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RESUMEN

A partir de muestras de suelo y arena recolectadas de ecosistemas glaciares del Chimborazo,
Cotopaxi y la Antartida, se aislaron setenta y nueve cepas de actinomicetes y treinta y tres bacterias.
Se los caracterizd fenotipicamente y se determind la capacidad de produccién de compuestos
bioactivos frente a varios microorganismos patégenos. Los resultados fueron analizados mediante
taxonomia numérica al 90% de similaridad, dividiendo a los actinomicetes en cuarenta grupos
fenéticos y a las bacterias en veintinueve. Cincuenta y cinco actinomicetes fueron aislados de
muestras del Chimborazo, dieciséis del Cotopaxi y cuatro de la Antartida. En cuanto a las bacterias

diecisiete, catorce y una respectivamente.

Los datos fenotipicos del crecimiento en funcién de la temperatura mostraron que todos los
microorganismos aislados presentaron caracteristicas mesofilicas. Con respecto a la tolerancia al
NaCl, las bacterias presentaron caracteristicas haléfilas, con el 61% de crecimiento al 15% (p/v) de
NaCl en medio de cultivo, mientras que los actinomicetes solo soportaron concentraciones del 1%
(p/v) de NaCl. En cuanto a la capacidad de produccién de compuestos bioactivos, el 84% de
actinomicetes y el 70% de bacterias aisladas, presentaron algun tipo de actividad antagénica frente a
los microorganismos modelo usados. Los actinomicetes DE002 y DE053 produjeron metabolitos con
caracteristicas bactericidas y las cepas DE006, DE031, DE081, DE083 y DE084 metabolitos

fungicidas.
Los datos obtenidos en la presente investigacion, demostraron la amplia diversidad metabdlica y
fenotipica de actinomicetes y bacterias presentes en ecosistemas glaciares. Estudios posteriores son

necesarios para explorar su potencial para la produccion industrial de compuestos bioactivos.

Palabras clave: actinomicetes, bacterias, glaciares andinos, glaciares antaticos, biocompuestos.
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ABSTRACT

Seventy-nine actinomycete and thirty-three bacterial strains were isolated from soil and sand samples
collected from glacial ecosystems from Chimborazo, Cotopaxi and Antarctica. Microorganisms were
phenotypically characterized and their capacity to produce bioactive compounds against several
microorganisms was determined. The results were analyzed by numerical taxonomy at 90% similarity.
Actinomycetes were divided in forty phenetic groups, while bacteria were divided in twenty-nine. Fifty-
five actinomycetes were isolated from Chimborazo, sixteen from Cotopaxi and four from Antarctica. In
relation to bacteria seventeen strains came from Chimborazo, fourteen from Cotopaxi and one from

Antarctica.

The phenotypic data related to the growth depending on the temperatura, showed that all isolated
microorganisms presented mesophilic characteristics. Respect to tolerance to NaCl, 61% bacteria
presented growth characteristics over of salt levels up 15% w/v in medium , while actinomycetes only
supported concentrations about 1% NaCl. Regarding production capacity of bioactive compounds, 84%
of actinomycetes and 70% of bacteria isolated, showed antagonistic activity against the model
microorganisms used. The actinomycetes DE002 and DE053 strains produced metabolites with
bactericidal characteristics and DE006, DE031, DE081, DE083 and DE084 strains fungicidal
metabolites. Bacteria were not able to produce compounds with bactericidal or fungicidal capacity and

were only effective for certain species of microorganisms.
Data obtained in the current investigation, demonstrated wide metabolic and phenotypic diversity of
actinomycetes and bacteria present in glacial ecosystems. Further studies are necessary to explore its

potential for the industrial production of bioactive compounds.

Keywords: actynomicetes, bacteriums, andean glacier, antarctic glacier, biocomposites.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Tema

Determinacion Preliminar de Produccion de Compuestos Bioactivos de Actinomicetes y Bacterias

Aislados de Ecosistemas Glaciares Andinos y Antarticos.

1.2 Justificacion

A inicios del siglo XX, los altos indices de muerte por infecciones microbianas era un problema global
cuya cura no era posible, ya que no existia una remota idea de que un ser vivo produzca sustancias
que inactiven a otro, o que fueran capaces de matarlo (Belloso, 2002). El descubrimiento de la
penicilina por Fleming en 1929 (Barcat, 2006) y su aplicacidn terapéutica en los afios cuarenta, cred
una nueva era en el campo médico. Estos eventos permitieron el establecimiento de una prospera
industria farmacéutica, la que ha llegado a conseguir grandes logros tanto en el desarrollo de
medicinas Utiles para el control de enfermedades causadas por microorganismos patdgenos como en
el beneficio econémico de su comercializacion (Procdpio, Silva, Martins, Azevedo, & Araujo, 2012). En
los afios sesenta, cerca del 80% de nuevos antibidticos fueron descubiertos principalmente a partir de
varias especies pertenecientes al género Streptomyces. Posteriormente se descubrieron otros
géneros y especies de actinomicetes (Abdelfattah, Elmallah, Hawas, Abou El-Kassema, & Eid, 2016),
los que condujeron hacia el hallazgo de nuevos tipos de metabolitos secundarios con actividad
bioldgica, dando paso a la investigacion en compuestos antitumorales, antivirales e inhibidores

enzimaticos (Bérdy, 2005).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, los compuestos bioactivos que producen los actinomicetes y
bacterias, son muy importantes para el ser humano, animales y plantas, debido a que muchos de éstos
metabolitos permiten el control de otros microorganismos altamente patogénicos (Bérdy, 2005). La

diversidad microbiana estad directamente relacionada con la produccion de diferentes tipos de



metabolitos secundarios, los que en muchos casos solo son producidos por determinados grupos de
microbios. La diversidad de compuestos bioactivos incluye a agentes antibacteriales provenientes de
especies de Penicillium, cefalosporinas de Cephalosporium acremonium, tetraciclinas y
aminoglucdsidos producidos por muchos miembros del Orden Actinomycetales, ciclosporinas a partir
algunas especies de Trichoderma y estreptomicina, rifampicina y drogas antiparasitarias de varias

especies del género Streptomyces (Cragg & Newman, 2013).

Las enfermedades provocadas por microorganismos patogenos a mas de provocar la muerte de la
poblacion, causa alto impacto econémico. En algunos paises, cada afo, la cantidad de dinero que los
diferentes sistemas de salud publica invierten en la prevencion y cura de enfermedades infecciosas,
se incrementa en un factor de diez (Ministerio De Finanzas, 2016). Si a eso se suman las pérdidas
economicas debido al ataque de enfermedades provocadas por microbios fitopatdgenos en cultivos
de importancia agricola, la cantidad de dinero que muchos estados invierten y/o pierden puede llegar
al 11% del producto interno bruto (PIB) (Banco Central del Ecuador, 2015). Por ejemplo, en el 2015,
de 10.4 millones de personas que contrajeron tuberculosis a nivel mundial, 1.8 millones murieron
debido al aparecimiento de cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis, al efecto de casi todos

los antibidticos que se usan para su control (Arraiz, Bermudez, & Urdaneta, 2005).

Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO),
en Ecuador anualmente se pierden mas del 20% de los cultivos por enfermedades que son provocadas
por microorganismos fitopatogenos (Arraiz, Bermidez, & Urdaneta, 2005). En condiciones de
poscosecha, el hongo Botrytis cinerea puede destruir hasta el 95% de fresas, generando pérdidas
economicas significativas para agricultores y comercializadores de la fruta (Cano, 2013). Muchos de
los fungicidas usados para el control de Botrytis han perdido eficiencia debido a varios factores, entre
los que se puede resaltar el uso antitécnico de productos y el aparecimiento de cepas resistentes.
Estos hechos demuestran que por el uso indiscriminado de pesticidas, se produce el aparecimiento
de resistencia a muchos compuestos biolégicos y sintéticos usados en el control de enfermedades
provocadas por microrganismos, por tanto, cada vez son menos las herramientas que pueden ser
utilizadas para obtener un control efectivo, que no afecte al ambiente y a los seres humanos (Bressan
& Figueiredo, 2005).



Por otro lado, la habilidad que han desarrollado los microorganismos para sobrevivir y crecer en
ambientes extremos se debe a adaptaciones fisioldégicas y moleculares. El metabolismo de éstos
individuos ha evolucionado para permitir que las condiciones ambientales no se conviertan en un
limitante para su crecimiento y reproduccién, sino las han usado a su favor. Existen evidencias que
demuestran que aquellos microbios que provienen de ambientes extremos poseen un metabolismo
secundario altamente desarrollado (Goo, Tsuda, & Ulanova, 2014). En la Ultima década, se han
descubierto muchos compuestos bioactivos a partir de diferentes grupos de bacterias y hongos que
habitan en ambientes extremos (Matsuda, Adachi, Matsuo, Nukina, & Shizuri, 2009). Sin duda, en
regiones polares y alpinas, predominan las bajas temperaturas, la poca disponibilidad de agua liquida
y una radiacion relativamente alta. Estas condiciones producen que varios grupos de microorganismos
puedan desarrollarse y posean un metabolismo secundario especial, llegando a constituirse en
posibles fuentes de nuevos biocompuestos con potenciales usos biotecnologicos (Cavicchioli,
Siddiqui, Andrews, & Sowers, 2002), principalmente para el control de microorganismos patégenos
(Rhodes, 2013).

Es por ello que el presente estudio pretende aislar, caracterizar y determinar el potencial para el
biocontrol de microbios patdgenos, que afectan tanto a seres humanos como a plantas, a partir de
muestras de suelo de ecosistemas polares como los de la Antartida y andinos de alta montafia que se
encuentran en las estribaciones de los volcanes Chimborazo y Cotopaxi. Este trabajo permitira ampliar
la coleccion de cultivos de microrganismos provenientes de ecosistemas polares y andinos, que ya se
encuentra establecida en el grupo de investigacion en Biotecnologia Microbiana, de la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos, de la Universidad Técnica de Ambato, asi como también tener la

posibilidad para explorar nuevas fuentes de metabolitos secundarios Utiles en biotecnologia.

1.3  Objetivos

1.3.1  Objetivo General

Determinar la capacidad biocontroladora de actinomicetes y bacterias aislados de ecosistemas

glaciares en contra de microorganismos perjudiciales para la industria alimentaria y agricola.



1.3.2 Objetivos Especificos

e Ampliar el banco de germoplasma existente de bacterias y actinomicetes psicréfilos y psicrétrofos
mediante aislamiento y purificacién de nuevas cepas.

e Caracterizar fenotipicamente microorganismos aislados de muestras de ecosistemas glaciares
(actinomicetes y bacterias) mediante pruebas fisioldgicas y bioquimicas.

¢ |dentificar actinomicetes y bacterias con bioactividad en contra de microbios perjudiciales mediante

pruebas de antagonismo.



CAPITULOII

MARCO TEORICO

21 Antecedentes investigativos

211 Biodiversidad microbiana en ecosistemas glaciares

En la Antartida, la diversidad microbiana ha evolucionado para lograr adaptarse, sobrevivir y
conservarse por las condiciones extremas que posee, como sus bajas temperaturas, alta exposicion
a radiacion solar, bajo suministro de nutrientes y agua y altas concentraciones de sal, siendo de ésta
manera, un ecosistema con caracteristicas potenciales para investigaciones (Rhodes, 2013). Por otro
lado, en América del Sur se encuentra la cordillera de los Andes, que es uno de los accidentes
geograficos con la mayor parte de nevados, volcanes, fallas geoldgicas y paramos en el mundo
(Luteyn, 1999). Ecuador posee éste habitat extremo (Luteyn, 1999), siendo su referente la cordillera
de los Andes, que acoge a los volcanes Cotopaxi y Chimborazo. El primero se encuentra en el Parque
Nacional Cotopaxi y el segundo en la Reserva de Produccion de Fauna Chimborazo (Ministerio del
Ambiente, 2015). Dichas areas, se encuentran expuestas a la intervencion del hombre, debido a que
a diario reciben a miles de turistas de todo el mundo. Sin embargo, pese a esta influencia, ha sido
posible encontrar varias especies de fauna, flora y principalmente microbiota, gracias al estudio de
actinomicetes y bacterias, en investigaciones previas (Villacis & Rodriguez, 2015). Es asi que, en este
tipo de ambientes con temperaturas bajas, ha sido posible el desarrollo de microorganismos
caracteristicos de clima frio como son los psicrotrofos que viven en temperaturas entre los 0y 7°C
con una temperatura optima de crecimiento entre 20 y 40 °C (Comerio, Tarapow, Vazquez, & Mac
Cormack, 2007) y los psicrofilos, los cuales se desarrollan en temperaturas por debajo de los 5°C'y

mueren si se los expone a temperatura ambiente (Ramirez, Serrano, & Sandoval, 2006).

En los ambientes frios existe una amplia biodiversidad microbiana, principalmente bacterias y
levaduras (Garzén & Rodriguez, 2013). La adaptacidn evolutiva de los microorganismos a condiciones

climaticas extremas posiblemente permite el desarrollo de vias metabolicas primarias y secundarias



para soportar bajas temperaturas, mediante adaptaciones en su membrana celular y proteinas
anticongelantes (Rhodes, 2013) como por ejemplo Pseudoalteromonas, Arthrobacter o Penicillium
(Ramirez et al., 2006).

2.1.2 Generalidades de las bacterias

Las bacterias son microorganismos ubicuos que habitan en todos los ecosistemas de la tierra, incluso
en los mas extremos, debido a que muchas tienen la capacidad de producir endosporas que les
permite soportar dichas condiciones (Nicholson, Munakata, Horneck, Melosh, & Setlow, 2000). Las
bacterias son microorganismos que se dividen en dos grupos: gram positivas y gram negativas, las
cuales se diferencian entre si por la estructura de su pared celular, compuesta de una capa rigida
llamada peptidoglicano (Silhavy, Kahne, & Walker, 2010). Dichas distinciones se pueden evidenciar
mediante la tincion de Gram. La capa en las bacterias gram positivas es mas gruesa, con un porcentaje
de peptidoglicano del 90%, mientras que en bacterias gram negativas el porcentaje es tan solo del
10% vy el resto se encuentra constituido por una membrana compuesta de lipopolisacaridos (Silhavy
etal., 2010).

Existen investigaciones en muestras de hielo y agua de la Antartida, donde se han encontrado
especies de bacterias psicrofilas como aquellas pertenecientes a las clases y-proteobacteria
(Colwellia, Glacieola, Marinobacter, Moritella, Psychobacter, Psychromonas, Shewanella, Vibrio), y
psicrotrofas pertenecientes a los géneros Arthrobacter, Halobacillus, Pseudomonas y Psychrobacter
(D’Amico, Collins, Marx, Feller, & Gerday, 2006).

2.1.3 Generalidades de los actinomicetes

Los actinomicetes son bacterias filamentosas gram positivas y aerobias, que presentan micelio aéreo
parecido al de los hongos. Son heterétrofos porque utilizan compuestos carbonados y nitrogenados
como los polisacaridos. Ayudan a la solubilizacién y absorcién del fésforo para las plantas e intervienen

en la fijacién de nitrégeno que favorece el desarrollo vegetativo (Gonzalez, 2010).



Los metabolitos secundarios que producen los actinomicetes son moléculas pequefias que pueden
ser antibiéticos, pigmentos, toxinas, feromonas, inhibidores enzimaticos, pesticidas, entre otros,
catalogados como compuestos organicos de interés biotecnolégico (Evangelista & Moreno, 2007).
Existen mas de 23000 metabolitos conocidos, de los cuales el 42% son producidos por hongos, 32%
lo producen actinomicetes y el porcentaje restante son producidos por otras bacterias (Bérdy, 2005).
Los antibioticos poseen propiedades unicas, ya que inhiben el crecimiento bacteriano a bajas
concentraciones siendo potentes biocontroladores, con mas de 8000 antibiéticos estudiados
reportados, de los cuales el 46% son producidos por actinomicetes, 21% lo producen los hongos, 17%

por bacterias y el 16% por otro tipo de actinomicetes (Srividya, Saritha, & Suresh, 2008).

Existe una gran variedad de antibiéticos producidos por actinomicetes, como se encuentran reportados
en la Tabla 1. Streptomyces es el género mas utilizado en la produccion de metabolitos secundarios
ya que es de facil aislamiento (Bressan & Figueiredo, 2005) y amplia capacidad de produccion de
antibioticos, lo que los convierte en microorganismos potenciales para intereses industriales, por tal

motivo han sido explotados desde 1944 con la estreptomicina (Procépio et al., 2012).

Tabla 1. Principales antibi6ticos producidos por actinomicetes

Clasificacion Antibidtico Accion
B-Lactamicos Cefoxitina Inhibe la sintesis de la pared celular.
Aminoglucdsidos Esteptomicina Inhibe la  sintesis de proteinas,

especificamente la union en la subunidad
ribosomal 30S.

Tetraciclinas Tetraciclina Inhibe la  sintesis de proteinas,
especificamente la union en la subunidad
ribosomal 30S.

Macrolidos Eritromicina Inhibe la sintesis de proteinas,
especificamente la union en la subunidad
ribosomal 50S.

Polienos Amfotericina B Alteracion de la permeabilidad en la
membrana.

Glicopéptidos Vancomicina Inhibe la sintesis de la pared celular.

Rifamicinas Rifampicina Inhibicion de sintesis de ARN en la union a
la ARN polimerasa.

Fenicoles Cloranfenicol Inhibe la sintesis de proteinas,

especificamente la union en la subunidad
ribosomal 50S.




Tabla 1. (Continuacion)

Azucares complejos Lincomicina Inhibe la  sintesis de proteinas,
especificamente la unién en la subunidad
ribosomal 50S.

Fuente: Evangelista & Moreno, 2007.

Tomando en cuenta que muchos de los antibioticos descubiertos han sido obtenidos de
microorganismos dificiles de cultivar, que crecen muy lentamente o inclusive que no se pueden volver
a cultivar, los actinomicetes son una excelente alternativa como productores de antibi6ticos en altas

cantidades y con condiciones de crecimiento faciles de manejar (Evangelista & Moreno, 2007).

21.4 Microorganismos psicrofilos y psicrétrofos

El planeta tiene un 80% de ambientes frios, como las regiones polares, las zonas montafiosas y aguas
profundas que pueden llegar a alcanzar los 5 °C durante el invierno y representan una larga porcion
de ecosistema para microorganismos con resistencia a bajas temperaturas (Cowan, Casanueva, &
Stafford, 2007).

Los microorganismos con tolerancia al frio han sido clasificados en dos grupos: psicréfilos y
psicrotrofos o psicrotolerantes, cuyas diferencias fenotipicas han sido comparadas en la Tabla 2 de

acuerdo a sus propiedades de crecimiento en ambientes frios (Cowan et al., 2007).

Tabla 2. Temperaturas cardinales de organismos adaptados al frio

Clase Tmin Topt Timax

Psicroéfilos <0 15 20

Psicrétrofos >0 > 20 >30
Temperatura minima, dptima y méxima de crecimiento de microorganismos expresados en grados
centigrados.

Fuente: Cowan et al., 2007.

Los microrganismos que crecen a 0°C han sido separados en dos categorias, obligados y facultativos.
Los obligados estrictamente necesitan de una temperatura 6ptima o de un rango no muy alejado para



desarrollarse, capaces de crecer a 0°C pero no a 32°C, mientras que los facultativos se desarrollan

en rangos amplios de temperatura, es decir que pueden crecer a 0 y a 32°C (Morita, 1975).

Los organismos psicrofilos debido a las adaptaciones moleculares y fisioldgicas que solo ellos lo
poseen, han desarrollado capacidades para sobrevivir a bajas temperaturas y proliferar en ambientes
frios. Entre sus cambios incluyen: alta actividad enzimatica, disminucion de la fluidez de la membrana
ya que tiende a rigidificarse cuando la temperatura baja, transporte alterado de nutrientes y productos
de desecho, disminucion de la velocidad de transcripcion, traduccion y division celular,
desnaturalizacién y plegamiento inadecuado de proteinas por el frio y formacién de hielo intracelular
(D’Amico et al., 2006). Dichas adaptaciones han sido observadas en Moritella profunda, un
microorganismo anaerobio facultativo, prototrofico y psicréfilo estricto con un rango de temperatura de
crecimiento de 2 a 12°C bajo presidn atmosférica, y una velocidad méxima de crecimiento a 2°C;
capaz de degradar calatasas, citrocromo oxidasas, ADNasas y lipasas (Xu et al., 2003), lo que indica
que a una baja temperatura, algunas enzimas muestran una conformacion alterada que afecta el flujo

metabolico de los microorganismos (D’Amico et al., 2006).

Las enzimas psicrofilicas, mesofilicas y termofilicas tienen una actividad especifica en sus
temperaturas optimas y son facilmente inactivadas a temperaturas elevadas (Cavicchioli et al., 2002).
Las propiedades termales de los psicréfilos pueden ser tomadas dentro de la clasificacion bacteriana

si se acepta la hipétesis que los psicréfilos evolucionaron a partir de los meséfilos (Morita, 1975).

Los suelos minerales del Valle Seco de la Antartida contienen bajos niveles de microorganismos. Las
bacterias faciles de aislar del lugar son encontradas en la superficie, por tal razdn, la mayoria de
microorganismos de este ecosistema son heterotrofos aerébicos (Chan, Van Nostrand, Zhou, Pointing,
& Farrell, 2013). Las levaduras son relativamente abundantes en las superficies de ciertos suelos
humedos de la Antartida, pero las bacterias también muestran una amplia diversidad (Cowan et al.,
2007).

En un estudio filogenético realizado en suelo mineral recolectado de la Estacion de McMurdo en la Isla
de Ross (Antértida Oriental), fueron identificados filotipos pertenecientes a Actinobacteria (12.5%),
Bacteroidetes (25%), Firmicutes (12.5%), Planctomicetes (12,5%) y Proteobacterias (37,5%) (Cowan



et al., 2007). Segun Navas & Rodriguez (2016), en este tipo de ecosistemas es posible encontrar
actinomicetes que pertenecen al género Streptomyces, como aquellas pertenecientes al género S.

fildesensis, S. griseus, S. olivochromogenes'y S. sannanensis.

21.5 Importancia Biotecnoldgica

Las aplicaciones biotecnolégicas de organismos psicrofilos y sus productos son de alcance limitado.
Sin embargo, su evolucion para la supervivencia y adaptacién a ambientes extremos ha permitido el
desarrollo de propiedades unicas como su elevada actividad enzimatica a bajas temperaturas que han
sido enfocadas hacia nuevas tecnologias como precursoras de energia eficiente y sistemas verdes
(Cowan et al., 2007).

Las enzimas de organismos psicrofilos tienen gran valor biotecnoldgico gracias a su alta actividad
catalitica a bajas temperaturas, su alta termohabilidad a elevadas temperaturas y su capacidad para
reaccionar con solventes organicos (Cavicchioli et al., 2002). Gerday et al. (2000) menciona que al ser
enzimas mas productivas que las mesdfilas o termdfilas, proveen mayores beneficios econdmicos ya
que proporcionan mas ahorro de energia en los procesos industriales, como en la fabricacién de

detergentes, pasteleria y hasta en biologia molecular.

Existen actinomicetes y bacterias que no representan una amenaza para los seres humanos, plantas
o0 animales, al contrario, combate a todo aquello que pueda causarlos dafio y a su vez aporta beneficios
para ellos (Benavides, Ulcuango, Yépez, & Tenea, 2016), por tal razdn, son utilizados en la industria

alimenticia, agraria, farmacéutica, entre otras (Benavides et al., 2016).

El mejoramiento de la calidad del suelo debido a la produccion de antibioticos contra agentes
patdgenos convierte a los actinomicetes en microorganismos de gran interés biotecnolégico en el
ambito agricola (Crawford, Lynch, Whipps, & Ousley, 1993), siendo asi representantes de una
potencial alternativa organica productora de metabolitos secundarios que promueven eficazmente el
crecimiento vegetal, como el acido indol acético, las giberelinas y los sideréforos que no ocasionan

dafios en el ambiente y la salud humana (Gonzélez, 2010).
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Las especies del género Streptomyces producen alrededor de 150000 productos naturales que en su
mayoria son metabolitos secundarios, por ejemplo, existen casi 20 rutas de biosintesis de metabolitos
secundarios a partir de Streptomyces coelicolor (Fernandez, Lombd, Méndez, & Salas, 1996) y

Streptomyces avermitilis (Rodriguez, Olano, Vilches, Méndez, & Salas, 1993).

El grupo de Streptomyces que degrada diazindn ha sido ampliamente utilizado en la agricultura ya que
utiliza como Unica fuente de carbono los residuos de pesticidas organofosforados, como los clorpirifos
(CP), lo que significa que con el uso de estos microorganismos se puede practicar una agricultura

responsable y eliminar el uso de pesticidas quimicos (Bricefio et al., 2016).

También es importante mencionar que la actividad de los metabolitos producidos por actinomicetes es
de amplio espectro presentando caracteristicas antimicrobianas y antifingicas, es asi que se
extienden antagénicamente a patégenos como B. subtilis, B. cereus, S. aureus y E. coli; ademas
presentan actividad moderada frente a P. vulgaris, P. aeruginosa, C. albicans y A. niger y casi nula
contra Penicillium (Wadetwar & Patil, 2013).

Las bacterias representan una amplia fuente de productos naturales como la produccién de tetraciclina
que es una de las clases mas importantes de antibiéticos y la antraciclina que es un potente
componente anticancerigeno (Belloso, 2002). La bacteria fijadora de nitrogeno Burkholderia trépica,
aislada de la rizosfera, tallo y la raiz de plantas de maiz y cafia de azucar; posee una capacidad
diazotrofa que permite ubicarla como una bacteria que promueve el crecimiento vegetal, ya que
produce sideréforos, exo-heteropolisacaridos y solubilizadores de fosfatos. Por tal motivo, es usada
como biocontrol para algunos fitoparasitos, lo que la convierte en una bacteria prometedora en el

sector agricola (Bolivar, Contreras, & Teheran, 2016)

2.2 Hipétesis

2.21 Hipétesis nula

Los actinomicetes y bacterias cultivados a partir de suelos de ecosistemas glaciares Andinos y

Antarticos no poseen una gran diversidad biolégica y metabdlica.
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2.2.2 Hipétesis alternativa

Los actinomicetes y bacterias aislados de suelos de ecosistemas glaciares Andinos y Antarticos

poseen una gran diversidad biolégica y metabdlica.

2.2.3 Seialamiento de variables de la hipotesis

¢ Numero de unidades formadoras de colonias de bacterias por gramo de suelo seco (ufc/g).

o Diversidad de colonias en los medios de cultivo.

¢ Aislamiento y purificacion de actinomicetes procedentes de muestras de ecosistemas glaciares de
la Antartida y del norte del Chimborazo.

e Caracterizacion macroscoépica y microscopica de los aislamientos.

e Pruebas de crecimiento a diferente temperatura, pH y salinidad.

e Produccion de metabolitos secundarios.
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CAPITULO NIl

METODOLOGIA

31 Materiales y métodos

3.1.1 Poblacion y muestra

Muestras de suelo y arena fueron recolectadas en el verano antartico correspondiente a los afios 2010,
2011y 2012, durante la XIV, XV, XVI Expediciones Ecuatorianas a la Antértida, en las islas Greenwich
y Dee, pertenecientes al conjunto de las islas Shetland del Sur (Anexo B1). Ademas, se recolectaron
muestras en los volcanes Chimborazo y Cotopaxi, el 8 y 16 de octubre del 2016, respectivamente.
Mediante el uso de una pala estéril se procedio a tomar muestras de la rizésfera de plantas que
comunmente crecen en las estribaciones de éstas montafias, en un transecto ascendente, a diferentes
alturas. Los suelos fueron recolectados a partir de la rizésfera de oreja de conejo (Senecio canescens)
y chuquiragua (Chuquiraga jussieui). Las muestras de suelo de las rizésferas de estas plantas, fueron
homogeneizadas mediante el uso de un mortero y pistilo estériles y colocadas en un contenedor estéril.
Las muestras fueron agrupadas en funcién de rangos especificos de altura, tal como se presenta en
la Tabla 3. Las muestras compuestas fueron usadas tanto en la caracterizacion fisicoquimica de los

suelos como para el aislamiento y purificacion de bacterias y actinomicetes.

Tabla 3. Codificacion y origen de muestras de suelo provenientes de suelos recolectados en
estribaciones de los volcanes Chimborazo y Cotopaxi

Cédigo Fuente Coordenadas Altura  Codigo Fuente Coordenadas Altura
(msnm) (msnm)
CHo CX0
e H1 Chuquiragua 1°28'36"S;78° 47793 e X1 Chuquiragua 0°39'2"S;78°  4555,1
51'4"0 26'11"0
e H2 Orejasde 1728'36"S; 78" 47792 o X15  Orejasde 0°39'2"S;78" 45551
Conejo 51'4"0 Conejo 26'11"0
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Tabla 3. (Continuacion)

CH1 cx1
e H5 Orejasde 1°28'24" S; 48641 e X3 Orejas de 0°39'36"S; 4669,4
Conejo 78° 50" 44"0 Conejo 78°26' 11"0
C7 Chugquiragua 1°28'23"S; 4865,5 e X5  Chuquiragua 0°39'36"S; 4669,4
78° 50' 44"0 78" 26' 11"0
CH2 CX2
e H13 Chuquiragua 1°28'16" S; 49442 e X9 Orejas de 0°39'45"S; 4779,7
78° 50" 35"0 Conejo 78° 26' 11"0
H14 Orejas de 1°28'16" S; 49442 X1 Chuquiragua  0° 39'45" S; 4779,7
Conejo 78° 50' 35"0 78° 26' 11"0
CH3 CX3
e H11 Orejasde 1°28'16"S; 4980,4 e X12 Orejasde 0°39'47"S; 4805,2
Conejo 78° 50" 32"0 Conejo 78°26'12"0
X13 Chuquiragua 07 39'47"S; 4805,2

78°26'12"0

Datos de muestras de suelo recolectadas a diferentes alturas (medida en metros sobre el nivel del
mar) de la rizosfera de plantas (Chuquiragua y orejas de conejo) de volcanes Chimborazo (CH) y
Cotopaxi (CX), y sus coordenadas medidas en grados.

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017

3.1.2 Caracterizacion fisicoquimica de las muestras ambientales

3.1.2.1 Determinacion del pH y conductividad de las muestras

Para determinar el pH y conductividad eléctrica, se pesaron 20 gramos de cada muestra y se colocaron
en un vaso de precipitacion de 100 mL con 50 mL de agua destilada, a continuacién las muestras
fueron homogenizadas durante 5 minutos y se dejaron en reposo por una hora. Una vez transcurrido

ese tiempo, se tomaron lecturas de pH y conductividad por triplicado y se report6 el promedio.

3.1.2.2 Determinacion del porcentaje de humedad de las muestras

Para determinar el porcentaje de humedad, primero se pesaron las capsulas de porcelana y se
colocaron en éstas, 5 gramos de suelo, finalmente el peso total fue registrado (Peso 1).

Las capsulas de porcelana con las muestras se colocaron en una estufa a 105°C por 24 horas. Una
vez fria la muestra se pes6 nuevamente (Peso 2), restando el peso de las capsulas. El porcentaje de

humedad se determiné mediante la siguiente férmula:

Peso; — Peso,
%Humedad = Poso x100
2

14



3.1.2.3 Determinacién del porcentaje de materia organica (M.O)

Para la determinacion del porcentaje de materia organica, se pesaron las capsulas de porcelana
vacias y secas, en cada una se colocaron 5 gramos de suelo de cada muestra, posteriormente se
llevaron a la estufa a 105°C por 24 horas. Cuando se enfriaron las muestras se pesaron nuevamente
(Peso 1). Las capsulas de porcelana con las muestras procedentes de la estufa se colocaron en una
mufla a 400°C por 3 horas. Cuando las muestras se enfriaron se obtuvo el peso final (Peso 2). El

porcentaje de materia organica se determind mediante la siguiente férmula:

Peso; — Peso,
%M.0 = Poso x100
2

Para calcular el porcentaje de materia organica Unicamente se registraron los pesos de agua y suelo

de las muestras, por lo que el peso de la capsula de porcelana fue restado.

3.1.3 Aislamiento selectivo de actinomicetes y bacterias

3.1.3.1 Determinacion de la poblacion y diversidad microbiana

Se realizaron dos bioensayos. En el Bioensayo 1 se prepard la dilucién 1/10 con 5 gramos de suelo y
se colocd en una botella que contenia 45 mL de agua de llave estéril, ademas se realizd un
pretratamiento térmico a 55°C por 6 minutos para evitar el crecimiento de hongos filamentosos, y se
agitaron las suspensiones por 1 hora. Para el Bioensayo 2, se pes6 4 gramos de suelo y se colocé en
una botella que contenia 10 mL de agua de llave estéril, se omiti6 el pre tratamiento térmico con el fin
de incrementar la probabilidad de aislamiento de microorganismos psicrétrofos y psicréfilos. A partir
de dicha suspension, se preparo la dilucién 1/102. Se colocod 100 uL de cada dilucion, por duplicado,
en cajas petri con agar avena (AA), agar almidon caseina (AAC), agar extracto de suelo (AES) y agar
glucosa, extracto de levadura y malta (GYM), suplementados con nystatin a una concentracion de 75
Mg/mL y rifampicina 10 pg/mL y a un pH de 6.8. La alicuota tomada de la dilucion se extendié por la
superficie de cada caja petri con la ayuda de un asa estéril. Las cajas fueron incubadas a 8 y 26°C
durante 3 semanas. Finalmente, se contd el numero de colonias de actinomicetes y bacterias

presentes en cada caja. El nimero de unidades formadoras de colonias (ufc/gramo de suelo) fueron
15



calculadas para aquellas diluciones en las que el nimero de colonias se encontraban en un rango

entre 30 hasta 300, usando la siguiente formula:

ufc NxFCxVt
—de suelo = ————
g Vix$

Donde:

UFC  Unidades formadoras de colonias

N NUmero de colonias

FD  Dilucion en la cual se conto N

Vit Volumen de la dilucion 1/10, en mililitros
Vi Volumen inoculado, en mililitros

S Cantidad de suelo utilizada para preparar la dilucion 1/10

Posteriormente se calculd el nimero de ufc/g de suelo seco tomando en cuenta los datos de humedad

de suelo de cada muestra.
3.1.3.2 Aislamiento, purificaciéon y almacenamiento de microorganismos

Los medios de cultivo que presentaron crecimiento visible y diversidad de colonias fueron utilizados
para el aislamiento y purificacion de actinomicetes y bacterias. Con la ayuda de un palillo estéril, se
tomd una porcidn de una colonia para inocularla mediante estria simple en cajas tripetri que contenian
el medio de cultivo donde crecié cada colonia. Los platos inoculados fueron incubados a la temperatura
usada en la fase anterior, es decir, a8 0 26°C, por 72 horas o 15 dias, si son bacterias 0 actinomicetes,
respectivamente. Los actinomicetes y bacterias que presentaron caracteristicas de cultivo puro, fueron
repicados mediante estria compuesta, etiquetados y almacenados en tubos crioviales plasticos que

contengan 1 mililitro de glicerol al 20% (p/v) a -10°C para su preservacion.
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3.1.3.3 Caracterizacion macroscopica

3.1.3.3.1 Caracterizacion macroscopica de actinomicetes

Los cultivos puros de actinomicetes fueron sembrados en agar GYM y agar avena, cuando hubo
crecimiento fueron agrupados de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas, como la coloracién del
micelio aéreo, micelio de sustrato y pigmento difusible de acuerdo a tablas estandar de colores: British
Standard Specification for Colours for Identification Coding and Special Purposes (Anexo E),

estableciendo grupos color mediante la determinacion de similitud en sus pigmentaciones.

3.1.3.3.2 Caracterizacion macroscopica de bacterias

Los cultivos puros de bacterias fueron sembrados en agar GYM, cuando hubo crecimiento se agrup6
de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas como la forma, elevacion, margen, superficie,
caracteristicas opticas, consistencia y color de acuerdo a tablas estandar de colores: British Standard
Specification for Colours for Identification Coding and Special Purposes y se describi6 sus
caracteristicas generales como se encuentra en la Figura 1. Fueron ubicados en el mismo grupo, todas

las cepas que presentaron caracteristicas macroscopicas similares.

Forma . . "\
Circular Irregqular Lentejueala Filamentosa Rizoide
Elevacion A ‘ A
Plana Convexa Umbonada
Margen O @ @
Entero Ondulado Lobado Filamentoso Rizado

Figura 1. Descripcion morfologica de colonias bacterianas de acuerdo a la forma, elevacion y margen
Fuente: Garzdn & Rodriguez, 2013.
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3134 Caracterizacion microscopica

3.1.3.41 Caracterizacion microscoépica de actinomicetes

Para la determinacion de la morfologia de las cadenas de esporas en los cultivos que presentaron
micelio aéreo, se coloco un cubreobjetos estéril sobre el cultivo con la ayuda de una pinza estéril.
Después, se coloco el cubreobjetos con el micelio y adherido en un portaobjetos de manera que el
micelio quede en contacto con el portaobjetos. El tipo de estructura fue determinado usando un
microscopio con el lente de 100X con aceite de inmersion, utilizando las caracteristicas que se

encuentran en la Tabla 4 (Villacis & Rodriguez, 2015).

Tabla 4. Caracteristicas de los diferentes tipos de morfologia de las cadenas de esporas

Simbolo Tipo Descripcion
S Espiral Cadenas de esporas formando espirales abiertas o cerradas en el
P micelio aéreo
R Rectas Cadenas de esporas rectas, cortas o largas.
RA Cadenas de esporas en forma de ganchos, espirales incompletas, u
Incompletas
onduladas.
E . Estructuras en forma de saco o bolsa que contiene en su interior
Esporangios
esporas.
M Esporas Esporas individuales aparecen en las hifas del micelio aéreo.

simples
Fuente: Curipallo & Rodriguez, 2011.

3.1.3.4.2 Caracterizacion microscopica de bacterias

Para determinar el grupo al que pertenecen las bacterias (gram positivas o0 gram negativas), se realiz6
|la tincidn diferencial por el método de Gram. Se colocd una gota de agua destilada en el cubre objetos
y con la ayuda de un asa de transferencia; posteriormente, se tom6 una muestra de células puras de
bacterias y se realizé el frotis fijandolo con calor; después, se tifié durante 1 minuto con cristal violeta
y se lavd con agua; finalmente, la solucién yodada se colocd por 1 minuto y se lavé de nuevo con

agua, se decolord con alcohol etilico y se enjuagd; la safranina (color de contraste) también fue
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colocada durante 1 minuto y se enjuagd con agua por ultima vez. En el microscopio, las bacterias

tuvieron diferencias entre gram positivas y gram negativas (Santambrosio & Ortega, 2009).

3.1.4 Caracterizacion fisioldgica y bioquimica de los aislamientos

3.1.4.1 Rango de crecimiento en funcion de la temperatura

10 uL de suspensiones de esporas se inocularon sobre la superficie del plato con agar GYM y se
incubd a 4, 20 y 26°C, el crecimiento de los actinomicetes fue evaluado mediante cédigo binario,
asignando 1 si present6 crecimiento visible, 0 caso contrario 0 en ausencia de crecimiento. Un
actinomicete fue considerado como psicrofilo si crecid solamente a 4°C, psicrétrofo aquellos que
crecieron en las tres temperaturas y fueron mesofilos si crecieron a 20°C y 26°C (Villacis & Rodriguez,
2015).

3.1.4.2 Rango de crecimiento en funcion del pH

Se inoculd 10 pL de las suspensiones de esporas en la superficie del plato con agar GYM y se ajust6
alospH4.5,5.5, 6.5, 7.5y 8.5 mediante sistema de bufers. Las cajas fueron incubadas durante una
semana a 20°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se evalud el crecimiento de los actinomicetes
mediante codigo binario. A la presencia de crecimiento se le asignd 1y ala ausencia de crecimiento
0 (Villacis & Rodriguez, 2015).

3.1.4.3 Rango de crecimiento en funcion de la salinidad

Se inoculd 10 yL de las suspensiones de esporas en la superficie de cada medio de cultivo en agar
GYM, que contenia 1, 10 y 15% de NaCl (p/v). Las cajas fueron incubadas durante una semana a
20°C. Transcurrido el tiempo de incubacién, se evalud el crecimiento de los actinomicetes mediante
codigo binario. A la presencia de crecimiento se le asignd 1y en ausencia de crecimiento, 0 (Villacis
& Rodriguez, 2015).
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3.1.4.4 Produccion de enzimas extracelulares

La capacidad de produccion de enzimas hidroliticas se determind mediante la utilizaciéon de los
carbohidratos almidon, celulosa y quitina. Fueron inoculados 5 ul de las suspensiones de esporas en
la superficie de cada medio de cultivo basal, que contenian los polisacaridos mencionados
anteriormente, con una concentracion final de 1% (p/v) de cada uno de ellos. Las cajas fueron
incubadas durante 48 horas a 20°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se evalu6 el crecimiento de
un halo alrededor del sitio de inoculacion, cubriendo la superficie de la caja con lugol, el cual permitid
observar la accion de las enzimas. Finalmente, se evaludé mediante cddigo binario, se le asigné a la

presencia de halo 1y a su ausencia, 0 (Curipallo & Rodriguez, 2011).

3.1.5 Determinacion de la actividad antimicrobiana

3.1.5.1 Preparacion de los platos con los microorganismos modelo

Las cepas puras de hongos fitopatdgenos Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Penicillum,
Phoma y la levadura Saccharomyces cerevisiae fueron cultivadas en agar papa dextrosa (PDA) y
posteriormente incubadas a 28°C durante 4 dias. Las cepas puras de bacterias patégenas Bacillus
cereus, Bacillus coagulans, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, Staphylococcus aureus fueron cultivadas en agar nutritivo

(AN) e incubadas a 20 y 26°C respectivamente a su temperatura de crecimiento durante 24 horas.

Luego de observar esporulacién y/o crecimiento visible de colonias, se prepararon suspensiones con
las estructuras reproductivas de los hongos y bacterias, en un tubo de ensayo con 9 mL de solucion
salina estéril. Con la ayuda de un hemocitdmetro, en el caso de hongos, y una placa para conteo de
bacterias (Camara de Petroff — Hausser), se determind la concentracion inicial de cada uno de los
microorganismos. Finalmente, se calcul6 el volumen de indculo necesario para obtener
concentraciones finales de 1x105 células/mL para las bacterias, y 1x103 esporas/mL para los hongos

fitopatégenos y levadura (Villacis & Rodriguez, 2015).
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3.1.5.2 Instalacion del experimento para determinar la capacidad antagénica

Un sacabocados de 6 mm de diametro fue utilizado para extraer bloques cilindricos del micelio de
cada cultivo puro de actinomicetes y bacterias, los bloques pertenecientes a actinomicetes y bacterias
diferentes fueron depositados sobre la superficie de los platos de cultivo con los microorganismos
modelo, situando la parte del micelio del actinomicete en contacto con el medio para permitir una mejor
difusién de los posibles metabolitos producidos. Posteriormente, se colocaron 10 uL de nystatin (75
pg/mL) y rifampicina (3.33 pg/mL), como control experimental para los ensayos de hongos y bacterias,
respectivamente. Los platos preparados se incubaron a 20°C por 7 dias, y para la determinacion de
los perfiles de actividad biolégica se midieron los diametros, tanto polar como ecuatorial, de las zonas
de inhibicion, en milimetros, de aquellos actinomicetes que mostraron actividad antimicrobiana
(Villacis & Rodriguez, 2015). Para determinar si un microorganismo cumple o no con un mecanismo
de biocontrol, se consideré un margen mayor o igual al 80% del control del total de los patogenos
utilizados (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad bactericida, fungicida y antimicrobiana de amplio espectro de actinomicetes y
bacterias aislados de ecosistemas glaciares
Actividad bactericida Actividad fungicida Actividad antimicrobiana de

amplio espectro

Parametro = 80% del total de = 80% del total de = 80% del total de
bacterias patbgenas hongos vy levaduras microorganismos patégenos
fitopatdgenos

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

3.1.6 Taxonomia numérica de datos fenotipicos

Con los datos obtenidos en las pruebas fenotipicas, se construy6 una matriz datos en cddigo binario,
colocando 1 a la presencia de una caracteristica y 0 a su ausencia. Esta informacion se procesé en el
software estadistico NTSys, donde se calcularon los porcentajes de similaridad, usando el coeficiente
de similaridad simple (Ssm) y Jaccard. Estos porcentajes se utilizaron para construir dendrogramas,
usando el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Mean) del mismo

programa. Una vez obtenidas las gréficas, se identificaron los grupos especie basados en una
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similaridad al 90%. Aquellas que comparten este valor de similaridad se consideraron como miembros

de un mismo grupo-especie (Cevallos & Rodriguez, 2014).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41  Anadlisis e interpretacion de los resultados

41.1 Caracterizacion fisico-quimica de las muestras ambientales

La Tabla 6 indica los valores de humedad, donde el porcentaje méas alto corresponde a la muestra
CH2 con 17.3% y el menor pertenece a la muestra CX1 con 0.1%. Los valores de pH indican que la
muestra mas acida fue determinada para CH2 con 5.80, mientras que el valor mas alto fue para CX3
con 6,37. En relacién al contenido de materia organica, la muestra CH2 presenté el 30,6%, mientras

que en el extremo opuesto se encontrd en CX0, con un porcentaje de 0,6%.

Tabla 6. Caracterizacion Fisico-Quimico de las muestras

Muestra Humedad % pH Materia organica % Conductividad [ps/cm]
CHO 11,4 593 26 85,91
CH1 6,7 6,17 47 81,87
CH2 17,3 580 30,6 86,80
CH3 8,0 6,16 3,0 84,34
CX0 1,9 6,33 06 74,50
CX1 0,1 6,36 2,1 76,30
CX2 6,6 6,34 3,6 77,47
CX3 0,6 6,37 17,3 51,37
CA 1,7 6,03 58 99,73

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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41.2 Aislamiento selectivo de actinomicetes y bacterias

4.1.2.1 Bioensayo 1. Aislamiento de microorganismos con pretratamiento

En la Figura 2, se observa el nimero de unidades formadoras de colonias de actinomicetes por gramo
de suelo seco (ufc/g), en funcion de los medios de cultivo, las muestras de suelo utilizados y
temperaturas de incubacion en el aislamiento selectivo. A 8°C, en el agar extracto de suelo se
evidencié mayor crecimiento de actinomicetes, ya que crecieron colonias en 7 cajas del total de las 9
muestras existentes, valor que representa el 42% de crecimiento microbiano del total de las muestras
de suelo. Cabe recalcar que no hubo crecimiento en la muestra CX1. A 26°C, el crecimiento de
actinomicetes fue mas notable en el medio agar avena ya que hubo desarrollo de colonias en 5
muestras, seguido por el agar extracto de suelo que también fue un medio éptimo, rico en nutrientes
para el crecimiento de actinomicetes, dichos valores representan el 39% de crecimiento microbiano
del total de las muestras de suelo. En la muestra CA no se evidencid presencia de actinomicetes a
esta temperatura. Los resultados obtenidos a 26°C, indican que la muestra CX3 en agar extracto de

suelo presenta la mayor cantidad de colonias, con un total de 2.69x104 ufc/g.

La Figura 3 muestra que a 8°C, el medio dptimo para bacterias fue el agar GYM y agar avena, ya que
en ambos medios crecieron en 4 diferentes muestras, valores que representan el 39% de crecimiento
microbiano del total de las muestras de suelo. Es importante mencionar que no se evidencio
aparecimiento de colonias en la muestra CX3. A 26°C, el medio 6ptimo para actinomicetes fue el agar
avena ya que también hubo desarrollo de colonias en 4 diferentes muestras, representando tan solo
el 28% de crecimiento microbiano del total de las muestras de suelo. No se evidencio crecimiento de
bacterias en medio agar caseina, ni en las muestras CX0 y CA a dicha temperatura. Cabe mencionar
que no se evidencid crecimiento de bacterias en medio agar caseina, ni en las muestras CX0y CA a
dicha temperatura. Las muestras CX1y CX2 presentaron mayor desarrollo de bacterias con 1.71x104

y 1.42x104 ufc/g, en agar extracto de suelo y agar avena, a 8 y 26°C, respectivamente.
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Figura 2. Unidades formadoras de actinomicetes segun su origen, medio de cultivo y temperatura de
aislamiento del Bioensayo 1
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Figura 3. Unidades formadoras de bacterias segun su origen, medio de cultivo y temperatura de
aislamiento del Bioensayo 1
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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La Figura 4, detalla que la mayor cantidad de actinomicetes tienen su origen en la muestra CX3 con
9.93x103 ufc/g de suelo seco, seguido por CHO, con un valor de 5.39x103 ufc/g de suelo seco. Las
bacterias crecieron en mayor cantidad en las muestras CX1y CX2, con 2.28 x10% y 1.84 x103 ufc/g de
suelo seco respectivamente. Al incubar a 8°C, se observa mayor desarrollo de actinomicetes, mientras
que en las bacterias existe un crecimiento similar a 8 y 26°C. Finalmente, los datos obtenidos indican
que el agar extracto de suelo es el medio de cultivo dptimo de crecimiento tanto para actinomicetes

como para bacterias.

2,0E+04
1,8E+04
1,6E+04
1,4E+04
1,2E+04
1,0E+04
8,0E+03
6,0E+03
4,0E+03

2,0E+03

0,0E+00

CHO CH1 CH2 CH3 CX0 CX1 CX2 CX3 CA 8°C 2°C GYM AA AAC AES
ORIGEN MUESTRA T° AISLAMIENTO  MEDIO CULTIVO

mACTINOMICETES = BACTERIAS

Figura 4. Unidades formadoras de bacterias y actinomicetes segun su origen, temperatura y medio
de cultivo de aislamiento del Bioensayo 1
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

La Tabla 7, muestra datos interesantes del Bioensayo 1, donde se destaca que hubo mayor
crecimiento de actinomicetes con relacion a bacterias. Ademas, es evidente que las muestras
provenientes de Chimborazo fueron las que proporcionaron mayor cantidad de actinomicetes. Al
analizar el desarrollo de bacterias, se aprecia que se obtuvo mayor cantidad de ufc/g de suelo seco,

a partir de las muestras de Cotopaxi.
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Tabla 7. Unidades formadoras de colonias de actinomicetes y bacterias segun su origen de aislamiento
del Bioensayo 1

Antartida Chimborazo Cotopaxi
Actinomicetes 2.29x103 9.06x103 6.59x103
Bacterias 2.29x102 2.26x103 6.23x103

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

El medio 6ptimo para el desarrollo de actinomicetes fue en agar extracto de suelo incubado a 8°C, en
la muestra CX3 con un promedio de altura de 4805.2 metros sobre el nivel del mar (msnm) y pH de

6.37, donde se evidenci6 un crecimiento de colonias de 9.9 x103 ufc/g.

De igual manera, las bacterias crecieron en su mayoria en el medio agar extracto de suelo donde la
temperatura no fue relevante, en la muestra correspondiente a CX1, con una altura promedio de

4669.4 msnm y un pH de 6.36, obteniendo 7.62 x104 ufc/g de suelo seco.

Al finalizar el Bioensayo 1, se obtuvo un mayor numero de actinomicetes con relacién a bacterias. Sin
embargo, dichos valores no indican la cantidad esperada de microorganismos, ya que tardaron

alrededor de 21 dias en crecer y desarrollarse a 26°C y mas de 30 dias a 8°C.

4.1.2.2 Bioensayo 2. Aislamiento de microorganismos sin pretratamiento

Debido a la poca diversidad, lento crecimiento y bajo numero de microorganismos obtenidos en el
Bioensayo 1, se realizd un segundo experimento en donde se increment6 la concentracion de suelo y
se elimind el pretratamiento térmico en el aislamiento selectivo, con el objetivo de obtener mayor

cantidad de carga microbiana de actinomicetes y bacterias psicréfilos y psicrotrofos.

En la Figura 5, se observo crecimiento relevante a 26°C en el medio agar extracto de suelo,
desarrollandose colonias en 8 muestras de suelo, predominando la muestra CX3 que presenta la
mayor cantidad de actinomicetes con 1.1 x10% ufc/g de suelo seco. A la misma temperatura en agar
almidon caseina, crecieron actinomicetes en 5 diferentes muestras, pero con numero de ufc/g
relativamente bajos. Dichos valores representan el 44% del crecimiento microbiano del total de las
muestras de suelo a 26°C.
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Ademas, es importante mencionar que a 8°C hubo presencia de actinomicetes tan solo en el medio
agar almiddn caseina en tres diferentes muestras, con valores de ufc/g poco significativos, datos que

representan un crecimiento microbiano del 8% del total de las muestras de suelo.
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8°C 26°C
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CH3 6,80E+01 = 3,67E+04
mCX0 2,99E+04
m CX1 1,25E+03
mCX2 1,34E+03 2,01E+03 = 8,03E+03
mCX3 6,29E+02 =~ 1,26E+03 = 1,18E+05
mCA 3,18E+03 6,36E+02 1,27E+02 | 6,36E+02

Figura 5. Unidades formadoras de actinomicetes segun su origen, medio de cultivo y temperatura de
aislamiento del Bioensayo 2
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

La Figura 6 indica que el mayor desarrollo de bacterias fue a 8°C, en los medios agar GYM y caseina,
en la muestra CH1 con 1.17 x105 ufc/g de suelo seco. Por otro lado, a 26°C se observa crecimiento
de bacterias en todos los medio de cultivo y en todas las muestras. La muestra representativa en este

tratamiento fue CH1 ya que se obtuvo 3.35 x104 ufc/g de suelo seco.

La Figura 7 muestra el resumen del Bioensayo 2, con sus distintas variables de aislamiento. Es
importante destacar que, segun el origen de la muestra, existe mayor crecimiento de bacterias en CH1
ya que crecieron 3.0x104 ufc/g de suelo seco. Por otro lado, los actinomicetes presentaron mayor
crecimiento en la muestra CX3 con 1.5 x10# ufc/g de suelo seco.
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En cuanto a la temperatura de incubacion, a 8°C hubo un relevante crecimiento de bacterias con
9.8x10° ufc/g de suelo seco. En cambio, a 26°C se evidencidé mayor desarrollo de actinomicetes, con
un valor de 7.6 x103 ufc/g de suelo seco. El medio de cultivo dptimo para bacterias fue el agar GYM y

caseina y para actinomicetes fue el agar extracto de suelo.

Los datos obtenidos en el Bioensayo 2 indican que se obtuvo mayor cantidad de bacterias con
respecto a actinomicetes, de las muestras provenientes de Chimborazo y Cotopaxi. Por otro lado, es
evidente que la cantidad de microorganismos aislados de la Antartida fueron escasos, segun la Tabla
8.

Tabla 8. Unidades formadoras de colonias de actinomicetes y bacterias segun su origen de aislamiento
del Bioensayo 2

Antartida Chimborazo Cotopaxi
Actinomicetes 1.14x103 2.03x104 1.88x104
Bacterias 3.50x102 1.96x10* 1.34x10*

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

En el Bioensayo 2, el medio 6ptimo para el desarrollo de actinomicetes fue el agar extracto de suelo
incubado a 26°C, de la muestra CX3 proveniente de Cotopaxi, con una altura promedio de 4805.2
msnm y pH de 6.37, donde se evidenci6 un crecimiento de colonias de 1.5 x104 ufc/g de suelo seco.
Por otro lado, las bacterias crecieron casi en su totalidad en el medio agar GYM a una temperatura de
incubacion de 8°C, en la muestra CH1 con 3,0 x104 ufc/g de suelo seco, a una altura promedio de
4864,8 msnm a pH 6.17.

Los resultados del Bioensayo 2, al no ser expuestos al pretratamiento térmico, se vieron afectados por
la presencia de hongos filamentosos, lo cual dificultd el conteo de las cepas existentes y en la mayoria
de los casos impidio el aislamiento de los microorganismos esperados, por tal razdn no existe un
criterio acertado sobre el crecimiento de actinomicetes, Sin embargo, se logré obtener la cantidad
suficiente de actinomicetes y bacterias, para realizar los ensayos posteriores de la investigacion.
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41.3 Aislamiento, purificacion y almacenamiento de microorganismos

Como resultado de los dos bioensayos realizados para el aislamiento selectivo, se obtuvo un total de
75 actinomicetes, de donde 56 se aislaron del Bioensayo 1y 19 del Bioensayo 2, presentando 6ptimo
desarrollo en medio agar extracto de suelo a una temperatura de incubacién de 26°C. Por otro lado,
se aislo un total de 32 bacterias, de donde 11 se obtuvieron del Bioensayo 1y 21 del Bioensayo 2,
cuyo medio 6ptimo de crecimiento fue en agar GYM a temperatura de 26°C, la misma que no difiere
significativamente con 8°C ya que sus valores de crecimiento de cepas bacterianas fueron muy

similares.

La Tabla 9 indica el resumen de los microorganismos aislados al finalizar el presente experimento, los
mismos que coinciden con los datos obtenidos a partir de las ufc/g de suelo seco, ya que se aislo 56
actinomicetes del Bioensayo 1y tan solo 19 del Bioensayo 2. Con respecto a las bacterias, se aisl6

21 de ellas del Bioensayo 2 y 11 del Bioensayo 1.

En cuanto a la temperatura de incubacion, se observa que hubo mayor crecimiento de actinomicetes
y bacterias a 26°C. Los microorganismos aislados en funcion del origen fueron mayores para
actinomicetes en las muestras provenientes de Chimborazo, en cuanto a las bacterias no existe
diferencia significativa entre los aislamientos de las muestras de Chimborazo y Cotopaxi, mientras que

la Antartida posee un numero escaso de diversidad.

Tabla 9. Diversidad de microorganismos aislados de ecosistemas andinos y antarticos

Actinomicetes Bacterias

8°C 26°C 8°C 26°C

Bio 1 Bio 2 Bio 1 Bio 2 Bio 1 Bio 2 Bio 1 Bio 2
CHO 9 10 4 1 3
CH1 2 1 3 1
CH2 6 12 1 1 1
CH3 3 7 2 2 2 1
CX0 1 1
CcX1 1 2 2
CX2 1 2 2 2
CX3 3 6 1 6
CA 1 1 2 1

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Pese a que en agar extracto de suelo se obtuvo mayor poblacion, en agar GYM hubo mayor diversidad
de actinomicetes. Con respecto a las bacterias, del agar GYM y agar almidén caseina se obtuvo mayor

cantidad de cepas (Tabla 10).

Tabla 10. Diversidad de microorganismos en funcién de los medios de cultivo

Actinomicetes Bacterias
AA 19 7
AAC 9 11
AES 23 2
GYM 24 12

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Es importante mencionar que se ha integrado 4 cepas de actinomicetes de la Antartida,
correspondientes a la previa investigacion de Garzén & Rodriguez (2013), ademas se afiadid una
bacteria de la coleccion de microorganismos del Proyecto de la Antartida de Biotecnologia Microbiana
(2016). De esta manera, se trabajo con 79 actinomicetes y 33 bacterias para los posteriores

experimentos descritos en la metodologia.

41.4 Caracterizacion macroscopica

La purificacion de los actinomicetes se los realizé en medio GYM, para diferenciar sus caracteristicas

macroscopicas y su capacidad esporulante. La Tabla 11 indica los 29 grupos color en medio GYM.

Tabla 11. Grupos color formado por los cultivos de actinomicetes aislados de las muestras de medio
GYM

Grupo de color  Color Cadigos
Micelio Aéreo Micelio de Sustrato
1 White Salmon pink DE 004, DE 007, DE 015, DE

016, DE 036, DE 041, DE
044, DE 045, DE 051, DE
052, DE 054, DE 055 DE 062,
DE 063, DE 064, DE 076, DE
087

2 White Manilla DE 011, DE 049, DE 067, DE
070, DE 071, DE 073, DE
074, DE 088

32



Tabla 11. (Continuacion)

3

4

5

6

7

8

9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

White
Camouflage beige
Camouflage beige
White

Manila
Camouflage beige
White

White

White

Sky blue

Deep cream
Manila

Light buff

Manila

Manila

Manila

Biscuit

Biscuit

Beige
Camouflage beige
Camouflage beige
Salmon pink
Salmon pink

Pale roundel red
White

White
Transparente

Biscuit
Golden yellow
Bold yellow
White

Manila

Beige
Primrose
Light buff
Pale roundel red
Golden brown
Light buff
Light buff
Apricot
Vellum

Biscuit
Salmon pink
Primrose
Light buff
Golden yellow
Deep cream
Lemon

Manila
Salmon pink
Pale roundel red
Pale cream
Golden yellow
Manilla

DE 012, DE 035, DE 065, DE
069, DE 085

DE 010, DE 020, DE 033, DE
038, DE 047

DE 002, DE 003, DE 053, DE
060

DE 006, DE 008, DE 009, DE
021

DE029, DE030, DE068

DE 084, DE 013, DE 039

DE 078, DE 079, DE 058

DE 031, DE 040, DE 083

DE 019, DE 034, DE 050

DE 043

DE 061, DE 032

DE 042, DE 022

DE 024

DE 027

DE 023

DE 014

DE 082

DE 046

DE 018

DE 005

DE 026

DE 075

DE 037

DE 056

DE 080

DE 025

DE 081

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

En la Tabla 12 se identificaron 9 diferentes grupos color para bacterias. Ademéas se observa que,

mostraron mayor similitud entre si que los actinomicetes, donde el grupo color 1 abarca el 79% del

total de cepas.
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Tabla 12. Grupos color formado por los cultivos de bacterias aislados de las muestras de medio GYM

Grupo color  Color

Cadigos

1 White

2 Manilla

3 Biscuit

4 Pale
roundel red

5 Canary
yellow

6 Light buff

7 Light
orange

8 Bold yellow

9 Salmon
pink

DE 089, DE 090, DE 093, DE 094, DE 097, DE 099, DE 101, DE
105, DE 106, DE 107, DE 109, DE 110, DE 115, DE 116, DE 117,
DE 118, DE 119, DE 121, DE 122, DE 123, DE 125, DE 126, DE
127, DE 128, DE 131, DE 132

DE 092, DE 103, DE 129

DE 091, DE 095, DE 098

DE 096, DE 102, DE 120

DE 124, DE 130

DE 016, DE 066
DE 100, DE 108

DE 072
DE 077

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

41.5 Caracterizacion microscopica

Los actinomicetes fueron clasificados segun la forma de su cadena de esporas. EI mayor grupo de

actinomicetes posee una cadena recta corta con 53 representantes, 17 presentan cadena incompleta,

7 flexous y 2 esporangios.

25 de las bacterias aisladas presentaron forma bacilar y tan solo 8 forma de coco. Del total de bacterias

aisladas, 32 pertenecen al grupo de las gram positivas y 1 fue gram negativa.
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41.6 Caracterizacion fisiolégica y bioquimica de los aislamientos

El 100% de los microorganismos aislados pertenecié al grupo de los mesdfilos, 54 actinomicetes
presentaron caracteristicas acidofilas, 23 neutrotolerantes y dos cepas se desarrollaron en todos los
pHs, denominandolos neutrotolerantes extremos. Por otro lado, 28 bacterias fueron neutrotolerantes,
3 aciddfilas y 2 neutrotolerantes extremas. 68 actinomicetes fueron haléfilos débiles, 7 haléfilos y tan
solo 4 haldfilos extremos. Las bacterias mostraron mayor capacidad de adaptacion al medio haldfilo
ya que 20 fueron haldfilas extremas y 13 haléfilas débiles. No hubo crecimiento de bacterias al 10%
de NaCl. En cuanto a la degradacién de carbohidratos, 73 actinomicetes produjeron amilasas, 72
celulasas y 62 quitinasas. Con resultados similares, 22 bacterias produjeron amilasas, 21 quitinasas y

19 celulasas.

41.7 Determinacion de la actividad antimicrobiana

4.1.7.1 Actinomicetes

Los actinomicetes presentaron una elevada actividad antimicrobiana frente a bacterias patogenas, que
poseen altos niveles de toxicidad para el ser humano. Los datos obtenidos en los antibiogramas

mostraron la actividad de los actinomicetes frente a bacterias patdgenas, segun la Tabla 13.

Tabla 13. Actividad bactericida de actinomicetes

B. coagulans 35
E. faecalis 28
Salmonella 20
P. aeruginosa 19
B. cereus 16
E. coli 16
L. monocytogenes 8

S. aureus 0

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Se evidencia que los actinomicetes tuvieron menor actividad antimicrobiana frente a hongos

fitopatégenos, segun los datos de la Tabla 14.
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Tabla 14. Actividad fungicida de actinomicetes

Penicillum 21
Aspergillus 16
Alternaria 14
Phoma 12
Botrytis 7
Fusarium 7
Saccharomyces 3

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

De los 79 actinomicetes aislados, se obtuvieron 12 con poder de biocontrol de bacterias y hongos
fitopatégenos importante. En la Tabla 15 se aprecia la actividad antimicrobiana de las muestras mas
representativas de actinomicetes que produjeron metabolitos secundarios con elevada capacidad

antagonica.

Con respecto a la actividad frente a los hongos fitopatégenos, se observa que las muestras DE 006,
DE 031, DE 081, DE 083 y DE 084 poseen una elevada produccion de antibiético que impidio el
crecimiento, especialmente de Alternaria, Aspergillus, Fusarium y Phoma. También se observa que
DE 026 y DE 008 pese a tener un excelente control antimicrobiano, tienen un nulo control de hongos
fitopatdgenos. Cabe recalcar que la muestra DE 084 inhibe en un 100% el crecimiento de los hongos

y las levaduras de la coleccion de fitopatdgenos
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Tabla 15. Actividad antagénica de actinomicetes aislados de muestras de suelos antarticos y andinos frente a bacterias patégenas y hongos
fitopatdgenos

DE002 DEO006 DEO008 DEO009 DEO025 DEO026 DE029 DEO031 DEO053 DEO081 DEO083 DEO084

B. cereus + - + + + + + - + - - -

E. faecalis + + + + + + - - + - - -

P. aeruginosa + - + + + + + + - - - -
Hongos Alternaria - + - - - - - + + + + +
Fitopatogenos — Aspergillus  + 4+ -4+ -k EE

Botrytis - + - - - . + . . + + +

Penicillum + + - + + - - + + + " +

Saccharomyces - - - - - - - + - - - +

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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En referencia a la Tabla 16, se determin6 que las cepas de actinomicetes DE 002 y DE 053 presentan
actividad bactericida, ya que el porcentaje de control supera el 80%. Las cepas DE 006, DE 031, DE
081, DE 083 y DE 084 presentaron capacidad antagonica frente a hongos. Sin embargo, ningun
actinomicete de la coleccion de la presente investigacion presentd actividad antimicrobiana de amplio

espectro.

Tabla 16. Resumen porcentual de Actividad Antimicrobiana de Amplio Espectro de actinomicetes
aislados de muestras de suelos antarticos y andinos frente a bacterias patdgenas y hongos

fitopatdgenos
Muestra Actividad Actividad Actividad Antimicrobiana de Amplio
Bactericida Fungicida Espectro
DE 002 86% 29% 57%
DE 006 43% 86% 64%
DE 008 71% 0% 36%
DE 009 1% 29% 50%
DE 025 1% 43% 57%
DE 026 71% 0% 36%
DE 029 71% 14% 43%
DE 031 14% 86% 50%
DE 053 86% 57% 1%
DE 081 43% 86% 64%
DE 083 14% 86% 50%
DE 084 29% 100% 64%

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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4.1.7.2 Bacterias

Las bacterias mostraron menor actividad antimicrobiana ya que solo hubo biocontrol frente a tres
bacterias patdgenas, segun los datos de la Tabla 17. Ademas se observa que no hubo control

frente a B. cereus, E. coli, E. faecalis, L. Monocytogenes y Salmonella.

Tabla 17. Actividad bactericida de bacterias
B. coagulans

P. aeruginosa
S. aureus
B. cereus
E. coli
E. faecalis
L. monocytogenes
Salmonella
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

—_
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Estos datos indican que la bacteria patdgena mas sensible y controlable es Bacillus coagulans, ya

que tanto con actinomicetes y bacterias present6 bajo porcentaje de proliferacion.

Una parte de las bacterias lograron inhibir a los hongos fitopatdégenos, es asi que los resultados

se contemplan en la Tabla 18. No hubo control frente a Saccharomyces.

Tabla 18. Actividad fungicida de bacterias

Alternaria 11
Fusarium 1
Phoma 9
Botrytis 6
Aspergillus 4
Penicillum 1
Saccharomyces 0

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
Tomando como referencia la Tabla 19, se evidencia que tan solo hubo inhibicion para tres de las

ocho bacterias patdégenas con las que se realiz6 el experimento. Por otro lado, los resultados frente
a los hongos fitopatégenos fueron mejores ya que controlaron a 6 de un total de 7.
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Tabla 19. Actividad antagonica de bacterias aisladas de muestras de suelos antérticos y andinos
frente a bacterias patdgenas y hongos fitopatdgenos
DE115 DE119 DE123 DE125 DE127 DE131 DE132

Bacterias B. - = + - + ¥ I
Patogenas coagulans
P. - - - - .
aeruginosa
S. aureus

Hongos Alternaria +

Fitopatogenos = Aspergillus  + + + + - - -
Botrytis +
Fusarium - - + - + + +
Penicillum - - - - -
Phoma + + + + + + -

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

En base a los resultados obtenidos en la Tabla 20, se observa que ninguna de las cepas de

bacterias posee trascendente actividad bactericida, fungicida o antimicrobiana.

Tabla 20. Resumen porcentual de actividad antimicrobiana de amplio espectro de bacterias
aisladas de muestras de suelos antarticos y andinos frente a bacterias patégenas y hongos
fitopatdgenos

Cadigo Actividad Actividad Actividad Antimicrobiana de Amplio
Bactericida Fungicida Espectro
DE 115 0% 57% 29%
DE 119 0% 57% 29%
DE 123 29% 57% 43%
DE 125 0% 57% 29%
DE 127 14% 43% 29%
DE 131 14% 57% 36%
DE 132 14% 43% 29%

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Al finalizar el ensayo de la determinacidn de la capacidad antagénica de los microorganismos
aislados frente a agentes patdgenos, se evidencié que el 84% de los actinomicetes y el 70% de
las bacterias presentaron actividad antimicrobiana. Entre ellos se destacan los microorganismos
con mayor poder de biocontrol. EI 3% de las cepas de actinomicetes tuvieron actividad bactericida
y el 6% fungicida, siendo DE 084 el actinomicete eficiente en el control de hongos fitopatdgenos,
con el 100% de actividad, lo cual abre las puertas para que se dé un potencial uso biotecnolégico

en el campo agricola. Por otro lado, con respecto a las bacterias, pese a que su control total
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antimicrobiano no fue de amplio espectro, se encontr6 que fueron eficaces frente a ciertos hongos

fitopatdgenos, ya que mostraron halos de inhibicién con didmetros similares a los del nystatin.

41.8 Taxonomia numérica de datos fenotipicos

En el analisis de datos fenotipicos en taxonomia numérica, se construyé el dendrograma ajustando
los datos al coeficiente Ssm y la consistencia de la topologia de los mismos fue comprobada con
Jaccard, de tal manera se evidencié que hubo 41 grupos fenéticos de actinomicetes (Figura 8),
valor relativamente mayor en comparacion con los grupos color iniciales que fueron 29. Con
respecto a las bacterias, se obtuvo 29 grupos especie a partir de tan solo 9 grupos color (Figura
9).

En los actinomicetes se determind que 13 grupos estuvieron formados por varios individuos y 28
por un solo miembro. Es relevante mencionar que existen diferentes grupos en donde se asocian
microorganismos de la Antartida con los del Chimborazo, Antartida con Cotopaxi y Chimborazo

con Cotopaxi (Tabla 21).

Tabla 21. Grupos fenéticos de cultivos de actinomicetes determinados mediante taxonomia
numérica de datos fenotipicos
Grupo Miembros

1 DE 063, DE 054, DE 062, DE 067, DE 044, DE 88, DE 003, DE 004, DE 076,
DE 079, DE 078, DE 007, DE 014, DE 013, DE 019, DE 040
DE 050, DE 057, DE 059, DE 058, DE 056

DE 012, DE 065, DE 069, DE 023, DE 022

DE 030, DG 139, DG 148, DG 161, DE 080

DE 026, DE 008, DE 075

DE 055, DE 045, DE 015

DE 035, DE 021

DE 064, DE 085

DE 011, DE 082

DE 073, DE 074

DE 051, DE 052

DE 033, DE 025

DE 049, DE 024

DE 068

DE 071

DE 039

DE 041

DE 027

DE 032

PO, NS N . NN, N . . N . (. W "
©OOoONoOoOOPRP®NN AP AN
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Tabla 21. (Continuacién)
20 DG 106

22 DE 036

24 DE 006

26 DE 034

28 DE 031

30 DE 029

32 DE 018

34 DE 009

36 DE 047

38 DE 060

40 DE 010

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

En las bacterias se determind que 4 grupos estuvieron formados por varios individuos y 25 por un
solo miembro (Tabla 22).

Tabla 22. Grupos fenéticos de cultivos de bacterias determinados mediante taxonomia numérica
de datos fenotipicos
Grupo Miembros

2 DE 105, DE 109

4 DE 131, DE 132

6 DE 125

8 DE 126

10 DE 106

12 DE 066

14 DE 091

16 DE 129




Tabla 22. (Continuacion)

17 DE 124
18 DE 130
19 DE 093
20 DE 118
21 DE 120
22 DE 110
23 DE 115
24 DE 119
25 DE 121
26 DE 122
27 DE 123
28 DE 117
29 DE 077

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

4.2 Verificacion de Hipotesis

Esta investigacion permitié ampliar el banco de germoplasma existente de la colecciones de los
trabajos de Correa & Rodriguez, 2013, Garzén & Rodriguez, 2013 y Villacis & Rodriguez, 2015,
mediante aislamiento y purificacion de nuevas cepas de actinomicetes y bacterias de ecosistemas
glaciares andinos y antarticos, dado que pertenecen al mismo tema de estudio. Se caracterizd
fenotipicamente los actinomicetes y bacterias aislados de muestras de ecosistemas glaciares
mediante pruebas fisioldgicas y bioquimicas, lo cual permitié evidenciar diversidad microbiana
como indica las Figuras 8 y 9. Se identificd actinomicetes y bacterias con bioactividad en contra

de microbios perjudiciales mediante pruebas de antagonismo.
Por lo tanto, los resultados demuestran que se debe rechazar la Hipdtesis Nula y aceptar la

Hipotesis Alternativa que menciona que los actinomicetes y bacterias recolectados de suelos de

ecosistemas glaciares Andinas y Antarticos poseen una gran diversidad bioldgica y metabdlica.
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Figura 8. Dendrograma UPGMA basado en el analisis de taxonomia numérica de datos fenotipicos usando el coeficiente de simple coincidencia (Ssw) para definir
grupos fenéticos de actinomicetes, al 90% de similaridad.
El asterisco (*) representa relaciones encontradas tanto con el coeficiente Ssu y el de Jaccard.
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Figura 9. Dendrograma UPGMA basado en el analisis de taxonomia numérica de datos fenotipicos usando el coeficiente de simple coincidencia (Ssw) para definir
grupos fenéticos de bacterias, al 90% de similaridad.
El asterisco (*) representa relaciones encontradas tanto con el coeficiente Ssu y el de Jaccard.
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4.3 Discusion de resultados

El presente estudio se enfoco en la determinacion preliminar de produccion de compuestos
bioactivos de actinomicetes y bacterias aislados de ecosistemas glaciares andinos y antarticos.
Para ello se realizaron experimentos de aislamiento selectivo, divididos en dos bioensayos para
posteriormente realizar caracterizacion fenotipica e identificacion de compuestos bioactivos. En el
Bioensayo 1 se observd que los microorganismos crecieron lentamente al compararlos con el
experimento del Bioensayo 2, lo que probablemente fue consecuencia de la influencia del
pretratamiento térmico (Vinueza & Rodriguez, 2010). En el segundo bioensayo, dicho fenémeno
evidentemente no se observé debido a la ausencia del tratamiento térmico, lo que provocd que los
microorganismos crezcan mas facilmente al no estar estresados. Por otro lado, fue evidente que
el tratamiento térmico influyé en la posibilidad de que los actinomicetes puedan crecer con
facilidad, debido a que en el Bioensayo 2, bacterias y hongos contaminantes crecieron mucho méas
rapido que los actinomicetes al no verse afectados por la temperatura de 55°C. Es necesario
recordar que el metabolismo de los actinomicetes es mas lento que el de bacterias, levaduras y
hongos (Correa & Rodriguez, 2013), por lo que crecieron mas lento en los platos de aislamiento
del Bioensayo 2 y fueron literalmente cubiertos por el crecimiento de los hongos filamentosos y
bacterias comunes. Esto provocd dificultades en la determinacion del nimero de ufc/g de suelo
seco y en la posibilidad de aislarlos en cultivo puro. Por tal razon, los resultados obtenidos,
mostraron que el pretratamiento térmico probablemente provocd la eliminacion de
microorganismos con caracteristicas psicrofilas y psicrétrofas, ya que todos fueron clasificados
como mesofilos, y que un mayor numero de actinomicetes fueron aislados a partir del Bioensayo
1 que del Bioensayo 2. Cabe recalcar que los actinomicetes soportan ambientes extremos gracias
a que pueden producir esporas en su estructura, las que les brindan mayor capacidad de

supervivencia.

Al analizar la influencia del tipo de medio de cultivo usado para el aislamiento selectivo de los
actinomicetes, el agar avena, agar almidén caseina y GYM son medios ricos en carbohidratos y
otros ingredientes facilmente asimilables por los actinomicetes, mientras que el agar extracto de
suelo es un medio pobre, que incluso podria considerarse como un medio minimo, en donde los
acidos humicos y ciertas macromoléculas son las Unicas fuentes de nutrientes. Sin embargo, al
replicar de una manera bastante cercana las condiciones en que los actinomicetes pueden crecer
en el ambiente, y al ser descomponedores secundarios de materia organica, el agar extracto de
suelo demostrd ser el medio mas favorable para el aislamiento de actinomicetes a partir de las
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muestras usadas en el presente estudio. Por otro lado, el agar almidon caseina fue el medio que
permitid el menor desarrollo de actinomicetes. Los resultados de produccién de enzimas
extracelulares demuestran un alto porcentaje de los actinomicetes aislados en cultivo puro tienen
la capacidad de producir amilasas (Tabla D 5, Anexo D). Esto significa que el almidén no pudo ser
un nutriente limitante para el crecimiento de los actinomicetes y mas bien fue la caseina la que
probablemente se constituyé en el factor que impidié que mas actinomicetes puedan crecer en
este medio de cultivo (Pandey, Chimire, & Prasad, 2004). Al revisar los resultados
correspondientes a los aislamientos de las bacterias, éstas crecieron en su mayoria en agar GYM
y agar almidén caseina, medios ricos en carbono y nitrégeno. A méas de ello mostraron resistencia
al bactericida utilizado, probablemente porque en su mayoria fueron bacilos gram positivos. En la
composicion de su pared celular poseen una gruesa capa de peptidoglicano, que dificulta la
entrada del antibiético impidiendo la inhibicion del inicio de la transcripcion del ARN (Procépio
etal., 2012).

Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo fueron factores determinantes para el crecimiento de
microorganismos (Ramos & Zufiga, 2008). Las muestras provenientes de Chimborazo poseen
mayor porcentaje de humedad y materia organica, caracteristicas que lo hacen un mejor suelo
para la proliferacion de microorganismos tanto en poblacion como en diversidad, en comparacion
con los suelos de Cotopaxi y la Antartida, esto se debe a que los ecosistemas glaciares pese a
tener la mayoria del tiempo hielo en su corteza y bajas temperaturas, presentan alta humedad,
factor que influye en la disponibilidad de oxigeno y nutrientes en sus suelos, convirtiéndolos en
una fuente diversa de microorganismos y mayor calidad nutricional (Hofstede, 2001). Otro factor
trascendente en la presente investigacion fue la altura, ya que se observé que a un promedio de
4800 msnm se obtuvo mayor poblacion de los microorganismos aislados, valores que pertenecen
a las muestras provenientes de Chimborazo y Cotopaxi. Se han registrado estudios donde se han
aislado  actinomicetes como  Streptomyces,  Streptoverticillium,  Saccharopolyspora,
Micromonospora y Actinocynema con actividad antimicrobiana a alturas entre los 5000 y 5300
msnm, el area de Lobuche, Nepal (Pandey, Chimire, & Prasad, 2004). Las dos investigaciones
son evidencias de las adaptaciones fisiolégicas y moleculares que han desarrollado los
microorganismos para sobrevivir al medio en el que se encuentran, al punto de soportar alturas

extremas, radiacion, bajas temperaturas y poca disponibilidad de oxigeno.

La mayoria de los actinomicetes crecieron a pHs bajos, clasificandolos en el grupo de los
acidotolerantes, esto se debe a que la clase Actinobacteria desarrollé adaptaciones moleculares
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como enzimas extracelulares y proteinas redox activadas, que captan protones del medio y las
transportan hacia el interior de la célula (Johnson, 2007), ademas las caracteristicas fisicoquimicas
de los suelos donde fueron aislados presentaron pHs ligeramente acidos. Resultados similares
son reportados en el estudio de Curipallo & Rodriguez (2011), quienes mencionan que los
actinomicetes se desarrollan dptimamente a pHs bajos. Pese a que estas caracteristicas en los
actinomicetes no son comunes, se ha reportado la presencia y capacidad de dichos
microorganismos con capacidad de desarrollarse en medios &cidos, asociados al género
Streptacidiphilus (Kim, Lonsdale, Seong, & Goodfellow, 2003). Por otro lado, la mayoria de las
bacterias crecieron a pHs neutros, que se asemejan al medio dptimo de crecimiento para el
correcto funcionamiento enzimatico (Ramos & Zufiga, 2008). Los actinomicetes no toleraron altas
concentraciones de NaCl, mientras que las bacterias en su mayoria fueron haldfilas extremas, este
comportamiento se explica con la investigacion de Oren (2007), quien afirma que la mayoria de
las especies procariotas haldfilas y halotolerantes pertenecen al dominio Bacteria, ya que poseen
enzimas especializadas que se encuentran en su configuracion activa, lo que les permite soportar
altas concentraciones de sal y evitar la desnaturalizacién de proteinas (Akond, Jahan, Sultana, &
Rahman, 2016). Sin embargo, en el presente estudio, solamente las bacterias presentaron dicha
maquinaria enzimatica ya que se desarrollaron hasta una concentracion del 15% p/v de NaCl y los

actinomicetes no soportaron ni el 1% p/v de NaCl, pese a pertenecer al mismo dominio.

Tras realizar la determinacion de produccion de metabolitos secundarios, se obtuvo que el 84%
de los actinomicetes y el 79% de las bacterias controlaron al menos uno de los agentes patdgenos
utilizados. Esto se debe a que, segln explica Procdpio et al. (2012), el 80% de los antibidticos
existentes son producidos por los actinomicetes, especialmente del género Streptomyces.
También existe una tendencia de que los mejores biocontroladores provienen de Chimborazo y
que tanto actinomicetes como bacterias controlan de mejor manera a hongos fitopatégenos,
posiblemente porque en la coleccion de cepas provenientes de Chimborazo existan actinomicetes
productores de antibioticos tipicos, por lo tanto esta afirmacion abre las puertas a una investigacion

de origen molecular para determinar su clasificacién y si estamos frente a una nueva especie.

Villacis & Rodriguez (2015) sefialan en su estudio, que el 95% de actinomicetes tuvieron
capacidad antagénica frente a bacterias gram positivas y el 65% frente a gram negativas,
contrastando con el presente trabajo, donde se obtuvo un mayor control en bacterias gram
negativas con el 32% y tan solo el 26% en gram positivas. Ademas, las bacterias mostraron poder
inhibitorio del 30% en gram positivas y el 14% en gram negativas, datos similares a los de Sierra,
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Romero, & Orduz (2012), que indican que es comun encontrar que las bacterias poseen mayor
actividad contra especies gram positivas y menor actividad contra bacterias gram negativas.

Las pruebas fenotipicas realizadas por taxonomia numérica muestran datos mas reales de los
grupos especie ya que el dendrograma establece relacion entre 44 y 55 caracteristicas para
actinomicetes y bacterias respectivamente, mientras que los grupos color se basa en la
caracterizacion macroscopica por el pigmento de la colonia, lo que lo hace mas inexacta pero

necesaria para una previa clasificacion de los microorganismos (Garzén & Rodriguez, 2013).

Si bien es cierto, en la investigacion no se obtuvo microorganismos psicréfilos y psicrétrofos, sin
embargo, los mesdfilos aislados muestran caracteristicas utiles frente a agentes altamente toxicos,
lo que da pie a la busqueda de usos industriales biotecnoldgicos y ademas surge la necesidad de
identificar los metabolitos secundarios producidos y realizar una caracterizacién molecular de los
actinomicetes y bacterias que han mostrado capacidad antagonica, para conocer si se tratan de
nuevas especies de microorganismos, ampliando las alternativas ecolégicas y de esta manera

reemplazar el uso excesivo de sustancias quimicas tanto en medicina como en el agro.

4.4 Discusion general del trabajo

El presente estudio se enfoco en buscar alternativas biolégicas para la produccion de compuestos
bioactivos, que permitan controlar microorganismos patégenos de importancia comercial tanto en
la agricultura como en la industria alimentaria asociada al consumo humano, y asi reemplazar el
uso de pesticidas que a la larga provocan que los microorganismos desarrollen resistencia a varios
compuestos bioactivos y sintéticos usados en el control de agentes tdxicos (Bressan & Figueiredo,

2005), aportando con posibles nuevas fuentes de biocontrol, especialmente en el area agricola.

Ademas se demostré fenotipicamente que existe diversidad de microorganismos de ecosistemas
glaciares, tal es el caso de los actinomicetes provenientes de la Antartida, similares a las especies
aisladas de suelos de Chimborazo y Cotopaxi que proceden de alturas de aproximadamente 5000
msnm, lo cual demuestra que los individuos de un mismo grupo fenético pese a estar separados
por miles de kildmetros uno del otro, presentan capacidad evolutiva para adaptarse al contexto del

medio que habitan (Navas & Rodriguez, 2016).

Se ha aportado con una plataforma en la cual la coleccién de cultivos de microorganismos del
Grupo de Biotecnologia Microbiana de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos de la
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Universidad Técnica de Ambato, ha incrementado su numero, por la adicion de 75 actinomicetes
y 32 bacterias potenciales para la produccion de compuestos bioactivos, los cuales en posteriores
investigaciones deben ser analizados genotipicamente y ademas es importante determinar el tipo

de metabolito secundario que producen para explotarlos a escala industrial.

Finalmente, es trascendente acotar que, esta investigacion demuestra la riqueza microbiana
potencial que posee el Ecuador en ecosistemas extremos, que involucran a microorganismos que
sobreviven en ambientes inhdspitos similares a los de la Antértida, ademés poseen alto grado de
importancia ya que han desarrollado nuevos mecanismos enzimaticos adaptados al medio en
donde se encuentran para utilizar sustratos que quizas ningun otro microorganismo lo puede
degradar, asimismo presentan novedosas capacidades de produccion de metabolitos de interés,
siendo asi, una opcion prometedora para que la biotecnologia impulse el desarrollo sustentable
industrial, introduciendo bioproductos mas amigables con el ambiente y rentables, en el area

médica, agricola, alimentaria para mejorar la calidad de vida del ser humano.
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CAPITULO YV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El germoplasma de microorganismos aislados de ecosistemas glaciares andinos y antarticos
provenientes de suelo y arena de Chimborazo, Cotopaxi y Antartida, fue ampliado al afiadir 75
cepas de actinomicetes y 32 de bacterias en cultivo puro, ademas se determin6 que fue necesario

el pre tratamiento térmico para el aislamiento selectivo de actinomicetes.

Los actinomicetes fueron divididos en cuarenta y un grupos-especie de los cuales veintiocho
fueron unimiembros y trece multimiembros. Las bacterias aisladas presentaron veintinueve
grupos-especie de los cuales veinticinco fueron unimiembros y cuatro multimiembros,

demostrando asi la diversidad biologica.

El 84% de actinomicetes y el 70% de bacterias presentaron algun tipo de actividad frente a
microorganismos patdgenos utilizados en las pruebas de antagonismo, de ellos, 5 actinomicetes
presentaron actividad antifungica y 2 antibacterial. Las bacterias no tuvieron dichas caracteristicas.
Ademas, ninguno de los actinomicetes y bacterias presentaron actividad antimicrobiana de amplio

espectro.

5.2 Recomendaciones

Realizar nuevos aislamientos selectivos buscando alternativas para obtener la fraccion psicréfila

y psicrétrofa que probablemente se encuentran presentes en las muestras del presente estudio.

Identificar molecularmente los microorganismos aislados en la presente investigacion, para

determinar la posibilidad de estar frente a nuevas especies.

Caracterizar los antibiéticos obtenidos para establecer el tipo de metabolito que esta provocando
la capacidad del antagonismo.
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Desarrollar procesos que permitan continuar con los estudios de potencial uso para la elaboracion

de bioproductos en base de dichos microorganismos, para la agricultura y alimentacion.
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ANEXOS

ANEXO A. MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

Medios de cultivo

Tabla A 1. Agar Avena (AV)

Solucién Sales traza 1mL
Avena 209
Bacto agar 15¢
Agua destilada 1000 mL

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla A 2. Agar Glucosa, extracto de levadura y malta (GYM)

Glucosa 4q
Extracto de levadura 109
Extracto de malta 104¢
Carbonato de calcio (CaCOs) 29

Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla A 3. Agar Extracto de suelo (AS)

Suelo negro 1000 ¢
Sales traza 1mL
Agar 12 ¢
Agua destilada 1000 mL

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla A 4. Agar Aimidon caseina (AC)

Almidén soluble 1049
Fosfato &cido de potasio (K2HPO4) 39
Nitrato de potasio (KNOs) 39
NaCl 39
Caseina 39
Sulfato de magnesio (MgSQO4 — 7H20) 0,059
Carbonato de calcio (CaCOs) 0,029
Sulfato de hierro (FeSO4 - 7H,0) 0,01¢g
Agar 15¢
Agua destilada 1000 ml

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla A 5. Agar Medio basal

Polisacarido (almidén, celulosa o quitina) 19
Fosfato acido de potasio (K;HPO4) 059
Sales traza 1mL
Agar 159
Agua destilada 1000 mL

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Soluciones
Tabla A 6. Sales traza
Sulfato de cobre Il penta hidratado (CuSQOs * 5H20) 1 mg/mL
Sulfato de hierro Il [Fe2(SO4)3] 1 mg/mL
Sulfato de magnesio (MgSQs * 7H20) 1 mg/mL
Sulfato de zinc (ZnSO4 * 7H,0) 1 mg/mL
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
Tabla A 7. Bufers
pH Acido citrico 0,1 M Fosfato acido de potasio 0,1 M
2,6 89,10 mL 10,90 mL
3 79,45 mL 20,55 mL
3,5 69,75 mL 30,25 mL
4 61,45 mL 38,55 mL
4,5 64,57 mL 45,43 mL
5 48,50 mL 51,50 mL
5,5 43,13 mL 56,87 mL
6 36,85 mL 63,15 mL
6,5 29,04 mL 70,96 mL
7 17,65 mL 82,35 mL
7,5 7,62 mL 92,38 mL

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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ANEXO B. ORIGEN Y CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE SUELO

Tabla B 1. Muestra compuesta de Suelo Antartida 2010, 2011y 2012

Rango Cadigo Fuente Aio
ANTO001 Cerca PEVIMA - Suelo Puyango — Liquenes verdes 2010
ANT002 Cerro Puyango
ANTO007 Meseta Punta Ambato 03
ANT010 Barriento 03 — Cubierta vegetal de musgos
ANT016 Cerro Puyango — Musgo
M1 (102- Suelo bajo Musgos 2011
103)

M6 (138) Suelo bajo Musgos — Barrientos

M12 (146) Musgo — Suelo pedregoso — Torres

1 CA M13 (147) Suelo bajo Cubierta de liquenes - Torres

M22 (193) Liquenes roca — Bese Puyango

M23 (194) Liquenes suelo pedregoso — Puyango

514 (119) Suelo bajo musgos — Barrientos 2012

515 (109) Suelo pasto — Torres

519 (106) Suelo rico en materia organica debajo de musgo —

Pedregoso — Roberts

522 (111) Suelo bajo liquenes - Torres

523 (118) Suelo de liquenes — Punta Ambato
525 Muestra 2 asociada a planta vascular - Cima Puyango
526 Muestra 1 asociada a liquenes — Cima Puyango

Datos de Muestras de Suelo de la Antartida (CA) recolectadas de diferentes fuentes a una sola
altura, en los afios 2010, 2011 y 2012.
Fuente: Villacis y Rodriguez, 2015

Tabla B 2. Caracterizacion Fisicoquimica de las muestras

Muestra Humedad % pH Materia organica % Conductividad
[ps/cm]
CHO 114 5,93 2,6 85,91
CH1 6,7 6,17 47 81,87
CH2 17,3 5,80 30,6 86,80
CH3 8,0 6,16 3,0 84,34
CX0 19 6,33 0,6 74,50
CX1 0,1 6,36 2,1 76,30
CX2 6,6 6,34 3,6 77,47
CX3 0,6 6,37 17,3 51,37
CA 1,7 6,03 5,8 99,73

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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ANEXO C. AISLAMIENTO SELECTIVO Y PRUEBAS FISIOLOGICAS

Tabla C 1. Numero de colonias de actinomicetes de Bioensayo 1 aislados de muestras de suelos
andinos y antarticos

Muestra Bioensayo Medio Temperatura °C  Dilucion Réplica N
CHoO 1 GYM 8 10 E -1 1 5
CHO 1 Avena 8 10E 1 2 2
CHO 1 Caseina 8 10E 1 1 2
CHO 1 Extracto de 8 10E -1 1 28
suelo

CHoO 1 GYM 8 10E -2 2 2

CHO 1 Extracto de 8 10E-2 2 3
suelo

CH1 1 Extracto de 8 10E-2 1 15
suelo

CH2 1 Avena 8 10E 1 1 17

CH2 1 Avena 8 10E 1 2

CH2 1 Caseina 8 10E 1 1 1

CH2 1 Extracto de 8 10E 1 2 56
suelo

CH3 1 Avena 8 10E -1 1 7

CH3 1 Avena 8 10E 1 2 4

CH3 1 Extracto de 8 10E 1 1 INC
suelo

CH3 1 Extracto de 8 10E 1 2 39
suelo

CX0 1 Extracto de 8 10E 1 2 11
suelo

CX2 1 Extracto de 8 10 E-1 1 1
suelo

CX3 1 Extracto de 8 10 E-1 1 111
suelo

CX3 1 Extracto de 8 10 E-1 2 91
suelo

CX3 1 Caseina 8 10 E-2 1 1

CA 1 Caseina 8 10 E-2 1 1

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 2. Numero de colonias del Bioensayo 1 de bacterias aisladas de muestras de suelos
andinos y antarticos
Muestra Bioensayo Medio Temperatura °C Dilucion Réplica N

CHO 1 Caseina 8 10 E -1 1 1

CH1 1 GYM 8 10E-2 1 1

N

CH2

—_—

GYM

oo

10 E -1 2

CH2

—_
oo

10 E -1 2

—_

Caseina

CH3

—_
oo

10 E -1 1

N

Avena

CH3

—_
oo

10E -2 2

—_

Avena

(o]

10 E -1 1

~
D

cx1

—

Extracto de
suelo

CX2

—

Extracto de 8 10E -1 2
suelo

—_

CHO

—

Avena 26 10 E -1 1 2

CH1

—

GYM 26 10 E -1 2 INC

CH1

—

GYM 26 10E -2 1 1

CH2

—

GYM 26 10E-2 1 3

CH3

—

GYM 26 10 E -1 2 3

Ccx1

—

GYM 26 10 E -1 1 INC

CX2

—

Avena 26 10E -1 2 49

CX3 1 Avena 26 10E -1 2 7
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.




Tabla C 3. Numero de colonias de actinomicetes de Bioensayo 2 aislados de muestras de suelos
andinos y antarticos

Muestra Bioensayo Medio Temperatura °C  Dilucion Réplica N
CX3 2 Avena 26 10 E-2 2 1
CX3 2 Avena 26 10 E-2 1 1
CX3 2 Extracto de 26 10 E-2 1 1

suelo
CX3 2 Caseina 26 10 E-1 2 1
CX3 2 Caseina 26 10 E-2 2 1
CX2 2 Extracto de 26 10 E-2 2 1
suelo
CX2 2 Extracto de 26 10 E-2 1 1
suelo
CcX1 2 Caseina 8 10 E-2 2 1
CX0 2 Extracto de 26 10 E-2 2 1
suelo
CH3 2 Extracto de 26 10 E-2 1 1
suelo
CH3 2 Caseina 26 10 E-1 2 1
CHoO 2 GYM 26 10 E-2 2 4
CA 2 GYM 26 10 E-2 1 1
CA 2 GYM 26 10 E-2 2 1
CA 2 Caseina 8 10 E-1 2 1

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla C 4. Numero de colonias de bacterias de Bioensayo 2 aisladas de muestras de suelos
andinos y antarticos

Muestra Bioensayo Medio Temperatura °C  Dilucion Réplica N
CX3 2 Avena 26 10 E-2 1 2
CX3 2 GYM 26 10 E-2 1 2
CX3 2 GYM 26 10 E-2 2 1
CX3 2 GYM 26 10 E-1 1 1
CX3 2 GYM 8 10 E-2 1 1
CX2 2 Caseina 26 10 E-1 1 2
CX2 2 Caseina 8 10 E-1 2 1
CX2 2 GYM 8 10 E-1 2 1
CX1 2 Caseina 8 10 E-2 1 2
CX0 2 GYM 8 10 E-2 1 1
CH3 2 Caseina 26 10 E-1 2 1
CH2 2 Caseina 26 10 E-2 1 1
CH1 2 GYM 8 10 E-2 1 1
CH1 2 Caseina 8 10 E-2 1 1
CH1 2 Caseina 8 10 E-1 2 1
CHoO 2 GYM 8 10 E-2 1 1
CA 2 GYM 26 10 E-2 1 1

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 5. Nimero de unidades formadoras de colonias de actinomicetes aislados de muestras
de suelos andinos y antarticos

Muestra Bioensayo Medio Temperatura °C  Dilucion Réplica UFC
CH3 1 Extracto de suelo 8 10E1 1 INC
CHoO 1 Extracto de suelo 26 10 E-1 2 INC
CH2 1 Extracto de suelo 26 10 E-1 2 INC
CX3 1 Extracto de suelo 26 10 E-1 2 INC
CH1 1 Extracto de suelo 8 10E-2 1 135000
CX3 1 Extracto de suelo 8 10 E-1 1 99900
CX3 1 Extracto de suelo 8 10 E-1 2 81900
CX3 1 Avena 26 10 E-1 1 63000
CH2 1 Extracto de suelo 8 10E1 2 50400
CX2 1 Extracto de suelo 26 10 E-1 1 44100
CX3 1 Avena 26 10 E-1 2 44100
CHoO 1 GYM 26 10E-2 2 36000
CH3 1 Extracto de suelo 8 10E1 2 35100
CHoO 1 Extracto de suelo 8 10E-2 2 27000
CHoO 1 Extracto de suelo 8 10 E -1 1 25200
CH2 1 Avena 26 10 E-1 2 20700
CHoO 1 GYM 8 10E-2 2 18000
CHoO 1 GYM 26 10 E-2 1 18000
CX3 1 Extracto de suelo 26 10 E-2 1 18000
CH2 1 Avena 8 10E-1 1 15300
CH3 1 Extracto de suelo 26 10 E-1 2 12600
CX0 1 Extracto de suelo 8 10E1 2 9900
CX3 1 Caseina 8 10 E-2 1 9000
CA 1 Caseina 8 10 E-2 1 9000
CH1 1 Extracto de suelo 26 10 E-1 1 9000
CH3 1 Extracto de suelo 26 10 E-2 1 9000
CX2 1 Avena 26 10 E-2 2 9000
CHoO 1 Caseina 26 10 E-1 1 8100
CHoO 1 GYM 26 10 E-1 2 7200
CH2 1 Avena 8 10E-1 2 6300
CH3 1 Avena 8 10E-1 1 6300
CH3 1 Avena 26 10 E-1 1 6300
CHoO 1 GYM 26 10 E-1 1 5400
CHoO 1 GYM 8 10E -1 1 4500
CH3 1 Avena 8 10 E -1 2 3600
CHoO 1 Avena 8 10E -1 2 1800
CHO 1 Caseina 8 10 E -1 1 1800

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 6. Numero de unidades formadoras de colonias de bacterias aisladas del Bioensayo 1 de
muestras de suelos andinos y antarticos

Muestra Bioensayo  Medio Temperatura °C Dilucién Réplica UFC
CH1 1 GYM 26 10E 1 2 INC
CcX1 1 GYM 26 10E 1 1 INC
CX1 1 Extracto de 8 10E 1 1 68400
suelo
CX2 1 Avena 26 10E 1 2 44100
CXo0 1 Extracto de 8 10E 1 1 27000
suelo
CH2 1 GYM 26 10E-2 1 27000
CHoO 1 Extracto de 26 10E -2 2 18000
suelo
CHoO 1 Avena 8 10E-2 2 9000
CH1 1 GYM 8 10E -2 1 9000
CH1 1 GYM 8 10E-2 2 9000
CH3 1 Avena 8 10E -2 2 9000
CH1 1 GYM 26 10E-2 1 9000
CH3 1 GYM 26 10E 1 1 9000
CX2 1 Avena 26 10E -2 2 9000
CH1 1 Extracto de 26 10 E -1 1 7200
suelo
CX3 1 Avena 26 10E 1 2 6300
CH3 1 GYM 8 10E 1 2 5400
CX1 1 Avena 26 10E 1 2 4500
CHoO 1 GYM 8 10E 1 1 2700
CH3 1 GYM 26 10E 1 2 2700
CH3 1 Extracto de 26 10E 1 2 2700
suelo
CH2 1 GYM 8 10E 1 2 1800
CH2 1 Avena 8 10E 1 1 1800
CH3 1 Avena 8 10E 1 1 1800
CHoO 1 Avena 26 10E 1 1 1800
CHoO 1 Caseina 8 10E 1 1 900
CH2 1 Caseina 8 10E 1 2 900
CH3 1 Caseina 8 10E 1 2 900
CX2 1 Extracto de 8 10E 1 1 900
suelo
CX2 1 Extracto de 8 10E 1 2 900
suelo
CA 1 Avena 8 10E 1 2 900
CH2 1 GYM 26 10E 1 2 900

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 7. Numero de unidades formadoras de colonias de actinomicetes aislados de muestras
de suelos andinos y antarticos del Bioensayo 2

Muestra  Bioensayo Medio Temperatura °C Dilucion  Réplica UFC
CHO 2 GYM 26 10 E-2 2 10000
CX3 2 Avena 26 10 E-2 2 2500
CX3 2 Avena 26 10 E-2 1 2500
CX3 2 Extracto de suelo 26 10 E-2 1 2500
CX3 2 Caseina 26 10 E-2 2 2500
CX2 2 Extracto de suelo 26 10 E-2 2 2500
CX2 2 Extracto de suelo 26 10 E-2 1 2500
CX1 2 Caseina 8 10 E-2 2 2500
CXo0 2 Extracto de suelo 26 10 E-2 2 2500
CH3 2 Extracto de suelo 26 10 E-2 1 2500
CA 2 GYM 26 10 E-2 1 2500
CA 2 GYM 26 10 E-2 2 2500
CX3 2 Caseina 26 10 E-1 2 250
CH3 2 Caseina 26 10 E-1 2 250
CA 2 Caseina 8 10 E-1 2 250

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla C 8. Numero de Unidades Formadoras de Colonias de bacterias aisladas de muestras de
suelos andinos y antarticos del Bioensayo 2

Muestra Bioensayo Medio Temperatura °C Dilucion Réplica UFC
CX3 2 Avena 26 10 E-2 1 5000
CX3 2 GYM 26 10 E-2 1 5000
CX1 2 Caseina 8 10 E-2 1 5000
CX3 2 GYM 26 10 E-2 2 2500
CX3 2 GYM 8 10 E-2 1 2500
CX0 2 GYM 8 10 E-2 1 2500
CH2 2 Caseina 26 10 E-2 1 2500
CH1 2 GYM 8 10 E-2 1 2500
CH1 2 Caseina 8 10 E-2 1 2500
CHO 2 GYM 8 10 E-2 1 2500
CA 2 GYM 26 10 E-2 1 2500
CX2 2 Caseina 26 10 E-1 1 500
CX3 2 GYM 26 10 E-1 1 250
CX2 2 Caseina 8 10 E-1 2 250
CX2 2 GYM 8 10 E-1 2 250
CH3 2 Caseina 26 10 E-1 2 250
CH1 2 Caseina 8 10 E-1 2 250

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 9. Codificacion de actinomicetes aislados de ecosistemas Andinos y Antarticos

Codigo Muestra Bioensayo  Medio Temperatura (°C) Dilucion Réplica
DE002 CHO 1 AES 26 10 E -1 1
DE003 CHO 1 AES 26 10E -1 1
DE 004 CH2 1 AES 26 10E 1 2
DE006 CH2 1 AES 26 10 E -1 2
DE 007 CH2 1 AES 26 10E 1 2
DE 008 CH2 1 AES 26 10E -1 2
DE009 CX3 1 AES 26 10 E-2 2
DE010 CH2 1 AES 26 10E -1 2
DE 011 CH1 1 AES 26 10E 1 1
DEO012 CHO 1 AES 26 10 E -1 2
DE 013 CHO 1 AES 26 10 E-2 2
DE 014 CH2 1 AA 26 10E -1 2
DEO015 CH2 1 AA 26 10 E -1 2
DE 018 CH2 1 GYM 26 10E 1 2
DE019 CH2 1 AES 26 10E 1 2
DE020 CH2 1 GYM 26 10 E -1 1
DE 021 CX3 1 GYM 26 10 E-2 1
DE 022 CHO 1 GYM 26 10E 1 2
DE023 CHO 1 GYM 26 10 E -1 2
DE 024 CHO 1 GYM 26 10 E-2 1
DE 025 CHO 1 AA 26 10E 1 1
DE026 CHO 1 AA 26 10 E -1 1
DE 027 CH3 1 GYM 26 10E 1 2
DE029 CH3 1 GYM 26 10E 1 2
DE 030 CX1 1 GYM 26 10 E-2 1
DE 031 CH3 1 GYM 26 10 E-2 1
DE 032 CH3 1 GYM 26 10 E-2 2
DE 033 CH2 1 AA 26 10 E -1 2
DE034 CH2 1 AA 26 10 E -1 2
DE 035 CH3 1 AA 26 10 E-2 1
DE 036 CX2 1 AA 26 10 E -1 1
DE 037 CX3 1 AA 26 10 E -1 2
DE 038 CHO 1 AAC 26 10 E -1 1
DE 039 CH1 1 AAC 26 10 E -1 2
DE 040 CH3 1 AA 26 10 E -1 2
DE 041 CH3 1 AA 26 10 E -1 2
DE 042 CX1 1 GYM 26 10 E -1 1
DE044 CH2 1 AA 8 10 E -1 2
DE045 CH3 1 AA 8 10 E -1 1
DE 047 CH2 1 AAC 8 10E -1 1
DE049 CHO 1 GYM 8 10E 1 2
DEO050 CHO 1 GYM 8 10E -1 1
DE 051 CH2 1 AA 8 10E 1 1
DEO052 CH2 1 AA 8 10 E -1 1
DEO053 CHO 1 AA 8 10 E -1 2
DE054 CH2 1 AES 8 10 E -1 2
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Tabla C 9. (Continuacién)

DE 055
DE 056
DE 057
DE 058
DE 059
DE 060
DE 061
DE 062
DE 063
DE 064
DE 065
DE 067
DE 068
DE 069
DE 070
DE 071
DE 073
DE 074
DE 075
DE 076
DE 078
DE 079
DE 080
DE 081
DE 082
DE 083
DE 084
DE 085
DE 088
DG 106
DG 139
DG 148
DG 161

CH2
CHO
CHO
CHO
CHO
CA
CHO
CH3
CHO
CH3
CHO
CX3
CA
CHO
CHO
CHO
CX3
CX3
CA
CH3
CX3
CX3
CA
CX1
CX2
CX3
CX2
CH3
CX0
A-Sed
A-Aren
A-Aren
A-Aren

RN NN NN DNDPNDPNDDNDNNNDNMNDPMNDPNDPNNDPNDDND Y2 s v

AES
GYM
GYM
GYM
GYM
AES

AES
AES
AES
GYM

GYM
GYM
GYM
GYM

AAC
GYM
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AES
AES
AES
AES
AES
AN
WA
WA
WA

N RN R NN RN RN N
PR P S5HHHHHDHDHDHHD DR XX XX ®®X©®

NN DD DNDDNDDNDDNDDN
o) O OO O OO O OO O O

10 E -1
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E -1
10E -1
10 E -1
10E -1
10 E-2
10 E-1
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-1
10 E-2
10 E-1
10 E-2
10 E-2
10 E-1
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-2
10 E-1
10 E-2

SN L,C NN 22 2NN 2O 2NN 2NN, 2NN
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Tabla C 10. Codificacion de bacterias aisladas de ecosistemas Andinos y Antarticos

Coédigo Muestra Bioensayo Medio Temperatura (°C) Dilucién  Réplica

DE 016 CH3 1 AA 26 10 E-2 1
DE 066 CA 2 GYM 26 10 E-2 1
DE 072 CX3 2 AA 26 10 E-2 1
DE 077 CH3 2 AAC 26 10 E-1 2
DE090 DR 031 = PDA 26 - 1
DE 091 CHO 1 AA 26 10 E-1 1
DE 092 CH1 1 AA 26 10 E-1 2
DE 093 CHO 1 AA 26 10 E-1 1
DE 094 CH3 1 AES 26 10 E-1 2
DE 095 CH2 1 GYM 26 10 E-1 2
DE 103 CHO 1 AA 26 10 E-1 1
DE 105 CH3 1 AAC 8 10 E-1 2
DE 106 CH2 1 AAC 8 10 E-1 2
DE 109 CH3 1 GYM 8 10 E-2 2
DE 110 CH1 1 AES 8 10 E-1 1
DE 115 CX3 2 GYM 26 10 E-2 1
DE 116 CH1 2 GYM 8 10 E-2 1
DE 117 CHO 2 GYM 8 10 E-2 1
DE 118 CX3 2 GYM 26 10 E-2 1
DE 119 CX3 2 GYM 26 10 E-2 2
DE 120 CX3 2 AA 26 10 E-2 1
DE 121 CH1 2 AAC 8 10 E-2 1
DE 122 CH1 2 AAC 8 10 E-1 2
DE 123 CX0 2 GYM 8 10 E-2 1
DE 124 CX3 2 GYM 26 10 E-1 1
DE 125 CH2 2 AAC 26 10 E-2 1
DE 126 CX2 2 AAC 26 10 E-1 1
DE 127 CX2 2 AAC 26 10 E-1 1
DE 128 CX2 2 AAC 8 10 E-1 2
DE 129 CX1 2 AAC 8 10 E-2 1
DE 130 CX1 2 AAC 8 10 E-2 1
DE 131 CX2 2 GYM 8 10 E-1 2
DE 132 CX3 2 GYM 8 10 E-2 1

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 11. Grupos color formado por los cultivos de actinomicetes aislados del medio agar avena

Grupo de Color Cadigos
color

Micelio Micelio de

Aéreo Sustrato
1 White White DE 008, DE 009, DE 011
2 White Salmon pink DE 012, DE 034
3 White Current red DE 015, DE 084
4 White Aprient DE 023
5 White Golden brown  DE 026, DE 035, DE 045, DE 051, DE 052, DE

054, DE 055, DE 062, DE 063, DE 064, DG 161
6 White Biscuit DE 030
7 White Light buff DE 031, DE 039, DE 044, DE 065, DE 067, DE
069, DE 085
8 White Deep cream DE 075
9 White Manilla DE 080
10 White Camouflage DG 106, DG 139, DG 148
beige

1 Biscuit Ruby DE 003
12 Biscuit Light buff DE 027, DE 078, DE 079
13 Biscuit Biscuit DE 032, DE 061
14 Biscuit Golden brown DE 076,
15 Biscuit Golden yellow  DE 081
16 Biscuit Cherry DE 004
17 Camouflage Golden brown ~ DE 013

beige
18 Camouflage Current red DE 019

beige
19 Cherry Cherry DE 002
20 Golden brown  Ruby DE 040, DE 053, DE 060
21 Light brown Golden brown  DE 020, DE 033, DE 047, DE 088
22 Light brown Current red DE 025
23 Light brown Ruby DE 041
24 Light buff Cherry DE 007, DE 010, DE 014, DE 018, DE 038
25 Light buff Golden yellow  DE 068
26 Light violet Biscuit DE 050
27 Light violet Light buff DE 056, DE 057, DE 058, DE 059
28 Manilla Manilla DE 006
29 Manilla Light buff DE 037, DE 042, DE 049
30 Pale cream Deep cream DE 029
31 Pale roundel  Aprient DE 022

red
32 Pale roundel ~ Salmon pink DE 024

red
33 Salmon pink  Pale roundel DE 021

red

34 Salmon pink  Biscuit DE 036
35 Salmon pink  Golden yellow  DE 070, DE 071, DE 073, DE 074
36 Transparente  Deep cream DE 082, DE 083

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 12. Grupos color formado por los cultivos de actinomicetes aislados del medio GYM

Grupo de Color Cadigos
color
Micelio Micelio de
Aéreo Sustrato
1 Sky blue Golden brown  DE 043
2 Deep cream  Light buff DE 061, DE 032
3 Light buff Apricot DE 024
4 Manila Light buff DE 042, DE 022
5 Manila Vellum DE 027
6 Manila Manila DEO029, DE030, DE068
7 Manila Biscuit DE 023
8 Manila Salmon pink  DE 014
9 Biscuit Primrose DE 082
10 Biscuit Light buff DE 046
11 Beige Golden yellow DE 018
12 Camouflage  Deep cream DE 005
beige
13 Camouflage  Lemon DE 026
beige
14 Camouflage  Golden yellow DE 010, DE 020, DE 033, DE 038, DE 047
beige
15 Camouflage  Bold yellow DE 002, DE 003, DE 053, DE 060
beige
16 Camouflage Beige DE 084, DE 013, DE 039
beige
17 Salmon pink Manila DE 075
18 Salmon pink  Salmon pink DE 037
19 Pale roundel  Pale roundel DE 056
red red
20 White Primrose DE 078, DE 079, DE 058
21 White Salmon pink DE 041
22 White Pale cream DE 080
23 White Golden yellow  DE 025
24 White Light buff DE 031, DE 040, DE 083
25 White Manilla DE 011, DE 049, DE 067, DE 070, DE 071, DE
073, DE 074, DE 088
26 White Biscuit DE 012, DE 035, DE 065, DE 069, DE 085
27 White Salmon pink DE 004, DE 007, DE 015, DE 016, DE 036, DE
044, DE 045, DE 051, DE 052, DE 054, DE 055 DE
062, DE 063, DE 064, DE 076, DE 087
28 White Pale roundel DE 019, DE 034, DE 050
red
29 White White DE 006, DE 008, DE 009, DE 021
30 Transparente  Manilla DE 081

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 13. Grupos color formados por los cultivos de bacterias aisladas del medio GYM

Grupo de color Color Cadigos
1 White DE 089, DE 090, DE 093, DE 094, DE 097, DE 099,
DE 101, DE 105, DE 106, DE 107, DE 109, DE 110,
DE 115, DE 116, DE 117, DE 118, DE 119, DE 121,
DE 122, DE 123, DE 125, DE 126, DE 127, DE 128,
DE 131, DE 132

2 Canary yellow DE 124, DE 130

3 Light buff DE 016, DE 066

4 Bold yellow DE 072

5 Manilla DE 092, DE 103, DE 129
6 Biscuit DE 091, DE 095, DE 098
7 Salmon pink DE 077

8 Pale roundel red DE 096, DE 102, DE 120
9 Light orange DE 100, DE 108

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla C 14. Caracterizacion microscopica de actinomicetes aislados de ecosistemas Andinos y
Antarticos

Cadigo Morfologia de Cadenas de Cadigo Morfologia de Cadenas de

Esporas Esporas

DE 002 Recta corta DE 049 Incompleta
DE 003 Recta corta DE 050 Incompleta
DE 004 Recta corta DE 051  Flexous
DE 006 Recta corta DE 052 Recta corta
DE 007 Recta corta DE 053 Recta corta
DE 008 Recta corta DE 054 Recta corta
DE 009 Flexous DE 055 Flexous
DE 010 Recta corta DE 056 Incompleta
DE 011 Recta corta DE 057 Incompleta
DE 012 Recta corta DE 058 Incompleta
DE 013 Recta corta DE 059 Incompleta
DE 014 Recta corta DE 060 Recta corta
DE 015 Flexous DE 061  Esporangios
DE 018 Incompleta DE 062 Recta corta
DE 019 Recta corta DE 063 Recta corta
DE 020 Incompleta DE 064 Recta corta
DE 021 Recta corta DE 065 Recta corta
DE 022 Recta corta DE 067 Recta corta
DE 023 Recta corta DE 068 Recta corta
DE 024 Incompleta DE 069 Recta corta
DE 025 Recta corta DE 070 Recta corta
DE 026 Recta corta DE 071  Recta corta
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Tabla C 14. (Continuacion)

DE 027 Recta corta DE 073 Recta corta
DE 029 Incompleta DE 074 Rectacorta
DE 030 Incompleta DE 075 Recta corta
DE 031 Recta corta DE 076 Recta corta
DE 032 Esporangios DE 078 Recta corta
DE 033 Recta corta DE 079 Recta corta
DE 034 Recta corta DE 080 Incompleta
DE 035 Recta corta DE 081 Recta corta
DE 036 Incompleta DE 082 Recta corta
DE 037 Recta corta DE 083 Recta corta
DE 038 Recta corta DE 084 Recta corta
DE 039 Recta corta DE 085 Recta corta
DE 040 Recta corta DE 088 Recta corta
DE 041 Flexous DG106  Rectacorta
DE 042 Incompleta DG 139 Incompleta
DE 044 Flexous DG 148  Incompleta
DE 045 Flexous DG 161 Incompleta

DE 047 Recta corta

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla C 15. Caracterizacion microscopica de bacterias aisladas de ecosistemas Andinos y
Antarticos

Cédigo Forma Tincion de Gram
Coco Bacilo Gram + Gram -
DE 016 1 0 1 0
DE 066 0 1 1 0
DE 072 0 1 1 0
DE 077 0 1 1 0
DE 090 0 1 1 0
DE 091 0 1 1 0
DE 092 0 1 1 0
DE 093 0 0 1 0
DE 094 0 1 1 0
DE 095 0 1 1 0
DE 103 0 1 1 0
DE 105 0 1 1 0
DE 106 0 1 1 0
DE 109 1 0 1 0
DE 110 0 1 0 1
DE 115 1 0 1 0
DE 116 0 1 1 0
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Tabla C 15. (Continuacion)

DE 117 0 1 1 0
DE 118 1 0 1 0
DE 119 1 0 1 0
DE 120 0 0 1 0
DE 121 0 1 1 0
DE 122 0 1 1 0
DE 123 0 1 1 0
DE 124 0 1 1 0
DE 125 0 1 1 0
DE 126 0 1 1 0
DE 127 0 1 1 0
DE 128 0 1 1 0
DE 129 0 1 1 0
DE 130 0 1 1 0
DE 131 0 1 1 0
DE 132 1 0 1 0
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla C 16. Clasificacién de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcién de la

temperatura
Cédigo Temperatura °C Clasificacion  Cédigo  Temperatura °C Clasificacion
4 20 26 4 20 26
DE 002 1 1 1 Mesdfilo DEO049 1 1 1 Mesdfilo
DE 003 1 1 1 Mesofilo DEO050 1 1 1 Mesofilo
DE 004 1 1 1 Mesdfilo DEO051 1 1 1 Mesdfilo
DEO006 O 1 1 Mesofilo DEO052 1 1 1 Mesofilo
DE 007 1 1 1 Mesdfilo DE 053 1 1 1 Mesdfilo
DEO008 O 1 1 Mesofilo DE 054 1 1 1 Mesofilo
DEO009 O 1 1 Mesdfilo DEO055 1 1 1 Mesdfilo
DEO010 O 1 1 Mesofilo DE 056 1 1 1 Mesofilo
DEO11 O 1 1 Mesdfilo DE 057 1 1 1 Mesdfilo
DEO012 1 1 1 Mesofilo DE 058 1 1 1 Mesofilo
DEO013 1 1 1 Mesdfilo DEO059 1 1 1 Mesdfilo
DEO014 1 1 1 Mesofilo DE 060 1 1 1 Mesofilo
DEO015 1 1 1 Mesdfilo DEO061 1 1 1 Mesdfilo
DE 018 1 1 1 Mesofilo DE 062 1 1 1 Mesofilo
DEO019 1 1 1 Mesofilo DE 063 1 1 1 Mesofilo
DE 020 1 1 1 Mesofilo DE 064 1 1 1 Mesofilo
DE021 O 1 1 Mesdfilo DE 065 1 1 1 Mesdfilo
DE 022 1 1 1 Mesofilo DEO067 0 1 1 Mesofilo
DE023 0 1 1 Meséfilo DE 068 1 1 1 Meséfilo
DE024 1 1 1 Mesédfilo DE 069 1 1 1 Mesdfilo
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Tabla C 16. (Continuacion)

DE025 0 1 1 Mesdfilo DEO070 1 1 1 Mesdfilo
DE026 1 1 1 Mesdfilo DE071 0 1 1 Mesodfilo
DE 027 1 1 1 Mesdfilo DE073 O 1 1 Mesdfilo
DEO029 O 1 1 Mesdfilo DE074 0 1 1 Mesodfilo
DE030 O 1 1 Mesdfilo DEO075 O 1 1 Mesdfilo
DEO031 0 1 1 Mesdfilo DEO076 1 1 1 Mesodfilo
DEO032 1 1 1 Mesdfilo DE078 O 1 1 Mesdfilo
DE033 1 1 1 Mesdfilo DEO079 1 1 1 Mesodfilo
DE034 1 1 1 Mesdfilo DEO080 1 1 1 Mesdfilo
DE035 1 1 1 Mesdfilo DE081 1 1 1 Mesodfilo
DEO036 0 1 1 Meséfilo DE082 0 1 1 Mesodfilo
DE037 0 1 1 Mesdfilo DE 083 1 1 1 Mesdfilo
DE038 1 1 1 Mesoéfilo DE084 1 1 1 Mesodfilo
DE039 O 1 1 Mesdfilo DE 085 1 1 1 Mesdfilo
DE040 1 1 1 Mesoéfilo DE088 1 1 1 Mesodfilo
DEO041 1 1 1 Meséfilo DG 106 1 1 1 Mesodfilo
DE042 1 1 1 Mesoéfilo DG139 0 1 1 Meséfilo
DE044 1 1 1 Meséfilo DG148 0 1 1 Mesodfilo
DE045 1 1 1 Mesoéfilo DG161 0 1 1 Meséfilo
DE 047 1 1 1 Mesdfilo

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla C 17. Clasificacion de bacterias de acuerdo al rango de crecimiento en funcion de la
temperatura

Cadigo Temperatura °C Clasificacion
4 20 26
DE 016 1 1 1 Mesofilo
DE 066 1 1 1 Mesdfilo
DE 072 1 1 1 Mesofilo
DE 077 1 1 1 Mesofilo
DE 090 1 1 1 Mesdfilo
DE 091 1 1 1 Meséfilo
DE 092 1 1 1 Mesofilo
DE 093 1 1 1 Mesdfilo
DE 094 1 1 1 Meséfilo
DE 095 1 1 1 Mesdfilo
DE 103 1 1 1 Mesdfilo
DE 105 1 1 1 Mesdfilo
DE 106 1 1 1 Mesoéfilo
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DE 109 1 1 1 Mesofilo

DE 115 1 1 1 Mesofilo

DE 117 1 1 1 Mesoéfilo

DE 119 1 1 1 Mesofilo

DE 121 1 1 1 Mesofilo

DE 123 1 1 1 Mesoéfilo

DE 125 1 1 1 Mesofilo

DE 127 1 1 1 Mesofilo

DE 129 1 1 1 Mesdfilo

DE 131 1 1 1 Mesdfilo

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.



Tabla C 18. Clasificacidén de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento del pH del medio de cultivo

Cadigo pH Clasificacion Cadigo pH Clasificacion
4,5 55 6,5 7,5 8,5 4,5 55 65 7,5 8,5

DE 002 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 049 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 003 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 050 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 004 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 051 1 1 1 1 0 Aciddfilo
DE 006 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 052 1 1 1 1 0 Acidofilo
DE 007 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 053 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 008 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 054 1 1 1 0 0 Acidofilo
DE 009 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 055 1 1 1 1 0 Aciddfilo
DE 010 1 1 1 0 0 Aciddfilo DE 056 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 011 1 1 1 1 0 Neutrotolerante DE 057 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 012 1 1 1 0 0 Aciddfilo DE 058 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 013 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 059 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 014 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 060 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 015 1 1 1 1 1 Neutrdfilo extremo DE 061 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 018 1 1 1 0 0 Aciddfilo DE 062 1 1 1 1 0 Aciddfilo
DE 019 1 1 1 0 0 Aciddfilo DE 063 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 020 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 064 1 1 1 1 0 Aciddfilo
DE 021 1 1 1 0 0 Aciddfilo DE 065 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 022 1 1 1 0 0 Aciddfilo DE 067 1 1 1 1 0 Aciddfilo
DE 023 1 1 1 0 0 Acidofilo DE 068 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 024 1 1 1 0 0 Aciddfilo DE 069 1 1 1 0 0 Aciddfilo
DE 025 1 1 1 0 0 Aciddfilo DE 070 1 1 1 1 0 Aciddfilo
DE 026 1 1 1 0 0 Neutrotolerante DE 071 1 1 1 0 0 Aciddfilo
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Tabla C 18. (Continuacion)

DE 027
DE 029
DE 030
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Acidofilo
Neutrotolerante
Aciddfilo
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Acidofilo
Neutrotolerante
Aciddfilo
Aciddfilo
Acidofilo

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla C 19. Clasificacion de bacterias de acuerdo al rango de crecimiento del pH del medio de
cultivo

Cadigo pH Clasificacion
4,5 55 6,5 7,5 8,5

DE 016 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 066 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 072 1 1 1 1 0 Acidofilo
DE 077 1 1 1 1 0 Acidofilo
DE 090 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 091 1 1 1 1 1 Neutrotolerante extremo
DE 092 1 1 1 1 0 Acidofilo
DE 093 1 1 1 0 0 Acidofilo
DE 094 1 1 1 1 1 Neutrotolerante extremo
DE 095 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 103 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 105 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 106 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 109 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 110 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 115 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 116 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 117 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 118 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 119 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 120 1 1 1 0 0 Acidofilo
DE 121 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 122 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 123 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 124 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 125 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 126 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 127 1 1 1 1 0 Acidofilo
DE 128 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 129 1 1 1 1 0 Acidofilo
DE 130 1 1 1 0 0 Acidofilo
DE 131 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE 132 1 1 1 1 0 Neutrotolerante

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

79



Tabla C 20. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de la concentracion de NaCl del
medio de cultivo

Cédigo NaCl % Clasificacion  Cédigo NaCl % Clasificacion
1 10 15 1 10 15
DE002 1 0 O Halofilo débil  DEO049 1 0 0 Haléfilo débil
DEO003 1 0 0 Halofilodébil DE050 1 0 O Haléfilo débil
DE004 1 0 O Haléfilo débil  DEO051 1 0 0 Haléfilo débil
DEO006 1 0 0 Halofilodébil DE052 1 0 O Haléfilo débil
DE 007 1 0 O Halofilodébil DE053 1 0 0 Haléfilo débil
DEO008 1 0 0 Halofilodébil DEO054 1 0 O Haléfilo débil
DE009 1 0 0 Halofilodébil DEO055 1 0 0 Haléfilo débil
DEO010 1 0 0 Halofilodébil DE056 1 0 0 Haléfilo débil
DEO11 1 0 O Haléfilo débil  DEO57 1 0 0 Haléfilo débil
DEO012 1 0 0 Halofilo débil  DEO058 1 0 0 Haldfilo débil
DE013 1 0 O Halofilodébil DE059 1 0 O Haléfilo débil
DE014 1 0 0 Halofilo débil  DEO060 1 0 0 Haléfilo débil
DEO015 1 0 0 Halofilodébil DEO61 1 0 O Halofilo débil
DE018 1 0 0 Halofilo débil  DEO062 1 0 0 Haléfilo débil
DE019 1 0 O Halofilo débil DE063 1 0 O Haléfilo débil
DE020 1 0 0 Halofilo débil  DE064 1 1 1 Haldfilo extremo
DE021 1 0 0 Haléfilo débil  DEO065 1 0 0 Haléfilo débil
DE022 1 0 0 Haléfilo débil  DEO067 1 0 0 Haléfilo débil
DE 023 1 0 0 Haldfilo débil DE068 1 1 0 Haldfilo
DE024 1 0 0 Halofilo débil  DEO069 1 0 0 Haldfilo débil
DE025 1 0 0 Halofilo débil  DEO70 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 026 1 0 0 Halofilo débil  DEO71 1 0 0 Haldfilo débil
DE 027 1 0 O Haléfilo débil  DEO73 1 0 0 Haléfilo débil
DE029 1 0 0 Haléfilo débil  DEO74 1 0 0 Haldfilo débil
DE030 1 1 1 Haldfloextremo DEO75 1 0 0 Haldfilo débil
DE031 1 0 0 Halofilo débil  DEO76 1 0 0 Haléfilo débil
DE 032 1 0 0 Haldfilo débil DE 078 1 0 0 Haléfilo débil
DE 033 1 0 0 Haldfilo débil DE 079 1 0 0 Haléfilo débil
DE 034 1 0 0 Haldfilo débil DE080 1 1 0 Haldfilo
DE 035 1 0 0 Haldfilo débil DE 081 1 0 0 Halfilo débil
DE 036 1 0 0 Haldfilo débil DE 082 1 1 0 Haldfilo
DE 037 1 0 0 Haldfilo débil DE 083 1 0 0 Haldfilo débil
DE 038 1 0 0 Haldfilo débil DE 084 1 1 0 Haldfilo
DE 039 1 0 0 Haldfilo débil DE 085 1 0 0 Haldfilo débil
DE 040 1 0 0 Haldfilo débil DE 088 1 0 0 Haldfilo débil
DE 041 1 0 0 Haldfilo débil DG106 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 042 1 0 0 Haldfilo débil DG139 1 1 0 Haldfilo

80



Tabla C 20. (Continuacion)
DE 044 1 0 0 Haldfilo débil DG148 1 1 0 Haldfilo

DE 045 1 0 0 Haldfilo débil DG161 1 1 0 Haldfilo
DE 047 1 0 0 Halofilo débil

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla C 21. Clasificacion de bacterias de acuerdo al rango de la concentracion de NaCl del medio
de cultivo

Cadigo NaCl % Clasificacion
1 10 15

DE 016 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 066 1 1 1 Halofilo extremo
DE 072 1 0 0 Halofilo débil
DE 077 1 0 0 Halofilo débil
DE 090 1 1 1 Halofilo extremo
DE 091 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 092 1 0 0 Halofilo débil
DE 093 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 094 1 1 1 Halofilo extremo
DE 095 1 1 1 Halofilo extremo
DE 103 1 1 1 Halofilo extremo
DE 105 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 106 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 109 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 110 1 0 0 Halofilo débil
DE 115 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 116 1 0 0 Haldfilo débil
DE 117 1 0 0 Halofilo débil
DE 118 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 119 1 1 1 Halfilo extremo
DE 120 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 121 1 0 0 Haldfilo débil
DE 122 1 1 1 Haldfilo extremo
DE 123 1 1 1 Halfilo extremo
DE 124 1 1 1 Halofilo extremo
DE 125 1 0 0 Haldfilo débil
DE 126 1 1 1 Haléfilo extremo
DE 127 1 0 0 Haldfilo débil
DE 128 1 0 0 Haldfilo débil
DE 129 1 0 0 Haldfilo débil
DE 130 1 1 1 Halofilo extremo
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Tabla C 21. (Continuacion)

DE 131 1 0 0 Haldfilo débil
DE 132 1 0 0 Haldfilo débil

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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ANEXO D. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACTINOMICETES Y BACTERIAS AISLADOS DE ECOSISTEMAS GLACIALES

Tabla D 1. Determinacion de la actividad antimicrobiana de actinomicetes aislados frente a bacterias patogenas, medida segun el diametro del halo de inhibicion
después de 24 horas

Cadigo B. coagulans B. cereus E.coli  E. faecalis L. monocytogenes P. aeruginosa S. aureus Salmonella
DE 002 23 24 0 21,5 40 15,5 0 13
DE 003 7,5 0 0 0 0 0 0 0
DE 004 15,5 0 0 0 0 0 0 0
DE 006 10 0 0 11 0 0 0 12,5
DE 007 11 0 0 0 0 0 0 0
DE 008 19 16,5 0 11 0 13,5 0 9
DE 009 19 16 0 20,5 0 14 0 14
DE 011 0 7 0 7 0 0 0 0
DE 012 7,5 0 0 7,5 0 0 0 0
DE 013 9,5 0 0 0 0 10 0 0
DE 014 9 0 0 0 0 0 0 0
DE 015 10 0 0 0 0 0 0 0
DE 018 22,5 23,5 0 20,5 0 17,5 0 18
DE 019 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 020 25 25,5 0 34 0 0 0 22
DE 021 10 0 0 0 0 10,5 0 0
DE 022 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 023 13 0 0 0 0 0 0 0
DE 024 0 0 0 19 0 0 0 0
DE 025 245 20,5 0 18 0 15,5 0 18,5
DE 026 19,5 17,5 0 6 0 11,5 0 16
DE 027 0 0 0 22 0 10 0 0
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Tabla D 1. (Continuacién)
DE 029 21,5 17 0 0 30 17,5 0 16

DE 031 0 0 0 0 0 20 0 0

DE 033 19 16 0 0 0 11 0 16

DE 035 9,5 0 1,25 0 0 13,5 0 0

DE 037 21,5 0 0 27 0 12,5 0 0

DE 039 0 0 0 0 0 20 0 0
DE 041 0 0 1,35 0 0 0 0 0
DE 044 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 047 26 26 0 0 32 0 0 22
DE 050 0 0 0 17 0 0 0 0
DE 052 14 0 1,5 19 16 0 0 0
DE 054 0 0 0 0 16 0 0 0

DE 056 0 0 0 0 0 0 0 0




Tabla D 1. (Continuacién)
DE 057 0 0 0 17 0 0 0 0

DE 059 0 0 0 17 0 0 0 0
DE 061 0 0 2,5 0 0 0 0 0
DE 063 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 065 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 068 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 070 0 0 1,5 0 11 0 0 0
DE 073 0 0 0 8,5 0 0 0 8
DE 075 9 0 0 0 0 0 0 8,5
DE 078 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 080 19 0 2,25 0 0 0 0 17
DE 082 0 11 0 15 0 0 0 0

DE 084 9 0 22,5 0 0 0 0 0




Tabla D 1. (Continuacién)

DE 085 0 0 20 0
DG 106 0 0 0 0
DG 148 0 0 11 0

Promedio en milimetros de la medida del halo de inhibicién polar y ecuatorial
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.



Tabla D 2. Determinacidn de la actividad antimicrobiana de bacterias aisladas frente a bacterias
patogenas, medida segun el didmetro del halo de inhibicion después de 24 horas

Cédigo B. coagulans P. aeruginosa S. aureus
DE 072 0 8 0
DE 077 0 11,5 0
DE 091 11,5 0 10
DE 100 0 13,5 0
DE 103 9 0 7
DE 105 10 0 0
DE 106 (555 0 0
DE 110 0 9,5 0
DE 116 9 0 0
DE 117 14,5 0 0
DE 120 0 12,5 0
DE 123 30 0 20
DE 124 0 16 0
DE 127 9 0 0
DE 130 0 8,5 0
DE 131 9 0 0
DE 132 9 0 0

Promedio en milimetros de la medida del halo de inhibicion polar y ecuatorial.
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla D 3. Determinacion de la actividad antimicrobiana de actinomicetes aislados frente a hongos
fitopatégenos, medida segun el didmetro del halo de inhibicion, después de 48 horas
Codigo  Alternaria  Aspergillus  Botrytis  Fusarium  Penicillum Phoma  Saccharomyces

DE 002 0 11 0 0 20 0 0
DE 003 0 10 0 0 18 0 0
DE 006 24 7 37 10 16 20 0
DE 009 0 10,5 0 0 16,5 0 0
DE 010 0 0 0 0 12 0 0
DE 012 0 7 0 0 0 0 0
DE 017 0 11 0 0 16 0 0
DE 018 0 10,5 0 19,5 16 7 0
DE 020 0 0 0 0 13 0 0
DE 023 0 0 0 0 0 0 8
DE 025 0 7 0 0 19 7 0
DE 029 0 0 12 0 0 0 0
DE031 115 10 0 9.5 11 17,5 11,5
DE 032 0 10 21 0 0 0 0
DEO033 105 10 0 0 19 0 0
DE 034 15 0 25,5 0 0 7 0
DE 038 8 0 0 19,5 0 8,5 0
DE039 205 0 0 0 0 0 0
DE 047 0 0 0 0 14 13,5 0
DE053 125 7 0 0 15,5 15 0
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Tabla D 3. (Continuacion)

DE 056 7 0 0 0 15,5 0 0
DE 057 7 0 0 0 15,5 0 0
DE 058 7 0 0 0 15,5 0 0
DE 059 7 0 0 0 15,5 0 0
DE 060 0 7 0 0 0 0 0
DE 068 0 10 0 0 0 0 0
DE 070 0 0 0 0 13 0 0
DEO081 295 o 36 23,5 40 34 0
DEO083 295 25,5 36 23,5 40 34 0
DE 084 29 17 40 20,5 36 32 19
DE 087 3,5 7 20 0 23,5 0 0
DG 106 0 0 22 0 13 20 0

Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.

Tabla D 4. Determinacion de la actividad antimicrobiana de bacterias aisladas frente a hongos
fitopatégenos, medida segun el diametro del halo de inhibicidn, después de 48 horas

Codigo  Alternaria  Aspergillus  Botrytis  Fusarium Penicillum  Phoma

DE 016 0 0 0 13 0 0
DE 072 0 0 0 0 11 0
DE 117 0 0 0 25 0 0
DE 119 35,5 40 39 0 0 315
DE 121 27,5 0 0 25 0 23
DE 122 33 0 0 25 0 22
DE 123 20,5 27,5 0 35 0 24
DE 125 29 36 45 0 0 26,5
DE 126 0 0 0 25 0 0
DE 127 13,5 0 0 17,5 0 21
DE 128 7 0 0 34 0 19
DE 131 14,5 0 7 22 0 28
DE 132 15 0 12 27,5 0 0
Elaborado por: Diaz y Estrada, 2017.
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Tabla D 5. Taxonomia numérica de caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de actinomicetes aislados de ecosistemas andinos y antarticos
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Tabla D 6. Taxonomia numérica de caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de bacterias aisladas de ecosistemas andinos y antarticos



ANEXO E. TABLAS DE COLORES

British Standard Specification of Colors for Identification Coding and Special Purposes

1

72 Pale roundel blue

112 Arctic blue 101 Sky blue

103 Peacock blue

104 Azure blue 109 Middle blue 113 Deep Saxe blue

110 Roundel blue

105 Oxford blue

106 Royal blue

N



280 Verdigris green

267 Deep chrome green

226 Middle Brunswick green

227 Deep Brunswick green

283 Aircraft grey green

225 Light Brunswick green

216 Eau-de-Nil 210 Sky

217 Seagreen

285M NATO green

220 Olive green 241 (641) Dark green

298 Olive drab

223 Middle bronze green

224 Deep bronze green



310 Primrose 367 Manilla

365 Vellum 353 Deep cream 369 Biscuit

352 Pale cream

.

SR

384 Light strow

389 Camouflage beige 388 Beige 3588 Light buff

361 Light stone

320 (410) Light brown

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

414 Golden brown

411 Middle brown

436M Dark camouflage brown

412 Dark brown

445 Venetian red
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454 Pale roundel red

542 Ruby

541 Maroon

797 Light violet



796 Dark violet

108 Aircraft blue 166 French blue 176 Light French blue 107 Strong blue

228 Emerald green 262 Bold green 21 Brilliant green 218 Grass green

309 Canary yellow 363 Bold yellow 355 Lemon 356 Golden yellow

568 (368) Apricot 5567 Light orange

592 International orange 593 Rail red

637 Signal red 564 Bold red 539 Currant red 65638 Cherry
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ANEXO F. FOTOGRAFIAS

Aislamiento selectivo en el Bioensayo 1

Agar GYM Agar extracto de suelo

Aislamiento selectivo en el Bioensayo 2

A

Agar GYM Agar almidén caseina

Caracterizacion macroscopica de actinomicetes

Purificacion en estria compuesta de la muestra DE 004 en agar GYM y agar avena
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Purificacion en estria compuesta de la muestra DE 011 en agar GYM y agar avena

Estria compuesta de la muestra DG 139 en agar GYM y agar avena
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Caracterizacion macroscopica de bacterias en medio GYM

Estria compuesta de la muestra DE 118

Estria compuesta de la muestra DE 105

Estria compuesta de la muestra DE 117

Caracterizacion microscopica de actinomicetes en medio GYM

DE 002

DE 013

DE 020
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Caracterizacion microscopica de bacterias en medio GYM

DE 127

Caracterizacion fisiologica y bioquimica de los aislamientos

Crecimiento de microorganismos en funcion del pH

Taxonomia numérica de actinomicetes en medio GYM a pH 4.5
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Taxonomia numérica de actinomicetes en medio GYM a pH 5.5

Taxonomia numérica de bacterias en medio GYM a pH 5.5
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Taxonomia numérica de actinomicetes en medio GYM a pH 6.5

Taxonomia numérica de bacterias en medio GYM a pH 6.5

Taxonomia numérica de actinomicetes en medio GYM apH 7.5
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Taxonomia numérica de bacterias en medio GYMapH 7.5

Taxonomia numérica de actinomicetes en medio GYM a pH 8.5

Taxonomia numérica de bacterias en medio GYM a pH 8.5
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Crecimiento de microorganismos en funcion de la salinidad

Taxonomia numérica de actinomicetes al 1% de NaCl en medio GYM

Taxonomia numérica de bacterias al 1% de NaCl en medio GYM

Taxonomia numérica de actinomicetes al 10% de NaCl en medio GYM
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Taxonomia numérica de bacterias al 10% de NaCl en medio GYM

Taxonomia numérica de actinomicetes al 15% de NaCl en medio GYM

Taxonomia numérica de bacterias al 15% de NaCl en medio GYM
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Crecimiento de microorganismos en funcion de la temperatura

Taxonomia numérica de actinomicetes en medio GYM a 4°C

Taxonomia numérica de bacterias en medio GYM a 4°C

Taxonomia numérica de actinomicetes en medio GYM a 20°C
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Taxonomia numérica de bacterias en medio GYM a 20°C

Taxonomia numérica de actinomicetes en medio GYM a 26°C

Taxonomia numérica de bacterias en medio GYM a 26°C
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Produccion de enzimas extracelulares

| -
| -
T
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Produccion de celulasas a partir de actinomicetes
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Produccion de celulasas a partir de bacterias

Produccion de quitinasas a partir de actinomicetes

Produccion de quitinasas a partir de bacterias
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Pruebas de antagonismo frente a hongos fitopatégenos y bacterias patégenas

Pruebas de antagonismo frente a hongos fitopatégenos

Alternaria Aspergillus

Botrytis

Penicillum
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Saccharomyces cerevisiae

Pruebas de antagonismo frente a bacterias patégenas

Salmonella
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