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RESUMEN

Durante la determinacion de la diversidad bioldgica y metabdlica de actinomicetes aislados de
suelo y arena de ecosistemas glaciares de la Antartida y del norte del Chimborazo, tomando en
cuenta como factores de estudio al origen de la muestra y al medio de cultivo de aislamiento, se
logré obtener treinta y siete cultivos puros. Del total de colonias aisladas, veinte se obtuvieron del
suelo y cuatro de arena de playa de la Antartida. Las restantes fueron colectadas del paramo del
Chimborazo. Los resultados obtenidos luego de las pruebas de crecimiento a diferentes
temperaturas mostraron que treinta y seis cultivos presentan caracteristicas psicrotrofas y una
mesofila. La taxonomia numérica de datos fenotipicos y pruebas fisiolégicas de crecimiento
permitio obtener, luego de la construccion de un dendrograma al 90% de similitud, 23 grupos-
especie. Se observo una gran diversidad metabolica ya que un 97% de cultivos presentaron
capacidad antagonica frente a por lo menos un microorganismo en la evaluacion final de
produccion de compuestos bioactivos. Estos resultados demuestran una amplia biodiversidad de
actinomicetes provenientes de muestras de ecosistemas glaciares, los mismos que posiblemente

podrian permitir la produccidn de antibiéticos con utilidad en el campo biotecnoldgico.

XVii



CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Tema de investigacion

Diversidad biologica y metabdlica de actinomicetes aislados de suelo y arena de ecosistemas
glaciares de la Antartida y del norte del Chimborazo.

1.2.  Planteamiento del problema
1.2.1. Contextualizacion
Macro

La Antartida es un lugar privilegiado para investigar la biogeografia microbiana y dilucidar el
papel de los procesos historicos y condiciones ambientales contemporaneas que han intervenido
en la diversidad microbiana. El aislamiento extremo con respecto al resto del mundo, la
influencia del océano y las corrientes atmosféricas, son fuentes que han provocado la existencia
de eventos unicos para el desarrollo de ciertos organismos vivos. Por otra parte, los
especimenes que habitan este continente necesitan sobrevivir en condiciones ambientales
extremas, tales como temperaturas bajas y extremadamente fluctuantes, las condiciones de luz,
las altas cargas de rayos UV y baja humedad (Wilmotte et al., 2012).

El Continente Antartico es una de las areas mas idéneas para la busqueda de organismos
adaptados a bajas temperaturas. Quienes habitan en dichas areas presentan adaptaciones a sus
sistemas enzimaticos y estructurales. A nivel genomico representan un gran potencial
biotecnologico, por lo que pueden ser objeto de importantes programas de prospeccion biolégica
(ATCM, 2006).

Durante los ultimos 25 afios, el interés en la microflora glaciar se ha incrementado junto con el
descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos, especialmente antibiéticos y enzimas. Debido
a condiciones ambientales extremas, la Antartida puede ser utilizada como un modelo de
investigacion en cuanto a resultados de los cambios entre los periodos glaciales y pos-glaciales
y sus efectos en los organismos (Nedialkova & Naidenova, 2004).



Meso

Se han realizado expediciones cientificas a ecosistemas glaciares como el de la Antartida,
demostrando que la busqueda de actinomicetes que presenten actividad antagénica a
microorganismos control han sido positivas hasta en un 60% del total de cepas aisladas, y un
10% de éstas han sabido presentar actividad inhibitoria de amplio espectro (Nedialkova &
Naidenova, 2004).

Los actinomicetes son uno de los grupos mas extensamente distribuidos de bacterias Gram
positivas, principalmente aerdbicas y filamentosas. Son conocidas por su versatilidad metabolica
por la que sobreviven bajo condiciones ambientales extremas (Pan et al., 2013). En afios
recientes, investigadores han mostrado gran interés en actinomicetes termofilicos debido a su
potencial econdmico en procesos bioldgicos utiles como biodegradacion y tratamiento de aguas,
ademas de la produccion de antibioticos y enzimas (Gousterova et al., 2014). Actinomicetes
pertenecientes al género Streptomyces son especificamente prolificos y pueden producir una
gran cantidad de metabolitos secundarios biologicamente activos, su importancia radica
especificamente en la produccion de antibidticos, donde un 80% de los productos elaborados
provienen de éstos (Pandey et al., 2004).

La diversidad biolégica de actinomicetes fue demostrada por Garzén (2013), donde se aislaron
11 colonias en cultivo puro provenientes de muestras suelo, arena y sedimento de ecosistemas
glaciares de la Antartida y fueron separados en 5 grupos especie. En base a estos resultados, se
cree que existe una poblacion endémica de actinomicetes no estudiada por la ciencia, ademas
que ésta es una fuente metabdlica Util para el desarrollo de nuevas herramientas

biotecnoldgicas.

Micro

La era de los antibi6ticos provenientes de microorganismos empezé con el descubrimiento de la
penicilina por Alexander Fleming en 1929. En 1940 la produccion de ésta fue industrializada y su
éxito condujo al descubrimiento de nuevos antibioticos (Rausch, 2012). Considerando el uso
practico, hoy mas de 140 productos microbianos y un numero similar de derivados son aplicados
en medicina humana, en su mayoria en quimioterapia, y medicina veterinaria. Ademas, de 15 a
20 compuestos son usados en agricultura principalmente pesticidas, agentes protectores de
plantas y aditivos alimenticios. En su mayoria, estos compuestos (excepto la penicilina fungica,
cefalosporina y algunos péptidos bacterianos) son producidos por actinomicetes (Moncheva et
al., 2000).



Cortez (1998) obtuvo veinte y nueve cultivos de actinomicetes provenientes de muestras de la

rizsfera del paramo del Chimborazo que presentaron actividad antagénica. Trece cultivos

presentaron actividad antifingica, veinte y tres tuvieren propiedades bactericidas y siete fueron

considerados de amplio espectro. Ademas, diez cultivos presentaron un radio de inhibicion de

crecimiento de los organismos de prueba mayor a los que generan antibidticos estandar como

Nystatin y Ampicilina, siendo considerados como potenciales agentes de biocontrol.

1.2.2. Analisis Critico

EFECTOS

EL PROBLEMA

CAUSAS

1.2.3. Prognosis

Escasa informacion
demogréfica de
cepas de
actinomicetes

Carencia de
cartografia sobre
biodiversidad de
actinomicetes en

ecosistemas

glaciares

Resultados no
concluyentes sobre
la efectividad y
aplicabilidad
biotecnolégica de
compuestos
bioactivos

T

T

T

Desconocimiento de la biodiversidad de actinomicetes productores de
compuestos bioactivos provenientes de ecosistemas glaciares

|

|

Manejo precario de
las politicas de
investigacion en el
territorio Antartico-
Ecuatoriano

Falencia en la
conformacion de
equipos
multidisciplinarios
de investigacion
microbioldgica

|

Incipiente
investigacion
cientifica y
tecnologica sobre
desarrollo de
compuestos
bioactivos

Ha existido una marginacion historica de la investigacion cientifica en el Continente Antartico

debido al desconocimiento sobre las potenciales aplicaciones de la biodiversidad de esta region

en campos tales como la industria, medicina, agricultura, entre otros; lo que ha provocado un




desconocimiento de la distribucion demografica microbiana, una carencia cartografica sobre la
biodiversidad de los mismos en los ecosistemas glaciares y resultados no concluyentes sobre la
efectividad y aplicabilidad biotecnolégica de compuestos bioactivos generados por

actinomicetes.

La ejecucion de esta investigacion pretende cambiar el enfoque sobre la importancia del estudio,
proteccidn y conservacion de la region glaciar como zona estratégica para la economia publica.
Esto es posible porque la determinacion de la efectividad y aplicabilidad de los compuestos
bioactivos va a permitir una reduccion del uso de pesticidas, fungicidas y bactericidas
inespecificos, ademas de la prescripcion de antibioticos especificos en el ambito agricola,
veterinario y médico, y de modo importante, el cumplimiento de normativa internacional sobre

exportacion de productos con sello verde.

1.2.4. Formulacién del problema

¢ Es posible determinar la diversidad biolégica y metabdlica de actinomicetes aislados de suelo y
arena de ecosistemas glaciares de la Antartida y del norte del Chimborazo?

1.2.5. Preguntas directrices

* ;Como se cuantifica la poblacion de actinomicetes en muestras medioambientales de la
Antartida y de paramos ecuatorianos?

* ;Cbmo se determina la diversidad bacteriana y su distribucion espacial en muestras de
suelo y arena de glaciares de la Antartida y de suelo de paramos del Ecuador?

* ;Qué métodos se utilizan para la identificacion de actinomicetes productores de

compuestos bioactivos?

1.3.  Justificacion

En el &mbito de las politicas publicas, considerando que la Normativa Constitucional determina la
conservacion y el uso regulado de los recursos genéticos para fines de investigacion y desarrollo
del bioconocimiento, y que el Estado ha adquirido el compromiso de fomentar la ciencia y la



tecnologia, la presente investigacidn apunta hacia el cumplimiento de estos propdsitos que son
obligatorios para el fomento de las actividades productivas y de proteccion social.

En el ambito de la investigacion cientifica, el estudio de la distribucion y biodiversidad de los
actinomicetes tiene como finalidad la sistematizacion del conocimiento microbiologico y
biotecnologico, cuya objetivo es la aplicabilidad de los compuestos bioactivos en la industria
farmacéutica para el desarrollo de nuevas formas de cobertura en el campo agricola, médico y

veterinario.

En el &mbito académico esta investigacion guarda conformidad con los requerimientos y
reglamentaciones que la Universidad Técnica de Ambato exige para garantizar la consistencia
del proceso pedagdgico que es la esencia final de su filosofia.

1.4.  Objetivos

1.4.1. General

* Determinar la diversidad bioldgica y metabdlica de actinomicetes aislados de suelo y

arena de ecosistemas glaciares de la Antartida y del norte del Chimborazo.

1.4.2. Especificos

» Cuantificar la poblacion de actinomicetes en muestras de suelo, sedimento y arena de
ecosistemas glaciares.

* Determinar la diversidad y distribucion espacial de los actinomicetes aislados a partir de
las muestras provenientes de ecosistemas glaciares.

* |dentificar actinomicetes productores de compuestos bioactivos para su uso potencial en

biotecnologia.



CAPITULOII

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos
2.1.1. Ecosistemas Glaciares

Los glaciares se han creido como ambientes inhdspitos y abiodticos debido a condiciones
extremas tales como baja temperatura, alta radiacion UV y la falta de nutrientes. Sin embargo,
recientes investigaciones han demostrado que existen organismos que sobreviven en estos
ecosistemas: cianobacterias y microorganismos fotosintéticos como algas de nieve crecen en la
superficie de los glaciares y sostienen a estructuras heterotrofas como insectos, gusanos de
hielo, rotiferos y tardigrados, ademas de hongos y bacterias. Estos organismos son tolerantes al
frio y han adaptado su metabolismo a estas condiciones (Takeuchi, 2014).

Ecosistema Antartico

El recientemente designado Océano Austral, envuelve el continente Antartico y es el cuarto con
mayor extension en el planeta. El anillo de agua que envuelve la Antartida se encuentra entre los
60° S de latitud y 360° S de longitud. Su linea costera mide aproximadamente 17968 km y su
area 20'327000 km2. Su temperatura se encuentra entre los -2 a 10 °C y la diferencia entre el
hielo y el océano a menudo resultan en intensas tormentas. La capa de hielo que cubre
aproximadamente el 98% de la Antartida se formo hace 25 millones de afios y posee alrededor
del 75% del agua de la Tierra, una cantidad que podria elevar el nivel del mar en
aproximadamente 61 m si se derritiese completamente (MBCS, 2014).

El hielo marino antartico cubre una vasta area del Océano Austral y es uno de los entornos mas
dindmicos del planeta. La zona del hielo marino estacional sobre la que cada afio existen
avances y retrocesos de éste al mar es cercana al 30% 0, aproximadamente 14 millones de km?
del Océano Austral. Este es un factor clave en las interacciones océano-atmdsfera, la circulacion
oceanica global, y a través del hielo-albedo, el cual es un mecanismo de retroalimentacion en

una parte integral del sistema climético de la Tierra (ACECRC, 2014).



Investigaciones en la Antartida

Durante las dos ultimas décadas ha existido un gran aumento en la investigacion sobre los
microorganismos adaptados al frio, generalmente conocidos como psicrofilos, impulsados por la
conciencia de que ellos y sus enzimas tienen un gran potencial para explotacién biotecnologica.
Como consecuencia, muchos mas laboratorios estan cultivando microorganismos a bajas
temperaturas (Russell, 2006).

El Ecuador ha dado un paso importante en el tratamiento de la ciencia y los asuntos antérticos al
jerarquizar en un nivel mas cercano al de toma de decisiones politicas al antiguo Programa
Antartico Ecuatoriano (PROANTEC), creado en 1968, y dependiente del Instituto Oceanografico
de la Armada del Ecuador, pues desde 2004 se dispone del Instituto Antartico Ecuatoriano
(INAE) con el objetivo de mantener la proteccion geopolitica del pais y la participacion
permanente en las actividades de investigacion cientifica en el contexto del Sistema del Tratado
Antartico (INAE, 2006).

Ecosistemas de Paramos Andinos

Entre el limite superior de altura de los bosques andinos (3000 - 3500 m) y el limite inferior de las
nieves (4800 - 5000 m), toma lugar, en los Andes septentrionales y ecuatoriales, un medio
particular: el paramo (Podwojeski & Poulenard, 2011).

El paramo es un ecosistema neotropical ubicado entre el limite del bosque cerrado y las nieves
perpetuas; se localiza a lo largo de las cordilleras o en picos aislados. Se extiende entre 11° N y
8° S de latitud, desde Costa Rica hasta el Peru; su distribucion es continua sobre las cumbres de
los Andes desde Venezuela hasta el norte de Peru, aunque Panamé y Costa Rica también
tienen montafias que albergan verdadera vegetacion de paramo. La vegetacion de alta montafia
continua hacia el sur, pero alli es mucho més seca y estacional, y se denomina puna (Leon-
Yanez, 2011). Estos prados de altura dominados por gramineas formadoras de penachos, se
enfrentan a un clima rudo: el promedio de las temperaturas anuales es bajo, hay una alta
humedad a pesar de las precipitaciones moderadas y una débil evaporacién. En tal entorno
climatico y altitudinal se desarrolla un tipo de vegetacion muy particular que presenta un alto
grado de endemismo. En Ecuador los paramos cubren una superficie de 12560 km2 que
representa un 5% del territorio nacional (Podwojeski & Poulenard, 2011).



2.1.2. Microorganismos psicrofilos

Los microorganismos psicréfilos tienen la capacidad de crecer en un rango de temperatura de 0
a 20 °C y estéan restringidos a habitats permanentemente frios. Esta capacidad de crecer a bajas
temperaturas puede estar correlacionada con una caracteristica de temperatura inferior a la de
los mesdfilos, una proporcion creciente de acidos grasos insaturados en la fase lipidica de la
membrana celular -lo que hace que sea mas fluido- y una conformacién proteica funcional a baja
temperatura. La temperatura maxima relativamente baja de crecimiento de estos
microorganismos a menudo se considera que es debido a la termolabilidad de uno o mas
componentes celulares esenciales, en particular de las enzimas, mientras que algunas de las
actividades degradativas son mejoradas, lo que resulta en un agotamiento de energia de la
célula, una fuga de sustancias intracelulares o lisis completa. Microorganismos psicréfilos son
conocidos por sus actividades de degradacion en los alimentos, algunos son patégenos o
toxigénicos para el hombre, animales o plantas. Sin embargo, en los ecosistemas microbianos
naturales, éstos microorganismos pueden jugar un papel importante en la biodegradacion de la
materia organica durante las estaciones frias (Gounot, 1986).

2.1.3. Actinomicetes

Los actinomicetes son un grupo heterogéneo de bacterias filamentosas, Gram positivas,
producen micelio ramificado, el cual puede ser de dos tipos: aéreo y de sustrato. Sus esporas
son esféricas con un tamafio entre 0,7 - 1,3 ym de didmetro (Taha et al., 2007). Son conocidos
por su capacidad de producir antibiéticos. Entre éstos, los del género Streptomyces, son los mas
dominantes, mientras que los denominados no-Streptomyces, son denominados actinomicetes

raros, comprendiendo aproximadamente 100 géneros (Sivakumar, s/f).

Streptomyces son bacterias Gram positivas con un alto contenido de G+C en su ADN, poseen un
genoma lineal y relativamente grande (8-10 Mb). Son sapréfitas del suelo y son objeto de estudio
gracias a su produccion de metabolitos secundarios con actividad antibiotica y por el interés de
su ciclo de vida. EI metabolismo secundario por lo general ocurre en la fase de crecimiento
tardio. La naturaleza temporal del metabolismo secundario es genética pero la expresion puede
ser influenciada en gran medida por las manipulaciones ambientales. Por lo tanto, el
metabolismo secundario es a menudo provocado por el agotamiento de un nutriente, adicion de

un inductor y/o por una disminucion en la tasa de crecimiento, o por diferentes sefiales



ambientales producidas por otros organismos en el suelo. Estos eventos generan sefiales que
causan una cascada de eventos reguladores resultantes en la diferenciacion morfologica y
produccion de metabolitos secundarios. La formacion de los antibidticos también esta regulada
por nutrientes (nitrégeno, fosforo y fuente de carbono), metales y la tasa de crecimiento (Sharon,
2010).

Cuando una espora de Streptomyces encuentra nutrientes y condiciones favorables, germina y
uno o dos tubos germinativos emergen y crecen para formar hifas. Estos tubos germinales
crecen por extension de la punta y por ramificacion para formar un micelio vegetativo que a
menudo encuentran su camino profundamente en el sustrato circundante. En respuesta al
agotamiento de los nutrientes y de otras sefiales, se inicia tanto la produccion de metabolitos
secundarios asi como la diferenciacion morfologica. Las hifas aéreas rompen la tension
superficial, escapando el entorno acuoso del micelio vegetativo y crecen en el aire. El hifas
aéreas se dividiran por una forma de desarrollo controlado de la division celular en largas
cadenas de compartimentos de preespora, que luego desarrollaran paredes gruesas de esporas,
ademas, sintetizan un pigmento de esporas grisaceas y adquieren las otras caracteristicas de
esporas maduras. En comparacion con las endosporas formados por especies de Bacillus, las
esporas de Streptomyces son mucho menos resistentes a las condiciones adversas, aunque
pueden sobrevivir por largos periodos de tiempo en un estado desecado. Por tanto, las esporas
de Streptomyces, en gran medida inactivas, estan bien adaptados para la dispersion del
microorganismo en el medio ambiente (Flardh & Buttner, 2009).

Ecologia de Actinomicetes

La diversidad microbiana es una potencial mina de oro para la industria biotecnolégica, debido a
que ofrece un sinnumero de metabolitos secundarios para sondear enzimas, antibioticos,
antioxidantes, citotoxicos y otras sustancias utiles. Los actinomicetes crecen en una gran
diversidad de habitats, ya sean naturales o artificiales (Adegboye, 2012). La diversidad de
actinomicetes es de impacto excepcional en varias areas de la industria farmacéutica, medica y
agricola, particularmente en la produccion de antibioticos (Blodgett et al, 2008). Los
actinomicetes son ubicuos y se han aislado de diversos lugares: suelo, agua dulce, marinos, de
aguas termales, zonas de extraccidn, y ambientes extremos. El nimero y la variedad de

actinomicetes presentes en cualquier muestra de suelo estan influidos significativamente por la



ubicacion geogréfica, temperatura, tipo de suelo, pH, contenido de materia organica, actividades
agricolas, aireacion, disponibilidad de nutrientes, contenido de humedad y vegetacion del suelo
(Adegboye, 2012).

Actinomicetes en Ecosistemas Glaciares

En investigaciones previas, las expediciones a ecosistemas glaciares como la Antartida han
demostrado que el trabajo en la busqueda de actinomicetes que presenten actividad antagénica
a microorganismos control han sido positivas entre un 40-60% del total de cepas aisladas, y un
10% de éstas han sabido presentar una actividad un actividad inhibitoria de amplio espectro,
siendo utiles para futuros proyectos en la busqueda y desarrollo de nuevas sustancias para
propositos agricolas y farmacéuticos (Nedialkova & Naidenova, 2004).

En investigaciones recientes se ha demostrado una amplia diversidad de actinomicetes en
ecosistemas glaciares. Cortez (1998) utilizé la rizosfera de plantas de las estribaciones del
Chimborazo entre 3500 y 5000 m de altura, obteniendo 141 colonias de actinomicetes: 69 a
partir de la rizésfera de Stipa ichu'y 72 de Culcitium rufescens.

Garzon (2013) utilizo muestras de suelo, arena y sedimentos de ecosistemas glaciares de la isla
Greenwich y Dee en la Antartida, obteniendo 11 cultivos de actinomicetes. Luego de pruebas
fenotipicas y fisioldgicas de crecimiento fueron separados en 5 grupos especie

2.1.4. Metabolitos secundarios en Actinomicetes

Los actinomicetes estdn comunmente asociados a la produccién de antibiéticos y otros
metabolitos. De hecho, entre el 70-80% de los metabolitos secundarios comercialmente
disponibles, han sido aislados y caracterizados de especies de actinomicetes (Kumari et al.,
2013). Estos metabolitos secundarios representan una fuente importante de compuestos
biologicamente  activos como  antibidticos, antiparasitarios, agroquimicos, enzimas,
inmunodepresores y agentes anticacerigenos. Sin embargo, durante la Ultima década, la
busqueda de antibiéticos en actinomicetes y otros organismos se he vuelto menos popular
debido al descenso en el hallazgo de nuevas cepas (Baltz, 2008).

Un modelo matemético disefiado para estimar el numero de agentes antimicrobianos no

descubiertos por el género Streptomyces predice que la disminucion de la busqueda de estos
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agentes se debe a la disminucion de los esfuerzos en la deteccion de mas microorganismos y no
debido a un menor nimero de agentes antimicrobianos descubiertos y, por tanto, la busqueda de
microorganismos y nuevos antibiéticos ha ganado importancia (Kumari et al., 2013).

2.1.5. Aislamiento selectivo de Ecosistemas Glaciares

Pandey et al. (2004) realizaron investigaciones microbiologicas en la Zona del Nepal entre 5000
a 5300 m de altura donde los actinomicetes del suelo fueron sido aislados por técnica de vertido
placa en agar de almidon-caseina y agar de glicerol-arginina después de diluciones seriadas en
agua de llave esteéril. Se seleccionaron y aislaron colonias secas de actinomicetes, las mismas
que se conservaron en soluciones de glicerol y almacenados a -20 °C. Los actinomicetes de los
cuales se determind su actividad antimicrobiana fueron reactivados en agar almidon-caseina.
Moncheva et al. (2000) determinaron caracteristicas de actinomicetes en suelos de la Antartida,
para el aislamiento, cultivo y mantenimiento de las cepas, se utilizaron medios selectivos: agar
AV con vitaminas y agar almidon-caseina-nitrato. Las cepas activas se cultivaron en un agitador
a 25 °C y 240 rpm durante 120 h.

2.1.6. Antibioticos

A pesar del éxito del descubrimiento de los antibidticos, y los avances en el proceso de su
produccion, las enfermedades infecciosas siguen siendo la segunda causa de muerte en el
mundo, Yy las infecciones bacterianas causan aproximadamente 17 millones de decesos al afio,
lo que afecta principalmente a nifios y ancianos. La historia de antibidticos derivados de
Streptomyces comenzd con el descubrimiento de la estreptomicina en 1942, y, dos afios
después, los cientificos intensificaron la busqueda de compuestos bioactivo dentro del género.
Hoy en dia, el 80% de los antibidticos se obtienen de género Streptomyces (Procépio et al.,
2012).

1



Tabla 1. Resultados y fechas de antibi6ticos

Antibiético Ao de aplicacion Cepa de sintesis
Platensimicina 2006 Streptomyces platensis
Daptomicina 2003 Streptomyces roseosporus
Linezolid 2000 Synthetic
Mupirocina 1995 Pseudomonas fluorescens
Ribostamicina 1970 Streptomyces ribosidificus
Fosfomicima 1969 Streptomyces fradiae
Trimetoprima 1968 Synthetic
Gentamicina 1963 Micromonospora purpurea
Acido fusidico 1963 Fusidium coccineum
Acido nalidixico 1962 Synthetic
Tinidazol 1959 Synthetic
Kanamicina 1957 Streptomyces kanamyceticus
Rifamicina 1957 Amycolatopsis mediterranei
Noviobiocin 1956 Streptomyces niveus
Vancomicina 1956 Streptomyces orientalis
Cicloserine 1955 Streptomyces garyphalus
Lincomicina 1952 Streptomyces lincolnensis
Eritromicina 1952 Saccharopolyspora erythraea

Streptomyces pristinaespiralis

Virginiamicina 1952 o
Streptomyces virginiae
Isoniazida 1951 Synthetic
Viomicina 1951 Streptomyces vinaceus
Streptomyces capreolus
Nystatin 1950 Streptomyces noursei
Tertraciclina 1950 Streptomyces aureofaciens
Neomicina 1949 Streptomyces fradiae
Cloramfenicol 1949 Streptomyces venezuelae
Polimixina 1949 Paenibacillus polymyxa
Nitrofurantoin 1947 Synthetic
Bacitracina 1945 Bacillus licheniformis
Cefalosporina 1945 Streptomyces clavuligerus
Estreptomicina 1944 Streptomyces griseus
Penicilina 1941 Penicillium chrysogenum

Fuente: Procdpio et al., 2012

2.1.7. Taxonomia numérica

La taxonomia numérica o analisis cluster es el nombre dado a varios procedimientos en el que
un conjunto de individuos o unidades (denominados como OTUs: “Unidades Operacionales
Taxondmicas”), se dividen en dos 0 mas grupos o subgrupos sobre la base de un conjunto de
atributos que comparten. Las técnicas de analisis de conglomerados se pueden aplicar
faciimente en campos bioldgicos: ecologia, tratamiento de datos biogeograficos cuantitativos,
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reconocimiento de varias formas clinicas de una enfermedad, separacion de grupos raciales

distintivos, entre otros (Dragomirescu & Postelnicu, 1994).

Una gran variedad de datos pueden ser expresados por variables binarias, las cuales expresan
un estatus binario de la muestra, por ejemplo: presencia/ausencia, si/no, verdadero/falso. En
taxonomia, se denota la presencia o ausencia de un caracter taxonémico especifico (Consonni &
Todeschini, 2012).

De esta manera, la mas simple, y probablemente la mas comun, es aquella en la que puede
ocurrir en dos etapas, designando 1 6 0 (presencia/ausencia), 6 1y 0, y poder simplemente
etiquetar dos formas alternativas de un caracter. Si se considera cualquiera de los dos OTUs, y
los datos, asumiendo que todos ellos son de naturaleza binaria, pueden ser resumidos en una
tabla de 2x2 (Dunn & Everitt, 1982).

Tabla 2. Tabla de frecuencia de las cuatro posibles combinaciones de las dos variables binarias

OTU;
1 0
1 a b atb
oTy;
0 c d ctd
atc b+d p= at+b+c+d

Fuente: Consonni & Todeschini, 2012

Hay dos grupos bésicos de coeficientes de similitud: medidas simétricas de similitud y medidas
asimétricas de similitud. La primera utiliza tanto “a” como “d”, lo que significa que el estado de
doble cero (d) para los dos objetos se trata exactamente de la misma manera que cualquier otro
par de valores. Estas medidas deben ser utilizadas cuando el estado de doble cero es una base

valida para la comparacion de dos objetos; por el contrario, se pueden usar medidas asimétricas
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de similitud, en el cual se omite el estado de doble cero en la evaluacion (Consonni &
Todeschini, 2012).

Tabla 3. Coeficientes de similitud

Simbolo Coeficiente Nombre
Ja — Jaccard (1912)
a+b+c
a+d . . o
SM Seu = e Sokal — Michner (1958), Simple similitud

Fuente: Consonni & Todeschini, 2012

2.2, Fundamentacion filosofica

La presente investigacion se fundamenta en los conceptos clasicos del método cientifico que se
ha aplicado de modo convencional para la produccion de conocimiento en la naturaleza. El
método cientifico de investigacion se basa en dos modos de conocimiento: empirico e
instrumental. El primero se refiere al conocimiento basado en la experiencia pura, y el segundo

en el obtencion de datos referidos a sistemas convencionales de cuantificacion.

Historicamente el método cientifico es un procedimiento que ha caracterizado a la ciencia natural
desde el siglo XVII, el mismo consiste en la observacion sistematica, medicién precisa,

experimentacion suficiente, y la formulacion, analisis y modificacion de hipotesis.

El método cientifico estd sustentado por dos pilares fundamentales: El primero es la
reproducibilidad de los fendmenos, o sea la capacidad de replicabilidad de un determinado
experimento, en cualquier lugar y bajo cualquier circunstancia. El segundo pilar es la
refutabilidad, o sea que toda proposicion cientifica puede ser denegada (argumento denominado
falsacionismo), lo que implica que se pueden disefiar experimentos, que en el caso de dar

resultados distintos a los predichos, negarian la hipdtesis previa.
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La ciencia usa métodos definitorios, clasificatorios, estadisticos, probabilisticos y otros. El
método cientifico se refiere a un conjunto de tacticas empleadas para construir el conocimiento

que lleva a sistematizar las distintas ramas del saber humano.
2.3. Fundamentacion legal

Segun el Plan Nacional del Buen Vivir 2014-2017, existen varios objetivos a cumplirse dentro de
los cuales se tiene en cuenta el desarrollo biotecnolégico, la conservacion de la biodiversidad y

la promocion de la investigacion:

Objetivo 7. Garantizar los derechos de la naturaleza y promover la sostenibilidad ambiental
territorial y global.

7.2. Conocer, valorar, conservar y manejar sustentablemente el patrimonio natural y su
biodiversidad terrestre, acuatica continental, marina y costera, con el acceso justo y equitativo a
sus beneficios

Politicas y lineamientos estratégicos:

a. Fortalecer el Sistema Nacional de Areas Protegidas, y otras formas de conservacion basadas
en la gestion integral y participativa, y la seguridad territorial de los paisajes terrestres, acuaticos
y marinos, para que contribuyan al mantenimiento de su estructura, funciones, ciclos naturales y
evolutivos, asegurando el flujo y la provision de servicios ambientales.

b. Fortalecer los instrumentos de conservacion y manejo in situ y ex situ de la vida silvestre,
basados en principios de sostenibilidad, soberania, responsabilidad intergeneracional y
distribucidn equitativa de sus beneficios.

e. Promover la conservacién y el uso regulado de los recursos genéticos para fines de
investigacion y desarrollo del bioconocimiento, considerando los conocimientos tradicionales y
saberes ancestrales asociados, y garantizando su acceso.

f. Fortalecer la aplicacion de la normativa para la conservacion, recuperacion y proteccion de los
recursos genéticos de la agrobiodiversidad y especies silvestres emparentadas, a fin de reducir
la erosion genética y garantizar la soberania alimentaria.

g. Reconocer, respetar y promover los conocimientos y saberes ancestrales, las innovaciones y
las practicas tradicionales sustentables de las comunidades, pueblos y nacionalidades, para
fortalecer la conservacion y el uso sustentable de la biodiversidad, con su participacion plena y
efectiva.
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Objetivo 11. Asegurar la soberania y eficiencia de los sectores estratégicos para la
transformacion industrial y tecnolégica

11.4. Gestionar el recurso hidrico, en el marco constitucional del manejo sustentable y
participativo de las cuencas hidrogréficas y del espacio marino

k. Promover la insercion estratégica del Ecuador en el océano Pacifico y la Antartida.

11.5. Impulsar la industria quimica, farmacéutica y alimentaria, a través del uso soberano,
estratégico y sustentable de la biodiversidad

a. Generar un marco normativo que apoye, incentive y regule el acceso y el aprovechamiento

sostenible de los recursos bioldgicos y la conservacion de la diversidad bioldgica.

En cuanto a la Legislacion ecuatoriana en relacion a la biotecnologia se tendra en cuenta la
conservacion de la biodiversidad y la biotecnologia humana.

Se entiende por biotecnologia la aplicacion de la biologia con fines humanos empleando la
potencialidad de los seres vivos y su eventual modificacion selectiva y programada para la
obtencién de bienes y servicios mediante la utilizacion de microorganismos para la produccion

de alimentos y bebidas o de nuevas disciplinas como la ingenieria genética.

Art. 80.- El Estado fomentara la ciencia y la tecnologia, especialmente en todos los niveles
educativos, dirigidas a mejorar la productividad, la competitividad, el manejo sustentable de los
recursos naturales, y a satisfacer las necesidades basicas de la poblacion.

Garantizara la libertad de las actividades cientificas y tecnologicas y la proteccion legal de sus
resultados, asi como el conocimiento ancestral colectivo.

La investigacion cientifica y tecnologica se llevara a cabo en las universidades, escuelas
politécnicas, institutos superiores técnicos y tecnoldgicos y centros de investigacion cientifica, en
coordinacion con los sectores productivos cuando sea pertinente, y con el organismo publico que

establezca la ley, la que regulara también el estatuto del investigador cientifico.

Art. 385.- El sistema nacional de ciencia, tecnologia, innovacion y saberes ancestrales, en el
marco del respeto al ambiente, la naturaleza, la vida, las culturas y la soberania, tendra como
finalidad:

1. Generar, adaptar y difundir conocimientos cientificos y tecnolégicos.
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2. Desarrollar tecnologias e innovaciones que impulsen la produccion nacional, eleven la

eficiencia y productividad, mejoren la calidad de vida y contribuyan a la realizacién del buen vivir.

Art. 387.- Seréa responsabilidad del Estado:

1. Facilitar e impulsar la incorporacion a la sociedad del conocimiento para alcanzar los objetivos
del régimen de desarrollo.

2. Asegurar la difusion y el acceso a los conocimientos cientificos y tecnoldgicos, el usufructo de
sus descubrimientos y hallazgos en el marco de lo establecido en la Constitucion y la Ley.

3. Garantizar la libertad de creacion e investigacion en el marco del respeto a la ética, la

naturaleza, el ambiente, y el rescate de los conocimientos ancestrales.

En el Tratado Antartico se resumen en los siguientes puntos importantes: Que la Antartida sea
utilizada solamente para fines pacificos, de manera que no se acepta el establecimiento de
bases o fortificaciones militares; la realizacidn de maniobras militares o los ensayos de toda
clase de armas, pero se acepta el empleo de personal militar para investigaciones cientificas o
bien para cualquier otro fin pacifico y, que en la Antartida se mantenga la libertad de
investigaciones cientificas y la cooperacion entre los paises activos y aquellos que tengan
interés en este continente. Se establece ademas que el intercambio de personal e informacién

es una obligacion de todas las naciones.
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24. Categorias fundamentales

4 Biodiversidad de Caracteristicas
actinomicetes fenotipicas
Poblacién y
diversidad de Composicion
actinomicetes en el nutricional del
ambiente aislamiento selectivo

de actinomicetes
Caracteristicas y

condiciones de Propiedades fisicas,
ecosistemas quimicas y

glaciares y de metereoldgicas del
paramos ambiente

Ecosistemas

glaciares de la Diversidad
An}\?gt:tcéadyé IdeI bioldgica y

metabdlica de
actinomicetes v

Chimborazo

Variable Independiente < » Variable Dependiente

2.,5. Hipotesis
2.5.1. Hipdtesis nula

- Los actinomicetes recolectados de muestras de suelo de ecosistemas glaciares de la
Antartida y norte del Chimborazo no poseen diversidad bioldgica y metabdlica.

2.5.2. Hipdtesis alternativa

- Los actinomicetes recolectados de muestras de suelo de ecosistemas glaciares de la
Antartida y norte del Chimborazo poseen diversidad biologica y metabdlica.

2.6. Senalamiento de variables de la hipétesis
- Numero de unidades formadoras de colonias de bacterias por gramo de muestra (ufc/g).

- Diversidad de colonias en los medios de cultivo.
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- Aislamiento y purificacion de actinomicetes procedentes de muestras de ecosistemas
glaciares de la Antartida.

- Caracterizacion macroscopica y microscopica de los aislamientos.

- Pruebas de crecimiento a diferente tempertura, pH y salinidad.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
3.1.  Enfoque
La presente investigacion tiene un enfoque cualitativo y cuantitativo.
3.2.  Modalidad basica de la investigacion
Experimental.
3.3.  Nivel o tipo de investigacion
Basica exploratoria.
3.4. Poblacion y muestra

Las muestras de suelo fueron recolectadas durante el verano antértico 2010, 2011, 2012 en la
XIV, XV, XVI expediciones ecuatorianas a la Antartida respectivamente y corresponden a
muestras compuestas de suelo y arena de playa de la isla Greenwich y Dee; ademas las
muestras de suelo del Ecuador fueron recolectadas en zonas cercanas al primer refugio del

Volcan Chimborazo separandolas en dos grupos a <4500 m.s.n.m. y >4500 m.s.n.m.
3.5.  Operacionalizacion de variables

(Ver pagina siguiente).

3.6.  Plan de recoleccion de informacion

3.6.1. Caracterizacion fisico-quimica de las muestras medioambientales
Determinacion del pH y Conductividad de las muestras

Para determinar el pH y conductividad eléctrica se pes6 20 gramos de cada muestra, se colocd
cada una en un vaso de precipitacion de 100 ml, se afiadié6 50 ml de agua destilada, y se
homogenizaron las muestras durante 5 minutos. Las muestras se dejaron en reposo por una
hora. Una vez transcurrido ese tiempo, se tomaron las lecturas correspondientes de las muestras

con la ayuda de un pH-metro y un conductivimetro.
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Tabla 4. Categorias Fundamentales
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Determinacion del porcentaje de humedad de las muestras

Para determinar el porcentaje de humedad se pesaron 8 capsulas de porcelana y se colocaron
en éstas 5 gramos de cada tipo de suelo, finalmente se registro el peso total (Peso 1).

Las capsulas de porcelana con las muestras se colocaron en una estufa a 105 °C por 24 horas.
Cuando las muestras se enfriaron, se pesaron nuevamente (Peso 2). El porcentaje de humedad

fue determinado mediante la siguiente formula:

Pes.o1 - Peso2

Peso2

%Humedad = x100

El porcentaje de humedad involucra unicamente los pesos de agua y suelo de las muestras, por
lo que el peso de la capsula de porcelana fue restado.

Determinacion del porcentaje de materia organica

Para la determinacion del porcentaje de materia organica se pesaron 8 capsulas de porcelana
vacias y secas, en cada una se colocaron 5 gramos de suelo de cada muestra, se colocaron en
una estufa a 105 °C por 24 horas. Cuando las muestras se enfriaron se pesé 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 determin mediante la siguiente formula:

Peso -~ Peso2

Peso2

%M.0 = %100

Para calcular 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.

3.6.2. Aislamiento selectivo de actinomicetes psicrotrofos
Determinacion de la poblacion y diversidad de actinomicetes

De cada una de las muestras se prepararon diluciones sucesivas utilizando el método de

difusion en placa.
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Para preparar la dilucion 1/10 se pes6 10 gramos de suelo y se colocé en una botella que
contenia 90 ml de agua de llave estéril esta suspension se agitd por 1 hora. A partir de esta
dilucién se prepararon las diluciones 1/102y 1/108. Se colocaron 100 microlitros (100 ul) de las
diluciones 1/10, 1/102 y 1/103 en cajas Petri con Agar AV con Vitaminas (AAV) y Agar Almidon
Caseina (AAC), cada uno suplementado con nystatin, a una concentracién de 75 pg/ml, y
ajustando su pH a 7,0. Se extendi6 esta alicuota por la superficie de cada caja con un asa de
Digralsky. Este procedimiento se realiz por duplicado y para cada tipo de suelo. Las cajas
inoculadas fueron incubadas a 20 °C durante 3 semanas. Transcurrido el periodo de tiempo se
contd el numero de colonias de actinomicetes presentes en cada caja. El numero de ufc/gramo
de suelo se calculd para aquellas diluciones en las que el nimero de colonias se encontré en un

rango entre 30 hasta 300, usando la siguiente formula:

N x FD x Vt

ufc/g de suelo= Vixs

Donde:

N Numero de colonias

FD Dilucién en la cual se contd N (Ej: Conteo realizado en la dilucion 1/108, FD = 1x109)
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

3.6.3. Aislamiento, purificacion y almacenamiento de actinomicetes

Las cajas Petri que presentaron crecimiento visible y diversidad de colonias se utilizaron para el
aislamiento y purificacion de las cepas. Con la ayuda de un asa bacterioldgica estéril se tomo
una porcion de una colonia para inocularla mediante estria simple en platos monopetri que
contenian Agar AV con Vitaminas (AAV) y Agar Almidon Caseina (AAC). Los platos fueron
incubados nuevamente a 20 °C. Los cultivos puros fueron replicados en estria compuesta e
incubados por dos semanas. Aquellos que después del periodo de incubacion presentaron
caracteristicas de cultivo puro fueron etiquetados y almacenados en tubos plasticos que
contenian 1 mililitro de glicerol al 20% (w/v) y almacenados a -10 °C para su preservacion.

23



3.6.4. Caracterizacion macroscopica

Los cultivos puros obtenidos se sembraron en dos medios de cultivo diferentes: Agar GYM y
Agar Avena, se agruparon de acuerdo a la coloracion del micelio aéreo, micelio de sustrato,
esporas, pigmento difusible y la morfologia de las colonias, los que se determinaron usando dos
tablas estandar de colores: ACRILEX® y British Standard Specification for colours for
identification coding and special purpuoses. Las caracteristicas generales de las colonias fueron
descritas de acuerdo a la Tabla 5. Aquellas cepas que presentaron caracteristicas

macroscopicas similares fueron ubicadas en un mismo grupo.

Tabla 5. Descripcion morfolégica de colonias bacterianas de acuerdo a la forma, elevacion y

margen.

Fuente: Garzon, 2013

3.6.5. Caracterizacion microscopica

Para determinar la morfologia de las cadenas de esporas en los cultivos que presenten micelio
aéreo se colocd un cubreobjetos esteéril sobre el cultivo con la ayuda de una pinza estéril. Luego
el cubreobjetos con el micelio adherido se colocd en un portaobjetos de manera que el micelio
quede en contacto con el portaobjetos. Se determiné el tipo de estructura (Tabla 6) usando un

microscopio con el lente de inmersion 100X.
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Tabla 6: 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 micelio aéreo.
R Rectas Cadenas de esporas rectas, cortas o largas.
RA Incompletas Cadenas de esporas en forma de ganchos,
espirales incompletas u onduladas.
E Esporangios Estructuras en forma de saco o bolsa que contiene
en su interior esporas.
M Esporas simples Esporas individuales aparecen en las hifas del
micelio aéreo.
F Flexous Cadenas de esporas en forma sinuosa, no espiral.

Fuente: Philips, 1994

3.6.6. Pruebas fisioldgicas de crecimiento

Identificacion de actinomicetes psicrétrofos

Se inocularon 5 pl de suspensiones de esporas sobre la superficie de cada medio de cultivo y

fueron incubados a 4, 20 y 28 °C. Se evalu6 el crecimiento de los actinomicetes mediante codigo

binario asignando 1 si presentaron crecimiento visible, en caso contrario; en ausencia de

crecimiento, 0. Un actinomicete fue considerado como psicrofilo si crecié solamente a4y 20 °C.

Aquellos que crecieron en las tres temperaturas fueron clasificados como psicrotrofos, mientras

que fueron mesofilos si crecen a 20 y 28°C, en cuyo caso también se determin6 su crecimiento a

37 °C.
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Rango de crecimiento en funcion del pH

Se inoculd 5 ul de las suspensiones de esporas en la superficie de cada medio de cultivo,

ajustado a los pH 4.5, 5.5, 6.5, 7.5 y 8.5 mediante sistema de buffers. Las cajas fueron

incubadas durante una semana de acuerdo a la temperatura dptima de crecimiento, determinada

anteriormente. Transcurrido el tiempo de incubacién se evalué el crecimiento de los

actinomicetes mediante cddigo binario. A la presencia de crecimiento se le asignd 1 y en

ausencia de crecimiento, 0.

Tabla 7. Clasificacion de los cultivos segun el rango de crecimiento en funcion del pH del medio.

pH del Medio Clasificacion
4.5 5.5 6.5 7.5 8.5
+ + - - - Acidéfilo
+ + + - - Neutrotolerante
+ + + + - Neutrotolerante
. + + + - Neutréfilo
. - + + - Neutrofilo
. - + - - Neutréfilo
+ + + + + Alcalitolerante
- + + + + Alcalitolerante
3 ; + + + Alcalitolerante
- - - + + Alcaléfilo

Fuente: Garzon, 2013
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Rango de crecimiento en Funcién de la salinidad

Se inoculd 5 pl de las suspensiones de esporas en la superficie de cada medio de cultivo, que
contenia 1, 10 y 15% de NaCl (w/v). Las cajas fueron incubadas durante una semana de
acuerdo a la temperatura Optima de crecimiento, determinada anteriormente. Transcurrido el
tiempo de incubacidn se evalud el crecimiento de los actinomicetes mediante codigo binario. A la
presencia de crecimiento se le asignd 1y en ausencia de crecimiento, 0. La clasificacion de los
actinomicetes en funcion de la concentracion de NaCl del medio de cultivo fue establecido a
partir la Tabla 8.

Tabla 8. Clasificacion de los cultivos segun el rango de crecimiento en funcion de la
concentracion de NaCl del medio de cultivo.

NaCl (%)

110 | 15 Clasificacion

+ | - - Haldfilo débil
+ | 4+ - Haldfilo
+ | + + Halofilo extremo

3.7.  Determinacion de la actividad antimicrobiana.
3.7.1. Preparacion de los platos con los microorganismos modelo.

Cultivos de los hongos fitopatogenos Botrytis, Fusarium, Alternaria y Phoma fueron inoculados
en agar papa dextrosa (PDA), y dos bacterias, una Gram positiva y la otra Gram negativa, fueron
inoculadas en agar nutritivo (AN). Los hongos fueron incubados a 28°C durante 4 dias. Una vez
obtenido crecimiento visible se prepararon los platos siguiendo la técnica detallada por Vinueza
(2010).

En la primera etapa se prepararon suspensiones con las estructuras reproductivas de los hongos
y bacterias transfiriendo esporas (hongos) o células (bacterias) a un tubo de ensayo con 9 ml de
solucién salina estéril. Con la ayuda de un hemocitémetro, en el caso de hongos, y una placa
para conteo de bacterias (Petroff — Hausser chamber), se determiné la concentracidn inicial de
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cada uno de los microorganismos. Finalmente se calculd el volumen de indculo necesario para
obtener concentraciones finales de 1x10% células/ml para las bacterias, y 1x10° esporas/ml para
los hongos fitopatdgenos.

3.7.2. Instalacion del experimento para determinar la capacidad antagdnica.

Utilizando un sacabocados de 6 mm de didmetro, se extrajeron bloques cilindricos del micelio de
cada cultivo puro de actinomicetes. Se depositaron 4 bloques pertenecientes a cuatro
actinomicetes diferentes 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 difusion de los posibles metabolitos producidos. Ademas se prepararon platos en los que
se colocaron circulos de papel con nystatin (75 Ig/ml) y rifampicina (3.33 Ig/ml), como control
experimental para los ensayos de hongos y bacterias respectivamente. Los platos preparados
fueron incubados a 20 °C por 5 dias, y los perfiles de actividad biolégica se determinaron
midiendo los diametros, tanto polar como ecuatorial, de las zonas de inhibicion, en milimetros, de

aquellos actinomicetes que mostraron actividad antimicrobiana.

3.8.  Plan de procesamiento y analisis de la informacién

3.8.1. Disefo experimental
Diversidad Biolégica

Se estudiaron dos factores, usando un disefio completamente al azar con 2 repeticiones. Los
factores en estudio fueron:
Factor A: Tipo de muestras

a1: Muestra compuesta de suelo de la Antartida — Afio 2010

a1: Muestra compuesta de suelo de la Antartida — Afio 2011

a2: Muestra compuesta de suelo de la Antartida — Afio 2012

as: Muestra compuesta de arena de playa de la Antartida — Afio 2010

as: Muestra compuesta de arena de playa de la Antartida — Afio 2011

as: Muestra compuesta de arena de playa de la Antartida — Afio 2012
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as: Muestra de suelo del Chimborazo < 4500 m.s.n.m.

a7: Muestra de suelo del Chimborazo > 4500 m.s.n.m.

Factor B: Medio de cultivo

bo: Agar Almidon Caseina (AAC)

bs: Agar AV con Vitaminas (AAV)

Tabla 9. Tratamientos y combinacion de los factores en estudio

Tratamientos

A: Tipo de Muestra

B: Medio de cultivo

aobo Muestra Suelo 2010 Agar Almidon Caseina (AAC)
aob1 Muestra Suelo 2010 Agar AV con Vitaminas (AAV)
a1bo Muestra Suelo 2011 Agar Almidon Caseina (AAC)
abs Muestra Suelo 2011 Agar AV con Vitaminas (AAV)
azbo Muestra Suelo 2012 Agar Almidon Caseina (AAC)
azbs Muestra Suelo 2012 Agar AV con Vitaminas (AAV)
asbo Muestra Arena 2010 Agar Almidon Caseina (AAC)
asbs Muestra Arena 2010 Agar AV con Vitaminas (AAV)
asbo Muestra Arena 2011 Agar Almidon Caseina (AAC)
asbs Muestra Arena 2011 Agar AV con Vitaminas (AAV)
asho Muestra Arena 2012 Agar Almidon Caseina (AAC)
asb1 Muestra Arena 2012 Agar AV con Vitaminas (AAV)
asho Muestra Chimborazo < 4500 msnm | Agar Almidon Caseina (AAC)
agh1 Muestra Chimborazo < 4500 msnm | Agar AV con Vitaminas (AAV)
arbo Muestra Chimborazo > 4500 msnm | Agar Almidon Caseina (AAC)
arbs Muestra Chimborazo > 4500 msnm | Agar AV con Vitaminas (AAV)

Se utilizaron 6 muestras compuestas formadas a partir de suelo y arena de playa procedentes

del continente Antartico y dos muestras de suelo del Chimborazo. A partir de ellas se prepararon

diluciones que fueron inoculadas sobre cajas Petri que contuvieron dos medios de cultivo en

estudio, Agar AV con Vitaminas (AAV) y Agar Almidon Caseina (AAC). Las cajas fueron
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incubadas a 20°C. El esquema del analisis de varianza se muestra en la Tabla 10. En caso de
encontrar diferencias significativas entre los tratamientos se separaron las medias mediante la

prueba de Tukey al 5% de significancia.

Tabla 10. Esquema del analisis de varianza.

Fuente de Variacion Grados de libertad
Factor A (a-1)
Factor B (b-1)

AB (a-1) (b-1)
Error (ab)-1
Total (ab*r)-1

Diversidad metabélica

Se estudid un factor, usando un disefio completamente aleatorizado con dos repeticiones
comparando los tratamientos con un patrén (Nystatin y Rifampicina). El unico factor de estudio
fue la capacidad antagonica de los actinomicetes aislados, determinada para cada uno de los
microorganismos modelo usados en la presente investigacion. Solamente aquellos que
presentaron actividad antimicrobiana fueron considerados en el andlisis final, y cada uno fue
considerado como un tratamiento. El esquema del andlisis de varianza se muestra en la Tabla
11. En caso de encontrarse diferencias, las medias de los tratamientos fueron separadas en
niveles mediante la prueba de Dunnett al 95% de significancia.

Tabla 11. Esquema del analisis de varianza.

Fuente de Variacion Grados de libertad
Tratamientos k-1
Error k(n-1)
Total (k*n)-1

Ademas, a los actinomicetes se los clasifico de acuerdo al tipo de actividad antagénica. Aquellos
considerados como bactericidas presentaron inhibicion solamente a las bacterias Gram+ y
Gram-. Los actinomicetes con actividad fungicida afectaron solamente a Botrytis, Fusarium,
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Alternaria y Phoma. Finalmente, los que inhibieron el crecimiento tanto de bacterias como de

hongos se los considero de amplio espectro.
3.7.3. Taxonomia numérica de datos fenotipicos

Con los resultados de las pruebas fenotipicas se construy6 una base de datos, en codigo binario,
con el nimero de pruebas o caracteristicas estudiadas. La informacion se proceso en el software
estadistico NTSys, usando el coeficiente de simple similitud (Ssw). Finalmente los porcentajes
fueron utilizados para construir un dendrograma mediante el uso del algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Mean) del mismo programa. Una vez obtenido
éste grafico, se identifico los grupos especie basados en una similitud mayor al 90%. Aquellas
que compartan este valor de similitud se identificaron como miembros de un mismo grupo-

especie.

Tabla 12. Codificacion de la informacion para las pruebas de taxonomia numérica de datos

fenotipicos de actinomicetes

# Prueba Descripcion Cédigo
1 Circular Cir
2 Irregular Irr
Forma
3 Filamentosa Fil
4 Rizoide Riz
5 Plana Pla
6 Elevacion Convexa Con
7 Umbonada Umb
8 Entero Ent
9 Ondulado Ond
Margen
10 Filamentoso Flm
11 Rizado Rzd
12 Light Brown Lbr
Micelio Sustrato
13 Manilla Man
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Tabla 12. Continuacion...

14

Micelio Sustrato

N —_ —_
o oo »

22

24

Amarillo Oro

Amarillo Canario

Middle Brown

Amarillo Limén

Light Stone

Light Straw

Salmon Pink

Service Brown

Beige

Rosa Té

Amarillo Cadmio

Incoloro

Marfil

Aor

Acn

Mbr

Ali

Lst

Lsw

Spk

Sbr

Bei

Rte

Acd

Inc

Mar
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Tabla 12. Continuacion....

40 Service Brown Sbr
41 Manilla Man
42 Very Dark Drab Vdd
43 Pale Cream Pcr
44 Blanco Bla
45 icelio Aéreo Light Straw Lsw
46 Pale Roundel Red Prr
47 Sky Sky
48 Biscuit Bis
49 Lavanda Lav
50 Lila Lil

51 Capuccino Cap
92 Camouflage Beige Chg
53 Marfil Mar
54 Vellum Vel
95 Amarillo Limén Ali

56 Esporas Light Straw Lsw
57 Blanco Bla
58 Lavanda Lav
59 Biscuit Bis
60 No Esporas Nes
61 Amarillo Canario Acn
62 Amarillo Oro Aor
63 Pigmento Difusible Pale Cream Pcr
64 Service Brown Sbr
65 Rosa Té Rte
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Tabla 12. Continuacion...

66 Light Brown Lbr
67 Light Stone Lst
68 Amarillo Limon Ali
69 Light Buff Lbf
70 Deep Cream Dcr
Pigmento Difusible
71 Biscuit Bis
72 Verde Pistache Vpi
73 Salmén Sal
74 Salmon Pink Spk
75 Incoloro Inc
76 4°C 4°C
Rango de crecimiento
7 en funcién de la 28°C 28°C
78 Temperatura 37C 37°C
79 4.5 4.5
80 5.5 5.5
81 Rango de crecimiento 6.5 6.5
en funcién del pH
82 7.5 7.5
83 8.5 8.5
0, 0
84 Rango de crecimiento 1% 1%
85 en funcién de la 10% 10%
Salinidad
86 15% 15%
87 R Recta
8 | Forma de la Cadena F Flexous
89 de Esporas S Espiral
90 M Esporas Simples
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CAPITULO IV
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Andlisis de Resultados

4.1.1. Caracterizacion fisico-quimica de las muestras medioambientales

En la Tabla A9 (Anexo A), se refieren los valores de pH, conductividad eléctrica (uS), humedad
(%) y materia organica (%) de cada una de las muestras de suelo y arena de la Antartida, y de
suelo de paramo del norte del Chimborazo utilizadas en la investigacion.

4.1.2. Aislamiento selectivo de actinomicetes

Determinacion de la poblacion y diversidad bacteriana

Los resultados del conteo del numero de colonias de cada muestra de suelo y arena con los
diferentes medios de cultivos se muestran en la Tabla A10 (Anexo A).

La Tabla A11 (Anexo A) muestra el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de
suelo seco. El analisis estadistico de la varianza respecto a este parametro se presenta en la
Tabla B1 (Anexo B), en el cual se encuentra que existe diferencia significativa en el Factor A
(Origen de la Muestra) y en la interaccién AB (Origen de la Muestra + Medio de Cultivo). La
separacion de medias para el Factor A se muestra en la Tabla B2 (Anexo B), donde el valor méas
bajo de ufc/g de suelo seco se obtuvo en la muestra compuesta de arena de la Antartida del afio
2011 en al que no existio crecimiento (as), mientras que la muestra de suelo de la Antartida del
afio 2010 obtuvo el valor mayor (a1; 7,20E+03).

En la Tabla B3 (Anexo B) se muestra la interaccion AB (Origen de la Muestra + Medio de
Cultivo), aqui, la separacion de medias ubicé a los tratamientos asbo (Muestra Arena 2012 +
AAC), azbo (Muestra Suelo 2012 + AAC), asbo (Muestra Arena 2011 + AAC) y asbs (Muestra
Arena 2011 + AAV) en el nivel mas bajo en los que no existieron colonias visibles, a diferencia
del tratamiento agbo (Muestra Suelo 2010 + AAC), donde se obtuvo la poblacion mas alta con
1,26E+04 ufc/g suelo seco.

En cuanto a la diversidad, la Tabla B4 (Anexo B) muestra el anélisis de varianza respectivo
donde el Factor A (Origen de la Muestra) y la interaccién AB (Origen de Muestra + Medio de
Cultivo) manifiestan diferencias altamente significativas. En la Tabla BS (Anexo B) se separa las
medias para la diversidad de actinomicetes del Factor A, en donde la muestra compuesta de
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arena del afio 2011 fue la que mostro el valor mas bajo (as: 0), a diferencia de la muestra de
suelo de la Antartida del afio 2010 que registr6 el valor mas alto (a0=8).

En la tabla B6 (Anexo B) se presenta la separacion de medias para la diversidad de la
interaccion AB (Origen de Muestra + Medio de Cultivo), donde los tratamientos asbo (Muestra
Arena 2012 + AAC), azbo (Muestra Suelo 2012 + AAC), asbo (Muestra Arena 2011 + AAC) y asb+
(Muestra Arena 2011 + AAV) mostraron el nivel mas bajo con cero colonias, valor altamente
contrastable con los tratamientos azbs (Muestra Suelo 2012 + AAV) y agbo (Muestra Suelo 2010 +
AAC) que obtuvieron 14 colonias en cada uno.

4.1.3. Aislamiento, purificacion y almacenamiento de actinomicetes

Treinta y siete cultivos de actinomicetes fueron obtenidos y purificados a partir de los ensayos de
aislamiento selectivo.

En cuanto al origen de la muestra, en el suelo de la Antartida se obtuvieron quince actinomicetes
del afio 2010, cuatro del 2011 y uno del 2012. Aquellas que provinieron de arena fueron tres del
afio 2010, ninguna del 2011 y una del 2012. En las muestras de suelo de paramo del
Chimborazo, 9 colonias fueron aisladas a una altura menor de los 4500 msnm y cuatro a mas de
4500 msnm.

Cabe mencionar que en cuanto al medio de cultivo utilizado para el aislamiento selectivo, se
obtuvieron 24 colonias en Agar Almidon Caseina (AAC) y 13 en Agar AV con Vitaminas (AAV).
La Tabla A12 (Anexo A) indica la codificacion, muestra de origen, medio de aislamiento, réplica y
dilucion de cada uno de los 37 actinomicetes obtenidos en la presente investigacion.

En la Figura C2 (Anexo C) se muestra la distribucion del numero de actinomicetes aislados en

funcion del medio de cultivo utilizado.

4.1.4. Caracterizacion microscopica de los cultivos de actinomicetes

En la Tabla A13 (Anexo A) se muestra la caracterizacion microscopica de los actinomicetes
aislados, encontrandose 21 cultivos que presentan cadenas de esporas rectas, 5 con esporas
simples, 2 con espirales abiertas y 9 con forma sinuosa o “flexous".

36



4.1.5. Pruebas fisioldgicas de crecimiento

Rango de crecimiento en funcion de la temperatura

La clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcién de la
temperatura se muestra en la Tabla A14 (Anexo A). De los 37 cultivos aislados, 36 se
clasificaron como psicrotrofos y uno como meséfilo (Figura C3; Anexo C).

En cuanto al medio de cultivo de aislamiento, en Agar Almidén Caseina (AAC) se obtuvieron 24
colonias psicrotrofas, mientras en Agar AV con Vitaminas fueron 12 psicrotrofas y una mesofila
(Tabla A16; Anexo A).

La Unica colonia que presenté caracteristicas mesdfilas provino de la muestra de suelo del norte

del Chimborazo a una altura menor a 4500 msnm y fue aislada en AAV (Tabla A15; Anexo A).

Rango de crecimiento en funcion del pH

La clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcion del pH del
medio de cultivo se muestra en la Tabla A17 (Anexo A). Del total de actinomicetes aislados, 17
presentaron caracteristicas neutréfilas, 18 se clasificaron como neutrotolerantes y dos como
alcalitolerantes (Figura C4; Anexo C).

En relacion al rango de crecimiento en funcion del pH del medio de cultivo de acuerdo al medio
de aislamiento, en Agar Almidon Caseina se obtuvieron 13 neutrdfilos, 11 neutrotolerantes y en
Agar AV con Vitaminas, cuatro se clasificaron como neutrofilos, 7 como neutrotolerantes y dos
alcalitolerantes (Tabla A19; Anexo A).

Las dos colonias que crecieron en todo el rango de pH que se analizaron provinieron de
muestras de suelo de paramo del norte del Chimborazo a <4500 msnm y de arena de la
Antartida del afio 2010 (Tabla A18; Anexo A).

Rango de crecimiento en funcion de la salinidad

La clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcion de la
concentracion de NaCl del medio de cultivo se muestra en la Tabla A20 (Anexo A). Del total de
actinomicetes aislados, 35 se los clasificd como haldfilos débiles, uno como haldfilo y uno como
halofilo extremo (Figura C4; Anexo C).

En cuanto al rango de crecimiento en funcion de la concentracion de NaCl del medio de cultivo
de acuerdo al medio de aislamiento, en Agar Almidon Caseina se obtuvieron 24 haléfilos débiles
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y en Agar AV con Vitaminas: 24 halofilos débiles, un haléfilo y un haléfilo extremo (Tabla A22;
Anexo A).

En la muestra de suelo de la Antartida del afio 2012 se obtuvo una colonia con caracteristicas
hal6filas, mientras que en la muestra de suelo de paramo del norte del Chimborazo a <4500
msnm se logro aislar una colonia que se la clasificd como haldfila extrema (Tabla A21; Anexo A).

4.1.6. Taxonomia numérica de datos fenotipicos

A partir de las pruebas fenotipicas aplicadas a cada actinomicete aislado en el presente estudio
(Tabla B7; Anexo B), se construy6 un dendrograma con una corte de similitud del 90% (Figura
C6; Anexo C).

Se identificaron 23 grupos especie, de los cuales 6 incluyeron a mas de un espécimen y los
restantes 17 fueron individuales. Los grupos 1 y 3 fueron los mas grandes con cinco y siete
representantes cada uno. La Tabla A23 (Anexo A) indica los grupos especie de actinomicetes

con sus respectivos miembros.

4.1.7. Capacidad Antagénica

En la Tabla A24 (Anexo A) se muestran los didmetros de inhibicion de cada uno de los
actinomicetes aislados en el presente estudio frente a cada uno de los microorganismos de
control.

De manera general, un 97% del total de actinomicetes aislados presentd actividad
antimicrobiana dentro de los 5 dias de evaluacion frente a al menos un microorganismo de
control.

Frente a Botrytis, a los 3 dias de actividad se obtuvo 33 cepas con halos visibles de inhibicion y
cuatro no presentaron ningun tipo de actividad, sin embargo, a los 5 dias de crecimiento, tan solo
5 cepas mantuvieron didmetros constantes de inhibicion, un 38% disminuy6 de manera parcial la
efectividad del metabolito secundario secretado y un 40% perdi6 total capacidad antagénica.

Con Fusarium, en la primera evaluacion a los 3 dias, solo cuatro colonias de actinomicetes
presentaron actividad inhibitoria, a los 5 dias, tan sélo una colonia mantuvo efectividad en el
antibiético producido. Cabe recalcar que dichas cepas solo crearon hidrolisis parcial en el micelio

aéreo del microorganismo patogeno de control.
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En cuanto a Alternaria de las 35 cepas que presentaron capacidad antagonica a los 3 dias, un
60% disminuyd la viabilidad del antibiético producido a los 5 dias, un 20% perdio total efectividad
y un 6% aumento el halo de inhibicién.

Frente a Phoma, 35 platos presentaron actividad inhibitoria frente a este patégeno a los 3 dias
de evaluacién. Sin embargo, a los 5 dias un 45% disminuy6 la efectividad del antibidtico
secretado, un 52% mantuvo los niveles de actividad antimicrobiana y el restante 3% aumento la
longitud de los didmetros de inhibicion.

La capacidad bactericida de los actinomicetes aislados mostré resultados mas constantes en
contraste a los arrojados por la actividad fungicida luego de la evaluacion de los 5 dias. en
cuanto a bacterias Gram* el 66% de las cepas aisladas mostrd halos visibles de inhibicion, y tan
solo un 20% de éste disminuyo la efectividad del metabolito secretado, el resto de actinomicetes

mantuvo 0 aumento dichas zonas de inhibicion.

4.2. Interpretacion de datos

4.2.1. Poblacion y diversidad de actinomicetes

En cuanto al Factor A (Origen de la muestra) el valor mas alto de unidades formadoras de
colonias (ufc) se present6 en la muestra compuesta de suelo de la Antartida del afio 2010, de
esta manera se puede afirmar que las condiciones de almacenamiento de las muestras, ademas
del tiempo en estado criogénico de las mismas no afectaron de manera evidente en la cantidad
de actinomicetes aislados en el estudio. Por otro lado, los valores mas bajos de ufc/gramo de
suelo seco se obtuvieron en las muestras de arena de los tres afios en los cuales se realizaron
las XIV, XV y XVI Expediciones Ecuatorianas a la Antartida, asumiéndose que por efecto de la
marea en las costas de las Islas Greenwich y Dee, ademas de los altos indices de salinidad y
corrientes maritimas de las mismas, la poblacion en dicha &rea se vea significativamente
disminuida a diferencia de las muestras de suelo.

A pesar de estar estadisticamente en el mismo rango en cuanto a unidades formadoras de
colonias (ufc) junto a las muestras de arena de la Antartida (Tabla B2; Anexo B), la muestra de
suelo de paramo del Chimborazo (>4500 msnm) posee diferencias medioambientales
significativas en cuanto a las otras de su mismo nivel: presion atmosférica, indices de salinidad,
% de materia organica y humedad. Sin embargo, los mecanismos de adaptabilidad de

microorganismos a estas alturas deben conjugarse con la temperatura ambiental ademas de la
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disponibilidad de oxigeno en el mismo, asumiéndose tales razones para poseer niveles bajos de
diversidad.

Estadisticamente, el medio de cultivo utilizado para el aislamiento selectivo (Factor B) no ejercid
diferencia significativa tanto en la poblacién como en la diversidad de colonias aisladas, sin
embargo, confirmando el efecto del origen de la muestra en el resultado experimental, la
interaccidén de ambos factores generaron valores opuestos en ciertos casos, tal fue el efecto en
la muestra de suelo de 2012 donde al utilizar AAC no se obtuvo ninguna colonia, resultado
opuesto al usar AAV donde el valor de diversidad fue de 14. Las muestras de arena estuvieron
entre los rangos mas bajos de diversidad mientras que las muestras del Chimborazo (< 4500
msnm) junto con las de suelo antartico de los afios 2010 y 2012 estuvieron en los niveles mas
altos.

4.2.2. Caracterizacion fenotipica

En el momento de utilizar dos medios distintos para la caracterizacion macroscopica (GYM y
Avena) se visualizé la capacidad de adaptabilidad, modificacion fenotipica de los actinomicetes
aislados -seguramente en respuesta a factores nutricionales, pH o salinidad- y la variacién en
cuanto a morfologia, coloracion de las colonias, junto a la secrecion de pigmento difusible al
medio.

El efecto fue mucho mas notorio con la cepa JV-041 donde al utilizar Agar GYM no existid
esporulacion; mientras que al usar Agar Avena el metabolismo del microorganismo varid, muy

probablemente por disponibilidad nutricional del medio, y se produjeron esporas visibles.

Rango de crecimiento en funcion de la temperatura

Aunque el principal objetivo del presente trabajo fue el de aislar actinomicetes con caracteristicas
psicrotrofas, ninguno de los microorganismos obtenidos tuvo esa capacidad. Tan solo un 25% de
colonias crecio a 4°C, ademas solo una fue capaz de hacerlo a 37°C. En base a este analisis se
concluye que el 97% actinomicetes posee caracteristicas psicrotrofas en base al rango térmico
de crecimiento (desde 4 a 28 °C) mientras que el restante 3% se lo considera mesofilo por
presentar crecimiento hasta los 37 °C.

La Unica colonia con caracteristicas mesdfilas proviene de la muestra de suelo de la Antartida

del afo 2011, es de vital importancia tener en cuenta y profundizar la busqueda de los
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mecanismos a través de los cuales esta cepa posee esta adaptacion para soportar el estrés
térmico para su crecimiento.

A pesar del origen gélido de las muestras es necesario determinar las razones por las cuales un
75% de la poblacion de actinomicetes aislados no presento crecimiento a 4°C y si su estructura
metabolica se mantiene inactiva a tal temperatura esperando una variacion positiva de la misma

para dar paso a su reproduccion.

Rango de crecimiento en funcion del pH

En cuanto a la clasificacion de los cultivos de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento
en funcion del pH del medio, un 45% presentaron caracteristicas neutréfilas y un porcentaje
ligeramente superior a éste se lo considerd como neutrotolerante. Tan solo dos colonias con
caracteristicas alcalitolerantes fueron registradas del total de actinomicetes aislados.

Segun Solans & Vobis (2003) el pH de crecimiento de actinomicetes se encuentra entre 5y 9,
aunque el éptimo se encuentra cerca al neutro, cabe recalcar que el 100% de colonias aisladas
crecio a un pH de 6.5; un 40% a 7.5 y un 5% hasta 8.5; de esta manera se infiere que la mayoria

de cultivos obtenidos tiene tendencia a desarrollarse en pH ligeramente acido.

Rango de crecimiento en funcion de la salinidad

Los resultados casi nulos en cuanto a resistencia osmatica en los actinomicetes aislados en el
estudio (95% del total unicamente tienen propiedades haldfilas débiles) tiene proporcionalidad
directa con las escazas cepas aisladas de arena de playa de la Antartida. Sin embargo, es
importante resaltar la presencia de una colonia con caracteristicas haléfilas extremas que
proviene de suelo de paramo del Chimborazo (<4500 msnm), la cual muy probablemente, junto
con la modificacion metabolica y estructural a nivel celular para adaptarse a las condiciones
medioambientales del entorno, cred un sistema de regulacion osmotica que le permite soportar

tales niveles de NaCl en el medio de cultivo.

4.2.3. Taxonomia numeérica de datos fenotipicos

Tomando como base el analisis de datos fenotipicos y pruebas fisioldgicas de crecimiento, se
obtuvo 23 grupos especie -con un corte de similitud al 90%- de 37 cepas aisladas de la Antartida
y el Chimborazo. El dendrograma obtenido se basa en la comparacion de 90 caracteristicas,
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disminuyendo asi errores de percepcion en cuanto a coloracion de las colonias o caracterizacion
macroscépica de las mismas.

Cabe recalcar que tan s6lo 6 grupos especie poseen dos miembros 0 mas, y de éstos, el primer
y tercer grupo son los que mas entes tienen con 5 y 7 en cada caso. Los 17 restantes se los
considera como individuales.

Sin embargo, dentro del segundo grupo existen dos cepas —JV-013 y JV-019- del Suelo de la
Antartida y del Chimborazo, respectivamente, que comparten caracteristicas fenotipicas en un
96,5% a pesar de tener origenes totalmente diferentes. Es recomendable en este caso realizar
un secuenciamiento genético o pruebas de biologia molecular para determinar hasta que punto
son similares dichas colonias aisladas.

Estas técnicas son utiles en el momento de decidir con qué microorganismos trabajar en pruebas
de alcance biotecnoldgico a nivel piloto para poder asi evitar el uso de cepas “repetidas” y

aprovechar de manera eficiente recursos econémicos y naturales en estos procesos.

4.2.4. Capacidad Antagénica

A pesar de que el 97% de las cepas aisladas mostraron capacidad inhibitoria a microorganismos
de control en alguna de las etapas de evaluacion, tan solo un 35% del total logr6 mantener o
aumentar los halos existentes de inhibicion luego de los 3 dias de haber realizado la siembra.
Segun Procépio et al. (2012), debido al historial de produccién mundial de antibidticos y el
desarrollo de los mismos, los compuestos bioactivos aislados del género Streptomyces abarcan
el 80% de los farmacos de éste tipo que se encuentran el mercado, por tal motivo se ha
intensificado el desarrollo y busqueda de nuevas cepas que tengan dicha capacidad de
secrecion de estos metabolitos secundarios. Razon por la cual es necesaria una caracterizacion
molecular de las colonias de actinomicetes que han demostrado esta capacidad antagonica
frente a microorganismos fitopatogenos y de control para ubicarlos dentro de este género o si
estamos frente a nuevos organismos.

Ademas, es necesario identificar y aislar el compuesto bioactivo responsable de crear inhibicion,
de esta manera al sintetizar dicha molécula y al combinarlas con otras que posean similares

propiedades, muy probablemente la eficiencia bactericida o fungicida va a aumentar.
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4.2.4. Discusion general del trabajo

El presente trabajo buscd determinar la diversidad tanto bioldgica como metabdlica de
actinomicetes presentes en ecosistemas glaciares, para esto, la metodologia utilizada permitio
alcanzar correctamente dichas metas. El estudio de dos factores sumamente importantes como
el origen de la muestra y el medio de cultivo para el aislamiento selectivo arrojo resultados
importantes en cuanto a posibles nuevas cepas de actinomicetes y la utilizacion de éstos como
herramientas biotecnoldgicas.

Se logré aislar 37 colonias de actinomicetes en cultivo puro. De los cuales el 54% se obtuvo del
suelo de la Antartida, un 11% de arena de playa y el restante 35% del paramo del Chimborazo.
La diferencia de diversidad en cuanto al origen de la muestra se demostré estadisticamente y
muy probablemente condiciones medioambientales externas como presion, disponibilidad de
oxigeno; ademas de factores climatologicos o corrientes maritimas incidieron de manera
significativa en estos resultados.

A pesar de que se esperaba obtener en su mayoria colonias de actinomicetes psicrofilas,
ninguna de éstas presento ésta caracteristica y el 100% de cultivos presentd crecimiento hasta
28 °C y una mostrd capacidad de reproduccion hasta 37 °C. Esto motiva a la busqueda de las
razones por la cuales organismos cuyo origen presenta condiciones térmicas extremadamente
bajas logran resistir un estrés térmico relativamente elevado.

La seccion pertinente a caracterizacion macro y microscdpica junto con pruebas fisioldgicas de
crecimiento permitidé construir un dendrograma con un corte de similitud al 90%, el mismo que
clasifico a las cepas en 23 grupos especie. De esta manera, en comparacién con el trabajo
investigativo de Garzon (2013), el aumento de la diversidad bioldgica es considerable, tomando
en cuenta que en aquel trabajo se obtuvieron tan solo 11 cultivos de actinomicetes clasificados
en 5 grupos especie.

Es importante mencionar que dos colonias, cuyo origen es totalmente distinto (suelo de la
Antartida y suelo de paramo del Chimborazo), presentaron caracteristicas fenotipicas y
fisiologicas similares en un 95%. Es recomendable realizar una caracterizacion molecular de
dichas cepas para confirmar los resultados preliminares obtenidos en el dendrograma (Figura
C5; Anexo C).

Nedialkova & Naidenova (2004) afirman que la actividad antagdnica a microorganismos de
control en cepas aisladas de la Antartida fueron positivas entre un 40 — 60%, mientras que en la
presente investigacion este porcentaje fue considerablemente superior (97%). El alto porcentaje
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de capacidad antimicrobiana comprende una amplia gama de productos metabdlicos utiles para
su potencial uso en el campo biotecnoldgico.

Los resultados obtenidos dentro de este analisis son pruebas fehacientes de la diversidad
metabolica que presentaron las cepas de actinomicetes aisladas de la Antartida y del
Chimborazo vy de la capacidad de produccion de compuestos bioactivos eficientes.

Actualmente la resistencia a antibioticos es un problema real en la sociedad actual, el uso
excesivo de éstos basicamente nos ha llevado, en un abrir y cerrar de ojos, a desperdiciar la
oportunidad de combatir enfermedades de manera eficiente (tuberculosis, malaria e incluso
plagas en el campo agricola), por tal motivo, es necesario empezar a considerar a los
antibioticos como recursos naturales y empezar a hacer un mejor uso de ellos. Investigaciones
en ecosistemas poco explotados permitiran obtener un espectro mas amplio en cuanto a
diversidad de compuestos bioactivos que puedan mejorar dicha eficiencia y de esta manera

prolongar la carrera que llevamos contra microorganismos patdgenos.

4.3. Verificacion de la hipétesis
4.3.1. Hipétesis nula (Ho)

- Los actinomicetes recolectados de muestras de suelo de ecosistemas glaciares de la
Antartida y norte del Chimborazo no poseen diversidad bioldgica y metabdlica.

4.3.2. Hipétesis alternativa (H1)

- Los actinomicetes recolectados de muestras de suelo de ecosistemas glaciares de la
Antartida y norte del Chimborazo poseen diversidad biologica y metabdlica.

Después del andlisis de los resultados obtenidos en cuanto a la poblacién y diversidad de los
cultivos de actinomicetes aislados, caracteristicas macro y microscopicas, pruebas fisiologicas
de crecimiento, similitud fenotipica y pruebas de antagonismo microbiano, se acepta la hipétesis
alternativa (H1) afirmando que en las muestras de suelo y arena de la Antértida, asi como en las
del norte del Chimborazo existe diversidad biolégica y metabolica de actinomicetes.
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CAPITULOV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

 Se aislaron 37 cepas de actinomicetes en cultvo puro de las muestras
medioambientales de suelo y arena de la Antartida y del norte del Chimborazo.

» La distribucion espacial de los cultivos obtenidos presentd 20 colonias de suelo y 4 de
arena, ambas provenientes de la Antartida; ademas 13 fueron de muestras recolectadas
del paramo del Chimborazo.

* Microscopicamente, un 57% presentd cadenas de esporas rectas, un 25% de forma

sinusoidal, un 5% en espiral y un 13% como esporas simples.

* Del total de actinomicetes aislados ninguno presentd caracteristicas psicrofilas. EI 97%
de cultivos mostré un comportamiento psicrotrofo y una colonia tuvo la capacidad de
crecer hasta 37 °C.

» Taxonomicamente, los 37 actinomicetes aislados fueron ubicados en 23 grupos especie
basados en una similitud del 90%. Seis de éstos incluyeron a mas de un espécimen y los
restantes 17 fueron individuales. Los grupos 1y 3 fueron los mas grandes con cinco y
siete representantes cada uno.

* Se obtuvo dentro de un mismo grupo-especie dos cepas —JV-013 y JV-019- del Suelo
de la Antartida y del Chimborazo, respectivamente, que comparten caracteristicas
fenotipicas en un 96,5% a pesar de tener origenes totalmente diferentes.

» La capacidad antagdnica de las colonias aisladas fue positiva en un 97% en alguna de
las etapas de evaluacion en al menos un microorganismo de control. Sin embargo, tan
solo un 35% del total logré6 mantener o aumentar los halos de inhibicién luego de los 3

dias de la primera evaluacion
5.2. Recomendaciones

* (Caracterizar molecularmente las cepas aisladas de actinomicetes en el estudio para

corroborar los resultados obtenidos en las pruebas de taxonomia numérica.

45



Promover la investigacion en ecosistemas glaciares del Ecuador para conocer la
biodiversidad de actinomicetes como herramientas de uso potencial en el area

biotecnoldgica.

Ampliar las pruebas de capacidad antagénica delos actinomicetes aislados con
diferentes microorganismos patégenos y de control para ampliar el rango de utilidad de

dichos productos metabdlicos.
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CAPITULO VI
PROPUESTA
6.1. Datos informativos
6.1.1. Titulo

Determinacion de la diversidad bioldgica y metabolica de actinomicetes aislados de ecosistemas
glaciares.

6.1.2. Instituciones ejecutoras
Universidad Técnica de Ambato
6.1.3. Beneficiarios

Investigadores y estudiantes universitarios del Ecuador. Empresas publicas o privadas, centros e
instituciones de investigaciones microbioldgicas que se encuentren relacionadas a la obtencion

de nuevos productos con aplicacion biotecnoldgica.

6.1.4. Ubicacion

Universidad Técnica de Ambato. Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.
Av. Los Chasquis y Rio Payamino. Ciudadela Huachi Chico. Ambato-Ecuador.
6.1.5.Tiempo estimado para la Ejecucion

Seis meses

6.1.6. Equipos técnico responsable

Investigadores, docentes y estudiantes que se encuentren trabajando en la determinacion de la
diversidad bioldgica y metabdlica de actinomicetes aislados de ecosistemas glaciares.

6.2. Antecedente de la propuesta

El uso extenso y excesivo de los antibidticos en los ultimos 20 afios ha generado un nuevo
rompecabezas para los sistemas de salud y laboratorios de investigacion: la resistencia
bacteriana a estos farmacos. El sector agricola y médico ya han empezado a mostrar los
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primeros sintomas de este problema a nivel mundial: tratamientos ineficaces, demora en los
tiempos de recuperacion de pacientes, aumento de plagas y pandemias. Si bien es imposible
ganar esta batalla inminente, existen tecnologias y métodos para prolongar o atrasar este

proceso.

Una de las soluciones a este obstaculo se basa en la investigacion “Diversidad biologica y
metabolica de actinomicetes aislados de suelo y arena de ecosistemas glaciares de la Antartida
y del norte del Chimborazo®, donde se demostré que en ambientes que se creian inhospitos,
existe una amplia variedad de microorganismos con alto potencial biotecnoldgico, especialmente
aquellos que presentan adaptaciones especiales a sus sistemas metabolicos y enzimaticos, los

mismos que pueden ser Utiles para el descubrimiento de nuevos antibidticos.
6.3. Justificacion

El trabajo investigativo “Diversidad bioldgica y metabdlica de actinomicetes aislados de suelo y
arena de ecosistemas glaciares de la Antartida y del norte del Chimborazo” evidencié una amplia
variedad de microorganismos presentes en estos ambientes, los mismos que sustentan la
validez de la metodologia utilizada para el aislamiento y determinacion de la capacidad
antagonica de éstos. Esta técnica puede ser aplicada a zonas del planeta que tienen un minimo
porcentaje de exploracion tales como el Océano Artico, la Meseta Central Siberiana o el Desierto
de Gobi. A partir de los resultados que se obtengan se podra obtener microorganismos que
aporten significativamente en la busqueda de nuevos compuestos antibioticos en esta época
donde la resistencia bacteriana y fungica es un problema que necesita resultados urgentes.

6.4. Objetivos
6.4.1. General

-Estructurar un protocolo de aislamiento de actinomicetes para la determinacion de su

capacidad antagonica provenientes de ecosistemas glaciares.
6.4.2. Especificos

- Aislar selectivamente actinomicetes de diversas muestras de suelo provenientes de

ambientes glaciares.
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- Obtener actinomicetes productores de compuestos bioactivos para su uso potencial en
biotecnologia.

6.5. Analisis de factibilidad

Los resultados obtenidos en la investigacion “Diversidad biolégica y metabolica de
actinomicetes aislados de suelo y arena de ecosistemas glaciares de la Antartida y del norte del
Chimborazo” aseguran la viabilidad de esta propuesta en virtud de que la metodologia utilizada
es aplicable en muestras provenientes de diferentes niveles/zonas gélidas del planeta. La
variedad de microclimas y condiciones medioambientales especificas de cada muestra aseveran

una amplia gama de nuevos antibiéticos aplicables al sector biotecnoldgico.
6.6. Fundamentacion

La investigacion “Diversidad biologica y metabdlica de actinomicetes aislados de suelo y arena
de ecosistemas glaciares de la Antartida y del norte del Chimborazo”, es la base cientifica para
la formulacion de la siguiente propuesta.

6.7. Metodologia - Modelo Operativo
6.7.1. Caracterizacion fisico-quimica de las muestras medioambientales
Determinacion del pH y Conductividad de las muestras

Para determinar el pH y conductividad eléctrica se pesara 20 gramos de cada muestra, se
colocara cada una en un vaso de precipitacion de 100 ml, se afiadird 50 ml de agua destilada, y
se homogenizaran las muestras durante 5 minutos. Las muestras se dejaran en reposo por
una hora. Una vez transcurrido ese tiempo, se tomaran las lecturas correspondientes de las

muestras, con la ayuda de un pH-metro y un conductivimetro.
Determinacion del porcentaje de humedad de las muestras

Para determinar el porcentaje de humedad se pesaran previamente capsulas de porcelana y se
colocaran en éstas 5 gramos de cada tipo de suelo, finalmente se registrara el peso total (Peso

1).
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Las capsulas de porcelana con las muestras se colocaran en una estufa a 105° C por 24
horas. Cuando las muestras se hayan enfriado se pesara nuevamente (Peso 2). El porcentaje

de humedad sera determinado mediante la siguiente formula:

Peso = Pes;o2

%Humedad = x 100

Peso2

El porcentaje de humedad involucra unicamente los pesos de agua y suelo de las muestras, por
lo que el peso de la capsula de porcelana deberé ser restado.

Determinacion del porcentaje de materia organica

Para la determinacion del porcentaje de materia organica se pesaran capsulas de porcelana
vacias y secas, en cada una se colocara 5 gramos de suelo de cada muestra, se colocaran en
una estufa a 105°C por 24 horas. Cuando las muestras se hayan enfriado se pesaran
nuevamente (Peso 1). Las capsulas de porcelana con las muestras procedentes de la estufa se
colocaran en una mufla, a 400°C por 3 horas. Cuando las muestras se han enfriado se
obtendra el peso final (Peso 2). El porcentaje de materia organica sera determinado mediante la

siguiente formula:

Peso, —Peso,

%M.0 = x100

Peso2

Para calcular porcentaje de materia organica unicamente se registraran los pesos de agua y
suelo de las muestras, por lo que el peso de la capsula de porcelana debera ser restado.

6.7.2. Aislamiento selectivo de actinomicetes
Determinacion de la poblacion y diversidad de actinomicetes

De cada una de las muestras se prepararan diluciones sucesivas utilizando el método de
difusién en placa. Para preparar la dilucién 1/10 se pesara 10 gramos de suelo y se colocara en
una botella que contenga 90 ml de agua de llave estéril, esta suspension se agitara por 1 hora. A
partir de esta dilucién se prepararan las diluciones 1/102y 1/103. Se colocaran 100 microlitros
(100 pl) de las diluciones 1/102'y 1/10% en cajas Petri con Agar AV con Vitaminas (AAV) y Agar
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Almidén Caseina (AAC), cada uno suplementado con nystatin, a una concentracion de 75 ug/ml,
y ajustando su pH a 7,0. Se extendera esta alicuota por la superficie de cada caja con un asa de
Digralsky. Este procedimiento se realizara por duplicado y para cada tipo de suelo. Las cajas
inoculadas seran incubadas a 20°C durante 2 semanas. Transcurrido el periodo se contara el
numero de colonias de actinomicetes presentes en cada caja. El numero de ufc/gramo de suelo
se calculara para aquellas diluciones en las que el nimero de colonias se encuentre en un rango

entre 30 hasta 300, usando la siguiente formula:

N x FD x Vt

UFC/g de suelo= Vixs

Donde:

N Numero de colonias

FD Dilucién en la cual se contd N (Eg: Conteo realizado en la dilucion 1/108, FD = 1x109)
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

Aislamiento, purificacién y almacenamiento de actinomicetes

Las cajas Petri que presenten crecimiento visible y diversidad de colonias se utilizaran para el
aislamiento y purificacion de las cepas. Con la ayuda de un asa bacterioldgica estéril se tomara
una porcién de una colonia para inocularla mediante estria simple en platos tetrapetri que
contengan Agar AV con Vitaminas (AAV) y Agar Aimidon Caseina (AAC). Los platos seran
incubados a nuevamente a 20°C. Los cultivos puros seran replicados en estria compuesta e
incubados por una semana. Aquellos que después del periodo de incubacion presenten
caracteristicas de cultivo puro seran etiquetados y almacenados en tubos plasticos que
contengan 1 mililitro de glicerol al 20% (w/v) y almacenados a -10°C para su preservacion.

Caracterizacion macroscopica
Los cultivos puros obtenidos se sembraran en dos medios de cultivo diferentes: Agar GYM y

Agar Avena, se agruparan de acuerdo a la coloracion del micelio aéreo, micelio de sustrato,
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esporas, pigmento difusible y la morfologia de las colonias, los que se determinaran usando
tablas estandar de colores. Ademas se analizara la forma, elevacion y margen de las colonias.

Caracterizacion microscopica

Para determinar la morfologia de las cadenas de esporas en los cultivos que presenten micelio
aéreo se colocara un cubreobjetos estéril sobre el cultivo con la ayuda de una pinza estéril.
Luego el cubreobjetos con el micelio adherido se colocara en un portaobjetos de manera que el
micelio quede en contacto con el portaobjetos. Se determinara el tipo de estructura usando un
microscopio con el lente de inmersién 100X.

6.7.3. Pruebas fisiolégicas de crecimiento
Identificacion de actinomicetes psicrétrofos

Se inocularan 5 pl de suspensiones de esporas sobre la superficie de cada medio de cultivo y
seran incubados a 4°C, 20°C y 28°C. Se evaluara el crecimiento de los actinomicetes mediante
codigo binario asignando 1 si presenta crecimiento visible, en caso contrario; en ausencia de
crecimiento, 0. Un actinomicete seré considerado como psicrofilo si crece solamente a 4 y 20°C.
Aquellos que crezcan en las tres temperaturas seran clasificados como psicrotrofos, mientras
que seran mesofilos si crecen a 20°C y 28°C, en cuyo caso también se determinara su
crecimiento a 37°C.

Rango de crecimiento en Funcion del pH

Se inocularan 5 ul de las suspensiones de esporas en la superficie de cada medio de cultivo,
ajustado a los pH 4.5, 5.5, 6.5, 7.5 y 8.5 mediante sistema de buffers. Las cajas seran incubadas
durante una semana a 20 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion se evaluara el crecimiento de
los actinomicetes mediante cddigo binario. A la presencia de crecimiento se le asignara 1y en

ausencia de crecimiento, 0.
Rango de crecimiento en Funcién de la salinidad

Se inocularan 5 pl de las suspensiones de esporas en la superficie de cada medio de cultivo,
que contenga 1, 10 y 15% de NaCl (w/v). Las cajas se incubaran durante una semana a 20 °C.
Transcurrido el tiempo de incubacién se evaluara el crecimiento de los actinomicetes mediante

codigo binario. A la presencia de crecimiento se le asignara 1y en ausencia de crecimiento, 0.
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6.7.4. Determinacion de la actividad antimicrobiana.
Preparacion de los platos con los microorganismos modelo.

Cultivos de los hongos fitopatogenos Botrytis, Fusarium, Alternaria y Phoma seréan inoculados
en agar papa dextrosa (PDA), y dos bacterias, una Gram positiva y la otra Gram negativa, seran
inoculadas en agar nutritivo (AN). Los hongos se incubaréan a 28°C durante 4 dias.

En la primera etapa se prepararan suspensiones con las estructuras reproductivas de los hongos
y bacterias transfiriendo esporas (hongos) o células (bacterias) a un tubo de ensayo con 9 ml de
solucién salina estéril. Con la ayuda de un hemocitémetro, en el caso de hongos, y una placa
para conteo de bacterias (Petroff — Hausser chamber), se determinara la concentracion inicial de
cada uno de los microorganismos. Finalmente se calculara el volumen de indculo necesario para
obtener concentraciones finales de 1x10% células/ml para las bacterias, y 1x10° esporas/ml para
los hongos fitopatdgenos.

Instalacion del experimento para determinar la capacidad antagénica.

Utilizando un sacabocados de 6mm de diametro, se extraeran bloques cilindricos del micelio de
cada cultivo puro de actinomicetes. Se depositaran 4 bloques pertenecientes a cuatro
actinomicetes diferentes 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 difusion de los posibles metabolitos producidos. Ademas se prepararan platos en los que
se colocaran circulos de papel con nystatin (75 (g/ml) y rifampicina (3.33 Ig/ml), como control
experimental para los ensayos de hongos y bacterias respectivamente. Los platos preparados
seran incubados a 20 °C por 7 dias, y los perfiles de actividad biologica se determinaran
midiendo los diametros, tanto polar como ecuatorial, de las zonas de inhibicion, en milimetros, de

aquellos actinomicetes que mostraron actividad antimicrobiana.

6.8. Administracion

(ver pagina siguiente).
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Tabla 13. Administracién

INDICADORES SITUACION RESULTADOS
A MEJORAR ACTUAL ESPERADOS ACTIVIDADES | RESPONSABLES
Limitado |dentificacion de
conocimiento de nuevos
la actividad compuestos
antimicrobiana bioactivos
. D t
, de los provenientes de | Instalacion de ocentes
Metodologias | actinomicetes. | actinomicetes | €xperimentos
selectivas para para determinar
la determinacion la capacidad Investigadores
de la capacidad - L antagonica de
antagénica de Desconocimiento | Identificacion de los
los del campo de NUevos campos | microorganismos .
actinomicetes | @plicacion de los | de intervencion | gisjados in vitro Estudiantes
compuestos biotecnoldgicos e in situ.
bioactivos de los
aislados de antibiéticos
actinomicetes producidos por
actinomicetes.
6.9. Prevision de la evaluacion
Tabla 14. Previsidn de la evaluacion
PREGUNTAS BASICAS EXPLICACION
Docente
¢Quiénes solicitan evaluar?
Investigador

¢Por qué evaluar?

Genera informacion acerca de los mecanismos de
adaptacion y funcionalidad de microorganismos
presentes en ambientes glaciares.

¢Para qué evaluar?

Para determinar la diversidad bioldgica y metabolica de
actinomicetes existente en diferentes ecosistemas
glaciares.

¢ Qué evaluar?

Datos obtenidos a partir de las pruebas de taxonomia
numeérica.

Actividad antimicrobiana.
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Tabla 14. Continuacion...

¢ Quién evalta?

Docente

¢Cuando evaluar?

Al finalizar las pruebas de taxonomia numérica.

Al obtener radios visibles de inhibicién microbiana.

¢ Como evaluar?

Realizando una matriz de cddigo binario.

Comparando los radios de inhibicion con los patrones
especificos para cada microorganismo

¢Con qué evaluar?

Programa NTSYS e Infostat

(andlisis estadistico)
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ANEXO A
DATOS EXPERIMENTALES
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TABLA A1. Origen de muestras de suelo — Arena Antértida 2010

Cadigo Lugar de Recoleccion Fecha de Recoleccion
ANT004 Sedimentos de Arena - Glaciar Quito EPVN | 10 — Enero — 2010
ANTO005 Punta Ambato — Algas 11 — Febrero — 2010
ANTO11 Barrientos — Arena 09 - Enero - 2010
ANTO012 Barrientos — Arena de Arena 05 12 — Enero - 2010
ANT015 Arena Rio Culebra - Algas 14 — Febrero — 2010

TABLA A2. Origen de muestras de suelo — Suelo Antartida 2010

Cadigo Lugar de Recoleccion Fecha de Recoleccion
Cerca PEVIMA - Suelo Puyango -

ANTO001 09 - Enero - 2010
Liquenes verdes

ANTO002 Cerro Puyango 09 - Enero - 2010

ANTO007 Meseta Punta Ambato 03 10 — Febrero — 2010

ANTO010 Barriento 03 — Cubierta vegetal de musgos | 10 — Enero — 2010

ANT016 Cerro Puyango - Musgo 10 — Enero — 2010

TABLA A3. Origen de muestras de suelo — Arena Antartida 2011

Cadigo

Lugar de Recoleccion

Fecha de Recoleccion

M5 (136-137)

Arena de Arena — Barrientos

09 — Febrero — 2011

M7 (139-140)

Arena de Arena — Barrientos

09 - Febrero — 2011

Arena de Arena — Sector Elefantes Marinos

M8 (141) _ 09 - Febrero — 2011
Parte de Atras — Barrientos

M9 (142) Arena de Arena — Marea Baja - Barrientos | 09 - Febrero — 2011

M16 (154) Arena de Arena - Punta Ambato 09 - Febrero — 2011
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TABLA A4. Origen de muestras de suelo — Suelo Antartida 2011

Cadigo Lugar de Recoleccion Fecha de Recoleccion
M1 (102-103) Suelo Bajo Musgos 29 - Enero - 2011

M6 (138) Suelo Bajo Musgos - Barrientos 09 - Febrero — 2011
M12 (146) Musgo - Suelo Pedregoso — Torres 11 - Febrero — 2011
M13 (147) Suelo Bajo Cubierta de Liquenes — Torres | 11 — Febrero — 2011
M22 (193) Liquenes Roca — Base Puyango 20 - Febrero — 2011
M23 (194) Liquenes Suelo Pedregoso - Puyango 20 — Febrero — 2011

TABLA A5. Origen de muestras de suelo — Arena Antértida 2012

Cadigo Lugar de Recoleccion Fecha de Recoleccion
509 Arena de Arena — Punta Ambato 27 — Febrero — 2012
510 Arena asociada a algas — Barrientos 23 — Febrero — 2012
512 Arena de Arena - Algas — Barrientos 23 - Febrero — 2012
518 (47) Arena de Dee 24 — Febrero — 2012
520 (105) Arena de Arena — Roberts 24 - Febrero — 2012

TABLA AG6. Origen de muestras de suelo — Suelo Antartida 2012

Cadigo Lugar de Recoleccion Fecha de Recoleccion

514 (119) Suelo bajo musgos — Barrientos 23 - Febrero — 2012

515 (109) Suelo pasto - Torres 24 — Febrero — 2012
Suelo rico en materia organica debajo de

519 (106) 24 - Febrero — 2012
musgo — Pedregoso — Roberts

922 (111) Suelo bajo liquenes - Torres 24 — Febrero — 2012

523 (118) Suelo de liquenes - Punta Ambato 27 - Febrero — 2012

Muestra 2 asociada a planta vascular —
525 _ 03 — Marzo - 2012
Cima Puyango

Muestra 1 asociada a liquenes — Cima
526 03 - Marzo - 2012
Puyango




TABLA A7. Origen de muestras de suelo — Suelo Chimborazo (Altura 1)

Cadigo Lugar de Recoleccion Fecha de Recoleccion
KH1 Suelo debajo de Planta formando manto 30 — Mayo - 2014
KH2 Paramo acequia rio 30 — Mayo - 2014

TABLA A8. Origen de muestras de suelo — Suelo Chimborazo (Altura 2)

Cadigo Lugar de Recoleccion Fecha de Recoleccion
M1 Oreja de conejo 30 — Mayo - 2014
M2 Suelo musgo debajo de piedra 30 — Mayo - 2014
M3 Suelo oreja de conejo 30 — Mayo — 2014
M4 Suelo debajo de musgos en piedra 30 — Mayo - 2014
M5 Oreja de conejo (4860m) 30 — Mayo - 2014

TABLA A9. Caracteristicas fisico-quimicas de las muestras medioambientales

Conductividad % Materia
Muestra pH % Humedad

(uS) Organica
Arena Antartida 2010 | 7,43 2185 4,946 3,004
Suelo Antartida 2010 | 8,63 185 3485 6,884
Arena Antartida 2011 8,03 2204 10,383 3,441
Suelo Antartida 2011 1,27 204 3,703 3,678
Arena Antartida 2012 | 8,01 2064 5,652 7,445
Suelo Antartida 2012 | 7,25 192 4,419 5,423
Chimborazo A1 8,59 562 56,080 13,683
Chimborazo A2 8,32 451 47 380 8,889

TABLA A10. Numero de colonias de actinomicetes obtenidos de los platos del aislamiento

selectivo.
Muestra Medio Réplica Dilucién N
Suelo 2010 AAC 1 1110 18
Suelo 2010 AAC 9 1110 10
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TABLA A10. Continuacion...

Suelo 2010 AAV 1110 3
Suelo 2010 AAV 1110 1
Suelo 2010 AAC 1/100 0
Suelo 2010 AAC 1/100 2
Suelo 2010 AAV 1/100 0
Suelo 2010 AAV 1/100 0
Suelo 2010 AAC 1/1000 0
Suelo 2010 AAC 1/1000 0
Suelo 2010 AAV 1/1000 0
Suelo 2010 AAV 1/1000 0
Suelo 2011 AAC 1110 0
Suelo 2011 AAC 1110 2
Suelo 2011 AAV 1110 3
Suelo 2011 AAV 1110 J
Suelo 2011 AAC 1/100 0
Suelo 2011 AAC 1/100 0
Suelo 2011 AAV 1/100 1
Suelo 2011 AAV 1/100 1
Suelo 2011 AAC 1/1000 0
Suelo 2011 AAC 1/1000 0
Suelo 2011 AAV 1/1000 0
Suelo 2011 AAV 1/1000 0
Suelo 2012 AAC 1110 0
Suelo 2012 AAC 1110 0
Suelo 2012 AAV 1110 14
Suelo 2012 AAV 1110 13
Suelo 2012 AAC 1/100 0
Suelo 2012 AAC 1/100 0
Suelo 2012 AAV 1/100 2
Suelo 2012 AAV 1/100 4
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TABLA A10. Continuacion...

Suelo 2012

AAC

1/1000 0
Suelo 2012 AAC 111000 0
Suelo 2012 AAV 1/1000 0
Suelo 2012 AAV 111000 0
Arena 2010 AAC 1110 0
Arena 2010 AAC 1110 9
Arena 2010 AAV 110 1
Arena 2010 AAV 110 1
Arena 2010 AAC 11100 0
Arena 2010 AAC 11100 0
Arena 2010 AAV 17100 0
Arena 2010 AAV 11100 0
Arena 2010 AAC 1/1000 0
Arena 2010 AAC 111000 0
Arena 2010 AAV 1/1000 0
Arena 2010 AAV 1/1000 0
Arena 2011 AAC 110 0
Arena 2011 AAC 1110 0
Arena 2011 AAV 110 0
Arena 2011 AAV 110 0
Arena 2011 AAC 11100 0
Arena 2011 AAC 11100 0
Arena 2011 AAV 11100 0
Arena 2011 AAV 11100 0
Arena 2011 AAC 1/1000 0
Arena 2011 AAC 111000 0
Arena 2011 AAV 1/1000 0
Arena 2011 AAV 1/1000 0
Arena 2012 AAC 1110 0
Arena 2012 AAC 1110 0
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TABLA A10. Continuacion...

Arena 2012 AAV 1/10 1
Arena 2012 AAV 1/10 1
Arena 2012 AAC 1/100 0
Arena 2012 AAC 1/100 0
Arena 2012 AAV 1/100 0
Arena 2012 AAV 1/100 0
Arena 2012 AAC 1/1000 0
Arena 2012 AAC 1/1000 0
Arena 2012 AAV 1/1000 0
Arena 2012 AAV 1/1000 0
Chimborazo A1 AAC 1/10 7
Chimborazo A1 AAC 1/10 5
Chimborazo A1 AAV 1/10 6
Chimborazo A1 AAV 1/10 8
Chimborazo A1 AAC 1/100 3
Chimborazo A1 AAC 1/100 2
Chimborazo A1 AAV 1/100 3
Chimborazo A1 AAV 1/100 2
Ch?mborazo A1 AAC 1/1000 0
ChTmborazo A1 AAC 1/1000 0
Chimborazo A1 AAV 1/1000 0
Chimborazo A1 AAV 1/1000 0
Chimborazo A2 AAC 1/10 2
Chimborazo A2 AAC 1110 3
Chimborazo A2 AAV 1/10 2
Chimborazo A2 AAV 1/10 1
Chimborazo A2 AAC 1/100 1
Chimborazo A2 AAC 1/100 2
Chimborazo A2 AAV 1/100 0
Chimborazo A2 AAV 1/100 0
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TABLA A10. Continuacion...

Chimborazo A2

AAC

1 1/1000 0

Chimborazo A2 AAC 9 11000 0

Chimborazo A2 AAV 1 1/1000 0

Chimborazo A2 AAV 9 11000 0

TABLA A11. Numero de ufc/gramo de suelo seco
Muestra Medio Réplica Dilucién UFC/g suelo seco

Suelo 2010 AAC 1 1110 1,62E+04
Suelo 2010 AAC 2 1/10 9,00E+03
Suelo 2010 AAV 1 110 2,70E+03
Suelo 2010 AAV 2 110 9,00E+02
Suelo 2011 AAC 1 110 0,00E+00
Suelo 2011 AAC 2 1/10 1,80E+03
Suelo 2011 AAV 1 110 2,70E+03
Suelo 2011 AAV 2 1/10 4 50E+03
Suelo 2012 AAC 1 1/10 0,00E+00
Suelo 2012 AAC 2 1/10 0,00E+00
Suelo 2012 AAV 1 1/10 1,26E+04
Suelo 2012 AAV 2 110 1,17E+04
Arena 2010 AAC 1 110 0,00E+00
Arena 2010 AAC 2 110 1,80E+03
Arena 2010 AAV 1 110 9,00E+02
Arena 2010 AAV 2 110 9,00E+02
Arena 2011 AAC 1 110 0,00E+00
Arena 2011 AAC 2 1/10 0,00E+00
Arena 2011 AAV 1 1/10 0,00E+00
Arena 2011 AAV 2 110 0,00E+00
Arena 2012 AAC 1 110 0,00E+00
Arena 2012 AAC 2 1/10 0,00E+00
Arena 2012 AAV 1 110 9,00E+02
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TABLA A11. Continuacion...

Arena 2012

AAV

1110 9,00E+02
Chimborazo A1 AAC 110 6,30E+03
Chimborazo A1 AAC 1/10 4,50E+03
Chimborazo A1 AAV 1110 5,40E+03
Chimborazo A1 AAV 1110 7,20E+03
Chimborazo A2 AAC 1/10 1,80E+03
Chimborazo A2 AAC 1/10 2,70E+03
Chimborazo A2 AAV 1/10 1,80E+03
Chimborazo A2 AAV 110 9,00E+02

TABLA A12. Codificacién de cultivos de actinomicetes aislados de ecosistemas glaciares de la

Antartida y del norte del Chimborazo.

Cadigo Muestra Medio Réplica Dilucién
JV-001 Suelo 2010 AAC R1 1/10
JV-002 Suelo 2010 AAC R1 1/10
JV-003 Suelo 2010 AAC R1 1110
JV-004 Suelo 2010 AAC R1 1/10
JV-005 Suelo 2010 AAC R2 1110
JV -007 Suelo 2010 AAC R2 1/10
JV-008 Suelo 2010 AAC R2 1/10
JV-009 Suelo 2010 AAC R2 110
JV-010 Suelo 2010 AAC R2 1/100
JV-011 Suelo 2010 AAC R2 1/100
JV-012 Suelo 2010 AAC R2 1/100
JV-013 Suelo 2010 AAC R2 1/100
JV-014 Suelo 2011 AAC R2 1/100
JV-015 Suelo 2011 AAC R2 1/100
JV-017 Arena 2010 AAC R2 1110
JV-018 Arena 2010 AAC R2 1110
JV-019 Chimborazo A1 AAC R1 1/10
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TABLA A12. Continuacion...

JV-021 Chimborazo A1 AAC R2 1/10
JV-022 Chimborazo A1 AAC R2 1/10
JV-025 Chimborazo A1 AAC R2 1/100
JV -026 Chimborazo A1 AAC R2 1/100
JV-027 Chimborazo A2 AAC R2 1110
JV-028 Chimborazo A2 AAC R1 1/100
JV-029 Chimborazo A2 AAC R2 1/100
JV-031 Suelo 2010 AAV R1 1/100
JV-033 Suelo 2010 AAV R1 11100
JV-034 Suelo 2010 AAV R1 1/100
JV-035 Suelo 2011 AAV R1 1110
JV-036 Suelo 2011 AAV R1 1/100
JV -037 Suelo 2012 AAV R1 1/100
JV-038 Arena 2010 AAV R2 110
JV-039 Arena 2012 AAV R2 1/100
JV - 041 Chimborazo A1 AAV R1 1/10
JV-042 Chimborazo A1 AAV R2 1/10
JV -043 Chimborazo A1 AAV R1 1/100
JV-045 Chimborazo A1 AAV R2 1/100
JV-047 Chimborazo A2 AAV R2 1/10

TABLA A13. Caracterizacion microscopica de actinomicetes aislados

Cadigo Forma de la Cadena
JV -001 Recta

JV -002 Recta
JV-003 Flexous

JV - 004 Flexous

JV -005 Flexous
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TABLA A13. Continuacion...

JV =007

Flexous

JV-008

Recta

JV-009

Recta

JV-010

Recta

JV-011

Recta

JV-012

Flexous

JV-013

Recta

JV-014

Recta

JV-015

Espiral Abierta

JV-017

Flexous

JV-018

Espiral Abierta

JV-019

Recta

JV -021

Recta

JV -022

Flexous

JV -025

Flexous

JV -026

Recta

JV -027

Recta

JV-028

Recta

JV-029

Recta

JV -031

Flexous

JV-033

Esporas Simples

JV -034

Recta

JV-035

Recta

JV -036

Recta

JV =037

Esporas Simples

JV-038

Esporas Simples

JV-039

Recta

JV - 041

Recta

JV -042

Esporas Simples

JV - 043

Recta

JV - 045

Esporas Simples

JV - 047

Recta
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TABLA A14. Clasificacion de los cultivos de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento

en funcién de la temperatura

Temperatura (°C)
Cadigo Clasificacion
4 28 37

JV-001 1 1 0 Psicrotrofo
JV-002 1 1 0 Psicrotrofo
JV-003 1 1 0 Psicrotrofo
JV-004 1 1 0 Psicrotrofo
JV -005 1 1 0 Psicrotrofo
JV - 007 0 1 0 Psicrotrofo
JV-008 1 1 0 Psicrotrofo
JV-009 0 1 0 Psicrotrofo
JV-010 1 1 0 Psicrotrofo
JV-011 1 1 0 Psicrétrofo
JV-012 1 1 0 Psicrétrofo
JV-013 0 1 0 Psicrotrofo
JV-014 0 1 0 Psicrotrofo
JV-015 0 1 0 Psicrotrofo
JV-017 0 1 0 Psicrotrofo
JV-018 0 1 0 Psicrotrofo
JV-019 0 1 0 Psicrotrofo
JV - 021 0 1 0 Psicrétrofo
JV-022 0 1 0 Psicrotrofo
JV-025 0 1 0 Psicrotrofo
JV -026 0 1 0 Psicrotrofo
JV-027 0 1 0 Psicrotrofo
JV-028 0 1 0 Psicrotrofo
JV-029 0 1 0 Psicrotrofo
JV-031 0 1 0 Psicrotrofo
JV-033 0 1 0 Psicrotrofo
JV-034 0 1 0 Psicrotrofo
JV-035 0 1 1 Mesofilo
JV-036 0 1 0 Psicrotrofo




TABLA A14. Continuacion...

JV-037 1 1 0 Psicrotrofo
JV-038 1 1 0 Psicrotrofo
JV-039 0 1 0 Psicrotrofo
JV - 041 0 1 0 Psicrotrofo
JV -042 0 1 0 Psicrotrofo
JV-043 0 1 0 Psicrotrofo
JV - 045 0 1 0 Psicrotrofo
JV - 047 0 1 0 Psicrotrofo

Tabla A15. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcion de la

temperatura de acuerdo al origen de las muestras.

Origen de la Muestra

S1o S11 S12 A1 A1 A1 Ca1 Ca2

Mesofilos 0 0 0 0 0 0 1 0

Psicrotrofos 15 4 1 3 0 1 8 4

Tabla A16. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcion de la

temperatura de acuerdo al medio de cultivo de aislamiento.

Medio de Cultivo de Aislamiento

AAC AAV
Mesodfilos 0 1
Psicrotrofos 24 12

Tabla A17. Clasificacion de los cultivos de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en
funcién del pH del medio de cultivo.

H
Cadigo P Clasificacion
4,5 9,5 6,5 7,5 8,5

V=001 0 1 1 0 0 Neutréfilo
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TABLA A17. Continuacion...

JV -002 0 0 0 Neutrdfilo
JV-003 0 0 0 Neutréfilo
JV -004 0 0 0 Neutrdfilo
JV-005 1 0 0 Neutrotolerante
JV -007 0 0 0 Neutrdfilo
JV-008 0 0 0 Neutréfilo
JV-009 0 0 0 Neutrdfilo
JV-010 0 0 0 Neutréfilo
JV -011 0 0 0 Neutrdfilo
JV-012 1 1 0 Neutrotolerante
JV-013 1 1 0 Neutrotolerante
JV-014 1 1 0 Neutrotolerante
JV-015 1 1 0 Neutrotolerante
JV-017 1 1 0 Neutrotolerante
JV-018 | 0 1 0 Neutrofilo
JV-019 1 1 0 Neutrotolerante
JV - 021 1 1 0 Neutrotolerante
JV -022 1 1 0 Neutrotolerante
JV-0251 0 0 0 Neutrofilo
JV-026 1 1 0 Neutrotolerante
JV-027 1 0 0 Neutréfilo
JV-028 0 0 0 Neutréfilo
JV-029 1 0 0 Neutrotolerante
JV - 031 1 0 0 Neutrotolerante
JV-033 1 1 0 Neutrotolerante
JV-034 1 0 0 Neutrotolerante
JV-035 1 0 0 Neutrotolerante
JV-036 1 0 0 Neutrotolerante
JV-037 1 1 0 Neutrotolerante
JV-038 | 1 1 1 Alcalitolerante
JV-039 1 1 0 Neutrotolerante
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TABLA A17. Continuacion...

N-041] 0 1 1 0 0 Neutrofilo
N-042| 0 1 1 0 0 Neutrofilo
JV-043 | 1 1 1 1 1 Alcalitolerante
N-045] 0 1 1 0 0 Neutrofilo
N-047] 0 | | 1 0 Neutrofilo

Tabla A18. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcién del pH

del medio de cultivo de acuerdo al origen de las muestras.

Origen de la Muestra

S1o S11 S12 A1 A1 A2 Ca1 Ca2

Neutrofilo 9 0 0 1 0 0 4 3
Neutrotolerante 6 4 1 1 0 1 4 1
Alcalinotolerante 0 0 0 1 0 0 1 0

Tabla A19. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcion del pH
del medio de cultivo de acuerdo al medio de aislamiento.

Medio de Cultivo de Aislamiento
AAC AAV
Neutréfilo 13 4
Neutrotolerante 11 7
Alcalitolerante 0 2

Tabla A20. Clasificacion de los cultivos de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en
funcion de la concentracion de NaCl del medio de cultivo.

NaCl (%)
Cadigo Clasificacion
1 10 15
JV-001 1 0 0 Halofilo débil
JV-002 1 0 0 Halofilo débil
JV-003 1 0 0 Halofilo débil
JV-004 1 0 0 Halofilo débil
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TABLA A20. Continuacion...

JV-005 1 0 0 Haldfilo debil
Jv-007 1 0 0 Haldfilo debil
JvV-008 1 0 0 Haldfilo debil
JV-009 1 0 0 Haldfilo debil
JV-010 1 0 0 Haldfilo debil
JV-011 1 0 0 Haldfilo debil
JV-012 1 0 0 Haldfilo debil
JV-013 1 0 0 Haldfilo debil
JV-014 1 0 0 Haldfilo debil
JV-015 1 0 0 Haldfilo debil
JV-017 1 0 0 Haldfilo debil
JV-018 1 0 0 Haldfilo debil
JV-019 1 0 0 Haldfilo debil
Jv-021 1 0 0 Haldfilo debil
JV-022 1 0 0 Haldfilo debil
JV-025 1 0 0 Haldfilo debil
JV-026 1 0 0 Haldfilo debil
Jv-027 1 0 0 Haldfilo debil
JvV-028 1 0 0 Haldfilo debil
JV-029 1 0 0 Haldfilo debil
JV -031 1 0 0 Haldfilo debil
JV-033 1 0 0 Haldfilo debil
JV-034 1 0 0 Haldfilo debil
JV-035 1 0 0 Haldfilo debil
JV-036 1 0 0 Haldfilo debil
JV - 037 1 1 0 Halsfilo
JV-038 1 0 0 Haldfilo debil
JV-039 1 0 0 Haldfilo debil
JV - 041 1 0 0 Haldfilo debil
JV-042 1 0 0 Haldfilo debil
JV-043 1 1 1 Haldfilo extremo
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TABLA A20. Continuacion...

JV -045 1

Halofilo débil

JV - 047 1

Haldfilo débil

Tabla A21. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcion de la

concentracion de NaCl del medio de cultivo de acuerdo al origen de las muestras.

Origen de la Muestra

S1o S11 S12 A A1 Ar Ca1 Ca2
Halofilo débil 15 4 0 3 0 1 8 4
Haldfilo 0 0 1 0 0 0 0 0
Haldfilo extremo 0 0 0 0 0 0 1 0

Tabla A22. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en funcion de la

concentracion de NaCl del medio de cultivo de acuerdo al medio de aislamiento.

Medio de Cultivo de Aislamiento

AAC AAV
Haldfilo débil 24 11
Haldfilo 0 1
Haldfilo extremo 0 1

Tabla A23. Grupos - especies basados en el 90% de similitud a partir de taxonomia numérica

de datos fenotipicos de actinomicetes.

Grupos Especie

Miembros del grupo

1

JV-001, JV-002, JV-003, JV-005, JV-007

2 JV-004
JV-008, JV-010, JV-011, JV-012, JV-013, JV-019,
’ JV-036
4 JV-009
5 JV-021
6 JV-034, JV-035
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TABLA A23. Continuacion...

7

JV-014, JV-031

JV-033

11

JV-026

13

JV-017, JV-018

15

JV-041

17

JV-042

19

JV-039

21

JV-043

23

JV-038
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Tabla A24. Diametros de inhibicion en mm frente a microorganismos de control
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ANEXO B
ANALISIS ESTADISTICO
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Tabla B1. Analisis de varianza para el nimero de ufc por gramo de suelo seco (ufc/g).

Fuente de Variacion G.L S.C. C.M. F.C. Probabilidad
D ! | 633405 |  6,33E+05 02 | 06162
A:OrigendelaMuestra | 7| )o0r,08 | 396E+07 1351 | <0,0001
B:Mediode Cultivo | 1 | 306r406 | 3,06E406 127 | 02178
AB T | 271E+08 | 387E+07 16,03 | <0,0001
il 5 1 3608407 | 241E+06 :
Total 31 530408

Tabla B2. Separacion de medias para el nimero de ufc/gramo de suelo seco del factor A.

Origen de la Muestra

UFC/g suelo seco | Rango

Muestra compuesta de arena — Afio 2011

0,00E+00 A
Muestra compuesta de arena — Afio 2012 4 50E+02 A
Muestra compuesta de arena — Afio 2010 9,00E+02 A
Muestra compuesta de paramo del Chimborazo - > 4500 m.s.n.m. 1,.80E403 A
Muestra compuesta de suelo — Afio 2011 2 25E+03 A B
Muestra compuesta de paramo del Chimborazo — < 4500 m.s.n.m. 5 85E+03 B C
Muestra compuesta de suelo — Afio 2012 6,08E+03 B C
Muestra compuesta de suelo — Afio 2010 7.20E+03 C

Tabla B3. Separacion de medias para el nimero de ufc/gramo de suelo seco de la interaccion

AxB.
Tratamientos o UFC/g suelo

Interaccion AxB Descripcion seco Rango
asho Muestra Arena 2012 + AAC 0,00E+00 | A
azbo Muestra Suelo 2012 + AAC 0,00E+00 A
asbo Muestra Arena 2011 + AAC 0,00E+00 A
asbs Muestra Arena 2011 + AAV 0,00E+00 A
asby Muestra Arena 2012 + AAV 9.00E+02 | A B
asb1 Muestra Arena 2010 + AAV 9,00E+02 |A B
asbo Muestra Arena 2010 + AAC 9,00E+02 A B
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Tabla B3. Continuacion...

aibo

Muestra Suelo 2011 + AAC

9,00E+02 A B
arbs Muestra Chimborazo > 4500 msnm + AAV 1,35E403 A B
aob1 Muestra Suelo 2010 + AAV 1.80E+03 A B
arbo Muestra Chimborazo > 4500 msnm + AAC 2 25E403 A B
a1bs Muestra Suelo 2011 + AAV 3 60E+03 A B
asbo Muestra Chimborazo < 4500 msnm + AAC 5 40E+03 A B
asb1 Muestra Chimborazo < 4500 msnm + AAV 6.30E+03 B C
azbs Muestra Suelo 2012 + AAV 1,20E+04 cC D
aobo Muestra Suelo 2010 + AAC 1.26E+04 D
Tabla B4. Analisis de varianza para la diversidad bacteriana.
Fuente de Variacion G.L. S.C. C.M. F.C. | Probabilidad
sl IREE 113 039 | 05399
A: Origen de la Muestra 7 284,00 40,57 1419 <0,0001
B: Medio de Cultivo 1 312 312 1,09 0.3123
AB " | 33238 4748 1661 | <0001
Error 2| 1288 2,86
Total 31 663,50
Tabla B5. Separacion de medias para la diversidad microbiana del factor A.
Origen de la Muestra Diversidad | Rango
Muestra compuesta de arena — Afio 2011 0 A
Muestra compuesta de arena — Afio 2012 1 A
Muestra compuesta de arena — Afio 2010 1 A
Muestra compuesta de paramo del Chimborazo - > 4500 m.s.n.m. 9 A
Muestra compuesta de suelo — Afio 2011 9 A
Muestra compuesta de paramo del Chimborazo — < 4500 m.s.n.m. 7 B
Muestra compuesta de suelo — Afio 2012 7 B
Muestra compuesta de suelo — Afio 2010 8 B
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Tabla B6. Separacion de medias para la diversidad de la interaccion AxB.

Tratamientos

Interaccin AxB Descripcion Diversidad Rango
asbo Muestra Arena 2012 + AAC 0 A
az2bo Muestra Suelo 2012 + AAC 0 A
asbo Muestra Arena 2011 + AAC 0 A
a1 Muestra Arena 2011 + AAV 0 A
asb1 Muestra Arena 2012 + AAV 1 A B
asbs Muestra Arena 2010 + AAV 1 A B
asbo Muestra Arena 2010 + AAC 1 A B
a1ho Muestra Suelo 2011 + AAC 1 A B
arbs Muestra Chimborazo > 4500 msnm + AAV 9 A B
aob1 Muestra Suelo 2010 + AAV 9 A B
arbo Muestra Chimborazo > 4500 msnm + AAC 3 A B
a1bs Muestra Suelo 2011 + AAV 4 A B
asho Muestra Chimborazo < 4500 msnm + AAC 6 A B
asb1 Muestra Chimborazo < 4500 msnm + AAV 7 B C
azbs Muestra Suelo 2012 + AAV 14 cC D
aobo Muestra Suelo 2010 + AAC 14 D
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Tabla B7. Matriz de cddigo binario usada para taxonomia numérica de los actinomicetes
aislados en el presente estudio.
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Tabla B8. Analisis de varianza del diametro de la zona de inhibicién en Botrytis

Fuente de Variacion G.L. S.C. C.M. F.C. | Probabilidad
Tratamientos 33 | 1628,94 49,362 129,100 |  <0,0001
Error 3 | 13,00 0,382
Total 67 | 164194 -

Tabla B9. Separacion de medias para el didametro de la zona de inhibicién en Botrytis

Tratamiento ID Actino Diametro (mm) Rango
T6 JV-007's°C 20
T5 JV-0057s°C 17 B
T3 JV-0037sC 15 c
T4 JV-004sC 15 c
T8 JV-009 s 15 c
T9 JV-0107sC 15 c
T15 JV-017"A*C 15 c
T16 JV-018"AC 15 c
T20 JV —025%C 15 C
T35 JV - 043XV 15 c
T1 JV-00178°C 14,5
T2 JV-0027sC 14
T12 JV-0137°C 14
T7 JV-008sC 13 F
T10 JV-01178°C 11 G
T11 JV-0127sC 11 G
T17 JV-019%°C 11 G
T18 JV—-021%C 11 G
T34 JV - 042 XV 11 G
T36 JV - 045XV 11 G
T25 JV-03178%V 10
T27 JV-034"s" 10
T32 JV -039 AV 10
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TABLA B9. Continuacion...

T33 JV - 041 %V 10
T14 JV-0157s°C 9 I
T22 JV -027 x*C 85 J
T23 JV -028 x*C 7 K
T29 JV -029 x°C 7
T37 JV - 047 XV 7 K
T13 JV-014"s°C 5 L
T21 JV -026 x°C 5 L
T26 JV-033°sV 5 L
T28 JV-0357SYV 5 L
*S: Muestra de Suelo; *A: Muestra de Arena; * X: Muestra de Paramo; *V: AAV; *C: AAC
Tabla B10. Anélisis de varianza del diametro de la zona de inhibicion en Fusarium
Fuente de Variacion G.L. S.C. C.M. F.C. | Probabilidad
Tratamientos 10,75 2,15 8,60 0,010
Error 15 0,25 - -
Total 12,25 - - -
Tabla B11. Separacion de medias para el didmetro de la zona de inhibicidn en Fusarium
Tratamiento ID Actino Diametro (mm) Rango
T36 JV - 045XV 95 A
T14 JV-015's°C 85 B
T28 JV-0357sV 75 C
T33 JV - 041XV 7
T32 JV-039 AV 7

*S: Muestra de Suelo; *A: Muestra de Arena; * X: Muestra de Paramo; *V: AAV; *C: AAC
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Tabla B12. Analisis de varianza del diametro de la zona de inhibicion en Alternaria

Fuente de Variacion G.L. S.C. C.M. F.C. Probabilidad
Tratamientos 35 330,11 9,432 9,701 <0,0001
Error 36 35,00 0,972
Total 71 365,11

Tabla B13. Separacion de medias para el didametro de la zona de inhibicién en Alternaria

Tratamiento | ID Actino Diametro Rango

(mm)

T34 JV - 042XV 135

T35 JV - 043XV 13

T16 JV-018"AC 125

T6 JV-007"sC 12,5

T27 JV-034"s" 12 D

T21 JV -026 *X°C 12 D

T7 JV-019*x°C 12 D

11 JV-012"sC 12 D

T36 JV - 045"V 11,5 E

T22 JV -027 **X°C 115 E

T14 JV-015"s°C 11,5 E

T5 JV-005"8°C 11,5 E

T29 JV-036"S" 11 F

T20 JV - 025 %°C 11 F

T18 JV-021%C 1 F

T12 JV-013"sC 1 F

T8 JV-009 s 1 F

T4 JV-004"sC 1 F

T JV-001"sC 11 F

T24 JV -029 x°C 10,5

T19 JV —022 x*C 10,5

T9 JV-010"8°C 10,5
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TABLA B13. Continuacion...

T7 JV-008 s*c 10,5 G

T31 JV-038"AY 10 H
T28 JV-03578Y 10 H
T13 JV-014"s°C 10 H
T3 JV-003's°C 10 H

T26 JV-03378Y 95 |
T2 JV-002sC 95 |

T33 | V- 041XV 9 ]
T25 | JV-031°SV 9 ]

T15 | V=017 A¢C 85 K

TI0 | Jv-o0117s%C 8 L
T37 | V=047 XV 7 M
T23 | JV-028%%C 7 M

*S: Muestra de Suelo; *A: Muestra de Arena; * X: Muestra de Paramo; *V: AAV; *C: AAC

Tabla B14. Analisis de varianza del diametro de la zona de inhibicion en Phoma

Fuente de Variacion G.L. S.C. C.M. F.C. | Probabilidad
Tratamientos 35 | 782,153 22,347 14,761 |  <0,0001
Error 36 | 54500 1514
Total 71 836,653

Tabla B15. Separacion de medias para el didmetro de la zona de inhibicién en Phoma

Tratamiento ID Actino Diametro (mm) Rango
T16 JV-0187A°C 15 A
T20 JV —025%°C 14 B
T35 JV - 043XV 14 B
T6 JV-007s°C 13,5 C
T8 JV-009'sC 13,5
T7 JV-008 'S°C 13 D
T15 JV-017 "A*C 13 D
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TABLA B15. Continuacion...

T9

JV-010"s'C

12,5

T21

JV —026 x°C

12,5

JV-001"s°C

12

n

7

JV-019%°C

12

n

T34

JV - 042 XV

12

n

T13

JV-0147s°C

11,5

@

T22

JV-027 ***¢

11,5

@

T27

JV-03478"

11

T

T36

JV - 045"V

11

T

JV-0057s°C

10,5

T12

JV-01378°C

110

[ S

T25

JV-03178YV

10

[ S

i

JV-0027s°C

9,5

9,5

T26

JV-03378YV

*S: Muestra de Suelo; *A: Muestra de Arena; * X: Muestra de Paramo; *V: AAV; *C: AAC
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Tabla B16. Analisis de varianza del diametro de la zona de inhibicion en la bacteria Gram +

Fuente de Variacion G.L. S.C. C.M. F.C. | Probabilidad
Tratamientos 24 | 235,08 9,795 3,739 0,001
Error 25 | 6550 2,620 - .
Total 49 300,58 - - ,

Tabla B17. Separacion de medias para el didmetro de la zona de inhibicidn en la bacteria G+

Tratamiento ID Actino Diametro (mm) Rango
T32 JV-039 AV 21
T1 JV-001"8°C 21
T21 JV-026 X°C 20,5 B
T6 JV-007"8°C 205 B
T33 JV - 041XV 20 C
T10 JV-01178C 20 C
T22 JV -027 X°C 19,5
T8 JV-007"S°C 19,5
T2 JV-002S°C 19,5
T14 JV-01578°C 19 E
T9 JV-01078°C 19 E
T7 JV - 008°S°C 19 E
T3 JV-00378°C 19 E
T29 JV-036"S" 185 F
T25 JV-03178YV 18,5 F
T24 JV -028 X°C 18,5 F
T11 JV-01278°C 18,5 F
T5 JV-005"S"C 18,5 F
T4 JV-004S°C 18,5 F
T27 JV-034"S" 18 G
T7 JV-019 X*C 17,5 H
T13 JV-014"8°C 15,5 |
T34 JV - 042XV 13,5 J
T12 JV-01378°C " K

*S: Muestra de Suelo; *A: Muestra de Arena; * X: Muestra de Paramo; *V: AAV; *C: AAC
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Tabla B18. Analisis de varianza del diametro de la zona de inhibicion en la bacteria Gram -

Fuente de Variacion G.L. S.C. C.M. F.C. | Probabilidad
Tratamientos 23 | 796,67 34,638 23,092 |  0,0001
Error 24 36,00 15 - -
Total 47 832,67 - - -

Tabla B19. Separacion de medias para el didmetro de la zona de inhibicién en la bacteria G-

Tratamiento ID Actino Diametro (mm)
T27 JV-0347SV 23
T3 JV-0038°C 20,5
T13 JV-014's°C 17,5
T1 JV-0017s°C 17
T5 JV-00578°C 15,5
T7 JV-008sC 15,5
T2 JV-002 s 15
T4 JV-004 s°C 15
T JV-01278°C 15
T34 JV - 042 XV 15
T8 JV-009s°C 13,5
T6 JV-007 8 13
T12 JV-01378°C 13
T14 JV-01578C 13
T21 JV -026 X 11,5
T25 JV =020 X 11
T32 JV-039 AV 11
T33 JV - 041 %V 11
T22 JV - 027 x°C 10,5
T19 JV =022 %xC 8,5
T24 JV - 029 x°c 75
T28 JV-035°S 75
T29 JV-0367"SY 5

m T M m

Rango

*S: Muestra de Suelo; *A: Muestra de Arena; * X: Muestra de Paramo; *V: AAV; *C: AAC
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GRAFICOS
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Figura C1. Numero de ufc/g de suelo seco para los tratamientos de estudio
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Tratamientos Descripcion
aobo Muestra Suelo 2010 + AAC
aob1 Muestra Suelo 2010 + AAV
aibo Muestra Suelo 2011 + AAC
aiby Muestra Suelo 2011 + AAV
azbo Muestra Suelo 2012 + AAC
azb1 Muestra Suelo 2012 + AAV
asbo Muestra Arena 2010 + AAC
asb1 Muestra Arena 2010 + AAV
asbo Muestra Arena 2011 + AAC
asb1 Muestra Arena 2011 + AAV
asbo Muestra Arena 2012 + AAC
asb1 Muestra Arena 2012 + AAV
asbo Muestra Chimborazo < 4500 msnm + AAC
aeb1 Muestra Chimborazo < 4500 msnm + AAV
arbo Muestra Chimborazo > 4500 msnm + AAC
arb1 Muestra Chimborazo > 4500 msnm + AAV
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Figura C2. Numero de actinomicetes aislados en cada medio de cultivo segun el origen de la

muestra.
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Figura C3. Clasificacion de los actinomicetes aislados de acuerdo al rango de crecimiento en

funcion de la temperatura de incubacion.
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Figura C4. Clasificacion de los actinomicetes aislados de acuerdo al rango de crecimiento en
funcion del pH del medio de cultivo.
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Figura C5. Clasificacion de los actinomicetes aislados de acuerdo al rango de crecimiento en

funcion de la concentracion de NaCl del medio de cultivo.
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Figura C6. Dendrograma basado en el coeficiente de similitud de los actinomicetes aislados en
el estudio.
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ANEXO D
MEDIOS DE CULTIVO Y
SOLUCIONES
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MEDIOS DE CULTIVO

Agar AV con Vitaminas (AAV)

L-Arginina 0,30¢g
Glucosa 1,00 g
Glicerol 1,00 g
K2HPO4 0,30¢g

MgSOs * 7TH.0 0209
NaCl 0,30g
Solucién de Vitaminas 10,00 ml
Solucién de sales traza 10,00 ml
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000,00 ml
PH 6,5
Solucion de Vitaminas
Acido p-aminobenzoico 5,00 mg
Pantotenato calcico 5,00 mg
Inositol 5,00 mg
Niacina 5,00 mg
Piridoxina® HCI 5,00 mg
Riboflavina 5,00 mg
Tiaminae HCI 5,00 mg
Biotina 2,50 mg
Agua destilada 100,00 ml
pH 6,4
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Solucion de sales traza

CuSO4 ¢ 5H,0 1,00 mg/ml
Fe2(S04)s 1,00 mg/ml
MgSO4 ¢ 7H.0 1,00 mg/ml
ZnS04* 7TH.0 1,00 mg/ml
Agar Almidén Caseina (AAC)
Almidén soluble 10,00 g
K2HPO4 2,009
KNO; 2,009
NaCl 2,009
Caseina 0,304
MgSO,4 * 7H.0 0,05g
CaCo; 0,029
FeSOs* 7H.0 0,01g
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000,00 ml
Agar GYM
Glucosa 4,00g
Extracto de levadura 10,00 g
Extracto de malta 10,00 g
CaCOs 2009
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000,00 ml
Agar Avena
Avena 20,00 ¢
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000,00 ml
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Agar Nutritivo (AN)

Agar Nutritivo 23,0049
Agua destilada 1000,00 ml
Agar Papa Dextrosa (PDA)
PDA 39,00 g
Agua destilada 1000,00 ml
SOLUCIONES BUFFER

Buffer de Fosfato di Basico de Sodio y Acido Citrico
Solucién de Acido Citrico 0.1 M (PM: 210.14 g)

Solucion de Fosfato di Basico de Sodio 0.2 M (PM: 141.98 g)
Volumen final: 100 ml

pH 0.1 M Acido Citrico (ml) 0.2 M NazPO4 (ml)
4.5 5457 45.43
5.5 4313 56.87
6.5 29.04 70.96
7.5 7.62 92.38
Buffer de Hidréxido de Sodio y Acido Bérico
Solucion de Hidroxido de Sodio 0.2 M (PM: 40.00 g)
Solucién de Acido Bérico 0.2 M (PM: 61.80 g)
Volumen final: 100 ml
pH 0.2 M Acido Bérico (ml) 0.2 M NaOH (ml)
8.5 75.00 25.00
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ANEXO E
TABLAS DE COLORES

100



Tabla de Colores ACRILEX® utilizada para la Caracterizacion Macroscopica
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British Standard Specification for Colours for Identification Coding and Special Purposes
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ANEXO F
FOTOGRAFIAS
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Aislamiento selectivo de muestras de suelo en AAC

Suelo 2010, Dilucién 1/10 Repeticion 2 Suelo 2011, Dilucién 1/10 Repeticion 1

Suelo 2012, Dilucién 1/10 Repeticion 2

Aislamiento selectivo de muestras de arena en AAC

Arena 2010, Dilucién 1/10 Repeticion 1 Arena 2011, Dilucién 1/10 Repeticion 1
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Arena 2012 , Dilucién 1/10 Repeticion 1

Aislamiento selectivo de muestras de paramo en AAC

Chimborazo A1, Dilucion 1/10 Repeticion 2 Chimborazo A1, Dilucion 1/100 Repeticidn 2

Chimborazo A2, Dilucion 1/10 Repeticion 2 Chimborazo A2, Dilucion 1/100 Repeticidn 2

109



Aislamiento selectivo de muestras de suelo en AAV

Suelo 2010, Dilucién 1/10 Repeticion 1 Suelo 2011, Dilucidn 1/10 Repeticion 2

Suelo 2012, Dilucion 1/10 Repeticion 1

Aislamiento selectivo de muestras de arena en AAV

Arena 2010, Dilucién 1/10 Repeticion 1 Arena 2011, Dilucién 1/10 Repeticion 1
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Arena 2012 , Dilucién 1/10 Repeticion 2

Aislamiento selectivo de muestras de paramo en AAV

Chimborazo A1, Dilucion 1/10 Repeticion 1 Chimborazo A1, Dilucion 1/100 Repeticidn 2

Chimborazo A2, Dilucion 1/10 Repeticion 2 Chimborazo A2, Dilucion 1/100 Repeticidn 2
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Actinomicetes aislados

Cadigo: JV - 001

Cadigo: JV - 004

Cadigo: JV - 008

Caodigo: JV - 011

Cadigo: JV - 002

Cadigo: JV - 005

Cadigo: JV - 009

Codigo: JV -012

Cadigo: JV - 003

Cadigo: JV - 007

Cadigo: JV - 010

Cadigo: JV - 013
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Codigo: JV-014

Cadigo: JV -018

Caodigo: JV - 022

Codigo: JV - 027

Cadigo: JV -015

Cadigo: JV - 019

Cadigo: JV - 025

Cadigo: JV - 028

Cadigo: JV - 017

Cadigo: JV - 021

Cadigo: JV - 026

Cadigo: JV - 029
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Cadigo: JV - 031

Cadigo: JV - 035

Cadigo: JV - 038

Caodigo: JV - 042

Cadigo: JV - 033

Cadigo: JV - 036

Cadigo: JV - 039

Cadigo: JV - 043

Cadigo: JV - 034

Cadigo: JV - 037

Caodigo: JV - 041

Cadigo: JV - 045
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Caodigo: JV - 047

Caracterizacion microscopica

Cadena de Esporas Recta; Cultivo JV - 009; Lente 40X

Cadena de Esporas Espirales; Cultivo JV — 015; Lente 40X
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Cadena de Esporas Flexous; Cultivo JV - 031; Lente 40X

Capacidad Antagénica

Actividad frente a Botrytis - Dia 3 Actividad frente a Botrytis - Dia 5

Actividad frente a Fusarium - Dia 3 Actividad frente a Fusarium - Dia 5
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Actividad frente a Alternaria - Dia 3 Actividad frente a Alternaria - Dia 5

Actividad frente a Phoma - Dia 3 Actividad frente a Phoma - Dia 5

Actividad frente a Bacteria G* - Dia 3 Actividad frente a Bacteria G* - Dia 5
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