN genómico de las sesenta y siete muestras, fue extraído ya sea por el método 

de fenol cloroformo (Navas & Rodríguez, 2016) o kit comercial (PureLink Genomic 

DNA Mini Kit # K1820-02, Invitrogen). Con el fin de determinar si el ADN genómico 

se encontraba en las condiciones adecuadas para usarlo como templete en los estudios 

de caracterización molecular, se procedió a determinar su calidad, concentración e 

integridad. Para ello, mediante el uso de un espectrofotómetro UV-Vis (Thermo 

Scientific Nanodrop 2000) se evaluó la concentración y calidad de los ADNs. Antes 

de proceder con las lecturas, las superficies ópticas fueron previamente limpiadas y el 

equipo se calibró con agua ultra pura y búfer TE 1X. Posteriormente, 1,5 µl de ADN 

genómico fueron colocados en la superficie óptica, la concentración de ADN fue 

medido por triplicado a una longitud de onda de 260 nm y el promedio fue reportado 

en ng/µl. Además, los parámetros de calidad de ADN fueron evaluados mediante la 

relación de absorbancia 260/280, acorde a la Tabla 1.  
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Tabla 1. Parámetros de evaluación de calidad de ADN genómico. 

Radio Valor Valoración 

260/280 

1,8 - 2 Optima 

1,6 - 1,8 Aceptable 

< 1,6 Contaminación con compuestos aromáticos 

>2,1 Contaminación con ARN 

(BANCO NACIONAL DE ADN CARLOS III, 2013) 

Por otro lado, para evaluar la integridad de los ADNs se preparó un gel de agarosa al 

1% (p/v) disuelto en búfer TBE 0,5X (Tabla B2, Anexo B), teñido con 1 µl SYBRSafe 

(Invitrogen) por cada 10 ml de agarosa líquida. Se cargaron 4 µl de ADN en los 

pozuelos del gel y 4 µl de marcador de peso molecular de 1 kb (TrackIT-Invitrogen), 

en un extremo del gel, para obtener un patrón de bandas estándar como se muestra en 

la Figura D1 (Anexo D). El gel de agarosa se corrió por 35 minutos a 100 voltios. 

Posteriormente, las bandas de ADN fueron visualizadas con luz ultravioleta en el 

transiluminador (ChemiDoc TMMP Imaging System – BioRad). Los ADNs que se 

ubicaron por debajo de la primera banda del marcado molecular y aquellos que 

presentaron una banda compacta se consideraron como ADN íntegro. Mientras que, 

los que presentaron un barrido fueron considerados como ADN fragmentado. 

Aquellas muestras en las que la concentración de ADN genómico fue superior a 30 

ng/µl y con una relación 260/280 entre 1,6 y 2, fueron consideradas como adecuadas 

para proseguir en el estudio. Además, el ADN debía poseer una sola banda, sin 

fragmentación, para ser considerado como íntegro. De las 67 muestras solamente 41 

cumplieron con estos parámetros de calidad. Las restantes 26 muestras fueron 

descartadas. Para obtener nuevo ADN genómico se procedió a recuperar los cultivos 

bacterianos a partir de los stocks de glicerol. Una vez crecidos e identificados como 

cultivos puros se procedió al aislamiento del ADN genómico. En el caso de las 

bacterias provenientes del estudio de Díaz & Estrada (2018), luego de cumplir con el 

proceso de obtención de cultivos puros se realizó la extracción de ADN genómico. La 

recuperación de los cultivos se realizó a partir de los stocks de suspensión de células 

almacenados en glicerol, en el banco de germoplasma de la Unidad de Investigación y 

Desarrollo de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología 

(UODIDE). Se inocularon 20 µl de las cepas en cajas petri con agar nutriente (AN, 
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Difco), para realizar estrías compuestas y las cajas fueron incubadas de 3 a 5 días a 

26°C. A continuación, las muestras que presentaron características de cultivo puro se 

almacenaron a -10°C en crioviales con una solución de glicerol al 20% (p/v). También 

se preparó una caja petri con AN, para crecer cada bacteria de manera abundante, entre 

3 a 5 días a 26°C y así obtener una gran cantidad de biomasa para la extracción de 

ADN genómico. 

2.2.1.1 Extracción de ADN por el método de fenol cloroformo 

Posterior al proceso de incubación, en un tubo de centrífuga de 1,5 ml, se colocaron 

400 µl de búfer de extracción de ADN (Tabla B3, Anexo B) y 0,05 g de microesferas 

de vidrio (106 µm de diámetro, lavadas en HCl). Con la ayuda de un asa de 

transferencia, se tomó la biomasa y se colocó en el tubo de centrífuga. Los tubos fueron 

congelados por 24 horas. 

Terminado este tiempo, los tubos descongelados, fueron agitados en un vórtex por 10 

minutos a máxima velocidad, para generar lisis celular. La suspensión formada se 

separó mediante centrifugación a velocidad máxima (15000 rpm) por 20 minutos a 

4°C. Inmediatamente, 200 µl del sobrenadante fueron transferidos a un nuevo tubo de 

centrífuga. Cabe mencionar que, si en la superficie de la solución se observó una capa 

de grasa, esta fue retirada con la ayuda de una punta estéril de 1000 µl. Al sobrenadante 

obtenido se le añadieron 200 µl de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1), los 

tubos fueron agitados hasta obtener una solución homogénea blanquecina y 

centrifugados a velocidad máxima por 15 minutos a 4°C. Se obtuvo dos fases, una 

orgánica y una acuosa. La fase orgánica fue descartada, mientas que de la fase acuosa 

se transfirieron 150 µl a un nuevo tubo de centrífuga y se añadieron 300 µl de etanol 

absoluto (4°C). Estos tubos fueron centrifugados a velocidad máxima por 20 minutos 

a 4°C para precipitar el ADN. El sobrenadante fue descartado por completo y los tubos 

fueron lavados dos veces con 500 µl de etanol al 70% (4°C), en cada lavado se 

centrifugaron a velocidad máxima por 15 y 20 minutos respectivamente a 4°C. Los 

tubos se secaron por 4 horas a temperatura ambiente y el ADN fue resuspendido en 40 

µl de búfer TE 1X. Finalmente, la calidad, concentración e integridad de los ADN 

extraídos se evaluaron acorde a la metodología antes mencionada. Solamente 12 de 26 

cepas recuperadas de la colección de Garzón (2013), se logró extraer ADN de calidad, 
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lo que totalizo un número de 53 bacterias estudiadas de ésta colección. En relación con 

las bacterias provenientes del trabajo de Díaz & Estrada (2018), 31 de los 33 cultivos 

cumplieron los parámetros de calidad. Finalmente, 84 cepas bacterianas fueron 

caracterizadas molecularmente (Tabla A1, Anexo A). 

2.2.2 Amplificación de patrones huella genéticas mediante rep-PCR 

Se amplificó los patrones de fingerprinting de 84 muestras de ADN genómico 

mediante la técnica de rep-PCR utilizando el primer BOX A1R1 

(5´CTACGGCAAGGCGACGCTGACG3´). En tubos de PCR de 200 µl, se realizó una 

reacción final de 22 µl, que estuvo compuesta por 20 µl de PlatinumTM PCR SuperMix 

(Invitrogen), 1 µl de primer BOX y 1 µl de ADN genómico. Además, una gota de 

aceite mineral estéril se colocó para evitar la evaporación de la mezcla. Posteriormente, 

los tubos se colocaron en el termociclador (Multigene Optimax Labnet) y el protocolo 

fue configurado en el equipo, acorde a la Tabla 2.  

Finalizada la reacción PCR, se disolvió agarosa al 1,285% (p/v) en búfer TBE 0,5X, 

teñido con 1 µl SYBRsafe (Invitrogen) por cada 10 ml de agarosa líquida. Se colocaron 

18 µl del producto de PCR en los pozuelos del gel. Además, en 3 pozuelos distribuidos 

en el inicio, medio y final, se colocaron el marcador de peso molecular de 100 bp 

(TrackIT-Invitrogen), como patrón de estandarización de las bandas (Figura D1, 

Anexo D). El gel fue corrido a 70 voltios por 4 horas y visualizado mediante luz 

ultravioleta con un transiluminador (ChemiDoc TMMP Imaging System - BioRad). 

Las imágenes de los patrones fueron guardadas en formato TIFF para su posterior 

análisis.  

Tabla 2. Protocolo de programación de termociclador para técnica de rep-PCR, 

usando el primer BOX. 

Proceso Temperatura °C Tiempo Ciclos 

Activación de Taq 94 2' 1 

Amplificación 

Desnaturalización 94 45'' 

35 Alineamiento 50 1'15'' 

Elongación 72 8' 

Extensión Final 72 10' 1 

Refrigeración 4 ∞ 

(Reinoso & Rodríguez, 2018) 
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De los 84 ADNs utilizados en la obtención de patrones de fingerprinting, sólo 72 

muestras fueron consideradas como adecuadas para continuar con su análisis. Los 12 

restantes fueron descartados debido a que el número de bandas amplificadas fueron 

menor a 3. 

2.2.2.1 Taxonomía numérica de patrones de fingerprinting 

Los 72 patrones fueron analizados en el software Gel J (Heras et al., 2015). Las 

imágenes fueron importadas al programa con el mismo tamaño, guardados en fondo 

negro, resolución de 600 dpi. y formato TIFF. Los patrones fueron normalizados con 

la ayuda de los marcadores de peso molecular de 100 bp (Invitrogen) y su contraste 

fue modificado manualmente para mayor visualización de las bandas. Posteriormente, 

la matriz de similaridad se generó mediante el coeficiente lineal de Pearson y el 

dendrograma fue construido a partir del algoritmo de UPGMA. Se determinó la 

formación coherente de grupos. A partir de estos, cepas representativas fueron 

seleccionadas para el secuenciamiento del gen del ADNr 16S y la caracterización 

fenotípica. 

2.2.3 Secuenciación del gen del ADNr 16S y análisis filogenético 

El ADN genómico de 19 cepas bacterianas, seleccionadas como representantes de los 

grupos identificados en el dendrograma basado en la taxonomía numérica de patrones 

de fingerprinting, fue extraído mediante el método de fenol cloroformo antes descrito. 

Los ADNs se resuspendieron en agua ultra pura y fueron enviados a la empresa 

Macrogen USA para secuenciar el gen del ADNr 16S. Los primers que se utilizaron 

para la amplificación del gen fueron el 1492R 

(5´TACGGYTACCTTGTTACGACTT3´) y el 27F 

(5´AGAGTTTGATCMTGGCTCA3´). Para el secuenciamiento se utilizaron los 

primers internos 518F (5´CCAGCAGCCGCGGTAATACG3´) y 800R 

(5´TACCAGGGTATCTAATCC3´).  

Las secuencias del gen del ADNr 16S pertenecientes a cada primer se recibieron en 

cromatogramas y en formato ABI. Éstas fueron procesadas en el software PHYDIT 

(Chun, 1995) para obtener secuencias consenso de aproximadamente 1400 

nucleótidos (nt). En los casos, en donde funcionó un solo primer o solo secciones 
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cortas por cada primer, se obtuvieron secuencias parciales mediante el alineamiento 

manual usando la opción “pairwaise aligment”. Las secuencias fueron comparadas con 

géneros relacionados e identificados mediante el software BLAST-N, disponible en el 

National Center For Biotechnology Information (NCBI) y en la base de datos del 

GenBank (Benson et al., 2012). Se elaboro el árbol filogenético mediante el algoritmo 

de Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) y se calculó las distancias evolutivas 

mediante Jukes & Cantor (1969). 

2.2.4 Análisis de taxonomía polifásica 

Una vez establecidas las especies molecularmente a través de la construcción del árbol 

filogenético, fueron seleccionados en el dendrograma las cepas que tuvieron patrones 

de fingerprinting similares a las bacterias identificadas. Con el objetivo de establecer 

una aproximación polifásica y conocer la diversidad de la colección de bacterias. 

2.3 Caracterización fenotípica  

2.3.1 Caracterización macroscópica 

Cincuenta cepas bacterianas representantes, fueron seleccionadas a partir de los grupos 

de la taxonomía numérica de patrones de fingerprinting para la caracterización 

fenotípica. Las cepas fueron activadas a partir de los stocks de glicerol almacenados a 

largo plazo, en cajas petri con AN. Las cajas fueron incubadas de 3 a 5 días a 26°C. 

Posterior al proceso de incubación, se realizó la caracterización macroscópica de las 

cepas bacterianas por clasificación en grupos de color, con base en la Tabla British 

Standard specification of colors for identification coding and special purposes (Anexo 

C). Mientras que la morfología de las bacterias fue evaluada según su forma, elevación 

y margen de las colonias, acorde a la Figura 1.  
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Figura 1. Caracterización morfológica de bacterias de acuerdo su forma, elevación y margen 

2.3.2 Caracterización microscópica 

La caracterización microscópica se realizó con la ayuda de las técnicas de laboratorio 

de tinción simple, Gram y endosporas. 

La tinción simple fue realizada por medio de un frotis de la biomasa bacteriana sin 

fijación al calor. El portaobjetos fue teñido con safranina durante 1 minuto, se lavó con 

agua destilada y se secó al ambiente. Posteriormente, la muestra fue observada con la 

ayuda del lente de inmersión (100X). Se determinó la forma celular acorde a la Figura 

2. 

La tinción de Gram se realizó mediante un frotis de biomasa de la cepa bacteriana con 

fijación al calor. El portaobjetos fue teñido con cristal violeta por 1 minuto e 

inmediatamente lavado con agua destilada. A continuación, se tiñó con lugol por 1 

minuto para luego ser lavado con alcohol (96%) por 30 segundos. Seguido esto, el 

portaobjetos fue teñido con safranina durante 1 minuto, lavado con agua destilada y 

secado al ambiente. Finalmente, la cepa bacteriana se observó con el lente 100X y se 

determinó la característica diferencial Gram positiva (color púrpura) o Gram negativa 

(color rojo). 

La tinción de endosporas se realizó a todos los bacilos Gram positivos. Para ello, en 

un portaobjetos se realizó un frotis de la biomasa con fijación al calor. Seguido esto, 
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el portaobjetos fue colocado en un flujo de vapor de agua y teñido con verde malaquita 

por 10 minutos. Para evitar que el colorante se seque, se procedió a la adición constante 

del mismo. Posteriormente, el portaobjetos fue lavado con agua destilada, teñido con 

safranina por 1 minuto, lavado nuevamente y secado al ambiente. Al finalizar, la 

muestra se observó con la ayuda del lente 100X. Se determinó la presencia de 

endosporas de color verde, mientras que la célula se tiñó de color rojo.  

 

Figura 2. Diferentes agrupaciones y variaciones de bacilos y cocos. 

(Martínez, 2016) 

2.3.3 Pruebas fisiológicas de crecimiento en bacterias 

Se preparó una suspensión de células en 750 µl de agua de llave estéril, para ello se 

recogió la mayor cantidad de biomasa de las muestras bacterianas. Las suspensiones 

se almacenaron en refrigeración a 4°C. Para cada prueba se inocularon 5 µl de la 

suspensión de células en cajas petri con AN, las cuales fueron incubadas a 26°C por 5. 

2.3.3.1 Determinación del rango de crecimiento en función de la temperatura 

Los medios de cultivo con las suspensiones de células fueron incubados a 4°C, 20°C, 

26°C, 37°C y 50°C. Las muestras que presentaron crecimiento en los diferentes rangos 

de temperatura fueron asignados con 1, en el caso contrario, las que no presentaron 

crecimiento se asignó con 0. Finalmente, se determinó la clasificación de cada muestra 

acorde a su rango de crecimiento según la Tabla 3. 
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Tabla 3. Clasificación de microorganismos acorde al rango de crecimiento en función 

de la temperatura 

Clasificación 4oC 20oC 26oC 37oC 

Termófilo - - - + 

Mesófilo extremo + + + + 

Mesófilo - + + + 

Psicrótrofo + + + - 

Psicrófilo + + - - 

(Garzón & Rodríguez, 2013) 

2.3.3.2 Determinación del rango de crecimiento en función del pH 

El pH del medio de cultivo se reguló usando sistema de búfers a 4,5, 5,5, 6,5, 7,5 y 8,5 

(Tabla B5, Anexo B). Posteriormente, las muestras que presentaron crecimiento en los 

diferentes valores de pH fueron asignados con 1, en el caso contrario, las que no 

presentaron crecimiento se asignaron con 0. Finalmente se determinó la clasificación 

de las cepas bacterianas acorde a su rango de crecimiento según la Tabla 4. 

Tabla 4. Clasificación de microorganismos acorde al rango de crecimiento en 

función del pH 

Clasificación 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 

Acidófilo + + - - - 

Neutrotolerante + + + - - 

Neutrotolerante + + + + - 

Neutrófilo - + + + - 

Neutrófilo - - + + - 

Neutrófilo - - + - - 

Alcalitolerante - + + + + 

Alcalitolerante - - + + + 

Alcalófilo - - - + + 

(Garzón & Rodríguez, 2013)  
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2.3.3.3 Determinación del rango de crecimiento en función de la salinidad 

Las cajas petri con AN fueron suplementadas con NaCl en concentraciones de 1%, 

5%, 10% y 15% (p/v). Posteriormente, las muestras que presentaron crecimiento en 

las diferentes concentraciones de salinidad fueron asignados con 1, en el caso 

contrario, las que no presentaron crecimiento se asignaron con 0. Finalmente se 

determinó la clasificación de cada muestra acorde a su rango de crecimiento según la 

Tabla 5. 

Tabla 5. Clasificación de microorganismos acorde al rango de crecimiento en 

función de la salinidad 

Clasificación 1% 5% 10% 15% 

Halófilo débil + - - - 

Halófilo + + - - 

Halófilo extremo - + + + 

Halófilo extremo + + + + 

No tolerante - - - - 

(Garzón & Rodríguez, 2013) 

2.3.3.4 Determinación de la utilización de aminoácidos como fuente única de 

carbono y nitrógeno 

En cajas petri con medio de cultivo basal (Tabla B5, Anexo B), fueron inoculados 5 

µl de las suspensiones de bacterias e incubadas por 5 días a 26°C. Cada medio de 

cultivo individualmente tuvo 0,1% (p/v) de aminoácidos, entre ellos ácido aspártico, 

ácido glutámico, alanina, arginina, asparagina, cisteína, fenilalanina, histidina., 

leucina, lisina, tirosina, treonina y valina. Posteriormente, se evaluó la capacidad de 

las bacterias para utilizar diferentes aminoácidos como fuente única de carbono y 

nitrógeno. Aquellas muestras que presentaron crecimiento en los diferentes tipos de 

aminoácidos se asignaron como 1, en el caso contrario, los que no presentaron 

crecimiento se asignaron con 0. 
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2.3.3.5 Determinación de la utilización de aminoácidos como fuente única de 

nitrógeno. 

En cajas petri con medio de cultivo basal (Tabla B6, Anexo B) fueron inoculados 5 µl 

de las suspensiones de bacterias e incubadas por 5 días a 26°C. Individualmente cada 

medio de cultivo tuvo una solución base de nitrógeno de levadura y cas-aminoácidos 

y 0,1% (p/v) de aminoácidos, entre ellos ácido aspártico, ácido glutámico, alanina, 

arginina, asparagina, cisteína, fenilalanina, histidina., leucina, lisina, tirosina, treonina 

y valina. Se determinó la capacidad de las bacterias de utilizar diferentes aminoácidos 

como fuente única de nitrógeno. Aquellas muestras que presentaron crecimiento en los 

diferentes aminoácidos se asignaron como 1, en el caso contrario, se asignaron con 0 

las cepas que no tuvieron crecimiento. 

2.3.4 Taxonomía numérica de datos fenotípicos 

Los resultados obtenidos de las 50 cepas fueron organizados en una matriz de datos en 

código binario. La matriz fue procesada en el software NTSys (Rohlf, 1988), donde el 

porcentaje de similitud fue calculado mediante el coeficiente de simple similaridad 

(SSM). Se construyó el dendrograma de datos fenotípicos, utilizando el algoritmo 

UPGMA y los grupos fenéticos fueron determinados basados en una similaridad del 

85%. 

2.4 Hipótesis 

2.4.1.1 Hipótesis nula 

La caracterización genotípica y fenotípica no permite determinar la diversidad de las 

cepas bacterianas aisladas de ecosistemas glaciares, andinos y antárticos. 

2.4.1.2 Hipótesis alternativa 

La caracterización genotípica y fenotípica permite determinar la diversidad de las 

cepas bacterianas aisladas de ecosistemas glaciares, andinos y antárticos. 
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2.4.2 Señalamiento de variables 

• Concentración e integridad del ADN genómico. 

• Patrones de fingerprinting. 

• Diversidad fenotípica y genotípica de bacterias. 

• Diversidad filogenética de bacterias. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Caracterización molecular 

3.1.1 Evaluación de ADN genómico 

El ADN genómico de las 84 muestras presentó concentraciones suficientes y 

relaciones 260/280 entre 1,6 y 2. Los datos se encuentran reportados en la Tabla A2 

(Anexo A). La integridad de los ADNs fue evaluada mediante electroforesis, como se 

observa en la Figura D2 (Anexo D), en donde la mayoría presentaron una banda 

compacta, lo que muestra un ADN íntegro. El ADN genómico que se escogió para los 

estudios posteriores de caracterización molecular fue aquel que presentó los mejores 

parámetros de calidad. 

3.1.2 Amplificación de patrones de fingerprinting mediante rep-PCR 

Los patrones de fingerprinting de 72 muestras de ADN se encuentran reportados en la 

Figura D3 (Anexo D). La visualización de los patrones de fingerprinting reportó la 

presencia de 3 a 12 bandas, variando de tamaño entre 100 a 2000 pb, como se observa 

en la Figura 3. Doce muestras fueron descartadas con el fin de evitar errores en el 

análisis taxonómico, debido a que se obtuvieron menos de tres bandas en sus patrones. 

En un estudio similar, fueron excluidas patrones mediante el mismo criterio, debido a 

que la información taxonómica iba a ser limitada, misma que influye directamente en 

la obtención del dendrograma genotípico (Vinueza, 2010). 

 

Figura 3. Patrones de fingerprinting obtenidos por rep-PCR usando el primer BOX 



25 

3.1.2.1 Taxonomía numérica de datos basado en patrones de fingerprinting 

con el primer BOX 

El dendrograma obtenido mediante el cálculo del coeficiente lineal de Pearson y el 

algoritmo UPGMA, se visualiza en la Figura 4. En donde, se identificaron 10 grupos. 

De los cuales, el 3, 5, 6, 7 y 10 tuvieron entre 9 y 17 integrantes (Tabla 6). 

Probablemente exista gran diversidad genética dentro de la colección de bacterias, 

debido a la variedad de patrones obtenidos de la amplificación por rep-PCR.  

Tabla 6. Grupos obtenidos a partir del dendrograma de patrones de fingerprinting 

usando el primer BOX 

Grupos Integrantes 

1 DG-315*, DE-043B *, DE-039B * 

2 DG-222 *, DE-030B, DE-022B * 

3 DE-041B *, DG-300 *, DG-302, DE-072 *, DE-036B, DG-318 *,  

DG-187, DG-239 *, DE-042B *, DG-213, DE-077 *, DE-035B *, DG-303, 

DE-028B * 

4 DE-018B *, DE-005B, DG-193*, DG-179 *, DE-033B *, DG-162 * 

5 DE-006B *, DE-034B *, DE-027B, DE-038B, DG-244 *,  

DE-031B *, DE-066, DE-037B, DG-173 * 

6 DG-245 *, DG-200 *, DE-003B, DE-002B *, DG-181 *,  

DG-130, DG-113 *, DG-219, DG-203 *, DG-125 

7 DG-229 *, DG-118 *, DG-209 *, DG-136 *, DG-248 *, DE-004B *,  

DE-029B, DG-116 * 

8 DE-017B 

9 DG-164 * 

10 DG-186 *, DG-110, DG-176 *, DG-104, DG-172 *, DG-186C,  

DG-140A. *, DE-040B *, DG-190B *, DG-171 *, DG-233 *,  

DG-217 *, DG-140M *, DG-156, DG-117, DG-111 *, DG-102 * 

* Muestras utilizadas en caracterización fenotípica final 

 Muestras utilizadas en secuenciación del gen del ADNr 16S 

 Muestras utilizadas en la identificación molecular del gen del ADNr 16S   
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Figura 4. Dendrograma de patrones de fingerprinting, construido mediante el coeficiente lineal de 

Pearson y el algoritmo UPGMA 

* Muestras utilizadas en caracterización fenotípica final 

 Muestras utilizadas en secuenciación del gen del ADNr 16S 

 Muestras utilizadas en la identificación molecular del gen del ADNr 16S   
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3.1.3 Análisis filogenético del gen del ADNr 16S 

La concentración y parámetros de calidad de los ADNs seleccionados para 

secuenciación del gen del ADNr 16S se reporta en la Tabla A3 (Anexo A), mientras 

que la evaluación de la integridad se observa en la Figura D4 (Anexo D). Posterior al 

procesamiento de datos en el programa PHYDIT, se determinó que 16 de 19 

secuencias obtenidas del gen del ADNr 16S, tuvieron la calidad suficiente para 

compararse con especies más cercanas (Tabla A4, Anexo A). Las otras 3 fueron 

eliminados debido a que no se obtuvo cromatogramas de secuenciamiento adecuadas 

para establecer la molécula del gen del ADNr 16S. 

El árbol filogenético, resultado del procesamiento de los cromatogramas de las 16 

cepas bacterianas mediante BLAST-N, identificó 11 especies distintas como se 

muestra en la Figura 5. Además, representantes de 9 géneros han sido identificados 

dentro de la colección. De estos, el género más diverso fue Pseudomonas, con 4 

especies, seguidas del resto que solo tiene un representante. 

La cepa DG-200 fue identificada como Arthrobacter psychrochitiniphilus, con una 

similitud del 99,38% (Tabla A5, Anexo A). Esta especie fue descrita en el año 2009 

como bacilo Gram positivo, forma colonias amarillas, circulares y con elevación 

convexa. El crecimiento reportado ocurre entre 0°C a 25°C, con temperatura optima 

de crecimiento de 20°C. Además, es capaz de crecer en medio suplementado con NaCl 

hasta el 3%, presentando un crecimiento optimo a 1,5% y en función al pH puede 

crecer entre 6 y 8, con un crecimiento optimo a pH 7 (F. Wang, Gai, Chen, & Xiao, 

2009). Características que concuerda con la clasificación determinada a la cepa DG-

200, por lo tanto, se confirma la cercanía con la especie A. psychrochitiniphilus. 

Mediante el análisis filogenético basado en las secuencias del gen del ADNr 16S, 

reveló que la bacteria DG-179 presentaron similitudes del 99,10% con la especie 

Pseudarthrobacter phenanthrenivorans (Tabla A6, Anexo A). La cual fue descrita 

como coco Gram positivo, formadora de colonias de color crema-amarillo. Es capaz 

de crecer entre 4°C y 37°C, con una temperatura optima de crecimiento entre 30°C y 

37°C. En función al pH, puede crecer entre 6,5 y 8,5 con un crecimiento óptimo de pH 

7,0 a 7,5 (Kallimanis et al., 2011). La bacteria DG-179 compartió algunas 

características, debido a que se describió como psicrótrofa, alcalitolerante y halófilo. 
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Figura 5. Árbol filogenético de cepas bacterianas aisladas de ecosistemas glaciares, andinos y 

antárticos. 

Construido mediante el algoritmo Neighbour-Joining y el modelo de distancias evolutivas de Jukes & Cantor. La topología se 

evaluó mediante el análisis de Bootstrap de 1000 subsets. 

( ) Número de acceso a la base de datos del NCBI  
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Si bien es cierto que, en el árbol filogenético DG-222 tiene como vecino más cercano 

a Pseudarthrobacter phenanthrenivorans. Sim embargo, debido al porcentaje de 

similitud del 97,86% y una diferencia de 31 nt con esta especie (Tabla A6, Anexo A), 

esta cepa probablemente pertenecería a una especie nueva. Con base en los parámetros 

taxonómicos moleculares, se recomienda realizar experimentos de hibridación ADN-

ADN a los aislados que presenten un valor umbral de similitud de la secuencia del gen 

del ADNr 16S menor al 98,5% (Stackebrant, 2011). Además, se confirma que la 

bacteria en el estudio es diferente que su vecino más cercano, debido a que solo es 

capaz de crecer de 4°C a 26°C, pH de 5,5 a 7,5 y tolerar la salinidad hasta 1% (p/v). 

Por otro lado, mediante una similitud del 99,09% (Tabla A7, Anexo A), la cepa DG-

171 fue identificada como Rhodococcus yunnanensis. Esta especie se determinó como 

coco Gram positivo mesófilo con temperatura de crecimiento óptima entre 28 y 30°C. 

Además, es capaz de crecer de pH 7,0 a 8,0 y tolerar el NaCl hasta 10% (Zhang et al., 

2005). Las características de la especie en función a la temperatura y la salinidad 

concuerdan con las de la bacteria en estudio. Sin embargo, en función del pH la cepa 

estudio fue capaz de crecer en un rango de pH amplio, de 4,5 a 8,5. 

Se determinó que la especie Mycolicibacterium hodleri es afín a la cepa DE-077, con 

una similitud del 99,23% (Tabla A8, Anexo A). Esta especie se aisló de muestras de 

suelo contaminado con hidrocarburos y fue descrita como bacilo Gram positivo con 

crecimiento a temperatura entre 18°C y 28°C (Kleespies, Kroppenstedt, Rainey, 

Webb, & Stackebrandt, 1996). Algunas características de la especie descrita 

concuerdan con lo reportado por la cepa estudio, debido a que se clasifico como una 

bacteria psicrótrofa, neutrotolerante y halófila débil.  

La cepa DE-006B con una similitud de 99,60% fue identificada como Solibacillus 

isronensis (Tabla A9, Anexo A). Esta especie se aisló por primera vez de tubos 

criogénicos utilizados para recolección de muestras de aire, fue descrita como bacilo 

Gram positivo que produce endosporas, forma colonias blancas, enteras y redondas. 

Además, es capaz de crecer entre 5°C y 37°C, pH 6 a 10 y tolerar la salinidad hasta 

5,8% (Shivaji et al., 2009). Mientras que, la bacteria en estudio presento crecimiento 

entre 4°C y 26°C, pH entre 4,5 a 6,5 y una tolerancia a la salinidad del 1% (p/v). 
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Se logró determinar la afinidad de la especie Paenibacillus amylolyticus con la cepa 

DE-018B, debido a que guardan una similitud del 99,66% (Tabla A10, Anexo A). Esta 

especie fue descrita por Nakamura en 1984, como bacilo Gram positivo que produce 

endosporas. La forma de las colonias son planas, lisas y circulares. Además, es capaz 

de crecer entre 10 y 40°C, en pH de 4,5 a 9,0 y tolerar la salinidad hasta el 2% (Shida, 

H., Kadowaki, Nakamura, & Komagata, 1997). La mayoría de las características 

morfológicas y fisiológicas concuerdan con la cepa del estudio. Por lo que se confirma 

que, la cepa DE-018B pertenece a la especie P. amylolyticus. En este estudio se 

determinó que esta cepa es capaz de crecer a 4°C.  

Por otro lado, la cepa DG-245 se identificó como Janthinobacterium lividum, con 

similitud del 99,45% (Tabla A11, Anexo A). Fue descubierta por Eisenberg en 1891, 

descrita como bacilo Gram negativa, con forma colonial circular, elevación convexa y 

margen liso. Además, es una bacteria psicrófila con crecimiento optimo a 15°C, capaz 

de crecer a pH 4 y 9, con crecimiento optimo a pH 6,8 y tolerancia a la salinidad entre 

0,58% y 2,9% (Shivaji et al., 1991). Comparando la descripción de la especie con la 

cepa en el estudio, se descubrió hallazgos muy interesantes debido que la bacteria DG-

245 es capaz de crecer entre 20°C y 26°C, pH entre 5,5 a 7,5 y soportar la salinidad 

hasta 15% (p/v). 

La cepa DE-031B fue identificada como Serratia grimesii, debido a que guarda una 

similitud del 99,25% (Tabla A12, Anexo A). Esta especie fue descrita como un bacilo 

Gram negativo mesofílico, con crecimiento optimo a 30°C (Grimont, Grimont, & 

Irino, 1982). La mayoría de las características concuerdan con la cepa DE-031B, por 

lo que se confirma su identificación como S. grimesii. 

Del clúster formado por las cepas DG-176, DG-209 y DG-300, no fue posible lograr 

una identificación. La similitud entre las cepas DG-176 y DG-209 fue del 100%, 

mientras que con la bacteria DG-300 la similitud fue del 99,30% y 99,50% 

respectivamente (Tabla A13, Anexo A). Al momento no se logró establecer si estas 

cepas son más cercanas a Pseudomonas silesiensis, Pseudomonas frederiksbergensis, 

o Pseudomonas mandelii. Por lo tanto, es necesario secuenciar otros genes (multilocus 

sequencing) para determinar la posición taxonómica de este grupo. Por otro lado, 
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comparando las características fenotípicas, las cepas son muy cercanas entre sí y se 

han clasificado como psicrótrofas, neutrófilas y halófilas débiles. 

De las especies que pertenecen al género Pseudomonas, la cepa DG-203 presento una 

similitud de 98,3% con Pseudomonas syringae pv. syringae (Tabla A13, Anexo A). 

La cual, fue descubierta por van Hall 1902, como bacilo Gram negativo mesofílico, 

con formación de colonias blanco cremosas (Hoyos & Zapata, 2011; Young, 1977). 

Algunas características fenotípicas concuerdan con su vecino más cercano, sin 

embargo, se podría mencionar que la cepa DG-203 probablemente pertenece a una 

especie nueva, basándose en lo mencionado por Stackebrant (2011). Por lo tanto, es 

necesario secuenciar el gen completo del ADNr 16S, debido a que la secuencia 

obtenida fue de solo 1199 nt. 

De la misma forma, las cepas DG-239 y DG-113 con similitudes del 99,57% y 99,47% 

respectivamente, fueron identificadas como Pseudomonas arsenicoxydans (Tabla 

A13, Anexo A). Esta especie se aisló a partir de muestras de sedimentos del Desierto 

de Atacama en Chile, descrita como bacilo Gram negativo, con crecimiento a 4°C y 

37°C, pH entre 6.0 a 10,5 y capaz de soportar la salinidad hasta 2% (Campos et al., 

2010). Las características descritas por la especie no concuerdan con las cepas afines, 

debido a que estas fueron clasificadas como psicrótrofas, neutrotolerantes y halófilas 

débiles. Es probable que se necesite realizar estudios comparativos con la cepa tipo de 

la especie y así determinar la diversidad intra-especie de estos organismos.  

Por último, la cepa DG-181 se identificó como Pseudomonas fluorescens, con un 

porcentaje de similitud del 99,45% (Tabla A13, Anexo A). La cual fue descrita por 

primera vez por Migula en 1895, como un bacilo Gram negativo psicrótrofo, capaz de 

crecer a pH 5,0 (Rhodes, 1959). La descripción de esta especie concuerda con la cepa 

asociada. Sin embargo, en función al pH la cepa DG-181 fue capaz de crecer de 4,5 a 

7,5. 

3.1.3.1 Identificación molecular usando el gen del ADNr 16S. 

Una vez hecho la identificación, a través de la información obtenida del 

secuenciamiento del gen del ADNr 16S y los patrones de fingerprinting de BOX, se 

logró identificar molecularmente 35 cepas bacterianas, como se muestra en la Figura 
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6. Además, se formaron 16 grupos fenéticos a un 90% de similitud con las especies 

identificadas, reportado en la Tabla 7. Por lo tanto, de 72 cepas estudiadas, se conoce 

la posición taxonómica del 48,6% de la colección. El resto de la colección se debería 

hacer un estudio posterior, para determinar su posición exacta dentro del dominio 

Bacteria. 

 

Figura 6. Dendrograma fenotípico de bacterias identificadas molecularmente usando el gen 

del ADNr 16S, construido mediante el coeficiente lineal de Pearson y el algoritmo UPGMA.  
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Tabla 7. Grupos formados a partir del dendrograma fenotípico de bacterias 

identificadas molecularmente 

Grupos 

fenéticos 
Integrantes Especie cercana 

1 DG-222  Pseudarthrobacter phenanthrenivorans 

2 DG-179 , DE-033B Pseudarthrobacter phenanthrenivorans 

3 DE-018B , DE-005B Paenibacillus amylolyticus 

4 DE-038B, DG-244, DE-031B  Serratia grimesii 

5 DE-006B  Solibacillus isronensis 

6 DG-187, DG-303, DG-239 ,  

DG-213 

Pseudomonas arsenicoxydans 

7 DE-077  Mycolicibacterium hodleri 

8 DG-300 , DG-302, DE-072,  

DE-036B 

Pseudomonas frederiksbergensis 

Pseudomonas. mandelii 

Pseudomonas. silesiensis 

9 DG-245  Janthinobacterium lividum 

10 DG-200 , DE-003B Arthrobacter psychrochitiniphilus 

11 DG-181  Pseudomonas fluorescens 

12 DG-130, DG-113  Pseudomonas arsenicoxydans 

13 DG-219*, DG-203 , DG-125 Pseudomonas syringae pv. syringae 

14 DG-171 , DG-217, DG-140M,  

DG-117, DG-111 

Rhodococcus yunnanensis 

15 DG-209  Pseudomonas frederiksbergensis 

Pseudomonas. mandelii 

Pseudomonas. silesiensis 

16 DG-176 , DG-104 Pseudomonas frederiksbergensis 

Pseudomonas. mandelii 

Pseudomonas. silesiensis 

 Muestras utilizadas en la identificación molecular del gen del ADNr 16S 

3.1.4 Caracterización fenotípica 

La agrupación por color de las 50 cepas bacterianas seleccionadas como representantes 

se muestra en la Tabla A14 (Anexo A). De la cual, se formaron 8 grupos de color, en 

donde, 627 Light Aircraft Grey representa el mayor número de miembros, con 24 

cepas. Comparado con otras investigaciones se obtuvieron resultados similares, 

sobresaliendo el color blanco y la mucosidad brillante de la mayoría de las cepas 

aisladas de muestras de suelo antártico (Barrientos, Gidekel, & Gutiérrez, 2008). 
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Además, los colores 447 Salmon Pink, 366 Light Beige y variaciones del amarillo (309 

Canary Yellow, 310 Primrose y 356 Golden Yellow) resaltaron de la colección de 

bacterias. Lo cual podría atribuirse a lo reportado por otros investigadores, en donde 

la producción de pigmentos es probablemente un mecanismo de defensa de los 

microorganismos para prevenir daños letales en el ADN debido a los altos niveles de 

radiación solar (Christner et al., 2000). 

La caracterización macroscópica se reporta en la Tabla 8. Las colonias bacterianas 

presentaron forma circular e irregular, representado cada una con 25 cepas. Mientras 

que, según el carácter elevación y margen, la mayoría se determinaron como planas y 

enteras respectivamente. 

Tabla 8. Caracterización macroscópica de la colección de bacterias 

Caracterización macroscópica 

Forma 
Circular 25 

Irregular 25 

Elevación 

Plana 19 

Convexa 18 

Umbonada 13 

Margen 

Entero 28 

Ondulado 6 

Lobado 2 

Rizado 14 

Los resultados de la caracterización microscópicas se muestran en la Tabla 9. De las 

bacterias evaluadas en su mayoría se identificaron como Gram negativas, de forma 

cocoide y con ausencia de endosporas. Los datos reportados coinciden con 

investigaciones, donde mencionan que las bacterias más reportadas en ambientes fríos 

son las Gram negativas de las α-, β- y γ-proteobacterias (Pseudomonas spp. y Vibrio 

spp.) y el phylum Cytophaga, Flavobacterium y Bacteroides (Barrientos et al., 2008).  

Cabe mencionar que las bacterias DG-190B y DG-193 presentaron forma celular 

pleomórfica, debido a que no tienen una forma definida o ésta varia a lo largo de su 

ciclo celular, como por ejemplo Corynebacterium sp y Rhizobium sp (Kysela, 

Randich, Caccamo, & Brun, 2016; Martínez, 2016). Además, las bacterias Gram 
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positivas DE-006B y DE-018B fueron las únicas que presentaron formación de 

estructuras de resistencia como las endosporas. 

Tabla 9. Caracterización microscópica de la colección de bacterias 

Caracterización microscópica 

Forma 

Bacilo 21 

Coco 27 

Pleomórfica 2 

Tinción 

Gram Positivo 16 

Gram Negativo 34 

Endospora 2 

La información en detalle de cada cepa bacteriana según la clasificación macroscópica 

y microscópica se muestra en la Tabla A15 (Anexo A). 

3.1.4.1 Pruebas fisiológicas de crecimiento en bacterias 

En la Tabla 10, se resume los resultados de la clasificación de las bacterias según la 

temperatura, pH y salinidad. Acorde a la clasificación en función a la temperatura de 

crecimiento, se obtuvo que el 76% de las bacterias fueron psicrótrofas. En estudios 

relacionados se han encontrado que la mayoría de cepas antárticas son psicrotolerantes 

(Barrientos et al., 2008). La capacidad de crecer a bajas temperaturas es una 

característica adaptativa de microorganismos para optimizar procesos básicos como el 

crecimiento y la supervivencia (Nichols et al., 2001). Además, es importante 

mencionar que el 20% de las bacterias analizadas fueron capaces de crecer en el rango 

de 4°C a 37°C, clasificándolas como mesófilas extremas. Lo que concuerda con 

investigaciones en donde se han reportado aislamientos de bacterias provenientes de 

muestras antárticas, con un rango de crecimiento entre 4°C a 30°C (Montes, 2005) y 

en algunos casos de -2,5°C a 42 °C (Ponder et al., 2005).  

Acorde a la clasificación según el pH, se evidenció que la mayoría de las bacterias 

fueron neutrotolerantes, representadas por el 62%. Mientras que el 26% de las 

bacterias se determinaron como neutrófilas. En investigaciones se menciona que el 

rango específico de pH para el crecimiento de bacterias se encuentra entre 4 y 9 (Oren, 

2007). Además, se han descrito bacterias antárticas del género Pseudomonas con 
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capacidad de crecimiento a pH entre 4 y 10 (See-Too et al., 2017). Por otro lado, cabe 

recalcar que la única bacteria acidófila fue la cepa DE-077.  

El crecimiento de las bacterias en diferentes concentraciones de salinidad tuvo una 

distribución uniforme, debido a que la mayoría fueron clasificadas dentro de los grupos 

de halófilos débiles y halófilos, representados por el 34% cada grupo. La mayoría de 

las especies procariotas halófilas conocidas pertenecen al dominio Bacteria (Oren, 

2007), debido a que han desarrollado varios mecanismos de osmoadaptación como la 

acumulación de concentraciones molares de KCl o la exclusión de la sal del citoplasma 

mediante la síntesis y acumulación de solutos orgánicos como la glicina betaína, 

ectoína, entre otros (Kondepudi & Chandra, 2011; Oren, 2008). Un ejemplo de 

bacteria halófila es Exiguobacterium que soporta concentraciones de NaCl hasta el 

10% (p/v) (Vaishnav et al., 2013). 

Tabla 10. Caracterización de la colección de bacterias en función a las pruebas 

fisiológicas de crecimiento 

Pruebas fisiológicas 

Temperatura 

Psicrótrofo 37 76% 

Mesófilo 2 4% 

Mesófilo extremo 10 20% 

pH 

Acidófilo 1 2% 

Neutrotolerante 32 64% 

Neutrófilo 13 26% 

Alcalitolerante 3 6% 

Salinidad 

No tolerante 1 2% 

Halófilo débil 17 34% 

Halófilo 17 34% 

Halófilo extremo 14 28% 

Los resultados en detalle obtenidos de la clasificación de las bacterias en función al 

rango de crecimiento de temperatura, pH y salinidad se encuentran reportados 

respectivamente en la Tabla A16, Tabla A17 y Tabla A18 (Anexo A). 

La capacidad de las bacterias de utilizar diferentes aminoácidos como fuente única de 

carbono y nitrógeno y fuente única de nitrógeno se muestra en la Tabla 11. Más del 

72% de las bacterias fueron capaces de utilizar los aminoácidos ácido aspártico, 
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cisteína, leucina, fenilalanina, lisina, treonina, arginina, valina, asparagina, histidina y 

tirosina como fuente única de carbono y nitrógeno. Sin embargo, el ácido glutámico 

fue poco metabolizado, siendo solo el 38% de las bacterias capaces de utilizar este 

aminoácido. En estudios similares se ha reportado que solo el 36,4% de las bacterias 

fueron capaces de metabolizar el ácido glutámico (Reinoso & Rodríguez, 2018). Por 

otro lado, se menciona que cepas bacterianas aisladas de suelo tuvieron un desarrollo 

amplio en los aminoácidos ácido aspártico, alanina, histidina y tirosina. Mientras que, 

en el ácido glutámico, arginina, fenilalanina y lisina su desarrollo fue moderado. Así 

como también se determinó que las bacterias crecieron pobremente en cisteína, 

leucina, treonina y valina (Halvorson, 1972).  

En función a la capacidad de las bacterias de utilizar diferentes aminoácidos como 

fuente única de nitrógeno se obtuvo que, nueve de los trece aminoácidos fueron 

utilizados ampliamente, mientras que menos del 55% de las bacterias fueron capaces 

de utilizar los aminoácidos ácido aspártico, ácido glutámico, cisteína y leucina.  

Tabla 11. Utilización de aminoácidos como fuente única de carbono y nitrógeno y 

fuente única de nitrógeno 

Aminoácidos 
Fuente única de carbono 

y nitrógeno 

Fuente única de 

nitrógeno 

Ácido aspártico 76% 32% 

Ácido glutámico 38% 20% 

Alanina 90% 96% 

Arginina 86% 78% 

Asparagina 88% 88% 

Cisteína 80% 24% 

Fenilalanina 76% 86% 

Histidina 90% 90% 

Leucina 80% 54% 

Lisina 82% 72% 

Tirosina 92% 82% 

Treonina 84% 70% 

Valina 86% 78% 
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3.1.5 Taxonomía numérica de datos fenotípicos  

La información detallada de la matriz de código binario resultado de la caracterización 

fenotípica de cada muestra se encuentra reportado en la Tabla A19 (Anexo A). 

El dendrograma obtenido mediante el análisis de los resultados de caracterización 

fenotípica se muestra en la Figura 7. Se logró determinar 21 grupos fenéticos a un 

84,6% de similitud, siendo los grupos 1 y 6 los que contaron con mayor cantidad de 

integrantes, además se formaron 11 grupos fenéticos con un solo miembro, como se 

muestra en la Tabla 12.  

Tabla 12. Grupos fenéticos obtenidos a partir del dendrograma de taxonomía 

numérica 

Grupos 

fenéticos 
Integrantes 

1 DG-102, DG-140M, DG-116, DE-034B, DG-181, DE-039B, DE-004B 

2 DG-172, DG-315, DG-245  

3 DG-136, DG-173, DG-171  

4 DG-164 

5 DG-179 , DG-222  

6 DG-113 , DG-203 , DG-239, DG-176 , DG-209 , DG-300 ,  

DE-040B, DE-043B 

7 DG-318, DE-022B, DE-033B, DE-035B, DE-002B, DE-031B  

8 DG-233, DG-244 

9 DG-140A., DE-028B 

10 DG-186, DE-072, DE-041B, DE-042B 

11 DG-229 

12 DG-162, DG-200  

13 DE-006B  

14 DE-018B  

15 DE-077  

16 DG-111 

17 DG-118 

18 DG-248 

19 DG-190B 

20 DG-193 

21 DG-217 

 Muestras utilizadas la identificación molecular del gen del ADNr 16S
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Figura 7. Dendrograma de datos fenotípicos construido mediante el coeficiente SSM y el algoritmo UPGMA, con corte al 84,6% de similitud 

 Muestras utilizadas la identificación molecular del gen del ADNr 16S
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3.2 Discusión general del trabajo 

El enfoque de este estudio fue identificar cepas bacterianas aisladas de ecosistemas 

glaciares, andinos y antárticos. Los resultados de la evaluación de los caracteres 

genotípicos y fenotípicos procesados mediante taxonomía numérica permitieron 

generar grupos fenéticos, mientras que el secuenciamiento del gen del ADNr 16S y la 

construcción del árbol filogenético permitieron identificar las especies a las que 

pertenecen. 

Mediante la comparación del dendrograma fenotípico con la agrupación por color, se 

encontró que, la distribución de 33 cepas bacterianas guardó congruencia entre ambos 

análisis. Según estudios, este tipo de comparaciones permite mostrar la coherencia 

entre las agrupaciones por color y los resultados de taxonomía numérica de caracteres 

fenotípicos, verificando la formación de grupos de colores preliminares de 

aislamientos para grandes colecciones de microrganismos (Rodríguez et al., 2018; 

Vinueza, 2010).  

De manera general, la mayor parte de la colección de cepas bacterianas se determinó 

como Gram negativa, psicrótrofa, neutrotolerante, halófila débil y halófila. 

Comparando los resultados fenotípicos con las características de las especies 

determinadas, se puede mencionar que las cepas DG-113, DG-200 y DE-006B fueron 

clasificadas como neutrotolerantes, mientras que la especie Pseudomonas. 

arsenicoxydans es alcalófila (Campos et al., 2010), Solibacillus. isronensis es 

alcalitolerante (Shivaji et al., 2009) y Arthrobacter. psychrochitiniphilus es 

neutrotolerante (F. Wang et al., 2009). Por otra parte, en función a la salinidad las 

cepas DG-200 y DG-245 se clasificaron respectivamente como halófila extrema y 

halófila, mientras que las especies Arthrobacter. psychrochitiniphilus y 

Janthinobacterium. lividum son halófilas débiles (Shivaji et al., 1991; F. Wang et al., 

2009). Esta comparación significa que, se ha descubierto características fisiológicas 

que no se conocía de las especies antes mencionadas. 

La importancia de este estudio radica en la gran diversidad de la colección bacteriana, 

que proviene de ecosistemas geográficamente distintos, como la Antártida, el Cotopaxi 

y Chimborazo. Esto se observó debido a que, de las 16 cepas utilizadas en la 

identificación del gen del ADNr 16S, se pudo determinar la existencia de 11 especies 
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distintas. De las cuales, dos cepas fueron identificadas como probables especies 

nuevas. Mientras que de tres cepas no fue posible determinar una especie cercana. Una 

vez realizado el análisis de taxonomía polifásica, se ubicó 35 cepas bacterianas en 

función a la caracterización molecular. De 72 cepas estudiadas, solo se pudo ubicar la 

posición taxonómica polifásica del 48,6%, lo que significa que aún se desconoce la 

diversidad de la mitad de la colección de bacterias estudiadas.  

Adicionalmente, el primer BOX como única prueba discriminatorio no es suficiente 

para poder encontrar la diversidad real. Por lo tanto, es necesario realizar un segundo 

análisis de las cepas que no se logró ubicar su posición taxonómica, debido a que, 

probablemente lo que se conoce en la actualidad está subestimando la diversidad 

completa de la colección. Además, para obtener una mayor robustez en los resultados 

de taxonomía numérica mediante rep-PCR se recomienda la utilización de los primers 

ERIC y REP conjuntamente, por ser efectivos al generar patrones específicos (Ivanova 

et al., 2002). 

Finalmente, los 16 grupos finales de taxonomía polifásica asociados a las especies 

identificadas y la determinación de 21 grupos fenéticos obtenidos a partir de la 

caracterización fenotípica, deja una puerta abierta para que, el enfoque de futuras 

investigaciones sea dirigido hacia aplicaciones biotecnológicas, como la utilización de 

Pseudomonas arsenicoxydans en la eliminación del arsénico en el agua potable (Azua-

Bustos & González-Silva, 2014; Valenzuela et al., 2015), la producción de carotenos 

a partir de Arthrobacter psychrochitiniphilus (Silva et al., 2019; Vila, Hornero-

Méndez, Azziz, Lareo, & Saravia, 2019) o la evaluación de Janthinobacterium 

lividum como antimicrobiano contra bacterias multirresistentes (Baricz et al., 2018).  
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3.3 Verificación de la hipótesis 

3.3.1 Hipótesis nula 

La caracterización genotípica y fenotípica no permite determinar la diversidad de las 

cepas bacterianas aisladas de ecosistemas glaciares, andinos y antárticos. 

3.3.2 Hipótesis alternativa 

La caracterización genotípica y fenotípica permite determinar la diversidad de las 

cepas bacterianas aisladas de ecosistemas glaciares, andinos y antárticos 

Después de haber analizado los resultados obtenidos y tras identificar 11 especies 

distintas, ubicar la posición taxonómica polifásica del 48,6% de la colección bacteriana 

y determinar la formación de 21 grupos fenéticos por caracterización fenotípica, se 

acepta la hipótesis alternativa. Afirmando que la caracterización genotípica y 

fenotípica permitieron determinar la diversidad de las cepas bacterianas aisladas de 

ecosistemas glaciares, andinos y antárticos. 
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CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1 Conclusiones 

• Se identificaron 35 de 72 cepas bacterianas, aisladas de ecosistemas glaciares, 

Andinos y Antárticos, a través de taxonomía polifásica. Logrando determinar 

la diversidad del 48,6% de la colección de bacterias. Por lo tanto, se concluye 

que es necesario realizar un segundo análisis con las muestras que no se 

pudieron secuenciar, debido a que, con la información actual la diversidad de 

la colección se encuentra subestimada y probablemente existan especies que 

no se han identificado.  

 

• Se caracterizaron genotípicamente 72 cepas bacterianas mediante rep-PCR y 

fenotípicamente 50 cepas por análisis morfológicos y pruebas fisiológicas. La 

variedad de patrones de fingerprinting obtenidos permitió identificar la 

probable diversidad genética que existió en la colección. Mientras que las 

pruebas fenotípicas determinaron que la mayor parte de la colección fue Gram 

negativa, psicrótrofa, neutrotolerante, halófila débil y halófila. Además, 

mediante la comparación de los resultados fenotípicos experimentales con los 

descritos de las especies identificadas, se descubrió nuevas características 

fisiológicas de 4 especies distintas. 

 

• Se determinó la diversidad genotípica, con la formación en primera instancia 

del dendrograma con 10 grupos coherentes. A partir de los cuales fueron 

seleccionados las cepas utilizadas para el secuenciamiento del gen del ADNr 

16S y la caracterización fenotípica. Mientras que, la diversidad fenotípica se 

determinó mediante la formación de 21 grupos fenéticos a un corte del 84,6%. 

 

• Se identificaron 16 cepas representantes de los grupos definidos en taxonomía 

numérica de patrones de fingerprinting. De estas, se logró identificar la 

presencia de 11 especies distintas, distribuidas en 9 géneros diferentes, siendo 

Pseudomonas el género más diverso. Por otro lado, basado en los parámetros 
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taxonómicos moleculares, las cepas DG-222 y DG-203 probablemente 

pertenezcan especies nuevas. Mientras que para las cepas DG-176, DG-209 y 

DG-300, no fue posible identificar una especie. 

4.2 Recomendaciones 

• Utilizar los primers BOX, ERIC y REP conjuntamente para obtener resultados 

más congruentes y robustos en la construcción del dendrograma genotípico.  

 

• Ajustar los tiempos de desnaturalización, alineamiento y elongación del 

protocolo de patrones de fingerprinting por rep-PCR, para obtener un promedio 

entre 10 y 30 bandas amplificadas.  
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ANEXOS 

Anexo A. Datos y resultados 

Tabla A1. Información detallada del origen y características de cepas bacterianas 

Origen de cepas de bacterias 

# ID ID asignado ID muestra de 

suelo 

Origen Medio Temperatura 

°C 

  

1 DG-101 DG-101 Arena Antártida AN 26 
 

2 DG-102 DG-102 Arena Antártida AN 26 * 

3 DG-104 DG-104 Sedimentos Antártida AN 26 * 

4 DG-110 DG-110 Suelo Antártida AN 26 * 

5 DG-111 DG-111 Suelo Antártida AN 26 * 

6 DG-113 DG-113 Suelo Antártida AN 26 * 

7 DG-116 DG-116 Suelo Antártida AN 26 * 

8 DG-117 DG-117 Suelo Antártida AN 26 * 

9 DG-118 DG-118 Arena Antártida AN 26 * 

10 DG-124 DG-124 Arena Antártida AN 26 
 

11 DG-125 DG-125 Sedimentos Antártida AN 26 * 

12 DG-127 DG-127 Sedimentos Antártida AN 26 * 

13 DG-130 DG-130 Suelo Antártida WA 26 * 

14 DG-136 DG-136 Suelo Antártida WA 26 * 

15 DG-140 

Amarillo. 

DG-140A. Arena Antártida WA 26 * 

16 DG-140 

Marfil 

DG-140M Arena Antártida WA 26 * 

17 DG-141 DG-141 Arena Antártida WA 26 * 

18 DG-156 DG-156 Arena Antártida AN 26 * 

19 DG-162 DG-162 Arena Antártida WA 26 * 

20 DG-163 DG-163 Arena Antártida WA 26 * 

21 DG-164 DG-164 Arena Antártida WA 26 * 

22 DG-165 DG-165 Arena Antártida WA 26 * 

23 DG-171 DG-171 Arena Antártida WA 26 * 

24 DG-172 DG-172 Arena Antártida WA 26 * 

25 DG-173 DG-173 Arena Antártida WA 26 * 

26 DG-176 DG-176 Sedimentos Antártida WA 26 * 

27 DG-179 DG-179 Suelo Antártida WA 26 * 

28 DG-181 DG-181 Suelo Antártida WA 26 * 

29 DG-183B DG-183B Sedimentos Antártida WA 26 * 

30 DG-186 DG-186 Suelo Antártida WA 26 * 

31 DG-186C DG-186C Suelo Antártida WA 26 * 

32 DG-187 DG-187 Suelo Antártida AN 26 * 

33 DG-190B DG-190B Arena Antártida AN 26 * 

34 DG-190' DG-190' Arena Antártida AN 26 
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Tabla A1. Continuación 

35 DG-192. DG-192. Arena Antártida AN 26 * 

36 DG-193 DG-193 Sedimentos Antártida AN 26 * 

37 DG-196 DG-196 Suelo Antártida AN 26 
 

38 DG-200 DG-200 Arena Antártida AN 4 * 

39 DG-203 DG-203 Arena Antártida AN 4 * 

40 DG-205 DG-205 Arena Antártida AN 4 
 

41 DG-209 DG-209 Arena Antártida AN 4 * 

42 DG-213 DG-213 Arena Antártida AN 4 * 

43 DG-215 DG-215 Arena Antártida AN 4 
 

44 DG-217 DG-217 Arena Antártida AN 4 * 

45 DG-219* DG-219* Suelo Antártida AN 4 * 

46 DG-221 DG-221 Suelo Antártida AN 4 
 

47 DG-222 DG-222 Suelo Antártida AN 4 * 

48 DG-229 DG-229 Sedimentos Antártida AN 4 * 

49 DG-233 DG-233 Sedimentos Antártida AN 4 * 

50 DG-235 DG-235 Sedimentos Antártida AN 4 * 

51 DG-236 DG-236 Sedimentos Antártida AN 4 * 

52 DG-239 DG-239 Suelo Antártida AN 4 * 

53 DG-243 DG-243 Suelo Antártida AN 4 
 

54 DG-244 DG-244 Suelo Antártida AN 4 * 

55 DG-245 DG-245 Suelo Antártida AN 4 * 

56 DG-247 DG-247 Arena Antártida AN 4 
 

57 DG-248 DG-248 Arena Antártida AN 4 * 

58 DG-300 DG-300 Suelo Antártida WA 4 * 

59 DG-302 DG-302 Suelo Antártida WA 4 * 

60 DG-303 DG-303 Sedimentos Antártida WA 4 * 

61 DG-304 DG-304 Sedimentos Antártida WA 4 
 

62 DG-305 DG-305 Sedimentos Antártida WA 4 
 

63 DG-309 DG-309 Sedimentos Antártida WA 4 
 

64 DG-315 DG-315 Arena Antártida WA 4 * 

65 DG-316 DG-316 Arena Antártida WA 4 
 

66 DG-318 DG-318 Arena Antártida WA 4 * 

67 DG-319 DG-319 Arena Antártida WA 4 
 

68 DE-002B DE 090 DR 031 Antártida PDA 26 * 

69 DE-003B DE 091 CH0 Chimborazo AV 26 * 

70 DE-004B DE 092 CH1 Chimborazo AV 26 * 

71 DE-005B DE 093 CH0 Chimborazo AV 26 * 

72 DE-006B DE 094 CH3 Chimborazo AS 26 * 

73 DE-007B DE 095 CH2 Chimborazo GYM 26 
 

74 DE-015B DE 103 CH0 Chimborazo AV 26 * 

75 DE-016 DE 016 CH3 Chimborazo AV 26 * 

76 DE-017B DE 105 CH3 Chimborazo AC 8 * 
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Tabla A1. Continuación 

77 DE-018B DE 106 CH2 Chimborazo AC 8 * 

78 DE-021B DE 109 CH3 Chimborazo GYM 8 * 

79 DE-022B DE 110 CH1 Chimborazo AS 8 * 

80 DE-027B DE 115 CX3 Cotopaxi GYM 26 * 

81 DE-028B DE 116 CH1 Chimborazo GYM 8 * 

82 DE-029B DE 117 CH0 Chimborazo GYM 8 * 

83 DE-030B DE 118 CX3 Cotopaxi GYM 26 * 

84 DE-031B DE 119 CX3 Cotopaxi GYM 26 * 

85 DE-032B DE 120 CX3 Cotopaxi AV 26 * 

86 DE-033B DE 121 CH1 Chimborazo AC 8 * 

87 DE-034B DE 122 CH1 Chimborazo AC 8 * 

88 DE-035B DE 123 CX0 Cotopaxi GYM 8 * 

89 DE-036B DE 124 CX3 Cotopaxi GYM 26 * 

90 DE-037B DE 125 CH2 Chimborazo AC 26 * 

91 DE-038B DE 126 CX2 Cotopaxi AC 26 * 

92 DE-039B DE 127 CX2 Cotopaxi AC 26 * 

93 DE-040B DE 128 CX2 Cotopaxi AC 8 * 

94 DE-041B DE 129 CX1 Cotopaxi AC 8 * 

95 DE-042B DE 130 CX1 Cotopaxi AC 8 * 

96 DE-043B DE 131 CX2 Cotopaxi GYM 8 * 

97 DE-044B DE 132 CX3 Cotopaxi GYM 8 
 

98 DE-066B DE 066 CA Antártida GYM 26 * 

99 DE-072B DE 072 CX3 Cotopaxi AV 26 * 

100 DE-077B DE 077 CH3 Chimborazo AC 26 * 

La codificación de las muestras con letras iniciales DG pertenecen al estudio de Garzón & Rodríguez (2013), mientras que las 

codificaciones DE pertenecen al estudio de Díaz et al. (2018). En la columna ID asignado se muestra las codificaciones utilizadas 

en los estudios de Garzón, Diaz y Estrada.  

* Muestras utilizadas para caracterización molecular. 
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Tabla A2. Cuantificación de ADN genómico 

Cuantificación de ADN bacteriano mediante espectrofotometría 

ID 

Extracción por Fenol-Cloroformo Extracción por kit comercial 

Concentración 

(ng/µl) 
260/280 260/230 

Concentración 

(ng/µl) 
260/280 260/230 

DG-102 110,9 1,9 1,5 13,8 1,6 -0,6 

DG-104 5,6 1,3 -3,4 9,4 1,4 -0,4 

DG-110 6,0 1,6 3,4 144,9 1,8 4,5 

DG-111 16,4 1,3 0,4 13,4 1,6 -0,5 

DG-113 1622,2 1,8 1,5 - - - 

DG-116 39,5 1,8 0,8 63,2 1,7 -7,9 

DG-117 12,6 1,4 1,2 23,4 1,4 -0,4 

DG-118 34,4 1,4 0,6 46,2 1,6 5,2 

DG-125 491,5 1,8 1,1 428,6 1,8 2,4 

DG-127 4,3 1,7 0,3 24,0 1,5 -1,9 

DG-130 1037,2 1,8 1,1 - - - 

DG-136 0,4 0,6 0,0 25,3 1,5 -45,2 

DG-140 A. 7,8 1,4 1,8 32,9 1,7 -2,5 

DG-140 M 6,7 2,2 -1,4 11,3 1,2 -1,1 

DG-141 10,5 1,6 0,4 13,1 1,4 -0,6 

DG-156 91,4 1,3 0,4 - - - 

DG-162 20,8 2,0 7,8 15,9 1,7 -0,6 

DG-163 14,8 1,5 0,8 107,0 1,8 6,4 

DG-164 7,4 1,6 0,6 25,3 1,7 -22,0 

DG-165 3,1 1,5 1,0 18,2 1,5 -0,8 

DG-171 16,9 1,6 1,0 7,5 1,4 -0,3 

DG-172 171,5 1,8 1,1 - - - 

DG-173 7,5 1,7 0,3 28,9 1,7 -1,8 

DG-176 26,0 1,5 0,5 16,1 1,6 -0,6 

DG-179 59,4 1,8 1,1 - - - 

DG-181 6,9 1,0 0,2 14,6 1,5 -0,7 

DG-183B 10,2 2,2 0,1 4,1 0,7 -0,1 

DG-186 3,5 1,7 2,0 24,0 1,8 -1,0 

DG-186C 25,4 1,7 1,2 51,1 1,8 -13,2 

DG-187 34,2 1,8 2,0 450,8 1,9 2,5 

DG-190B 146,8 1,8 1,1 155,5 1,8 3,0 

DG-192. 4,5 1,5 0,8 12,2 1,9 -0,3 

DG-193 189,2 1,7 1,0 440,9 1,8 2,3 

DG-200 23,7 2,2 -9,0 138,0 1,8 4,0 

DG-203 142,5 2,0 2,0 39,0 1,7 7,0 

DG-209 839,6 1,5 0,6 152,6 1,8 3,0 

DG-213 11,7 1,5 1,7 48,4 1,8 -3,6 

DG-217 36,1 1,7 1,1 60,2 1,7 -9,2 
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Tabla A2. Continuación 

DG-219* 23,7 1,8 1,5 28,4 1,9 -1,2 

DG-222 27,4 1,7 1,0 - - - 

DG-229 142,4 1,5 0,5 - - - 

DG-233 1370,7 1,6 0,8 - - - 

DG-235 150,3 1,6 0,8 48,2 1,7 22,5 

DG-236 6,3 1,3 4,2 16,2 1,9 -0,6 

DG-239 2,3 1,1 -0,3 23,8 1,7 -1,2 

DG-244 233,3 1,8 1,0 - - - 

DG-245 11,3 1,6 0,7 122,2 1,8 4,1 

DG-248 15,6 1,9 2,3 6,4 1,8 -0,2 

DG-300 1454,7 1,6 1,0 - - - 

DG-302 158,0 1,7 0,8 200,7 1,8 3,2 

DG-303 332,1 1,9 1,2 - - - 

DG-315 145,6 1,9 1,5 39,5 1,9 -2,3 

DG-318 1553,5 1,8 1,3 - - - 

DE-002B 357,2 1,5 0,6 - - - 

DE-003B 67,0 1,5 0,6 - - - 

DE-004B 411,1 1,7 1,1 - - - 

DE-005B 13,0 1,5 1,0 - - - 

DE-006B 29,4 1,8 1,7 - - - 

DE-015B 121,9 1,7 0,9 - - - 

DE-016 552,9 1,8 1,6 - - - 

DE-017B 7,1 1,4 0,5 - - - 

DE-018B 25,0 1,5 1,3 - - - 

DE-021B 346,7 1,9 1,2 - - - 

DE-022B 509,9 1,7 1,0 - - - 

DE-027B 637,6 1,5 0,5 - - - 

DE-028B 282,6 1,9 2,1 - - - 

DE-029B 35,1 1,6 0,8 - - - 

DE-030B 133,1 1,8 1,1 - - - 

DE-031B 505,2 1,8 1,3 - - - 

DE-032B - - - - - - 

DE-033B 135,8 1,4 0,6 - - - 

DE-034B 269,8 1,5 0,5 - - - 

DE-035B 723,3 1,4 0,5 - - - 

DE-036B 562,0 1,8 1,2 - - - 

DE-037B 56,2 1,9 1,6 - - - 

DE-038B 242,5 1,6 0,6 - - - 

DE-039B 1347,2 1,7 1,2 - - - 

DE-040B 441,3 1,6 0,8 - - - 

DE-041B 575,0 1,9 1,6 - - - 

DE-042B 568,1 1,9 1,2 - - - 
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Tabla A2. Continuación 

DE-043B 1074,2 1,6 0,9 - - - 

DE-066 63,6 1,8 1,3 - - - 

DE-072 478,8 1,9 1,5 - - - 

DE-077 86,1 1,9 1,5 - - - 

 

Tabla A3. Concentración ADN genómico de muestras seleccionadas para 

secuenciación del gen del ADNr 16S 

ID Concentración (ng/µl) 260/280 260/230 

DE-006B 142,2 1,58 0,59 

DE-018B 102,7 1,25 1,20 

DE-031B 322,7 1,62 0,58 

DE-034B 485,0 1,50 0,68 

DE-077 31,9 1,58 0,98 

DG-203 966,3 1,73 0,97 

DG -209 368,1 1,64 0,71 

DG -245 534,2 1,58 0,75 

DG-113 9,5 1,63 0,85 

DG-140A. 38,7 1,78 1,25 

DG-164 223,2 1,78 0,97 

DG-171 532,3 1,38 0,58 

DG-176 76,1 1,76 1,11 

DG-179 271,9 1,14 0,38 

DG-181 240,8 1,58 2,06 

DG-200 77,4 1,85 1,31 

DG-222 139,9 1,54 0,96 

DG-239 904,0 1,55 0,72 

DG-300 29,7 1,87 3,65 
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Tabla A4. Secuencias del gen del ADNr 16S de bacterias 

  

C
ó
d

ig
o

 

Secuencia del gen del ADNr 16S (5'-3') Especie cercana 

N
ú

m
e
r
o
 d

e
 

n
u

c
le

ó
ti

d
o
s 

D
G

-2
0
0
 

GCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGATCTGGCGCTTGCGTCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAAC

TCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAATACTGGATATTGACTTTACCTCGCATGGGGTTTGGTTGAAAGATTTATTGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTG

AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA

CAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAACAAGGCCAGCATTTTTGTTGGTTGAGGGTACTTGCAGA

AGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGT

CCGGGGCTCAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGC

GAAGGCAGGTCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACA

TTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGG

ATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGAACCGGTAATACCTGGAAACAGGTGCCCCGCTTGCGGTCGGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGAG

GACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTC

GGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAA

GTTGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGGAAGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACT 

Arthrobacter 

psychrochitiniphilus 
1441 

D
G

-2
2
2
 

GCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCCCGCTTGCGGGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTC

TGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATTTACCTCCCGCCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGCCTTGTGCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGG

GGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC

AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGC

TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAAC

CCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCT

CTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCC

GCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGC

AACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGAACCGGAAACGCCTGGAAACAGGCGCCCCGCTTGCGGTCGGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG

TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAAT

CATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTG

CAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTTGGTAACACCC

GAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGAAGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACT 

Pseudarthrobacter 

phenanthrenivorans 
1450 
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Tabla A4. Continuación 

  

D
G

-1
7
9
 

GCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGATGCCAGCTTGCTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTC

TGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACTCCTCATCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGCTTTATTGTGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGA

GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC

AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGC

TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAAC

TCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCT

CTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCC

GCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGC

AACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGAACCGGAAATACCTGGAAACAGGTGCCCCGCTTGCGGTCGGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG

TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAAT

CATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTG

CAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTTGGTAACACCC

GAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGG 

Pseudarthrobacter 

phenanthrenivorans 
1446 

D
G
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7
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GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCTTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCT

GGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCTGCTCTCGCATGGGGGTGGGTGGAAAGATTTATCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGG

TAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT

GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTTTGTGAAAACCCGGGGCTCAACTTC

GGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTGTTTCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTG

GGAAACAACTGACGCTGAGGAACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTCCTTCCACGGAATCTGTG

CCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAAC

GCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATACACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG

GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATC

ATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACAGAGGGCTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAA

CTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAA

GCCGGTGGCCTAACCATTTATGGGGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAA 

Rhodococcus 

yunnanensis 
1436 

D
E

-0
7
7

 

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCG

GGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCTTGGGATGCATGTCTCTTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTT

AAGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG

GGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGACGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCACAGACGAAGCGCAAGTGACGGTATGTGCAGAAGAAGGACCGGCCAAC

TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAAACTCACAGCTCAACTGTG

GGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGG

GCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGC

CGTAGCTAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGAAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACG

CGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGTGCCTAGAGATAGGTATTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT

TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTATGTTGCCAGCGCGTCATGGCGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT

GCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCCTTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACT

CGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGC

CGGTGGCCTAACCCCTCGTGGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGCGATGGGAC 

Mycolicibacterium 

hodleri 
1437 
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TGGCTCAGGACGAACGCGGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGAAATTTTATTGGTGCTTGCACCTTTAAAATTTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC

TACCTTATAGATTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATACTTTTTAACACATGTTTAAAAGTTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTATAAGATGGACCCGCGGCG

CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGCAAGGGAAGAACAAGTAGCGTAGTAACTGG

CGCTACCTTGACGGTACCTTGTTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTG

GTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA

GAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC

GATGAGTGCTAAGTGTTGGGGGGTTTCCGCCCCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGGTGACCACTATGGAGACATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACA

GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGG

TGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAACGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTA

ATCCGATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA

CACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACA 

Solibacillus 

isronensis 
1495 

D
E

-0
1
8
B

 

CAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTTGAAGAGAAGCTTGCTTCTCTGATNGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTC

AAGTTTGGGACAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGAATAGTTGTTTTCTTCGCCTGAAGAAAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTA

GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG

GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTCAA

GGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCAT

TTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGT

GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT

GCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG

CAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGATCGATGCAGAGATGTATCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCA

TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATATTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTAGATAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGCTGCGAAATCGCGAGATGGAGCCAATCCCAAC

AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGC

CCGTCACACCACGAGAGTTTATAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCGCAAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAGGG 

Paenibacillus 

amylolyticus 
1485 

D
G

-2
4
5
 

ACCTCATGCTCGTGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAAGCCTACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGAC

ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCA

GGGAAGAAACGGTGGGGGCTAATATCCTTTGCTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

ATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTCTGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTGGAGACTGCAAGGCTAGAATCTGGCAGAGGGGGGTAGA

ATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGTCAAGATTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA

GATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCTACTAGTTGTCGGGTCTTAATTGACTTGGTAACGCAGCTAACGCGTGAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAA

AACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGCTGGAATCCTTGAGAGATTGAGG

AGTGCTCGAAAGAGAACCAGTACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAG

GGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTACATACAGAGCGCC

GCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCGCAGAAAGTGTATCGTAGTCCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGTCGCGGTG

AATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTTTACCAGAAGTAGGTAGCTTAACCGCAAGGAGGGCGCTTACCACGGTAGGATTCGTGACTGGGG

TGA 

Janthinobacterium 

lividum 
1275 
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AAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT

GTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAG

ATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC

AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTCAGTGTTAAT

AGCACTGTTCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC

AGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG

CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT

AAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG

CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAATTCGGCAGAGATGCCTTAGTGCCTTCGGGAACTGTGAGAC

AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGCGTAATGGCGGGAACTCAAAGGAGACTGC

CGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCCA

GCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT

GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA 

Serratia grimesii 1460 

D
G

-1
7
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GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGT

AGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGG

TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG

ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTAAGTGTTTTGACGTT

ACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG

ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA

CACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCC

GTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA

GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAGCATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAACC

GATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA

CACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTA 

Pseudomonas 

frederiksbergensis 

 

Pseudomonas. 

mandelii  

 

Pseudomonas. 

silesiensis 

1472 
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GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGT

AGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGG

TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG

ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTAAGTGTTTTGACGTT

ACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG

ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA

CACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCC

GTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA

GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAGCATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTAC 

Pseudomonas 

frederiksbergensis 

 

Pseudomonas. 

mandelii 

  

Pseudomonas. 

silesiensis 

1213 
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GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGT

AGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGG

TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG

ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTGGTGTCTTGACGTT

ACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG

ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA

CACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCCACTAGCC

GTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA

GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAACC

GATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCACAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA

CACCATGCGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGCGAGGACG 

Pseudomonas 

frederiksbergensis 

 

Pseudomonas. 

mandelii 

 

Pseudomonas. 

silesiensis 
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GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGT

AGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGG

TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG

ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTAAGTGTTTTGACGTT

ACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG

ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA

CACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCC

GTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAANTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA

GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAATCTGCTAGAGATAGCGGAGTGCCTTCNGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAA

GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAG 

Pseudomonas 

syringae pv. syringae 
1199 

D
G
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3
 

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGT

GGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGA

GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA

ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATCTGTTTTGACGTTACC

GACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGT

GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACC

AGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG

GGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT

GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC

AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAAGAAA

GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACANNTGCTACAATGGTCGGTACAGAAGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCG

TAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCNTGAAGTCCGAATCGCTAGTAATCGCGAATC 

Pseudomonas 

arsenicoxydans 
1329 
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GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGT

GGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGA

GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA

ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATCTGTTTTGACGTTACC

GACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGT

GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACC

AGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGCCACTAGCCGTTG

GGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT

GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC

AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG

GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATC

GTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCACAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC

ATGGGAGTGGGTTGCACCAGAA 

Pseudomonas 

arsenicoxydans 
1406 

D
G

-1
8
1

 

CTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTG

GGGGATAACGTTCGGAAACGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAG

GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA

TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCG

ACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTG

AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGG

AAGCCTTGAGCTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG

TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG

TGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGT

AGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT

GGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTG 

Pseudomonas 

fluorescens 
1456 
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Tabla A5. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas 

secuenciadas del género Arthrobacter 

Especie 

A
rt

h
ro

b
a

ct
er

 

p
sy

ch
ro

ch
it

in
ip

h
il

u
s 

A
rt

h
ro

b
a

ct
er

 a
lp

in
u

s 

A
rt

h
ro

b
a

ct
er

 

cr
yo

co
n

it
i 

A
rt

h
ro

b
a

ct
er

 

st
a

ck
eb

ra
n

d
ti

i 

A
rt

h
ro

b
a

ct
er

 

p
sy

ch
ro

la
ct

o
p

h
il

u
s 

D
G

-2
0
0
 

Arthrobacter psychrochitiniphilus --- 19/1444 25/1441 27/1440 18/1413 9/1441 

Arthrobacter alpinus 98,68 --- 32/1524 35/1517 28/1414 23/1465 

Arthrobacter cryoconiti 98,27 97,90 --- 29/1516 33/1413 34/1461 

Arthrobacter stackebrandtii 98,13 97,69 98,09 --- 29/1413 33/1460 

Arthrobacter psychrolactophilus 98,73 98,02 97,66 97,95 --- 26/1414 

DG-200 99,38 98,43 97,67 97,74 98,16 --- 

 

Tabla A6. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas 

secuenciadas del género Pseudarthrobacter 

Especie 

P
se

u
d

a
rt

h
ro

b
a

ct
er

 

p
h

en
a

n
th

re
n

iv
o

ra
n

s 

P
se

u
d

a
rt

h
ro

b
a

ct
er

 

p
o

ly
ch

ro
m

o
g

en
es

 

P
se

u
d

a
rt

h
ro

b
a

ct
er

 

o
xy

d
a

n
s 

D
G

-1
7
9
 

D
G

-2
2
2
 

Pseudarthrobacter phenanthrenivorans --- 11/1469 10/1483 13/1446 31/1450 

Pseudarthrobacter polychromogenes 99,25 --- 1/1468 12/1447 34/1450 

Pseudarthrobacter oxydans 99,33 99,93 --- 11/1448 35/1451 

DG-179 99,10 99,17 99,24 --- 26/1447 

DG-222 97,86 97,66 97,59 98,20 --- 

 

Tabla A7. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas 

secuenciadas del género Rhodococcus 

Especie 

R
h

o
d

o
co

cc
u

s 

yu
n

n
a

n
en

si
s 

R
h

o
d

o
co

cc
u

s 

ce
rc

id
ip

h
yl

li
 

R
h

o
d

o
co

cc
u

s 

ky
o

to
n

en
si

s 

D
G

-1
7
1
 

Rhodococcus yunnanensis --- 16/1427 20/1392 13/1436 

Rhodococcus cercidiphylli 98,88 --- 31/1382 25/1426 

Rhodococcus kyotonensis 98,56 97,76 --- 20/1401 

DG-171 99,09 98,25 98,57 --- 
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Tabla A8. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas 

secuenciadas del género Mycolicibacterium 

Especie 

M
yc

o
li

ci
b

a
ct

er
iu

m
 

h
o

d
le

ri
 

M
yc

o
li

ci
b

a
ct

er
iu

m
 

va
n

b
a

a
le

n
ii

 

M
yc

o
li

ci
b

a
ct

er
iu

m
 

a
u

ru
m

 

D
E

-0
7
7
 

Mycolicibacterium hodleri --- 40/1459 37/1438 11/1437 

Mycolicibacterium vanbaalenii 97,26 --- 14/1453 31/1444 

Mycolicibacterium aurum 97,43 99,04 --- 29/1444 

DE-077 99,23 97,85 97,99 --- 

 

Tabla A9. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas 

secuenciadas del género Solibacillus 

Especie 

S
o

li
b

a
ci

ll
u

s 

is
ro

n
en

si
s 

S
o

li
b

a
ci

ll
u

s 
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is
 

S
o
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b

a
ci
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u

s 

ka
la

m
ii

 

D
E

-0
0
6

B
 

Solibacillus isronensis --- 13/1505 23/1492 6/1495 

Solibacillus silvestris 99,14 --- 21/1476 11/1472 

Solibacillus kalamii 98,46 98,58 --- 21/1480 

DE-006B 99,60 99,25 98,58 --- 

 

Tabla A10. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas 

secuenciadas del género Paenibacillus 

Especie 

P
a

en
ib

a
ci

ll
u

s 

ty
lo

p
il

i 

P
a

en
ib

a
ci

ll
u

s 

a
m

yl
o

ly
ti

cu
s 

P
a

en
ib

a
ci

ll
u

s 

xy
la

n
ex

ed
en

s 

P
a
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ib

a
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ll
u

s 

tu
n

d
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e 

D
E

-0
1
8

B
 

Paenibacillus tylopili --- 11/1467 21/1472 4/1472 9/1454 

Paenibacillus amylolyticus 99,25 --- 14/1503 9/1503 5/1485 

Paenibacillus xylanexedens 98,57 99,07 --- 19/1514 14/1490 

Paenibacillus tundrae 99,73 99,40 98,75 --- 8/1490 

DE-018B 99,38 99,66 99,06 99,46 --- 
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Tabla A11. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas 

secuenciadas del género Janthinobacterium 

Especie 

Ja
n

th
in

o
b
a

ct
er

iu
m
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u

m
 

Ja
n

th
in

o
b
a
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m

 

a
g

a
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d

a
m

n
o
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m

 

D
G

-2
4
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Janthinobacterium lividum --- 13/1468 7/1275 

Janthinobacterium agaricidamnosum 99,11 --- 11/1274 

DG-245 99,45 99,14 --- 

 

Tabla A12. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas 

secuenciadas del género Serratia 

Especie 

S
er

ra
ti

a
 

p
ro
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a

m
a
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n
s 

S
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a
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q

u
ef

a
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1
S

er
r.
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S
er

r.
li

q
u

2
 

S
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n
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S
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a
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m
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ii

 

D
E

-0
3
1

B
 

Serratia proteamaculans --- 5/1502 4/1495 7/1500 6/1502 4/1460 13/1484 

Serratia liquefaciens 99,67 --- 5/1495 4/1542 9/1508 5/1460 18/1497 

1Serr.grim 99,73 99,67 --- 3/1493 8/1495 0/1460 13/1480 

Serr.liqu2 99,53 99,74 99,80 --- 11/1506 2/1458 14/1495 

Serratia quinivorans 99,60 99,40 99,46 99,27 --- 3/1460 19/1484 

Serratia grimesii 99,73 99,66 100,00 99,86 99,79 --- 11/1460 

DE-031B 99,12 98,80 99,12 99,06 98,72 99,25 --- 
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Tabla A13. Matriz de similaridad y diferencia de nucleótidos de cepas bacterianas secuenciadas del género Pseudomonas 

Especie 

P
se

u
d
o
m

o
n
a
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D
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3
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Pseudomonas silesiensis --- 7/1527 2/1518 15/1480 27/1492 26/1492 27/1462 14/1435 22/1516 13/1516 15/1237 4/1213 20/1329 5/1472 32/1461 19/1406 12/1434 

Pseudomonas 

frederiksbergensis 99,54 --- 7/1518 17/1479 29/1492 29/1492 26/1462 20/1435 26/1516 14/1512 15/1237 4/1213 26/1329 5/1472 31/1461 25/1406 13/1434 

Pseudomonas mandelii 99,87 99,54 --- 14/1473 28/1492 27/1492 28/1462 15/1435 22/1516 13/1509 15/1237 4/1213 20/1329 6/1472 33/1461 19/1406 13/1434 
Pseudomonas syringae pv. 

syringae 98,99 98,85 99,05 --- 35/1460 38/1460 36/1430 29/1396 30/1471 26/1464 20/1199 13/1175 29/1291 17/1434 41/1424 29/1368 23/1396 

Pseudomonas poae 98,19 98,06 98,12 97,60 --- 3/1492 9/1462 15/1428 19/1492 19/1491 34/1229 27/1205 19/1323 29/1464 9/1456 20/1400 35/1426 

Pseudomonas lurida 98,26 98,06 98,19 97,40 99,80 --- 10/1462 14/1428 19/1492 18/1491 34/1229 27/1205 18/1323 29/1464 10/1456 19/1400 36/1426 

Pseudomonas fluorescens 98,15 98,22 98,08 97,48 99,38 99,32 --- 15/1428 15/1462 19/1461 31/1229 24/1205 20/1323 26/1459 8/1456 20/1400 29/1426 

Pseudomonas arsenicoxydans 99,02 98,61 98,95 97,92 98,95 99,02 98,95 --- 9/1435 7/1434 28/1235 17/1211 7/1329 19/1431 20/1430 6/1406 26/1431 

Pseudomonas migulae 98,55 98,28 98,55 97,96 98,73 98,73 98,97 99,37 --- 13/1509 32/1235 23/1211 12/1329 25/1470 20/1461 12/1406 26/1432 

Pseudomonas lini 99,14 99,07 99,14 98,22 98,73 98,79 98,70 99,51 99,14 --- 26/1234 16/1210 12/1328 17/1469 22/1460 11/1405 24/1431 

DG-203 98,79 98,79 98,79 98,33 97,23 97,23 97,48 97,73 97,41 97,89 --- 13/1211 27/1232 13/1236 33/1233 28/1234 17/1236 

DG-209 99,67 99,67 99,67 98,89 97,76 97,76 98,01 98,60 98,10 98,68 98,93 --- 21/1208 0/1212 27/1209 21/1210 6/1212 

DG-113 98,50 98,04 98,50 97,75 98,56 98,64 98,49 99,47 99,10 99,10 97,81 98,26 --- 24/1330 21/1329 7/1330 27/1330 

DG-176 99,66 99,66 99,59 98,81 98,02 98,02 98,22 98,67 98,30 98,84 98,95 100,00 98,20 --- 29/1464 22/1408 10/1437 

DG-181 97,81 97,88 97,74 97,12 99,38 99,31 99,45 98,60 98,63 98,49 97,32 97,77 98,42 98,02 --- 22/1407 32/1434 

DG-239 98,65 98,22 98,65 97,88 98,57 98,64 98,57 99,57 99,15 99,22 97,73 98,26 99,47 98,44 98,44 --- 24/1408 

DG-300 99,16 99,09 99,09 98,35 97,55 97,48 97,97 98,18 98,18 98,32 98,62 99,50 97,97 99,30 97,77 98,30 --- 
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Tabla A14. Formación de grupos de color de cepas bacterianas  

Grupo Color ID Representantes 

1 
309 Canary 

Yellow 

DE-041B, DE-042B, DE-072, 

DG-162, DG-186, DG-193 

 

2 310 Primrose 
DE-002B, DE-034B, DG-200, 

DG-229, DG-248 

 

3 
356 Golden 

Yellow 

DG-136, DG-171, DG-173, 

DG-217 

 

4 365 Vellum 

DE-004B, DG-116, DG-

140M, DG-164, DG-179, DG-

222 
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Tabla A14. Continuación 

5 
366 Light 

Beige 
DG-111 

 

6 367 Manilla DG-102 

 

7 
447 Salmon 

Pink 
DE-077, DG140A., DG-190B 

 

8 
627 Light 

Aircraft Grey 

DE-006B, DE-018B, DE-

022B, DE-028B, DE-031B, 

DE-033B, DE-035B, DE-

039B, DE-040B, DE-043B, 

DG-113, DG-118, DG-172, 

DG-176, DG-181, DG-203, 

DG-209, DG-233, DG-239, 

DG-244, DG-245, DG-300, 

DG-315, DG-318 
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Tabla A15. Información detallada de clasificación macroscópica y microscópica de 

bacterias 

ID 

Caracterización macroscópica Caracterización microscópica 

Forma Elevación Margen Forma Gram 

E
n

d
o

sp
o

ra
 

DG-102 irregular convexa entero coco negativo no 

DG-111 circular umbonada entero coco positivo no 

DG-113 circular umbonada rizado bacilo negativo no 

DG-116 irregular convexa entero coco negativo no 

DG-118 irregular plana entero bacilo negativo no 

DG-136 irregular plana entero coco positivo no 

DG140A. circular plana ondulado coco negativo no 

DG-140M irregular convexa entero coco positivo no 

DG-162 irregular convexa entero bacilo positivo no 

DG-164 circular plana entero coco positivo no 

DG-171 circular plana ondulado coco positivo no 

DG-172 irregular umbonada entero coco negativo no 

DG-173 irregular plana entero bacilo positivo no 

DG-176 circular umbonada rizado bacilo negativo no 

DG-179 irregular umbonada entero coco positivo no 

DG-181 irregular convexa entero bacilo negativo no 

DG-186 circular umbonada rizado coco negativo no 

DG-190B irregular convexa entero pleomórfica positivo no 

DG-193 irregular plana entero pleomórfica negativo no 

DG-200 irregular convexa entero bacilo positivo no 

DG-203 circular plana ondulado bacilo negativo no 

DG-209 circular umbonada rizado bacilo negativo no 

DG-217 irregular convexa entero coco positivo no 

DG-222 irregular plana entero coco positivo no 

DG-229 circular convexa ondulado coco positivo no 

DG-233 circular convexa ondulado coco negativo no 

DG-239 circular plana lobado bacilo negativo no 

DG-244 circular convexa entero coco negativo no 

DG-245 irregular convexa entero bacilo negativo no 

DG-248 irregular plana entero bacilo negativo no 

DG-300 circular plana rizado bacilo negativo no 

DG-315 irregular plana entero coco negativo no 

DG-318 circular umbonada rizado coco negativo no 

DE-002B circular umbonada rizado coco negativo no 

DE-004B irregular convexa entero bacilo negativo no 
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Tabla A15. Continuación 

DE-006B irregular convexa entero bacilo positivo si 

DE-018B irregular plana entero bacilo positivo si 

DE-022B circular umbonada rizado coco negativo no 

DE-028B circular plana ondulado coco negativo no 

DE-031B circular umbonada lobado bacilo negativo no 

DE-033B circular umbonada rizado coco negativo no 

DE-034B irregular convexa entero coco negativo no 

DE-035B circular umbonada rizado coco negativo no 

DE-039B irregular convexa entero bacilo negativo no 

DE-040B circular plana rizado bacilo negativo no 

DE-041B circular plana rizado coco negativo no 

DE-042B irregular convexa entero coco negativo no 

DE-043B circular plana rizado bacilo negativo no 

DE-072 circular plana rizado coco negativo no 

DE-077 irregular convexa entero bacilo positivo no 
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Tabla A16. Clasificación de bacterias en función al rango de temperatura 

ID 
Temperatura °C 

Clasificación 
4 20 26 37 

DG-102 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-111 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-113 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-116 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DG-118 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-136 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG140A. 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DG-140M 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-162 nd nd nd nd No definido 

DG-164 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DG-171 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-172 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-173 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DG-176 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-179 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-181 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-186 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-190B 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DG-193 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-200 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-203 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-209 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-217 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-222 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-229 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-233 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-239 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-244 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-245 0 1 1 0 Mesófilo 

DG-248 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DG-300 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DG-315 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DG-318 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DE-002B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-004B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-006B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-018B 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DE-022B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-028B 1 1 1 0 Psicrótrofo 
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Tabla A16. Continuación 

DE-031B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-033B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-034B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-035B 1 1 1 1 Mesófilo extremo 

DE-039B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-040B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-041B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-042B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-043B 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-072 1 1 1 0 Psicrótrofo 

DE-077 0 0 1 0 Mesófilo 
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Tabla A17. Clasificación de bacterias en función al rango de pH 

ID 
pH 

Clasificación 
4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 

DG-102 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-111 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DG-113 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DG-116 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-118 0 0 1 1 1 Alcalitolerante 

DG-136 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DG140A. 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-140M 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-162 nd nd nd nd nd No determinado 

DG-164 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-171 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-172 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-173 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-176 0 1 1 0 0 Neutrófilo 

DG-179 0 0 1 1 1 Alcalitolerante 

DG-181 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DG-186 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DG-190B 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DG-193 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-200 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-203 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DG-209 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DG-217 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-222 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DG-229 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-233 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DG-239 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DG-244 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DG-245 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DG-248 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DG-300 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DG-315 0 1 1 1 1 Alcalitolerante 

DG-318 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-002B 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DE-004B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-006B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-018B 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DE-022B 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DE-028B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-031B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-033B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 
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Tabla A17. Continuación 

DE-034B 1 1 1 1 1 Neutrotolerante 

DE-035B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-039B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-040B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-041B 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DE-042B 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DE-043B 1 1 1 1 0 Neutrotolerante 

DE-072 0 1 1 1 0 Neutrófilo 

DE-077 1 1 0 0 0 Acidófilo 
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Tabla A18. Clasificación de bacterias en función al rango de salinidad 

ID 
Salinidad 

Clasificación 
1% 5% 10% 15% 

DG-102 1 1 0 0 Halófilo 

DG-111 1 1 0 0 Halófilo 

DG-113 1 0 0 0 Halófilo débil 

DG-116 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-118 1 1 0 0 Halófilo 

DG-136 1 1 0 0 Halófilo 

DG140A. 1 1 0 0 Halófilo 

DG-140M 1 1 0 0 Halófilo 

DG-162 nd nd nd nd No definido 

DG-164 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-171 1 1 1 0 Halófilo extremo 

DG-172 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-173 1 1 1 0 Halófilo extremo 

DG-176 1 0 0 0 Halófilo débil 

DG-179 1 1 0 0 Halófilo 

DG-181 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-186 1 0 0 0 Halófilo débil 

DG-190B 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-193 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-200 1 1 0 0 Halófilo 

DG-203 1 0 0 0 Halófilo débil 

DG-209 1 0 0 0 Halófilo débil 

DG-217 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-222 1 0 0 0 Halófilo débil 

DG-229 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-233 1 1 0 0 Halófilo 

DG-239 1 0 0 0 Halófilo débil 

DG-244 1 1 0 0 Halófilo 

DG-245 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-248 1 1 1 1 Halófilo extremo 

DG-300 1 0 0 0 Halófilo débil 

DG-315 1 1 0 0 Halófilo 

DG-318 1 1 1 0 Halófilo extremo 

DE-002B 1 1 0 0 Halófilo 

DE-004B 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-006B 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-018B 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-022B 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-028B 1 1 0 0 Halófilo 
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Tabla A18. Continuación 

DE-031B 1 1 0 0 Halófilo 

DE-033B 1 1 0 0 Halófilo 

DE-034B 1 1 0 0 Halófilo 

DE-035B 1 1 1 0 Halófilo extremo 

DE-039B 1 1 0 0 Halófilo 

DE-040B 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-041B 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-042B 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-043B 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-072 1 0 0 0 Halófilo débil 

DE-077 0 0 0 0 No tolerante 
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Tabla A19. Matriz de código binario para taxonomía numérica 

ID 

British Standart Chart BS318C Forma Elevación Margen Forma celular Tinción    Temperatura 

°C Salinidad (p/v) pH Fuente única de carbono y nitrógeno Fuente única de nitrógeno 
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DG-102 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
DG-111 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
DG-113 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 
DG-116 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
DG-118 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
DG-136 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG140A. 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 
DG-140M 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-162 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
DG-164 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
DG-171 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-172 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-173 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-176 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-179 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-181 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
DG-186 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-190B 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 
DG-193 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
DG-200 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 
DG-203 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 
DG-209 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-217 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
DG-222 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 
DG-229 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
DG-233 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-239 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 
DG-244 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 
DG-245 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-248 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 
DG-300 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-315 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DG-318 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DE-002B 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
DE-004B 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DE-006B 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 
DE-018B 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 
DE-022B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 
DE-028B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 
DE-031B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
DE-033B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
DE-034B 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
DE-035B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
DE-039B 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 
DE-040B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 
DE-041B 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 
DE-042B 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 
DE-043B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
DE-072 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 
DE-077 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 

 
nd Valoración asignada a muestras que no se pudo evaluar la característica fisiológica 
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Anexo B. Preparación de soluciones y medios de cultivo 

Tabla B1. Ingredientes del búfer TE 1X 

Ingrediente Concentración (mM) 

Tris HCL pH 8 10 

EDTA pH 8 1 

Tabla B2. Ingredientes del búfer TBE 10X 

Ingrediente Cantidad 

Tris Base 108 g 

Ácido bórico 55 g 

EDTA pH 8 7,4 g 

Agua destilada 1000 ml 

Tabla B3. Ingredientes para el búfer de extracción de ADN 

Ingrediente Concentración (mM) 

Glucosa 50 

Tris HCL pH 8 25 

EDTA 10 

Tabla B4. Solución de sistema de búfers 

pH 0,1 M Ácido cítrico (ml) 0,2 M Na2HPO4 (ml) 

2,6 89,10 10,90 

3 79,45 20,55 

3,5 69,75 30,25 

4 61,45 38,55 

4,5 54,57 45,43 

5 48,50 51,50 

5,5 43,13 56,87 

6 36,85 63,15 

6,5 29,04 70,96 

7 17,65 82,35 

7,5 7,62 92,38 

En la preparación de medios de cultivo se colocó la mitad del volumen de agua destilada y la diferencia fue 

compensada con la solución de sistema de búfers. 
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Tabla B5. Medio de cultivo basal para fuente única de carbono y nitrógeno 

Ingrediente Cantidad 

Fosfato ácido de potasio (K2HPO4) 0,5 g 

Solución de sales traza 1 ml 

Agar 15,0 g 

Aminoácidos  0,1 % 

Agua destilada 1000 ml 

Tabla B6. Medio de cultivo basal para fuente única de nitrógeno 

Ingrediente Cantidad 

Fosfato ácido de potasio (K2HPO4) 0,5 g 

Solución de sales traza 1 ml 

Agar 15,0 g 

Aminoácidos  0,1 % 

Solución 10X de base de nitrógeno de 

levadura y cas-aminoácidos 
10 ml 

Agua destilada 1000 ml 

Tabla B7. Solución sales traza 

Ingrediente Cantidad 

MgSO4*7H2O 0,1 g 

FeSO4*7H2O 0,1 g 

CuSO4*4H2O 0,1 g 

MnSO4*4H2O 0,1 g 

Agua destilada 100 ml 

Tabla B8. Preparación de solución 10X de base de nitrógeno de levadura y cas-

aminoácidos 

Ingrediente Cantidad 

Base de nitrógeno de levadura 67 g 

Cas-aminoácidos 100 mg 

Agua destilada 1000 ml 
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Anexo C. Tabla de colores, British Standard specification of colors for 

identification coding and special purposes 
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Anexo D. Figuras y fotografías 

a)  b)  

Figura D1. Marcadores de peso molecular 

Se muestra los marcados de peso molecular de a) 1 kb y b) 100 bp. (ThermoFisher/Scientific, 2017) 

 

 

. 

Figura D2. Geles de electroforesis de la evaluación de la integridad de ADN genómico 
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Figura D2. Continuación 

 

 

 

Figura D3. Visualización de patrones de fingerprinting por rep-PCR con primers BOX A1R 
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Figura D3. Continuación 
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Figura D3. Continuación 

 

 

 

Figura D4. Visualización de ADNs genómico para secuenciación del gen ADNr 16S 

 

 

 

 

 


