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INTRODUCCION

Por mucho tiempo los seres humanos se han visto expuestos a diferentes
situaciones que pueden afectar su vida e incluso acabarla, como lo son el cancer,
infecciones bacterianas, parasitosis, infecciones fungicas, tumores, y toxicidad de
colorantes sintéticos. Estos problemas son graves ya que para muchos de ellos no
hay tratamientos efectivos, en otros casos los medicamentos usados para tratarlos
han empezado a dejar de ser eficientes o en su defecto ya no son utiles. El caso
mas critico es el de las sustancias con propiedades antibiéticas, en 1928 Fleming
descubridé por accidente la penicilina, a partir de esta fecha muchos cientificos se
centraron en purificar dicha sustancia, lo cual no fue posible si no hasta 10 afios
después. Posteriormente, comenzo la busqueda de nuevos antibioticos, los cuales
se convirtieron en farmacos de uso cotidiano, hasta que en los afios 50 (en Japon)
se describi6 la primera resistencia transferible. Desde ese momento, el incremento
de la resistencia ha sido dramético. Por ejemplo, en 2014 la OMS report6 480.000
casos de tuberculosis multirresistente, y recientemente, la misma entidad informé
gue en Camboya y Tailandia Plasmodium falciparum se volvio resistente a casi
todos los antipaludicos (OMS, 2018). De otra parte, se ha demostrado con multiples
estudios que la resistencia a antibioticos antibacterianos en humanos no existia
antes de que se empezaran a usar. Antes de la introduccion de la penicilina todas
las cepas de Staphylococcus aureus eran sensibles, actualmente son sensibles
menos del 5-10% de las cepas. EI mismo fendbmeno ha sido descrito para la
cefotaxina, la cual a comienzos de la década de los 80 del siglo XX era efectiva para
tratar infecciones por cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae,
actualmente son resistentes el 13 y 16 % respectivamente (Alos, 2014).

Tomando en cuenta la situacion descrita, es indiscutible la necesidad de realizar
busquedas de nuevos compuestos obtenidos de fuentes naturales, ya que estos
poseen una ventaja clave sobre los sintetizados quimicamente, y es la diversidad
de estructuras quimicas que pueden llegar a generar, haciéndolos una fuente
potencial de nuevos compuestos con actividad biolégica (Demain, 2014). Esta
necesidad ha estimulado en los afios recientes las investigaciones sobre la
diversidad bioldgica y los recursos genéticos, ejercicio que si se hace con miras a
desarrollar una aplicacion comercial biotecnolégica se considera bioprospeccion
(Torres & Velho, 2009) una actividad que hoy en dia tiene implicaciones sociales,
culturales, econdémicas, juridicas y hasta politicas. Esta estrategia, tan comun y
necesaria en el mundo actual, tiene mejores posibilidades de éxito, si se realiza
sobre habitats extremos, o poco o nada explorados; ya que estos factores aumentan
la posibilidad de encontrar nuevas cepas bioldgicas con potencial biotecnolédgico y
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a su vez las moléculas que generen pueden ser resistentes a las condiciones a las
gue estaban expuestos (Fuenzalida & Ramos, n.d.; Mason et al., 2016).

Las Actinobacterias se han caracterizado por su gran potencial metabdlico, ya que
producen una amplia gama de compuestos bioactivos incluyendo antibioticos,
antitumorales, inmunosupresores, antivirales, antifingicas, antiparasitarios,
herbicidas, insecticidas, antibioincrustantes, promotores de crecimiento en plantas,
enzimas industriales importantes, hormonas, vitaminas, larvicidas, anticancerigenos
y pigmentos, entre otros (Imagen 1) (Dholakiya, Kumar, Mishra, Mody, & Jha, 2017,
Harir et al., 2017; Jiang et al., 2018; Kim et al., 2012; Leon et al., 2016; Qin et al.,
2009; Salam et al., 2017; Sr & Rao, 2012; W. Wei et al., 2018).

_ Phytohormone

N_|trogen production Siderophore
fixation production

Phosphate Antibiotic

l solubilization | € \ Endephies ‘ ‘ production \
; Polymer
Sequesterin :

9 - g Induced systemic degrading
resistance enzymes

Imagen 1: Potencial biotecnoldgico de Actinobacterias endodfitas. Tomado de
Ganapathy y colaboradores.

Este gran potencial, unido a su gran ubicuidad las convierte en uno de los objetos
de busqueda preferidos por parte de los programas de bioprospeccion,
especialmente si se llevan a cabo en habitats considerados poco explorados. Por lo
anterior, el presente trabajo estaba enfocado al aislamiento, caracterizacién
fenotipica y exploracion del potencial biotecnolégico de las Actinobacterias que
habitan los nddulos radiculares de plantas, en este caso particular Lupinus sp, con
el fin de generar informacion acerca de la diversidad y utilidad de este grupo
bacteriano.



1. Objetivos

Objetivo general

Caracterizar y evaluar el potencial biotecnolégico de Actinobacterias aisladas a
partir de nodulos radiculares de la planta Lupinus sp.

Objetivos especificos

1. Estudiar las cepas aisladas a partir de nodulos radiculares de Lupinus sp.,
en cuanto a sus caracteristicas microscopicas, macroscopicas y bioquimicas.

2. Realizar, presuntivamente, la ubicacion taxondmica de las diferentes cepas
aisladas y caracterizadas.

3. Estimar el potencial biotecnoldgico de las cepas aisladas a través del analisis
de ensayos de actividad antimicrobiana, produccion de pigmentos y caldos
de fermentacion.
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2. JUSTIFICACION

Uno de los problemas de la sociedad actual es la toxicidad de los colorantes
sintéticos actualmente usados en la industria alimentaria y farmacéutica, los cuales
causas diversos efectos desfavorables en la salud, como lo son: falta de atencion,
hiperactividad, trastornos de suefio e incluso agresividad en nifios, por tal motivo se
hace necesaria la busqueda de diversos pigmentos naturales, los cuales no posean
ningun efecto adverso (Ngamwonglumlert, Devahastin, & Chiewchan, 2017). De
otro lado también existe un problema actual y global de gran preocupacion, que es
el aumento en la resistencia a antibidticos por parte de diferentes microorganismos
patdgenos, el cual es una constante y gran amenaza para la salud humana e
inocuidad alimentaria, ya que puede afectar a todas las personas sin importar su
edad, sexo, etnia y estrato socioeconémico. En los ultimos afios la magnitud del
problema ha aumentado de manera acelerada debido al uso irresponsable e
indiscriminado de antibidticos tanto en humanos como en animales, cuyas
consecuencias se ven reflejadas en infecciones como neumonia, tuberculosis,
salmonelosis, septicemia 0 enfermedades de transmision alimentaria, donde cada
vez son mas dificiles y a veces imposibles de tratar. Tal es la magnitud de este
problema que la OMS emitié una alerta sobre la resistencia a los antibiéticos de
bacterias y consideran que para el 2050 esta sera la causa principal de muerte. Pero
estos no son los Unicos retos a los que se exponen los seres humanos ya que
también se hacen necesaria la busqueda de compuestos anticancerigenos ya que
en Colombia en el periodo comprendido entre 2003-2012, se registraron 157.017
muertes en hombres y 162.310 en mujeres, en un promedio de 15.700 muertes
anuales por cancer en hombres y 16.230 en mujeres (Aguilera Lépez et al., 2017).
En contraste con esto en Estados Unidos estimaban que en 2018 se diagnosticarian
1.735.350 casos nuevos de cancer y 609.640 personas murieran a causa de esta
enfermedad datos tomados del Instituto Nacional del Cancer. Como consecuencia
de lo anteriormente enmarcado los cientificos se han dedico a la busqueda de
nuevos compuestos de uso farmacéutico con el fin de dar solucion a los problemas
previamente citados, recalcando que en la actualidad existen diferentes estrategias
para desarrollar nuevos farmacos como lo son la quimica combinatoria y el
desarrollo de farmacos por fragmentos las cuales no han sido productivos, mientras
que la busqueda de nuevos compuestos bioactivos ha sido exitosa, ya que se
demostrado que la mayoria de nuevos farmacos provienen de productos naturales,
aunque en los ultimos afos el descubrimientos de nuevas moléculas habia
descendido, al enfocar los estudios a habitats o materias ya analizadas, lo que
generaba el aislamiento de cepas anteriormente descritas y por ende los mismos
compuestos activos, por tal razén se modificaron las técnicas de seleccién y objetos
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de estudios enfocados a fuentes nunca antes exploradas (Goodfellow & Fiedler,
2010; Goodfellow et al., 2012).

La principal fuente de estudio para la produccién de metabolitos activos han sido las
plantas, ya que muchas de ellas tienen propiedades de interés para ser usadas en
la ethomedicina, enfatizando que cerca de un millon de productos naturales, el 25%
son biolégicamente activos y de estos, alrededor del 60% son de plantas (Demain,
2014).

En la actualidad los microorganismos enddfitos son considerados como una fuente
potencial de metabolitos secundarios, ya que estos microorganismos tienen la
capacidad de colonizar y desarrollar parte o la totalidad de su ciclo de vida en los
tejidos internos de su planta hospedera, siendo este un ambiente inusual, creando
un nicho ecolégico unico. Los microorganismos enddfitos son una fuente de estudio
poco explorada, ya que hasta la fecha los estudios realizados de diversidad endoéfita
han sido en un nimero reducido de plantas, en este sentido se conoce que existen
300.000 especies de plantas, de las cuales cada una posee uno 0 Mas
microorganismos endofitos, y que su poblacion enddfita también se ve influenciada
por su localizacion geografica y condiciones ambientales a las cuales esta expuesta,
estos factores genera una diversidad enorme, y aumenta la posibilidad de encontrar
nuevas especies con potencial biotecnoldgico (Qin, Xing, Jiang, & Xu, 2011; Salam
et al., 2017; Stroble & Daisy, 2003). Conociendo esta informacién antes de realizar
un estudio de este tipo se debe escoger cuidadosamente la planta de estudio, para
este proceso de seleccion se escogen todas aquellas que cumplan alguna o varias
de las caracteristicas que se mencionan: 1) Una planta que crezca en un ambiente
inusual 2) Una planta con caracteristica etnobotanicas. 3) Plantas con longevidad
rara 0 que habiten tierras viejas 4) Plantas que crezcan en un area con buena
diversidad (Stroble & Daisy, 2003). Las plantas del género Lupinus sp se
convierten en un blanco interesante, ya que estas plantas tienen la capacidad de
crecer en suelos con un bajo contenido de humedad y nutrientes, son productoras
de diferentes compuestos bioactivos entre los cuales encontramos antimicrobianos,
antioxidantes, insecticidas, antifungicidas y herbicidas, agregando que pueden ser
utilizados en la dieta humana gracias a su alto nivel de proteinas y su valor
nutricional, asi como también puede ser usada en rotacion de cultivos gracias a su
potencial para fijar nitrogeno (Mazutti et al., 2018).

De acuerdo a lo anteriormente citado y teniendo como referente el estudio realizado
en Espafa por Martha y colaboradores en 2010 en el cual observaron la presencia
de colonias de Actynomycetes con pigmentacion naranja mientras realizaban un
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estudio de ecologia de bacterias fijadoras de nitrégeno en nédulos de Lupinus
angustifolius, dichas colonias fueron analizadas por métodos moleculares y
determinaron que correspondian al género Micromonospora sp (Trujillo et al.,
2010), con base a esto se tom6 como objeto de estudio Actinobacterias endofitas
de ndédulos, las cuales se caracterizan por ser uno de los taxones mas diversos del
dominio Actinobacteria, ser Gram positivas y poseer un alto contenido de G-C,
siendo reconocidas por su gran potencial para producir compuestos bioactivos y
enzimas comerciales de importancia industrial (Fuenzalida & Ramos, n.d.). Este
gran potencial se debe a que el genoma de ciertas especies pertenecientes a este
filo poseen alrededor de 20 o més clusters de genes biosintéticos de metabolitos
secundarios algunos de ellos son los genes de policétido sintasa y sintetasa del
péptido no ribosomal (Golinska et al., 2015) mientras que bacterias como Bacillus
y Pseudomonas solo poseen 3y 4 grupos respectivamente (Goodfellow & Fiedler,
2010). Ademas de esto, un aspecto importante de las Actinobacterias es que son
las productores de mas del 45 % de compuestos bioactivos microbianos, estos
datos concuerdan con la Base de Datos de antibioticos que desde 1900 el 50% de
las moléculas registradas han sido producidas por actinomicetos, recalcando que el
mayor productor con un 80% es el género Streptomyces (Goodfellow & Fiedler,
2010; Goodfellow et al., 2012).
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1. Marco tedrico

Leguminosas. Son una de las familias mas numerosas e importantes del reino
vegetal, debido a la gran cantidad de sustancias que suministran a la medicinay a
la economia doméstica. Entre las leguminosas encontramos plantas medicinales,
comestibles y venenosas. Desde su aparicion en la tierra, las leguminosas junto
con los cereales y algunas frutas, han sido la base esencial de la alimentacion
humana. Las leguminosas tienen una gran diversidad, y por tal motivo muchas de
ellas se han encontrado en regiones desfavorables como lo son altas temperaturas,
precipitacion extrema y suelos de baja fertilidad. Las leguminosas se caracterizan
por su capacidad para fijar nitrdgeno en simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrégeno, y por tal motivo son usadas en recuperacion de suelos pobres, suelo
degradados y en rotacion de cultivos (Rodriguez, 2008).

Lupinus sp. Lupinus proviene del latin “lupus” que significa lobo, esto hace
referencia a la voracidad que tienen estas plantas para usar nutrientes del suelo no
disponible para otras plantas. También es conocida con el nombre Altramuz,
Tremoco o Termis (Rodriguez, 2008). Esta planta pertenece a la familia Febaceae
subfamilia Lotoidea, tribu Genisteae (Barney Duran, 2011; Rodriguez, 2008). El
género Lupinus tiene alrededor 250 especies de hierbas y arbustos distribuidos en
el area mediterranea de Espafia y el continente americano, las cuales son
noduladas por Bradyrhizobium (Trujillo et al.,, 2010). Informes de herbarios
muestran que las especies silvestres de América son comunmente herbaceas
erectas y habitos rastreros, postrados, semipostrados, y mas raramente lefiosas,
hojas de diferentes tamafios y flores en colores que van desde azul violeta a rosa,
naranja, amarillo e incluso blanco, las vainas en grupos y en distintitos tamafos, las
semilla pueden ser lisas o rugosas, blancas o cafés, y poseen diversos tamafios
(Barney Duran, 2011). Lupinus es una leguminosa, que ha sido usada como base
proteica en la alimentacion humana y animal, desde tiempo antiguos, ademas de
esto ha sido empleada como abono verde, forraje, alimento humano después de
someterse a un proceso de lixiviacion de los alcaloides. Una caracteristicas
importante de las leguminosas es su capacidad de fijar nitrégeno en simbiosis con
bacterias fijadoras de nitrégeno, presentes en el nédulo. Estas son hierbas anuales
o vivaceas (Rodriguez, 2008). Una caracteristica importante es que Lupinus se
adapta con facilidad a condiciones de estrés, como son suelos pobres, sequias,
heladas y concentraciones altas de metales (Lee, Chan, Stach, Wellington, & Goh,
2018; Rodriguez, 2008). Muchas especies pertenecientes a este género han sido
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usadas en rotacion de cultivos acidos, debido a su capacidad para mantener el pH
de los suelos en 5,5 (Barney Duran, 2011; Rodriguez, 2008). Agregando que han
sido usadas para recuperacion de suelos acidos procedentes de minas de carbono
y suelos con altas cantidades de aluminio, ya que son capaces de resistir
concentraciones que son toxicas para la mayoria de plantas (Rodriguez, 2008).

Productos naturales y enfoques de la medicina tradicional. Los productos
naturales son naturalmente derivados de metabolitos y/o productos de
microorganismos, plantas y animales. Estos productos han sido explotados por los
humanos por mil afios, y las plantas han sido el objeto principal de estudio en la
medicina. Hoy en dia la mayoria de usuarios de la medicina tradicional son chinos,
con mas de 5000 plantas y productos de plantas. Un ejemplo de productos
obtenidos de plantas, es la aspirina (Acido salicilico), el cual se obtiene de especies
de plantas Salix y Populus. Entre 1989 y 1995 el 68 % de agentes antibacterianos
eran de origen natural (Stroble & Daisy, 2003). Cerca del 28 % de nuevos entidades
quimicas y el 42% de drogas anti cancer introducidas en el mercado en el tiempo
comprendido entre 1981 y 2006 fueron de productos naturales y sus derivados (Qin
etal., 2011). La mayoria de las industrias de farmacos han perdido el interés en la
bldsqueda de productos naturales, y utilizan la quimica combinatoria. EI motivo de
esto es el enorme esfuerzo y gasto que conlleva tomar y escoger una fuente
bioldgica, aislar el producto natural, elucidar la estructura y comenzar a producirlo.
Los productos naturales son pioneros en compuestos, ofreciendo una amplia
diversidad de estructuras incomparables incluso con la quimica combinatoria,
ademas de esto los productos naturales son una fuente infinita de nuevos
compuestos con actividad contra patégenos (Sr & Rao, 2012; Stroble & Daisy,
2003).

Microorganismos endofitos. ElI término endofito hace referencia a
microorganismos asociados a plantas, a través de una relacion simbiotica en la cual
la planta hospedadora no va a verse afectada negativamente; entre los
microorganismos endéfitos se incluyen hongos, bacterias y actinobacterias
(Ganapathy & Natesan, 2018). Los enddfitos son usualmente vistos como un fuente
excepcional de productos naturales bioactivos, ya que ellos ocupan millones de
nichos ecolégicos unicos (plantas superiores), creciendo en ambientes inusuales
(Stroble & Daisy, 2003). Existen cerca de 300.000 especies de plantas en la tierra,
de las cuales cada una pose uno o mas microorganismos endofitos, creando una
enorme diversidad (Qin et al., 2011). La diversidad endofita de la mayoria de las
plantas no ha sido estudiada hasta ahora, por lo cual existen muchas oportunidades
de encontrar nuevas especies. Por tal motivo los endéfitos son una fuente de
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diversidad genética, y nuevas especies no descritas (Stroble & Daisy, 2003). Las
bacterias enddfitas han demostrado tener diversos efectos benéficos entre las
plantas, entre los cuales encontramos aumento en la disponibilidad de nutrientes,
como nitrégeno, fésforo, promocion del crecimiento de la planta a través de la
produccion de fitohormonas y enzimas hidroliticas. Ademas de esto protegen a la
planta hospedadora de infeccion de patdégenos a través de antibiosis e induccion de
resistencia sistematica (Ganapathy & Natesan, 2018; Kim et al., 2012).

Actinobacterias El filo Actinobacteria es ubicuo, y esto se ha demostrado ya que
ha sido aislado de multiples habitats como: suelos alcalinos, suelos salinos, suelos
acidos, suelos de bosques, rizosfera, manglares, cultivos, desiertos, tejidos internos
de plantas, animales, lagos, rios, sedimentos marinos, costas, aguas residuales,
aguas frescas, minas, entre otros (Dholakiya et al., 2017; Fatahi-Bafghi et al., 2018;
Hurtado, Pacheco, Sheen, & Ugarte, 2018; Iniyan, Kannan, & Vincent, 2017; Jiang
et al., 2018; Ledn et al., 2016; Rateb, Ebel, & Jaspars, 2018). Siendo uno de los
mas grandes del dominio Bacteria. Este filum posee 5 clases, 19 ordenes, 50
familias y 221 géneros (Goodfellow, 2012). Las Actinobacterias son
microorganismos tan diversos que pueden presentar respiracion aerobia, anaerobia
facultativa o anaerobia, asi como también pueden ser Gram positivos 0 Gram
variables, los cuales tienen una pared celular rigida que contiene acido muramico y
algunos contienen 4cidos teicoicos. La mayoria son quimio-organotrofos que crecen
a pH neutro, pero algunas cepas son acidoéfilas o alcaléfilas. Otros son haléfilos y
algunos son termofilos. El filo incluye organismos fenotipicamente diversos que
muestran diversas propiedades morfologicas que van desde cocos hasta micelios
altamente diferenciados. La mayoria son saprofitos, pero algunos son patégenos
para plantas y animales. El contenido de ADN G + C varia desde poco menos del
50% en moles hasta mas del 70% en moles (Goodfellow et al., 2012).

Las Actinobacterias al ser microorganismos enddfitos pueden encontrarse en
diversas partes de la planta hospedadora (raiz, hojas, tallos y flores), se cree que la
colonizacion de las Actinobacterias se pude dar desde la raiz o la parte aérea de la
planta, y dicho proceso de colonizacion se ve influenciado por las condiciones
climaticas y la localizacion geografica (Ganapathy & Natesan, 2018).

Las Actinobacterias se han caracterizado por la capacidad de producir metabolitos
bioactivos como antimicrobianos, antitumorales, inmunoestimulantes,
antiparasitarias, antivirales, inmunosupresores, antifingicos, antibioincrustantes,
insecticidas, promotores de crecimientos en planta, compuestos herbicida e
inhibidores enzimaticos (Dholakiya et al., 2017; Kim et al., 2012; Leon et al., 2016;
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W. Wei et al., 2018) . Ademas de esto también son reconocidos por producir
enzimas extracelulares como lipasas, fosfolipasas, nucleasas, proteasas, amilasas,
quitinasas, lignina-hidrolasas, celulasas, lacasas (Martinez, Aguilar, & Enriquez,
2017; Revollo, Serna, & Hernandez, 2012).

En 2005 Berdy reporto 22.500 metabolitos bioactivos, de los cuales 10.100 son
producidos actinomycetes. Los géneros de Streptomyces sp, Nocardia sp,
Micromonospora sp, Saccharothrix sp, son considerados los mas eficientes para
producir metabolitos secundarios antimicrobianos. Algunos de los metabolitos
secundarios, incluyendo daptomicina (Streptomyces roseosporus), lincomicina
(Streptomyces  lincolnensis), estreptomicina (Streptomyces  griseus),
vancomicina (Streptomyces orientalis) y gentamicina (Micromonospora
purpurea) son muy usados contra patégenos (Fatahi-Bafghi et al., 2018).
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3.2. Antecedentes

El estudio de las Actinobacterias es un tema actual y global, ya que estos
microorganismos son productores de varios compuestos bioactivos, encontrandose
en diferentes habitats, como son ambientes marinos (Dholakiya et al., 2017; Ledn
et al., 2011; Leon et al., 2007; Nie et al., 2018; Sarmiento-vizca et al., 2017; Sr &
Rao, 2012; Tarazona, Jorge, Nadia, Vallejo, & Marguet, 2017), animales (Ledn et
al., 2016), minas (Hurtado et al., 2018), suelos y plantas. Como referente para el
presente trabajo se tomaron en cuenta los trabajos realizados en suelos y plantas.
A nivel de suelos han realizado diferentes trabajos en los cuales han aislado una
gran cantidad de cepas de Actinobacterias con potencial biotecnolégico ya que
producen enzimas extracelulares (Martinez et al., 2017; Revollo et al., 2012),
actividad antimicrobiana frente a cepas patégenas (Martinez et al., 2017; Parada,
Marguet, & Vallejo, 2017), actividad fungicida (Martinez et al., 2017) y larvicida
(Pathalam et al., 2017). Ademas de esto las Actinobacterias pueden estar presentes
en diferentes tipos de suelos, ya que han sido aisladas de suelos semiaridos (Jose,
Suzana, Katia, Marcos, & Claudia, 2017), desiertos (Fatahi-Bafghi et al., 2018; Harir
et al., 2017; Rateb et al., 2018), rizésfera (Mingma, Pathom-aree, Trakulnaleamsai,
Thamchaipenet, & Duangmal, 2014; Trujillo, 2013) y rizésfera haldfila (Iniyan et al.,
2017). Una investigacion interesante fue la realizada en 2014 por Ratchane donde
estudio dos habitats diferentes (plantas y rizésfera) encontrando que las cepas que
se encontraban en la raiz poseian mayor actividad antimicrobiana que las aisladas
de rizésfera (Mingma et al., 2014). Se ha demostrado que las plantas son una de
las fuentes mas promisorias para aislar Actinobacterias nuevas y con potencial
biotecnoldgico, algunas de las plantas usadas para el aislamiento de
Actinobacterias son plantas medicinales en las cuales lograron aislar 2174
Actinobacterias (Qin et al., 2009), como ejemplo mas especifico esta el aislamiento
de 304 Actinobacterias de Dracaena cochinchinensis Lour, donde evidenciaron
diferentes metabolitos secundarios entre los que se encontraba la antraciclina
(compuesto antitumoral), fungicidas y compuestos con actividad citotoxica (Salam
et al., 2017). También se han logrado aislar Actinobacterias de plantas herbaceas
donde varias cepas presentaron actividad antimicrobiana (Kim et al., 2012), de
plantas de mangrove (Jiang et al., 2018) y cultivos de Te (W. Wei et al., 2018).
Algunos de los géneros que han sido aislados de plantas son Dactylosporangium,
kineosporia, kineococcus, herbidospora, jiangella, Promicromonospora,
Steptomyces, Pseunocardia, Nocardiposis, Micromonospora, Amycolaptosis,
Nocardia, Nonomuraea, Actinomadura, Rhodococcus, Gordonia,
Mycobacterium, Microbispora, Micrococcus, Microbacterium,
Streptacidiphilus, Arthrobacter, Dietzia, Herbiconiux, Kitasatospora,
Rathayibacter, Tsukamurella, Brevibacterium, Brachybacterium, Kocuria,
Nocardioides, Marmoricola, Actinoplanes, Agrococcus, Amnibacterium,
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Citricoccus, Glutamicibacter, Gordonia, Isoptericola, Janibacter, Leucobacter,
Pseudokineococcus, Sanguibacter, Verrucosispora, Pseudarthrobacter vy
Saccharomonospora (Jiang et al., 2018; Kim et al., 2012; Qin et al., 2009; Salam
et al., 2017; W. Wei et al., 2018).

Los ndédulos han resultado ser una de las partes méas interesantes para aislar
Actinobacterias, ya que son una fuente promisoria de nuevas cepas, han mostrado
tener una amplia diversidad y un gran potencial biotecnoldgico. Algunas de las
nuevas cepas aisladas de nodulos son: Microbacterium shaanxiense sp. nov.
(G. Wei et al., 2015), Kribbella lupini sp. nov. (Trujillo, Kroppenstedt, Schumann,
& Marti, 2006), Frankia inefficax sp. nov. (Nouioui, Maria, Rohde, Tisa, & Gtari,
2017), Frankia discariae sp. nov. induce la formacién de ndédulos (Nouioui,
Montero, et al., 2017), Frankia asymbiotica sp. nov., tiene la capacidad para fijar
nitrégeno (Nouioui, Gueddou, et al., 2017) Micromonospora ureilytica sp. nov.,
Micromonospora noduli sp. nov., Micromonospora vinacea sp. nov. (Carro,
Riesco, et al., 2019), Micromonospora phytophila sp. nov. y Micromonospora
uteiviridis sp. nov. de la planta Pisum Sativa (Carro, Veyisoglu, et al., 2019). En
cuanto al potencial biotecnolégico, varias cepas aisladas de ndédulos de Alnus
glutinosa, Casuarina glauca y Elaeagnus angustifolia, poseian diferentes
caracteristicas que las hacian aptas para ser usadas en procesos de biocontrol de
enfermedades de suelo y proteger las raices de colonizacién por cepas patdogenas
(Ghodhbane-Gtari et al., 2010). Cepas aisladas de nodulos de leguminosas tienen
la capacidad para aumentar la concentracion de nitrégeno y peso seco, asi como
también estimular el crecimiento y nodulacion de la alfalfa (Le, Franco, Ballard, &
Drew, 2016). Para concluir se resaltan dos géneros que han sido ampliamente
estudiados en nodulos, los cuales son Micromonospora y Frankia, el género
Micromonospora ha sido aislado de n6dulos de diferentes plantas entre las cuales
encontramos Lupinus angustifolius (Trujillo et al., 2010), Pisum sativa (Carro,
Sproer, Alonso, & Trujillo, 2012), Medicago Sativa donde determinaron que este
género incrementa la nodulacion, mejora la obtencién de nitrégeno, promueven el
crecimiento aéreo, la proporcién entre brotes y raices, y elevan los niveles de
nutrientes esenciales (Martinez Hidalgo, Galindo Villardén, Trujillo, M, & Martinez
Molina, 2014). Resaltando que en diferentes estudios han afirmado que la
diversidad de este género varia entre especies de planta y &rea geografica
estudiada, en cuanto a Frankia su importancia recae en que induce la nodulacién
en leguminosas, el proceso de nodulacién depende de la diversidad y cantidad de
Frankia endéfitas mas no de las que estén en la rizosfera (Pokharel, Mirza, &
Dawson, 2011; Tekaya et al., 2017). Otro dato importante es que las especies de
Frankia presentes en la planta huésped depende de las condiciones ambientales
del suelo y genotipo de la planta huésped (Pokharel et al., 2011).
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4. Metodologia

4.1. Toma de muestras

Los nodulos utilizados para este estudio fueron recolectados de las raices
ramificadas de plantas Lupinus sp, las cuales se encontraban en tres puntos
diferentes, los cuales poseen las siguientes coordenadas 7°22'25.8"N
72°38'05.9"W; 7°21'54.43524"N 72°37'37.83288"W; 7°21'50.3"N 72°37'37.8"W.
Posteriormente los nddulos se sometieron a un proceso de limpieza que consistid
en lavar con abundante agua, hasta eliminar toda los restos de tierra y materia
organica, posteriormente los nddulos fueron separados de las raices, realizado esto
se escogieron los nédulos que presentaban una coloracion rosaday se conservaron
en glicerol al 30 % a -20°C para mantenerlos viables hasta el dia del uso. Se
realizaron 3 muestreos diferentes, los cuales se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1: Muestreos realizados

Fecha de Sitio de Especimenes antldad de Nédulos
nodulos por
muestreo muestreo recolectados . procesados
espécimen
Enero de 1 1 8 2
2017 2 1 9 2
3 1 4 2
1 1 10 4
Junio de 2017 2 1 15 3
3 1 6 2
Marzo de 1 1 9 4
2018 2 1 7 4
3 1 8 4

En la tabla se observan las diferentes fechas en las que se realizaron los muestras
en los diferentes puntos, el sitio 1) 7°22'25.8"N 72°38'05.9"W; 2) 7°21'54.43524"N
72°37'37.83288"W; 3) 7°21'50.3"N 72°37'37.8"W, el nimero de especimenes hace
referencia al nUmero de plantas recolectas, y se hace enfogue en nimero de nédulos
obtenidos y procesados porque no todos los nédulos obtenidos fueron procesados.

Los nddulos procesados fueron todos aquellos que presentaran una coloracion
rosada, la cual indica que estan activos y los microorganismos presentes estan
ViVos.
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4.2, Aislamiento de Actinobacterias

Para el proceso de obtencion de Actinobacterias de ndédulos de Lupinus sp, se
procedio a esterilizar el nédulo, sumergiéndolo en cloruro de mercurio al 2% por un
minuto, seguidamente se realizaron seis lavados con solucion salina al 0.85 % por
dos minutos por lavado, con el objetivo de eliminar los residuos de cloruro de
mercurio. Seguidamente se paso el nédulo a una placa de Petri estéril donde se
macerd con una varilla de vidrio, con esta misma se tomé el in6culo para sembrarlo
en forma de Ziz-Zac en 3 de los 4 cuadrantes de la placa con YMA (Anexo 1),
después de realizar este procedimiento se tomé un trozo del nédulo macerado y se
deposité en el ultimo cuadrante con el objetivo de comprobar el proceso de
esterilizacion (imagen 1). Todas las placas se incubaron a 28°C por 1 mes.

Imagen 2: Esquema de siembra, para el aislamiento de Actinobacterias

En la imagen se observa el modelo de siembra empleado para el
aislamiento. Fuente: Autor

Completado el tiempo de incubacion se seleccionaron las colonias con
caracteristicas morfolégicas tipicas de Actinobacterias para ser sembradas en agar
Avena (Anexo 1), con el objetivo de obtener cultivos puros. Dichas placas se
incubaron a 28 °C por 15 a 21 dias. Metodologia adaptada a la usada por (Trujillo
et al., 2010).

La conservacién de cepas se realizd con cada una de las cepas aisladas, las cuales
fueron sembradas masivamente en medio YSA (Anexo 1), incubadas a 28 °C por
15 dias, pasado el tiempo de incubacién se recolect6 la biomasa y se depositoé en
tubos eppendorf de 2 ml que contenian glicerol estéril al 40 % y se llevaron a -20
°C.
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4.3. Caracterizacion fenotipica

4.3.1. Caracterizacion macroscopica

Se procedi6 a sembrar cada una de las cepas por agotamiento en tres medios de
cultivo diferentes: ISP 1 modificado (Anexo 1) el cual se llamara de aqui en adelante
como ISP1-M, ISP 2 modificado (Anexo 1) el cual se nombrara en el documento
como ISP2-M, la modificacion de los dos medios anteriores se encuentra en la
adicion de 1 ml de solucion se de sales trazas (Anexo 1), y el medio ISP4 (Anexo
1). Todos los medios sembrados se incubaron a 28 °C por 15 dias, y se procedio a
revisar las caracteristicas (color, forma, borde y elevacion) de las cepas a los siete
y 15 dias, la determinacién del color de cada cepa se hizo con la tabla de colores
ISCC-NDS (Anexo 2) (Harir et al., 2017). Metodologia adaptada a la usada por
(Hurtado et al., 2018; Leon et al., 2016; Parada et al., 2017)

4.3.2. Caracterizacion microscopica

Para determinar la micromorfologia de las cepas de estudio se procedio a realizar
2 métodos de microcultivos diferentes y se observaron al microscopio en 3 periodos
de tiempo diferentes como se describe a continuacion.

4.3.2.1. Microcultivos método 1

Se sembr6 cada una de las cepas en medio YSA masivamente e inmediatamente
se cort6 con bisturi estéril dos cuadros de 1 cm * 1 cm de agar sembrado, estos se
colocaron sobre un portaobjetos estéril y se cubrié con un cubreobjetos estéril.
Posteriormente se llevaron a incubar a 28 °C y a los ocho y 15 dias se realizaron
montajes retirando el cubreobjetos y poniéndolo sobre un portaobjetos con una gota
de 4cido lactico. Todos los montajes realizados fueron observados en el microscopio
de contraste Nikon eclipse 80i, en los aumentos de 20X, 40X y 100X.

4.3.2.2. Microcultivos método 2

Se insertaron dos cubreobjetos estériles en un angulo de 45 ° en medio YSA,
posteriormente se sembraron las cepas de interés en el sitio de insercion del
cubreobjetos, seguidamente se incubaron a 28 °C por 3 semanas, y se revisaron a
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los 15 y 21 dias. Los montajes se hicieron de la misma manera que en el método 1.
Metodologia adaptada a la usada por (Harir et al.,, 2017). Todos los montajes
realizados fueron observados en el microscopio de contraste Nikon eclipse 80i, en
los aumentos de 20X, 40X y 100X.

4.3.2.3. Tincién de Gram

Sobre un porta objetos limpio con una gota de agua se deposité una colonia la cual
se mezcl6 con el agua hasta formar una mezcla homogénea, posteriormente se fijo
la muestra, y se adiciono cristal violeta por 1 minuto, pasado este tiempo se retira el
exceso Yy se lava con agua destilada estéril, seguidamente se afiade lugol y se deja
reposar 1 minuto, se lava con agua destilada y se adiciona alcohol cetona por 30
segundos, pasado este tiempo se lava de nuevo la muestra y se agrega safranina
por 1 minuto, por ultimo se lavo el porta objetos y se dejo secar para posteriormente
observar al microscopio en un aumento de 100x. Los resultados fueron tomados
con base a la coloracion tomada por las estructuras, reportandose como Gram
positivas todas las cepas que presentaron pigmentacion morada y Gram negativas
cuando se observaba las estructuras de color rojo.

4.4. Caracterizacion bioquimica

La caracterizacion bioquimica se realiz6 con el fin de determinar algunas
propiedades bioldgicas, este numeral se subdivide en cuatro conjuntos de pruebas,
los cuales son: 1. Utilizacién de fuentes de carbono, 2. Produccién de acido, 3.
Actividad hidrolitica y 4. Otras: catalasa y reduccion de nitratos.

4.4.1. Utilizacion de fuentes de carbono

Este analisis consistié en la preparacion de un medio minimo (Anexo 1) suplemento
con el 1 % de la fuente de carbono a estudiar. Las fuentes de carbono utilizadas
fueron: acetato de sodio, citrato de sodio, D-fructosa, D-galactosa, D-glucosa, D-
manitol, D-manosa, D-ribosa, D-xilosa, glicerol, inositol, lactosa, L-arabinosa, L-
ramnosa, maltosa, sacarosa y sorbitol. Cada una de las cepas se sembré en los
medios y se incubaron a 28 °C por un mes, pasado este tiempo procedi6 a leer los
resultados, considerandose positivas todas las cepas que presentaran crecimiento.
Metodologia adaptado a la usada por (Jose et al., 2017; Rodriguez, 2008; Sr & Rao,
2012).
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4.4.2. Produccién de acido

Este test consistié en la utilizacién un medio minimo (Anexo 1) suplementado con
el 1% de las fuentes de carbono, se inocularon cada una de las cepas de interés
por puncion y se incubo a 28 °C por un mes. Pasado el tiempo de incubacion se
observo la presencia o ausencia de cambio de color en cada una de las pruebas.
Siendo positivos todos aquellos tubos que viraron a amarillo, levemente positivos
aguellos en los que observa un cambio en el color del tubo y negativos todos los
conservaron coloracion violeta. Las fuentes de carbono probadas fueron D-glucosa,
D-manosa, D-manitol, D-xilosa, glicerol, lactosa, maltosa y sacarosa.

4.4.3. Actividad hidrolitica

Se determind la presencia de cinco enzimas extracelulares, las cuales fueron
ureasas, esculinasa, amilasas, caseinasas y gelatinasas.

4.4.3.1. Hidrolisis de urea

Se sembr6 por punciéon en medio urea de Oxoid (Anexo 1) cada una de las cepas
de interés y se incubaron a 28 °C por 15 dias. Considerandose positivos todos los
tubos que presentaron coloracién fucsia y negativo todos los que presentaban
coloracion amarrilla.

4.4.3.2. Hidrolisis de esculina

Se sembré por puncion cada una de las cepas en agar esculina de Oxoid
suplementado con 3 g/l de extracto de levadura y se incubo a 28 °C por 28 dias,
pasado el tiempo de incubacion se observo la presencia (positivo) o ausencia
(negativo) de un halo negro alrededor de la colonia.
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4.4.3.3. Hidrolisis de almidon

Cada una de las cepas se sembraron por puncion en medio ISP 4 modificado y SA
1 (Anexo 1) se incubaron a 28 ° C por 15 dias, los resultados se revelaron
adicionando lugol sobre la colonias, consideraron positivas todas aquellas que
presentaron halo alrededor de la colonia. Metodologia adaptada a la usada por
(Harir et al., 2017; Leon et al., 2016; Rodriguez, 2008).

4.4.3.4. Hidrolisis de caseina

Se sembrd por puncion cada cepa de interés en medio SA 1 (con 2 g/L de almidon)
suplementado con 28 g/L Skim Milk Powder, se incubaron a 28 °C por 15 dias,
pasado el tiempo de incubacion se procedio a leer los resultados. Se consideraron
positivas todas las cepas que presentaron un halo. Metodologia adaptada a la usada
por (Leon et al., 2016; Rodriguez, 2008).

4.4.3.5. Hidrolisis de gelatina

Se prepardé el medio gelatina de la Merck y las cepas fueron sembradas por puncién
las cepas, posteriormente se incubaron a 28 °C por un mes, pasado este tiempo se
procedio a leer la prueba con la solucion cloruro de mercurio acido (Anexo 1). Se
consideraron positivos todos los tubos que no presentaron coloracion blanca
después de adicionar la solucion de revelado. Metodologia adaptada a la usada por
(Harir et al., 2017; Ledn et al., 2016; Rodriguez, 2008).

4.4.4. Catalasa

Este ensayo tuvo dos réplicas bioldgicas, las cuales consistian en tomar una colonia
aislada y colocarla sobre un porta objetos limpio, posteriormente se afiadié 100 pl
de peroxido de hidrogeno, y se observo la formacion de burbujas.
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4.45. Reduccién de nitratos

Se evalu6 usando el medio semisélido nitratos (Anexo 1), en el cual se in6culo cada
cepa de interés a través de siembras por puncion y se incubaron a 28 °C por 17
dias, pasado este tiempo se adicioné reactivo de Griess Islovay, en caso de arrojar
resultado negativo se procedié a adicionar polvo de zinc.

4.5. Potencial biotecnoldgico

Este numeral consta de tres ensayos, el primero se enfocd en determinar si las
cepas estudio tenian la capacidad de inhibir diferentes patdgenos, el segundo
ensayo consistié en determinar si producian pigmentos y el dltimo ensayo andlisis
de extractos crudos por espectrofotometria.

45.3. Actividad antimicrobiana

Se realizo por el método de doble capa, para este ensayo se sembraron por puncién
las cepas de interés, se incubaron a 28 °C por 10 dias, pasado este tiempo se
afadio la segunda capa que consistia en caldo CASO suplementado con 0,7 %
agar-agar y cada una de las cepas patdgenos con una turbidez 1 McFarladnd, y se
incubaron por 48 horas, observando los resultados a las 24 y 48 horas. Las cepas
patébgenas probadas fueron: Salmonella parathyphi, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Shiguella sonnei, Yersinia enterocolitica, Micrococcus
luteus, Bacillus cereus, Candida albicans, Klebsiella oxytoca, Pseudomonoas
aeruginosa, Acinetobacter baumani, Staphylococcus saprofiticus,
Staphylococcus aureus, Providencia alcaligenes, Rhodococcus equi las cepas
patégenas fueron escogidas con base a su patogenicidad. Este ensayo consté de
una réplica bioldgica. La metodologia usada fue adaptada a la usada por (Tarazona
et al., 2017). Los resultados positivos se midieron en milimetros (mm) vy
posteriormente se les aplicé la siguiente formula a los resultados positivos:

Diametro de inhibicion = Dh — Dc

Donde Dh es didmetro de halo de inhibicion y Dc es diametro de colonia.
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4.5.4. Produccion de pigmentos

Para la produccién de pigmentos se realizé un proceso de fermentacion, utilizando
1/5 de volumen de medio ISP4 en cada una de los erlenmeyer, los cuales fueron
inoculados con una asada de cada una de las cepas de interés, posteriormente se
llevaron al agitador orbital a 150 rpm, 22 °C, 15 dias. Pasado el tiempo de
incubacion se observo la presencia de pigmentos.

4.5.5. Analisis de extractos crudos por espectrofotometria

Para este andlisis las cepas se sometieron a un proceso de fermentacion tal y como
se indica en el numeral 4.2. de la metodologia. Pasado el tiempo de incubacion se
tomd una alicuota de 2 ml de caldo de fermentacion y se realizé un barrido en el
espectrofotometro Biomate 5 y el rango utilizado fue de 200 nm a 800 nm, el cual
incluyo una fraccion del espectro no visible (UV), el espectro visible, y una pequefia
fraccion del infrarrojo.

27



5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Ano 2017 Afo 2018 Afo 2019
- o =
Actividad .g o| € € g s & 2|5 = _§ £ 2 g §
= v o © o ) o
S > — e c o o] -~ et Q ‘9 c el
ST 58w |e gL 5|83 2|=] ¢
w T wn = -

Revisidn bibliografica

Toma de muestras

Procesamiento de
muestras

Preparacion de
material

Aislamiento y
purificaciéon de cepas

Conservacion de
cepas

Caracterizacion
fenotipica

Produccion de
metabolitos
secundarios

Escritura de informe
final

28



6. RESULTADOS

6.1. TOMA DE MUESTRAS

Como se menciond en la numeral 4.1 de la metodologia las muestras se tomaron
en 3 puntos diferentes, en la Imagen 3 se puede observar su ubicacion en el mapa
que muestra la carretera via Pamplona-Chitagd, la distancia entre los 3 puntos es

de 2,71 km.

Imagen 3: Mapa geogréfico, georreferenciado

.
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o
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2) 7°21'54.43524"N cJKZ"37'37.83288"W

3) 7°21'50.3"N 72°37'37.8"W

B

En el panel A se observan los tres sitios de muestreo georreferenciados enumerados
de 1 a 3, y en el panel B se observan fotografias de cada uno de los sitios de

muestreo. Cada numero corresponde a un punto de muestreo. Fotografias tomadas
por el autor, el mapa con las coordenadas ubicadas fue generado por Google Maps.

Los sitios de muestreo fueron escogidos con base a que esta espécimen es
endémica de dichos puntos y no se observa crecimiento de ninguna otra planta,
ademas de esto dichas zonas poseen un suelo de tipo arcilloso el cual se caracteriza
por ser seco haciéndolo no apto para todo tipo de plantas, agregando que en las

zonas intermedias entre los puntos no se observa la planta de interés.
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Esta planta cumple un papel importante en la fijacion de nitrégeno en suelos, tiene
un valor nutricional alto, posee un porcentaje alto de proteinas, son ricas en
compuestos como alcaloides, polifenoles y fitoesteroles, producen metabolitos
secundarios bioactivos, toleran habitats secos y pobres en nutrientes (Lee et al.,
2018), agregando que es una planta con alta frecuencia en los sitios de muestreo
y no ha sido estudiada anteriormente, lo cual la hace interesante para ser estudiada.

Se enfoco el estudio a nédulos ya que el proceso de fijacion de nitrégeno esta
intimamente relacionado a nddulos, ademas los nddulos se forman gracias a una
relacion simbidtica entre plantas y bacterias, afiadiendo que se ha demostrado que
hay mayor diversidad de microorganismos en la raiz y nédulos que en la rizosfera.
En la imagen 4 se observa un ejemplar del espécimen de Lupinus estudiado.

Imagen 4: Lupinus sp

: WL\ Fotografias: AUtc

A) Fotografia de Lupinus sp donde se observa desde las flores hasta la raiz con
los nédulos. B) Se observan las semillas de Lupinus sp. C) Flor de la planta de
Lupinus sp. D) Raiz principal con nédulos de Lupinus sp.

Para el aislamiento de las cepas no se usaron todos los nddulos obtenidos, se
escogieron solo aquellos que presentaran una coloracién rosada, la cual indica que
el nédulo estd activo y las bacterias que poseen estan vivas.

6.2. AISLAMIENTOS DE CEPAS CULTIVABLES DE ACTINOBACTERIAS

Se aislaron un total de 53 cepas presuntivas de Actinobacterias de los nédulos, las
cuales variaban desde colores naranjas, amarillos, grises hasta negras, todas
fueron codificadas con A 'y un numero del 1 al 54, en la Imagen cuatro se observa
un aislamiento realizado en medio YMA después de un mes de incubacion a 28 °C.
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Del primer muestreo se logré obtener nueve cepas codificadas de A01 a A09, en el
segundo muestreo se obtuvieron 11 cepas codificadas de A10 a A20, y del ultimo
muestreo se lograron aislar 33 cepas codificadas de A21 a A54.

Imagen 5: Aislamiento de Actinobacterias de nddulos de Lupinus sp en medio
YMA

e

de incubacion en medio YMA, y en la fotografia del panel B se observa el
acercamiento de un cuadrante del aislamiento donde se ven colonias tipicas de
Actinobacterias que varian de colores naranja-negro, naranja amarillento y marrén,
ademés de esto se visualizan bacterias fijadoras de nitrogeno, las cuales son de
color blanco y textura dura.

Las 53 cepas permanecen conservadas por congelacion usando como
crioconservante glicerol, en el grupo de investigacion GIMBIO, bajo las condiciones
de mencionadas en el numeral 4.2.

6.3. CARACTERIZACION FENOTIPICA

6.3.1. Caracterizacién macroscépica.

En la clasificacion de Actinobacterias se suele recurrir a las caracteristicas
macroscopicas, como paso inicial, donde se tienen en cuenta y describen
caracteristicas como: forma, color, elevacion, textura y produccion de pigmentos
difusibles, la importancia de estos rasgos recae en la gran diversidad morfoldgica
presente en este filo, ya que se pueden observar colonias de colores que van desde
tonos blancos, rosados, amarillos, naranjas, rojos, hasta violetas, verdes, grises y
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negras, también se observan colonias planas, elevadas, con filamentos, lisas y
rugosas (Guevara, 2017; Hurtado et al., 2018; Jose et al., 2017; Revollo et al., 2012).

La caracterizacidon de las cepas se realizé en 3 medios de cultivos diferentes los
cuales fueron ISP 1-M (Tarazona et al., 2017), ISP2-M (Harir et al., 2017; Martinez
et al., 2017; Tarazona et al., 2017) e ISP4 (Harir et al., 2017; Hurtado et al., 2018;
Tarazona et al., 2017). Todas las cepas fueron incubadas a 28 °C ya que es la
temperatura optima de crecimiento para la mayoria de las Actinobacterias, el tiempo
de incubacion como se menciona en la metodologia fue de 15 dias (Ver anexo 1)
debido a que muchas de ellas tienen crecimiento lento y otras con el tiempo cambian
sus caracteristicas morfologicas debido a los estados de conversion por los que
pasan las hifas aéreas hasta llegar a la formacion de esporas (Leon et al., 2011).
En este ensayo se pudo observar que las colonias de una misma cepa variaban sus
caracteristicas de un medio a otro (tabla 2), también se observd que las colonias
generadas en el medio ISP1-M tendian a tener un diametro menor que en los demas
medios y en muchos casos las colonias perdian su pigmentacion, en el medio ISP2-
M varias cepas tendian a formar una agrupacion de colonias que formaba filamentos
y posteriormente si se observaban colonias aisladas generalmente con forma
circular y convexa, y por ultimo el medio ISP4 mostré ser un medio que promueve
el crecimiento rapido de las cepas y la formacion de esporas ya que se observaban
colonias con masas negras 0 aspecto blanco polvoroso. También se observo la
capacidad de algunas cepas para producir pigmentos extracelulares en algunos de
los medios, en el caso del medio ISP1-M las cepas con capacidad de producir
pigmento fueron A04, A24 y A39, para el medio ISP2-M, AOS8, Al4, A21, A23, A27,
A36 y A49 y en el ISP4 modificado Al15, A24, A27, A31, A36 y A39.

Tabla 2: Caracterizacidon macroscoépica de cepas aisladas de nodulos de Lupinus
Sp

CEPA ISP 1-M ISP 2-M ISP4
NC
;ﬁ;
AO1
Diametro: 0,34 mm Diametro 1,35 mm
Color naranja Color rosa
profundo, forma C, anaranjado
borde E, Elevacion amarillento con
Conv, zonas blancas,
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Comportamiento a
laluz T.

forma C, borde E,
elevacion Cr.

Diametro 0,50 mm

Diametro 0,23 mm
Color naranja

fuerte zonas rojo
intenso, forma C,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,67 mm
Color naranja vivo
algunas con zonas
blancas, forma C,
borde E, elevacion
R.

A02 Color amarillo
naranja fuerte,
forma P, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz T.
Diametro 1,57 mm

AO03 Color amarillo-
naranja claro con
centro marréon
fuerte, forma C,
borde E, elevacion
Umb,
comportamiento a
laluz O.

A04

Diametro 12,33
mm Color amatrillo
naranja  brillante
con filamentos
amarillos

anaranjado fuerte,
forma |, borde E,
elevacion PFE,
comportamiento a
la luz BOCT.

Diametro 1,91 mm

Color amarillo
anaranjado fuerte
con superficie
negra, forma I,
borde E,
elevacion Cr.




Diametro 0,29 mm
Color marrén
fuerte, forma P,
borde E, elevacion
Conv,
Comportamiento a
laluz BTCO.

AO05

Diametro 0,18 mm

Comportamiento
amarillo  naranja
brillante, forma P,
borde E, elevacion
PI,
comportamiento T.

A06

Diametro 2,97 mm
Color naranja vivo,
forma |, borde E,
elevacion Cr,
comportamiento a
laluz O.

Diametro 4,35 mm
Color amarillo
naranja intenso,
forma 1, borde E,
elevacion Elev.

Diametro 0,99 mm
Color naranja vivo,
comportamiento
C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz O.

Diametro 0,86 mm

Color naranja
intenso con centro
marrén  grisaceo

oscuro, forma C,
borde Ir, elevacion
Cra.

Diametro 0,99 mm
Amarillo

anaranjado  con
centro marrén
fuerte 'y borde
blanco

amatrillento, C, E,
Conv, COBT.

NC

Diametro 1,68 mm

Moderadamente
naranja con halo
blanco, borde
marrén oscuro Yy
nuevamente
blanco, C, E, Cr.

AOQ7

Diametro 0,53 mm
Color amarillo
naranja brillante,

Diametro 7,72 mm
Color naranja vivo
con centro negro,

Diametro 0,28 mm
Color naranja
moderado que vira
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forma P, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz T.

A08

forma Ri, borde
Rz, elevacion
Elev,

comportamiento a
laluz T.

a negra, forma C,
borde E, elevacion
PI.

Diametro 1,22 mm
Color amarillo
naranja fuerte con
halo Blanco, forma
C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,48 mm
Color amarillo
naranja brillante,
forma |, borde E,
elevacion Zonas
elevadas,
comportamiento a
laluz T.

A09

Diametro 2,31 mm
Color naranja
moderado con
centro marrén
intenso, forma C,
borde E, elevacion
R,
comportamiento a
la luz O.

A10

Diametro 0,41 mm
Color amarillo
naranja  intenso
con centro marrén
amarillento fuerte,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a

laluz BTCO.

Diametro 3,83 mm

Diametro 0,26 mm

Color naranja
moderado con
centro naranja-

marréon, forma C,
borde E.

Color naranja
moderado con
centro rojo

intenso, forma C,
borde E.

Diametro 1,24 mm
Color marréon
intenso con halo

Diametro 4,73
Color marrén
intenso, forma F,

Didmetro 2,25 mm
Color naranja
rojizo  moderado
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naranja

moderado, forma
I, borde Ond,
elevacion Cr,

comportamiento a
la luz O.

borde E,
comportamiento a
la luz O.

con bordes negro
pardo, forma C,
borde L, elevacion
Cr.

Diametro 0,9 mm

Diametro 0,56 mm

Diametro 0,70 mm

All Color amarillo | Color naranja vivo, | Colonias negras
claro, forma C, |forma C, borde E, | con blanco, forma
borde E, elevacion | elevacion Elev, | C, borde E,
Elev, comportamiento a | elevacion Cr.
comportamiento a | la luz O.
la luz O.

| .

Al2 Diametro 0,55 mm | Diametro 1,31 mm | Diametro 2,04 mm
Color oliva claro, | Color naranja | Color naranja vivo
forma C, borde E, | moderado, forma | superficie negra,
elevacion Conv, | C, borde E, | forma C, borde E,
comportamiento a | elevacion R, | elevacion Cr.
laluz T. comportamiento a

la luz O.

Al3

Diametro 0,54 mm

Color amarillo
naranja intenso,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,

Diametro 0,82 mm
Color rosa vivo
amarillento, forma
C, borde E,
elevacion  Conv,

Diéetro ,1Ar'nm

Color rosa vivo
amarillento con
superficie negra,
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comportamiento a
laluz T.

Al4

comportamiento a
laluz T.

{

forma C, borde E,
elevacion Elev.

Didmetro 0,68 mm
Color naranja
rojizo intenso,
forma C, borde E,
elevacion Elev,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 9,51 mm
Color rosa vivo
amarillento, forma
F, borde E,
elevacion EF,
comportamiento a

Diametro 1,34 mm
Color naranja vivo,
forma C, borde E,
elevacion Elev.

Al5

la luz O.

i

Diametro 0,30 mm
Color amarillo
fuerte, forma P,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
laluz T.

Al6

Diéetro 7,42 mm

Color marrén
fuerte, forma F,
borde E, elevacion
PB,

comportamiento a

la luz BOCT.

Diametro 1,34 mm
Naranja intenso
con centro marrén
fuerte, C, E, A.

Diametro 0,57 mm
Color naranja
claro, forma C,
borde E, elevacion
R,
comportamiento a
laluz T.

Color naranja vivo,
elevacion E,
comportamiento a
la luz BT.

Diametro 1,53 mm
Color naranja
rojizo fuerte, forma
C, borde E, forma
Cr.
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Al7

N 5
s 3
2 oy, -"’
R

il ; ’

Diametro 2,00 mm
Color naranja
claro con centro
naranja  intenso,
forma C, borde E,
elevacion R,
comportamiento a
la luz BTCO.

Al18-1

Diametro 108

mm
Color naranja
moderado, forma
F, borde E,
elevacion PFE,

comportamiento a
la luz O.

Diametro 0,49 mm
Color amarillo
anaranjado fuerte,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz T.

A19

Diametro 0,81 mm

Color blanco
verdosa, forma |,
borde E, elevacion
Elev,
comportamiento a
laluz BTCO.

Diametro 3,38 mm
Color naranja vivo

superficie  negra,
forma I, borde E,
elevacion EF,

comportamiento a
la luz O.

Diametro 2,64 mm

Color amarillo
grisaceo  centro
amarillo palido con
zonas blancas,
forma |, borde E,
elevacion Elev,

comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,37 mm
Color naranja
moderado centro
marrén oSscuro,
forma C, borde E,
elevacion Cr.

Diametro 1,38 mm

Color naranja vivo
superficie negra,
forma C, borde E,
elevacion Cr.

Diametro 3,10 mm

Color amarillo
verdoso con halo
Blanco, forma C,
borde E, elevacion
R.
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A20

Diametro 0,50 mm

Color amarillo
naranja intenso,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,

comportamiento a
la luz O.

A21

Diametro 0,38 mm

Color amarillo
verdoso vivo,
forma P, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a

A22

la luz T.

Diametro 0,39 mm

Color
moderadamente
naranja, forma C,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
laluz T.

Color naranja
moderado con
zonas negras,
Elevacion PFE,
comportamiento a
laluz T.

Diametro 1,35 mm
Color naranja vivo,
forma C, borde E,
elevacion Cr.

e it

Diametro 1,58 mm
Color amarillo
intenso, forma C,
borde E, elevacion
Elev,
comportamiento a
laluz T.

Diametro 0,28 mm
Color amarillo
verdoso Vivo,
forma P, borde E,
elevacion Conv.

Didmetro 0,58 mm
Color naranja vivo
zonas naranja
rojizas  oscuras,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz T.

Diametro 1,33 mm
Color
moderadamente
naranja, forma C,
borde E, elevacion
Elev.
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A23

“

Eiiametfrij b,49 mm

Color amarillo
verdoso, forma C,
borde E, elevacion
Conv,

comportamiento a

laluzT.

Diametro 3,02 mm
Color amarillo
vivo, forma C,

borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
laluz T.

Diametro 0,43 mm
Color amarillo
verdoso, forma C,
borde E, elevacion
Conv.

A24 Diametro 1,25 mm | Didmetro 3,64 mm | Diametro 1,43 mm
Color amarillo | Color amarillo | Color amarillo
anaranjado palido, | claro, forma C, |claro, forma |,
forma |, borde E, | borde D, elevaciéon | borde E, elevacion
elevacion Elev, | Pu, Elev.
comportamiento a | comportamiento a
la luz O. la luz O.

NC
A25 Diametro 0,49 mm Diametro 0,46 mm

Color naranja
intenso, forma C,
borde E, elevacion
R,
comportamiento a
laluz T.

Color marrén oliva
claro con centro
marron oliva
moderado, forma
P, borde E,
elevacion R.
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A26

Diametro 0,47 mm
Color naranja
rojizo intenso,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz BTCO

Diametro 1,50 mm
Color naranja vivo,
forma |, borde RZ,
elevacion E,
comportamiento a
laluz T.

& ]

s

S

Diametro 0,92 mm

Color amarillo
anaranjado claro,
forma P, borde E,
elevacion R.

Diametro 0,41' mm

A27 Diametro 0,6 mm | Diametro 0,29 mm
Color Color naranja vivo | Color naranja
moderadamente con centro naranja | claro, forma C,
naranja, forma C, | rojizo vivo, forma | borde E, elevacion
borde E, elevacion | C, borde E, | R.

Conv, elevacion R,
comportamiento a | comportamiento a
la luz O. laluz T.
G "®
. C]
«
A28 Diametro 0,51 Didametro C 0,53 | Diametro 1,52 mm

Color naranja
intenso, forma C,
borde E, elevacion
Conv, T.

mm
Color naranja vivo,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
la luz O.

Color naranja vivo
algunas  colonia
superficie negra,
forma C, borde E,
elevacion R.
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A29

-

Diametro 0,96 mm
Color amarillo
naranja brillante
con centro marron
rojizo fuerte, forma
C, borde E,
elevacion R,
comportamiento a

A30

laluzT.

Diametro 0,45 mm

Color naranja
intenso, forma C,
borde E, elevacién
Conv,
comportamiento a
la luz O.

A3l

Diametro 0,37 mm

Color amarillo
naranja

moderado, forma
C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a

laluzT.

Diametro 2,45 mm
Color naranja vivo,
forma |, borde E,
elevacion Elev,
comportamiento a
laluz O.

Diametro 0,85 mm

Color naranja
rojizo fuerte halo
blanco, forma C,
borde Fi,
elevacion  Conv,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,18 mm
Color rosa vivo
amarillento, forma
C, borde E,
elevacion Elev.

Diametro 1,06 mm

Color naranja
rojizo fuerte con
zonas blancas,
forma C, borde E,
elevacion R.

Diametro 4,90 mm
Color
moderadamente
naranja, forma F,
borde E, elevacion
PFE,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,17 mm
Color naranja
profundo, forma C,
borde E, elevacion
R.
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A32

Diametro 0,64 mm

Color amarillo
naranja claro,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,

comportamiento a
laluz T.

Diametro 0,53 mm
Color naranja
fuerte, forma C,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
laluz O.

Diametro 1,22 mm
Color naranja
claro con zonas
negras y blancas,
forma C, borde E,
elevacion Conv.

A33

Diametro 1,18 mm
Color
moderadamente
naranja, forma C,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 4,53 rﬁm

Color rosa
amarillento  vivo,
forma F, borde E,
elevacion EF,

comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,61 mm

Color
moderadamente
naranja, forma |,
borde Oond,
elevacion R.

A35

Diametro 0,38 mm
Color amarillo
palido, forma P,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
laluz T.

Diametro 7,88 mm
Color naranja
claro, forma |,
borde E, elevacion
EF,
comportamiento a
la luz O.

Color amarillo
anaranjado fuerte
con superficie
negra, bordes
Ond.
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Diametro 0,87 mm

Diametro 0,39 mm

Diametro 0,85 mm
Color naranja
profundo, forma C,
borde E, elevacion
R.

Diametro 0,26 mm
Color amarillo
anaranjado fuerte,
forma P, borde E,
elevacion conv.

A36 Color amarillo | Color amarillo
palido centro | anaranjado claro
moderadamente con halo blanco,
marron oliva, | forma C, borde E,
forma C, borde Fl, | elevacion  Conv,
elevacion  Conv, | comportamiento a
comportamiento a | laluzT.
la luz O.

Didmetro 0,99 mm | Diametro 2,36 mm

A37 Color Color naranja
moderadamente claro, forma |,
naranja con zonas | borde E, elevacién
naranja claro, | Elev,
forma |, borde E, | comportamiento a
elevacién Elev, | laluz BTCO.
comportamiento a
la luz O.

-

A38 Diametro 0,27 mm Diametro 1,91 mm
Color naranja | Color
rojizo fuerte, forma | moderadamente

P, borde E,
elevacion Cra,
comportamiento a
la luz O.

naranja, forma C,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
la luz BTCO.

Diametro 0,55 mm
Color naranja
moderado con
zonas marrones,
forma C, borde E,
elevacion Conv.
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A39

Diametro 0,43 mm
Color amarillo
palido, forma P,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
laluz T.

A40

Diametro 0,44 mm
Color
moderadamente
naranja, forma C,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a

Diametro 1,51 mm

Color naranja
parduzco, forma
C, borde E,

elevacion Conv.

Diametro 0,47 mm

Color, amarillo
naranja brillante,
forma C, borde E,
elevacion E,
comportamiento a
la luz O.

A4l

Diametro 0,27 mm

Color amarillo
naranja
moderado, forma

P, borde E, Conv,
comportamiento a
laluzT.

la luz O.
=, .

Diametro 0,29 mm

Color naranja vivo,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
la luz O.

Diémetro,4 mm

Color naranja vivo,
forma C, borde E,
elevacién Elev,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 0,77 mm

Diametro 0,73 mm

Color amarillo
anaranjado claro
con centro
Amarillo
anaranjado
intenso, forma C,
borde E, elevacion
R.

Color
moderadamente
naranja con halo
blanco, forma C,
borde E, elevacion
Conv.
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A42

Diametro 0,50 mm

Color amarillo
anaranjado fuerte,
forma C, borde E,
Conv,
comportamiento a
laluz BTCO.

A43

Diametro 0,64 mm

Color naranja
rojizo fuerte, forma
C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,58
Color rosa
amarillento  vivo,
forma C, borde E,
elevacion Conv.

Diametro 0,27 mm
Color amarillo
naranja brillante,
forma P, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz T.

Ad4

Diametro 0,37 mm

Color amatrillo
anaranjado
intenso, forma P,
borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluzT.

Diametro 0,80 mm
Color rosa
amarillento  vivo,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,34 mm
Color naranja vivo
centro negro,
forma C, borde E,
elevacion Elev.

Diametro 4,32 mm
Color
moderadamente
naranja con centro
negro, forma F,
borde E,
elevacion EF,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 1,44 mm
Color naranja
profundo, forma C,
borde E, elevacion
Cra.
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A45

Diametro 0,52 mm
Moderadamente
naranja, forma P,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a

A46

laluz T.

Diametro 10,03
mm

Naranja profundo,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,

comportamiento a

Diametro 1,05 mm
Moderadamente
naranja, forma C,
borde E, elevacion
Conv.

la luz O.

Diametro 0,64 mm
Color amarillo
anaranjado fuerte,
forma C, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz T.

A47

Diametro 1,78 mm
Color
moderadamente
naranja superficie
negra, forma I,
borde E,
elevacion EF,
comportamiento a
la luz O.

Diametro 0,82 mm
Color
moderadamente
naranja con centro
marrén  intenso,
forma C, borde E,
elevacion R.

Diametro 0,37 mm
Color marrén oliva
claro con halo
blanco, forma C,
borde E, elevacion
Conv,

Color naranja
moderado con
superficie negra,
borde entero,
opaca.

Diametro 1,49 mm

Color naranja
profundo  centro
negro pardo,

forma C, borde F,
elevacion Umb.
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comportamiento a
la luz O.

A48

Diametro 0,40 mm
Color marrén
claro, forma C,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento
en O.

A49

Diametro 0,37 mm
Color marrén
intenso, forma P,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
la luz BTCO.

Diametro 0,81 mm
Color
moderadamente
naranja con
centro negro
pardo, forma C,
borde E, elevacion
Conv.

Diametro 2,55 mm
Color amarillo
palido con centro
moderadamente
amarillo
anaranjado, forma
C, borde E,
elevacion Umb,
comportamiento a
la luz BTCO.

A50

Diametro 1,45 mm
Color naranja
claro, forma |,
borde E, elevacion
Fil,
comportamiento a
laluz T.

Diametro 0,29 mm
Color amarillo
anaranjado palido
con centro marron
rojizo  profundo,
forma C, borde E,
elevacion Conv.




Diametro 2,76 mm
Color amarillo
palido con centro
marron fuerte, y
partes marrones
rojizas, forma C,
borde E, elevacion
R,

comportamiento a
la luz O.

Diametro 0,66 mm
Color marrén
oscuro, forma C,
borde E, elevacion
Elev,
comportamiento a
laluz T.

Diametro 0,40 mm
Color negro, forma
C, borde D,
elevacion Elev.

A51

A52

Diametro 0,32 mm

Diametro 0,50 mm
Color amarillo
claro, forma C,
borde E, elevacion
Conv,
comportamiento a
laluz T.

Color blanca
amatrillenta, forma
P, E, elevacion
Conv,
comportamiento a
laluz T.

A53

Diametro 0,40 mm

Color
moderadamente
naranja, forma P,
borde E, elevacién
Conv,
comportamiento a
laluz O.

Diametro 1,60 mm
Color amarillo
anaranjado fuerte
con zonas blancas
y centro negro,
forma C, borde E,
elevacion Cr.

-

2 5 i
o LR

Diametro CA 0,39
mm

Color naranja
moderado, forma
P, borde E,
elevacion Conv,
comportamiento a
laluz T.

Diametro 1,41 mm
Color
moderadamente
naranja con
superficie negra 'y
zonas blancas,
forma |, borde E,
elevacion Cr.




Diametro 1,81 mm | Diametro 0,15 mm | Diametro 0,63 mm

Color amatrillo | Color naranja | Colonias negras,
naranja brillante | moderado, forma | forma C, borde E,
con centro | P, borde E, | elevacién E.

amarillo  naranja | elevacion  Conv,
claro, forma C, | comportamiento a
borde E, elevacion | laluz T.

PI,
comportamiento a
la luz O.

Nd

Nd

AS54

Diametro 0,16 mm
Color amarillo
naranja fuerte,
forma P, borde E,
elevacion  Conv,
comportamiento a
laluz T.

Las fotografias observadas en las columnas fueron tomadas en el estereoscopio
con un aumento de 32x, las fotografias que tienen un marco de color azul fueron
tomadas en el estereoscopio en un aumento de 8x, en la parte inferior de cada
fotografia encontramos una leyenda de la morfologia de cada colonia usando las
siguientes abreviaturas: NC: no creci6é; Forma: C: circular, I: irregular, P: puntiforme,
Ri: rizoide; Borde: D: dentada, E: entero, EF: filamentos elevados, Fi: flamentoso,
Ir: irregular, Ond: ondulado, Rz: rizoide; Elevacién: Conv: convexo, Cr: crateriforme,
Elev: elevado, Fil: filamentosa, PI: plana, PB: plana bordes elevados, PFE: plana
filamentos elevados, PU: pulvinada, R: elevada borde extendido, Umb: umbonada;
Comportamiento a la luz: BTCO: bordes translucidos centro opaco, O: opaco, T:
translucido. Las cepas con un marco de color rojo son aquellas que fueron
sembradas por puncion.

A partir de la tabla anterior se observa que las cepas A01, AO6 y A25, no crecieron
en el medio ISP2-M, agregando que la cepa A31 en el medio ISP2-M no mostrd
crecimiento a los siete dias pero si a los 15 dias (datos en anexos). Sugiriendo que
dicho medio es el medio menos apto para el crecimiento de las cepas estudiadas.
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6.3.2. Micromorfologia. Otro criterio taxonomico para la identificacion de
Actinobacterias es la microscopia, generalmente se suelen buscar estructuras como
hifas, organizacibn de esporas, estructura del esporéforo, y estructuras de
esporulacion (Harir et al., 2017; Hurtado et al., 2018; Revollo et al., 2012).

Para determinar la micromorfologia de las cepas de estudio se observaron en el
microscopio de contraste, lograndose observar diversas estructuras microscopicas
(Tabla 3), como zonas de hifas con esporas solas entre las cuales encontramos la
A04, Al1, A39; hifas con esporoéforos y esporas como fue el caso de la cepas A01,
AO03, A09, A28, A 36, A37, A46; esporangios germinados con hifas ramificadas A26,
A33, A36, A38 A42 y A52; hifas ramificadas A05, A07, A08, A09, Al5, A16, A18,
A20, A24, A27, A29, A30, A31, A32; hifas con cuerpos globosos A51, A40, A07 e
hifas fragmentadas A13, A17, A19, A33 y A46.

Tabla 3: Micromorfologia de las cepas aisladas

Estructuras TINCION DE
observadas MICROCULTIVO GRAM

v Hifas
ramificadas
Esporoforos
Esporas
Fragmentos

CEPA

AO01

AN

v' Esporangios
germinados
desarrollando
micelio

v' Hifas
ramificadas

A02

v' Hifas con

A03 esporas
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A04

Hifas
ramificadas
Esporas

AO05

Hifas
ramificadas

A06

Hifas
ramificadas
Esporas solas

AO07

AN

Hifas
ramificadas
Esporas solas
Hifas con
esporoforos

A08

Hifas
ramificadas

A09

AN

Hifas
ramificadas
Esporas
Fragmentos
bacilares

A10

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
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All

Hifas
ramificadas
Esporas

Al2

AN

Hifas
Fragmentos en
forma de varilla

Al3

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla

Al4

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla

Al5

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
Esporas

Al6

Hifas
ramificadas

Al7

AN

Hifas
ramificadas
Esporas
Fragmentos en
forma de varilla




A18

Hifas
ramificadas

Al19

AN

Hifas
ramificadas
Esporas
Fragmentos

A20

NN

Hifas
ramificadas
Esporas
Fragmentos

A21

Cocos

A22

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
Esporas

A23

Formas de
varilla y cocos

A24

Esporas en
cadenas
Micelio que
parece un
esporangio
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A25

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla

A26

Esporangios
germinados
desarrollando
micelio

Hifas
ramificadas
Esporas en
grupos
Cuerpos
globosos

A27

Hifas
ramificadas
Esporas

A28

Hifas

ramificadas
Esporoforos
con esporas

A29

Hifas
ramificadas
Esporas

A30

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
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A3l

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla

A32

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
Esporas

A33

AN

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
Esporas
Esporangios
germinados
desarrollando
nuevo micelio

A35

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla

A36

Hifas
ramificadas
Esporas sobre
el miceio
Esporoforo

A37

Hifas
ramificadas con
esporoéforos
con espora
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A38

Hifas
ramificadas
Esporangio
germinado
desarrollando
nuevo micelio
Hifas con
esporas

A39

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de
micelio
Esporas

A40

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
Cuerpos
globosos

A4l

Esporas en
cadenas
Micelio que
parece un
esporangio

A42

Esporangios
germinados
desarrollando
nuevo micelio

A43

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
esporas
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Ad4

Hifas
ramificadas
Esporas

A45

Hifas
ramificadas
Esporas

A46

Hifas

ramificadas
Esporoforos
con esporas

Ad7

Hifas
ramificadas
Fragmentos en
forma de varilla
Esporas

A48

Hifas
ramificadas
Esporangio
germinado
desarrollando
micelio
Fragmentos en
formas de hifas

A49

Hifas
ramificadas
Cuerpos
globosos
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A50 Nd

A51

v Hifas
ramificadas

v' Cuerpos
globosos

v' Hifas
ramificadas

v' Esporangios
germinados
desarrollando
micelio

v' Hifas
ramificadas

v' Fragmentos en
forma de varilla

v' Esporoforos

A52

A53

>
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La tabla se encuentra dividida en 4 columnas, la columna A hace referencia al cédigo
de cada cepa, la columna B indica las diferentes estructuras que se observaron, la
columna C contiene una fotografia de cada cepa tomada con el microscopio de
contraste con un aumento de 20x (marco verde), 40X y de 100X (marco rojo), en la
columna D se observan fotografias de la tincion de GRAM todas con un aumento de
100X.

=

6.4. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

6.4.1. Utilizacidn de fuentes de carbono. En cuanto a la utilizacion de fuentes de
carbono las cepas aisladas mostraron una gran capacidad para utilizar una amplia
diversidad de sustratos, entre los que encontramos aldosas de 5 carbonos: ribosa,
xilosa, arabinosa; aldosas de 6 carbonos: glucosa, galactosa, manosa, rhamnosa;
cetonas de 6 carbonos: fructosa; disacéridos: sacarosa, maltosa, lactosa; alcoholes:
glicerol, manitol y sorbitol; sustratos organicos: inositol; sales: acetato de sodio y
citrato de sodio, como se observa en la tabla. En cuanto a la utilizacién de uno u
otro grupo de compuestos no se observo preferencia por ninguno, siendo el citrato
de sodio el compuesto mas utilizado con un 63,26 % de cepas y el menos utilizado
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el manitol con un total de 11,32 % de cepas. En cuanto a la cepa que utilizé un
rango mas amplio de compuestos fue la cepa AS50 utilizando 13 de los 17
compuestos analizados, mientras que las cepas A26, A39 y A41 solo utilizaron una
fuente de carbono. Datos mostrados en la tabla 4.

Tabla 4: Utilizacién de fuentes de carbono

Cepa

de
de

Acetato
sodio
Citrato
sodio
D-fructosa
D-galactosa
D-manitol
D-manosa
D-xilosa
Glicerol
Inositol
L-arabinosa
L-rhamnosa
Maltosa

* D-glucosa
* | D-ribosa
*| Lactosa
*| Sacarosa
Sorbitol

AO01

A02

1
+ |+ |+
1
+| +
1
1
1
]
+
1
1
+| +
1
+| +
1
1

+
1
1
+
1
1
+
+
+
1

A03

+| +

A04

A05

1
1
1
1
1
+ 4+ |+
+
1

1

+
+| +

1

1

1

1

]
+ )+ +

+ |+
+| +

1

1
+| +

+

+ |+

AO06

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
=+

AO07

+
1
1
1
1
1

A08

+ +
+ +
+

A09

+ |+ |+
1

+ 4+ + |+ +
1
1
1
1

+| +

A10

+
1

All

1

]
+ |+ |+ +

]

+

Al12

+ )+ +
+ |+

]

]

1
+ |+

Al3

1
1
+
+
1
1
+
1
+ |+ +
1

Al4

+ 4+ |+

Al5 -

nd

1

1

1

1
+
+

1

1
+
+

1
+

1

1

1

Al6 -

1

1

1

1

1

1
+

1

1

1
+

1

1

1

1

1

Al7 -

Al8 -

+

Al19 nd

>
o
.
;
+| +
;
+| +
+
.
+| +
+| +
+
+
+
+| +
+
>
o

A20 -

1

1

1

1

1

1

1
+

1
+

1

1

1

1

1

A21 -

1

1
+

1
+

1

1

1

1

1

A22

A23

+ +
+ |+

A24

++ + |+
+| +
+| +
+| +
+| +
++ + |+

A25

A26

|+ [+ ]+ ]+ +|+
1

A27 -




Cepa

de

Acetato de
sodio
Citrato
sodio

D-fructosa

D-manitol

D-manosa

D-ribosa

Inositol

L-arabinosa

Sacarosa

Sorbitol

A28

*ID-glucosa

* Glicerol

*|L-rhamnosa

A29

A30

+
+

+ +

A3l

+ +

A32

t/+]+ * *D-galactosa

+1+ +|+ ¥ Dxilosa

+ |+ |+

tl+ + I+t actosa

A33

A35

1
+ +

A36

A37

A38

+
+ +

+|+ |+

A39

A40

A4l

A42

A43

+ +

+ +

Ad4

A45

A46

1
+ |+ |+

+| +

+ |+

A4d7

+ 4+ +

+ |+

A48

A49

AS50

+ +

A51

+ 4+ |+

+ 4+ +

+ 4+ +

+ 4+ +

+
+

+ 4+ +

A52

=+ -

AS53

+ +

+

+

++ 4+ +

+

+ 4+ |+ + ]+ +

A54

nd nd

+

+

nd

+

+

nd

Se presenta la capacidad de las cepas para utilizar diferentes fuentes de carbono,
dicha actividad se report6 como: positivo (+), negativo (-), no determinada (nd).

Las fuentes de carbono mas usadas fueron: Citrato de sodio 62,26%, galactosa
54,72%, lactosa 52,83%, glicerol 50,94%. En cuanto al resto de fuentes de carbono
fueron usadas por menos del 50% de cepas, siendo la xilosa usada por 43,40%,
maltosa 39,62%, D-manosa 35,85%, sorbitol 30,19%, inositol, acetato de sodio y
sacarosa por el 28,30%, arabinosa 22,64%, L-rhamnosa 18,87%, ribosa 15,17%, D-
fructosa 13,21% y manitol 11,32%.
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6.4.2. Produccion de &cido. A todas las cepas se le midi6 su capacidad de
producir acido a partir de ocho fuentes de carbono, observandose que
muchas cepas eran &cido lento, ya que después de un mes de incubacion
estas hasta ahora estaban virando a amarillo, mientras que en otras la
reaccion positiva se observa perfectamente al mes, estos resultados los
encontramos en la tabla 5.

Tabla 5: Produccién de acido a partir de diferentes fuentes de carbono

CEPA @ S @ m
= @ = @ © 2

< Q = Q

g & & & 5 8 & &

A0l + + - - - L(+) - +
A2 L) -+ o+ L) L) L)+
AO03 + - - + - + - +
A04 - - - - - L(+) - -
AO5 + - + - + + L(+) L(+)
A06 L(+) - + - L(+) + - +
A07 + - L+ - - L(+) - L(+)
A0S + - + + - + - +
A09 + + + + - + - +
A10 L(+) - + - - - - -
All + - + - - + - +
Al2 - - L+ - - L(+) L(+) -
Al13 - - L+ - - + L(+) L(+)
Al4 L(+) L(+) + - - - - -
A15 - L(+) L+ - - - - -
Al16 - L(+) - + - - - -
Al7 L(+) - L+ - - - L(+) -
A18 - - - + + - L(+) -
A19 + + + - + - - -
A20 - - + L(+) - - - -
A21 - - + - - - - -
A22 - - - + L(+) - - -
A23 - - - - + - - -
A24 - L(+) - - - - + -
A25 - - + - - - - -
A26 - - - - - - - -




CEPA

5 T 0 o
s £ 2 § 35 § g &
S S @ o O e e @
?» e e < © (&S] o Q
a & & & o 8 s &
A27 - - L+ - + - - -
A28 - + - L(+) - - - L(+)
A29 + L(+) + + L(+) - + +
A30 + - + + - + - L(+)
A3l L(+) + + - - - - -
A32 L(+) + + + - L(+) - +
A33 - - + + + - L(+) +
A35 - L+ - L(+) - - - -
A36 - - + - - - - -
A37 - - + - - - - -
A38 - - - - - - - -
A39 - - + + - - - -
A40  + - L+ + - - - L(+)
A4l - - L+ - - - - -
A42 + + + + - + - L(+)
A43 - - - L(+) - - L(+) L(+)
Ad4 L(+) - + - - - - -
A45 - - L+ + - - - L(+)
A46 L(+) + - + - - - L(+)
A47 - - + + + + - -
A48 L(+) - - - - - - -
A49 + - + L(+) - + - +
A50 + - - + - + - +
A51 L(+) - - - - + - +
A52 + - + - + + - L(+)
A53 + + + + - + - +
A54 + - + + - + - +

La tabla da informacién acerca de la capacidad para producir acido a partir de
diferentes fuentes de carbono, dicha actividad se evallo como: Positiva (+),
levemente positivo (L (+)) y Negativo (-).

De los datos presentados en la tabla anterior se pude afirmar que el 67,92 % de las
cepas producen acido de la D-manosa, mientras que solo el 18,87 % de cepas
producian acido a partir de maltosa. En cuanto a la cepas A29 y A22 produjeron
acido a partir de siete de las ocho fuentes de carbono probadas, a diferencia de la
cepa A26 fue acido-negativo para todas las fuentes de carbono ensayadas, de igual
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manera la cepa A41 y A48 solo fueron levemente positivas a una fuente carbono, y
las cepas A04 y A25 fueron positivas a una sola fuente de carbono.

6.4.3. Actividad hidrolitica. Se observé que el 98,11 % de las cepas eran capaces
de producir enzimas extracelulares, estando presente las amilasas y
caseinas en la mayoria de las cepas con un 92,5 % y un 88,7 %
respectivamente, mientras que la presencia de esculinasas fue la actividad
enzimatica de menor frecuencia presente en un 22,6 % de cepas (Datos
presentados en la Tabla 6).

Tabla 6: Actividad enzimatica

CEPA Urea Almidéon Gelatina Caseina Esculina Nitratos Catalasa

A01 - + + + - - +
A02 - + + + + - +
A03 + + + + - + +
A04 + + + + - + +
A05 - + + + - - +
A06 + + + + + - +
A07 + + + + - - +
A08 - - + + - + +
A09 + + + + - - +
A10 - + + + + + +
All - + + + - - +
Al2 - + + + + + +
Al13 - + + + - + +
Al4 - + + + + - +
Al5 + + + + + - +
Al6 - + + + - + +
Al7 - + - + - - +
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CEPA Urea Almidon Gelatina Caseina Esculina Nitratos Catalasa

Al8 - + - + - + +
Al19 + + - Nd - + +
A20 - + + + - - +
A21 - + - - + - +
A22 + + - + - + +
A23 - - - - - - +
A24 + + + - - + +
A25 + + + + - + +
A26 - + + + - + +
A27 - + - + - + -
A28 - + + + - + +
A29 - + - + - + -
A30 - + + + - + +
A31 - + + + - + +
A32 - + - + - - +
A33 + + + + - - +
A35 + + - + - - +
A36 - + + + - - +
A37 - + + + + - +
A38 - + + + - - +
A39 - + + + - - +
A40 - + + + - + +
A41 + + - + - - +
A42 - + + + - + -
A43 - + - + - + +
Ad4 - + + + + - +
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CEPA Urea Almidon Gelatina Caseina Esculina Nitratos Catalasa

A45 - + + + + - +
A46 - + + + - - +
A47  + - + + - - -
A48 + + + + + - +
A49 + + + + - + +
A50 Nd + + + - + +
A51 + + + + + - +
A52 - + - + - - +
A53 Nd + + Nd - + +
A54 + Nd - Nd - - +

+: Hidroliza el sustrato ensayado
- No hidroliza el sustrato ensayado
Nd: No determinado

En la tabla anterior se observa que las cepas A06, A15, A48 y A51 pueden hidrolizar
los cuatros sustratos ensayados, mientras que la cepa A23 no fue capaz de
hidrolizar ninguno de los compuestos ensayados.

6.4.4. Catalasa

En cuanto a la actividad catalasa solo las cepas A29 y A42 fueron negativas, y las
cepas A21, A23, A25, A26, A41, A43 y A53 fueron débilmente positivas.

6.4.5. Reduccioén de nitratos

La actividad de nitratos fue positiva para las cepas A03, , A04, A08, A10, A12, Al3,
Al6, Al18, A19, A22, A24, A25, A26, A27, A28, A29, A30, A31, A40, A42, y A43,
A49, A50 y A53. Lo cual indica que estas cepas presentan respiracion anaerobia,
donde el aceptor de electrones final es el nitrato. En cuanto al producto final de esta
reaccion es el nitrito, ya que dicha prueba se revelo con el reactivo de Griess el cual
es especifico para deteccion de nitritos.
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6.5. METABOLISMO SECUNDARIO

6.5.1. Actividad antimicrobiana.

En cuanto a la actividad antimicrobiana se analizo contra levaduras, bacterias Gram
positivas y Gram negativas como se menciono en el numeral 6.1 de la metodologia,
donde solo el 7,55 % de las cepas no mostraron actividad contra ningun patégeno,
mientras las cepas A24 y A49 mostraron actividad contra nueve cepas patégenas
(Como se observa en la tabla 7).

Tabla 7: Actividad antimicrobiana de Actinobacterias aisladas de nédulos

:S: § g 2 S § IS é %

g 8 s S g2 g 3 § & & §g 3 3 9

U W SE€ ¥ N¥FT S b4 U ¥ @ < ¥4 4 aT &
AL 6 - - - - - - - - - - nd - - -
AO2 - 9 - - - - - - nd - nd - - -
A3 - 10 10 - 2 - 2 10 12 - - 6 - 12 -
AO4 - - - - o - 7 17 2 - 6 - - -
A0O5 - - - - - - - 23 17 - - - - - -
AO6 - - - - - - -9 21 - - 3 - - -
A7 - - - - - - - - 15 - - - - - -
A08 - - - - 7 - - 13 13 - - - - 29 -
A9 - - - - - 15 - - 10 - - - - - -
Al10 - - - - - 2 - - - - - 8 - - -
A1 - - - - - - - - 15 - - - - - -
Al2 - - - - - 3 - - 15 - - - 4 - -
Al3 - - - 4 - - - - - - - - - - -
Al4d - - - 5 - - - - 8 - - - nd nd -
Al5 - - - - - 4 - - - - - 8 - - -
Al6 - - - - - - - - - - - 11 - - -
Al7 - - - - - 2 - - - - - - nd - -
A8 - - - - nd - - - - - - 4 - - -
Al9 - - 4 5 nd nd - - - - nd nd nd nd nd
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<= S < @ — @ 0
T S izg 35 § = g 2 3 2 3 «f°¢
g u g % S s 5 © ° @ = o % ® X
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A20 - - - - 2 5 - - - - 6 - - -
A21 - - - - oo oo
A22 - - - - - - 1 - - - - T - .
A23 - - - - oo oo
A24 - 1 - 3 10 4 - 4 - - 15 5 - 33 8
A5 - - - - -2 - - - - -8 - - -
A26 - - 2 - -2 - - ..o 2 .
A27 - - 16 - - - - 7 10 - - 12 - 11 -
A28 - - - 6 - - - - - - 16 Nd - - -
A29 - - 17 - - - - - 7 - - 8 - - -
A0 - 3 - 5 - 11 - - - - -
A1 - - - - - - - - -2 - -3 -
A2 - - 13 21 - 18 - - - 2 - - 5 . .
A3 7 - - 21 - - - 16 16 4 - 16 19 - -
A5 7 4 - 28 - - 4 16 23 - - - - 27 7
A6 2 - - - - - - 2 14 - - - - 4 6
A37 - - - - - 4 3 - 18 - - - 3 - -
A8 - - - - - 6 - - 20 - - 8 - - -
A39 - - - - - 5 - - 15 - - 9 - . -
A0 6 - - - - - 19 12 17 4 - 16 - - 8
AL 6 - - - - - - 3 12 - - - - - 3
A2 - - 7 - - - - 10 16 2 - - - - -
A3 5 - 12 - - - - 5 13 3 - - - - -
Ad4 2 - 27 - - - - - 10 - - - - - -
A5 - - 10 - - - - 6 11 - - - - -
Ad6 - 15 9 - - - - 30 29 - - - - 2 -
A47 - - - - - - - - - - - - - - -
ma8 - - - - - 10 - - - - - - nd - -
A9 - 8 15 - 14 5 3 11 24 - - 16 - 17 -
ASO - - 6 - - 9 6 - 7 - - 5 - - -
A1 - - - - - - - 6 11 - - - - - -
A2 - - - - nd - - - 6 - - - - - -
A3 - - - - - - - - - - - nd - nd nd
A4 3 - - - - nd - - - 5 nd nd nd nd nd

-: Actividad antimicrobiana negativa; nd:
los mm de los diametros de inhibicion.
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Los halos observados oscilaban en diametros entre 1 a 30 mm, como se observa
en la imagen 6.

Imagen 6: Halos de inhibicion

e

En la fotografia se observa halos de inhibicion con diametros de inhibicién de
diametros pequefios asi como de didmetros significativos, Fotografia autor.

En el grafico 1 se observa que la cepa mas susceptible fue Klebsiella oxytoca, al
ser inhibida por el 54,7 % de las cepas, mientras que Acinetobacter baumannii fue
la cepa mas resistente al ser inhibido solo por el 3,7%. Vale la pena mencionar que
el 22,64% de cepas presentaron actividad frente al menos un microorganismo
patdégeno, el 58,5% contra 2 a 6 patdgenosy el 11,32% presentaron actividad frente
a 7 o 8 patégenas.
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Actividad antimicrobiana

B Candida albicans

Lo} 60 H B. cereus

5 L. monocytogenes

E 50 M. luteus

® W S. aureus

§ % 40 W S. saprophyticus

o _g B Rhodococcus equi

& G 30 B Acinetobacter baumannii

z € E. coli

g *g 20 W Klebsiella oxytoca

‘o B Providencia alcalifaciens

E 10 B Pseudomonas aeruginosa

g Salmonella paratyphi

a 0 Shiguella sonnei
Patogenos W Yersinia enterocolitica

Grafico 1: Actividad antimicrobiana
En el gréfico se observan las diferentes cepas patdgenas ensayados vs el porcentaje de
cepas que mostraron actividad antimicrobiana.

6.5.2. Produccién de pigmentos.

La produccion de pigmentos se observé en el 86,79% de cepas, los pigmentos
producidos presentaban tonos que iban desde blanco grisaceos, pasando por
amarillos, naranjas, marrones rojizos, hasta llegar a oliva grisdceo oscuro como se
observa en la tabla 8:

Tabla 8: Pigmentos producidos por las cepas

Grupo 1: Sin pigmento visible

Produccién Produccién
Cepa de Gréfico espectro | Cepa de Grafico espectro
pigmentos pigmentos
Al4d A40 e ‘M* —
A32 A4l Mﬂ/’ e —
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A35

A42

A38

A43

Grupo 2:

Amaril
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Amarill

o-blanco

A26

mqgarie

A28

Amarillo verdoso palido

Al6

V-

A52

A3l

‘.wJ).. I

Amarillo verde palido

A33

e

Ad7

gy

A36

L

A48

-l'.'.l,-:

AO07

Amarillos palid

)

Al7

A09

A24
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Grupo 3: Amarillo-Naranja
Amarillo naranja palido Amarillo naranja moderado

A37 ‘ A20

':w"rr“‘ i

Amarillo naranja claro

A06 W, A02
A15 R A30

W“
A29 ; ‘lw e

Grupo 4: Naranja rojizo

Al4 Wi
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Grupo 5: Marrén rojizo

Marrén rojizo claro Marrdn rojizo grisaceo claro
o1 | - M }
TS
A51 Ad4 ”l
A50 A46
el
Grupo 6: Marrones
Marrén amarillento claro Marrén amarillento oscuro
||. aer m——_— v . L
All | T 1 A04 “J\
| -
A53 R Y Marrén-naranja
\
| =
A22 Al8 : l o,
Marrdn oliva oscuro
A4S A49 H‘/ . l IMl
Grupo 7: Olivas
= I L -
AO05 [ g A03 T

En la tabla se observan los pigmentos producidos por cada una de las cepas y su
respectivo grafico del barrido espectrofotométrico. Los pigmentos se encuentran
agrupados en base al color observado.
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6.5.3. Analisis de extractos crudos por espectrofotometria

En la mayoria de extractos crudos se hizo evidente una gran cantidad de picos en
el espectro no visible como se observa en la tabla 8, ademas de esto se observo un
pico a 300 nm en varios de los barridos espectrofotométricos de los extractos
crudos, también se hizo evidente una tendencia a poseer pocos o ningun pico en el
espectro visible y posterior a los 650 nm se observaban otra vez (Anexos 4).
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1. Analisis de las caracteristicas fenotipicas y ubicacion taxondémica

presuntiva

Con base en las caracteristicas fenotipicas como color de colonia, forma, borde,
elevacion, estructuras microscopicas como filamentos, esporangiosporas,
esporangios y las diferentes pruebas bioquimicas se consiguié identificar
presuntivamente un 75,11% de las cepas aisladas. Los géneros més frecuentes
fueron Actinoplanes sp, Nocardia sp, Micromonospora sp. Lo anterior se realizd
usando las claves y guias taxonomicas de Goodfellow M (2012).

Todas las cepas aisladas pertenecian al subreino bacteria, Grupo Terrabacteria, filo
Actinobacteria, clase Actinobacteria y fueron ubicadas dentro de los siguientes
géneros.

» Orden: Corynebacteriales
= Familia: Nocardiaceae
e Género: Nocardia

Son aerdbicas, quimiorganotrofas, catalasa positiva y poseen un metabolismo
oxidativo. En este género se encuentran las cepas A04, A10, A13, A20, A27, A31,
A32, las cuales presentaron colonias con las caracteristicas descritas para este
género; colonias naranjas a marrén con elevacion convexas (A04 y A10), naranjas
con elevacion pulvinada (A13, A20, A32) y naranjas con elevacion convexa (A27 y
A31), en cuanto a la micromorfologia se observaron hifas ramificadas sin esporas,
y se observaron fragmentos en forma bacilar excepto en la cepa A04, ademas de
esto todas las cepas fueron catalasa positiva. Este género es productor de enzimas
industriales y metabolitos bioactivos, entre estos se destaca la antinomicina B,
nocardicina, tubelactomicina, entre otros compuestos, en el presente estudio todas
las cepas pertenecientes a este género fueron activas contra al menos una cepa
patdogena demostrado la produccion de compuestos activos. Este género también
se caracteriza por la produccion de pigmentos difusibles amarillos y marrones, las
cepas A04, A10, A13, A20, A31 produjeron pigmentos de color amarillo, pero
ninguna cepa produjo pigmentos de color marron. (Goodfellow et al., 2012)
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» Orden: Corynebacteriales
=  Familia: Gordoniaceae
e Género: Gordonia

Son Gram positivos 0 Gram variables, aerobios, catalasa positiva. Estan distribuidos
en habitats acuaticos terrestres, en suelos, sedimentos marinos y sistemas de
aguas residuales. Degradan diferentes compuestos organicos y pueden utilizar una
amplia diversidad de fuentes de carbono. En este género se ubicaron las cepas
AO05 y A30, ya que se observaron al microscopio hifas elementales, levemente
ramificadas, con fragmentos bacilares pequefios. Cuyas colonias iban de amarillo-
naranja a naranja AO5 y de rosa amarillento a naranja A30. Ademas de esto la cepa
A30 produjo un pigmento naranja, el cual es producido por algunas de las especies
de este género, y es asociado con carotenos. Este género también tiene un gran
potencial metabdlico ya que también produce biosurfactantes y tienen un gran
potencial en procesos de biorremediacion. Las cepas fueron identificadas
presuntivamente como G. alkanivorans con un 80% (A05) y un 73,3% (A30).
(Goodfellow et al., 2012)

> Orden: Frankiales
=  Familia: Frankiaceae
e Género: Frankia

Son ampliamente conocidos por su capacidad de fijar nitrégeno y estimular la
formacion de nodulos en plantas actinorirzicas. Poseen propiedades como hifas
extensamente ramificadas, pigmentos naranjas, rojos Yy hegros extra e
intracelulares, son catalasa positiva. En este género situamos a la cepa A26 la cual
presento un esporangio con hifas extensamente ramificadas, presento una
pigmentacién naranja en medios sélidos, en cuanto a su metabolito secundario solo
presento actividad antimicrobiana leve frente a 3 patdégenos y generd un pigmento
oliva grisaceo. (Goodfellow et al., 2012)

» Orden: Jiangellales
» Familia: Jiangellaceae
e Geénero: Jiangella

Este género ha sido aislado de desiertos, partes de plantas, suelos, paredes de
bodegas y suelos salinos. La cepa A35 se identificd presuntivamente dentro de este

76



género al presentar colonias de color amarilla-naranja, sin produccion de pigmento,
con hifas sin esporas que se fragmentan en varillas. En este género no se describe
la actividad metabdlica.(Goodfellow et al., 2012)

» Orden: Micromonosporales
= Familia: Micromonospora
e Género: Actinoplanes

Los miembros del género Actinoplanes suelen ser microorganismos saprofitos de
suelos, capaces de degradar compuestos organicos, estos también pueden
colonizar plantas y animales. La mayoria de miembros de este género suelen utilizar
como Unica fuente de carbono la D-glucosa, L-arabinosa, manosa y maltosa, asi
como también poseen la capacidad de hidrolizar caseina, gelatina y almidon. En el
presente estudio las cepas A02, A33, A38, A42, A43, Ad4, A45, A48, A52 fueron
clasificadas dentro de este género ya que dichas cepas presentaron colonias que
iban de tonos naranjas con zonas blancas (A02), naranjas (A33, A42, A43, A52),
naranja a rojo (Al4), naranjas a marron rojizo (A38) y naranja a marron (A44, A45,
A48). Solo una de las cepas aisladas mostro micelio aéreo de color blanco con
apariencia polvorosa debido a una alta produccion de esporangios en el micelio
aéreo, esto concuerda con la literatura ya que muy pocas cepas lo producen.
Ademas de esto se pudo observar la presencia de esporangios germinados
desarrollando nuevo micelio, hifas ramificadas e hifas empalizadas. Ademas todas
las cepas mostraron actividad amilasa, caseinasa y gelatinasa a excepcion de la
cepa A43 que no hidrolizé la gelatina. Este género produce mas de 120 antibiéticos
con amplia diversidad de quimicos, lo que concuerda con nuestros resultados ya
gue la cepa A33 logro inhibir la mayoria de cepas patdgenas, asi como también las
cepas A02, Al4, A38, A42, A43, A44, A45, A48 y A52 mostraron poseer actividad
antimicrobiana. Afladiendo que la mayoria de cepas de este género tienen actividad
contra C. albicans, en este trabajo 4 de 7 cepas mostraron actividad contra C.
albicas. Este género también se caracteriza por producir pigmentos difusibles, en
este caso la cepa A02 produjo un pigmento naranja, el cual puede asociarse con la
produccion de carotenoides; mientras que la cepa A52 produjo una coloracién
amarillo verdosa translucida, la cepa Al4 un pigmento de color naranja rojizo y la
cepa A44 marrén rojizo (Goodfellow et al., 2012).
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» Orden: Micromonosporales
= Familia: Micromonospora
e Género: Micromonospora sp

Suele ser el género predominante en comunidades aisladas de plantas de liquenes,
raices y suelos, ademas de esto se pueden encontrar en zonas aridas gracias a su
capacidad de degradar biopolimeros. Son microorganismos Gram positivos, acido
lento, que crecen en un rango de temperatura de 20 a 40 °C. En este género se
encuentra la cepa A07, A09, A46, A47 y A49 ya qua presentaron colonias tipicas
del género, que iban de tonos naranja moderado a marron (A09 y A49), de naranja
a marron con formacién de una masa negra en la superficie debido a formacion de
esporas (A07), de naranja a negro (A46) y naranja amarillo a marrén (A47), estas
cepas poseian colonias con elevacion, en cuanto a estructuras microscopicas se
observaron hifas ramificadas, esporas solas y esporas en esporéfos cortos, las
cuales son estructuras tipicas de dicho género. Estas cepas son Gram positivas,
como todos los miembros de este género. En cuanto a la produccién de pigmentos
este género es muy diverso, algunas pueden generarlos mientras que otras no, en
este caso la cepa A07, A09 y A49 presentaron pigmentos difusibles. Se caracterizan
por producir metabolitos secundarios entre los cuales producen aminoglucésidos,
ansamicinas, antraciclinas, antraquinonas, entre otros compuestos. En cuanto a las
cepas obtenidas en este trabajo, A49 mostrd actividad antimicrobiana contra 9 de
las 15 cepas patdgenas probadas, ademas esta cepa logré producir un pigmento
difusible de color oliva, el cual es caracteristico de M. olivasterospora, con base a
lo anterior y pruebas bioquimicas la cepa A49 fue identificada presuntivamente
como M. olivastereospora con un 81,25% de similitud, teniendo en cuenta que los
resultados de utilizacion de fuente de carbono pueden variar de un autor a otro
dependiendo del medio de sales minimo usado. La cepa A07 solo mostré ser activa
contra Klebsiella oxytoca y producir un pigmento amarillo, de igual manera la cepa
AQ9 presento produccion de pigmentos amarillos y actividad contra M. luteus y K.
Oxytaca. La cepa A46 mostro actividad contra E. coli, L. monocytogenes, C.
albicans, K. oxytoca y P. alcaligenes. Siendo la cepa 47 la Unica cepa que no
mostro actividad antimicrobiana, pero esta cepa podria producir otro tipo de
compuestos activos.(Goodfellow et al., 2012)
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» Orden: Micromonosporales
= Familia: Micromonospora
e Género: Couchioplanes

En este género se ubicaron las cepas A4l y A24 en base a la morfologia
microscopia, en ambas cepas se observé grupos de cadenas de esporas y micelio
aéreo que parece un esporangio, también se observo en A41 hifas ramificadas pero
no fragmentadas. Ambas cepas mostraron ser Gram positivas. Este género ha
producido fungicidas de amplio espectro y también producen antibiéticos, estas dos
cepas mostraron actividad contra las cepas patdgenas, donde la cepa A24 resalto
por tener actividad frente a nueve cepas. En cuanto a produccion de pigmentos la
cepa A24 produjo un pigmento de color amarillo.(Goodfellow et al., 2012)

» Orden: Micromonosporales
» Familia: Micromonospora
e Género: Dactylosporangium

Los miembros de este género se encuentran ampliamente distribuidos en todo el
mundo, son microorganismo aerobicos y mesofilos. En este género se ubicaron las
cepas A0l y A39, ya que presentaron la morfologia tipica de este género, colonias
naranjas a marron (A0l) y de amarillo a marrén (A39), ademas de esto se
observaron hifas ramificadas con presencia de cuerpos globosos, y en la cepa A01
se observaron zoosporas germinadas. Con base a los perfiles bioquimicos la cepa
A0l es presuntivamente D. thailandense, ya que concuerda el color de colonia,
produccion de pigmento difusible de color marrén rojizo, reduccién de nitratos
negativa, caseina positivo, almidon positivo, en cuanto a utilizacion de fuentes de
carbono algunos resultados no concordaron. En cuanto a la cepa A39 no se pudo
identificar con ninguna de las cepas actualmente descritas, al poseer un perfil
bioguimico diferente a las cepas con su morfologia. En cuanto a produccion de
metabolitos secundarios este género tiene una gran capacidad biosintética,
produciendo antibiéticos con una amplia variedad de estructuras quimicas,
compuestos anti-fungicos, antiparasitarios, antitumorales, bactericidas, herbicidas,
promotores de crecimiento animal, entre otros. Un ejemplo de estos compuestos es
la dactimicina que actia contra un amplio espectro de bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas. En cuanto a la actividad biosintética se puede decir
que ambas la poseen, infiriéndolo a partir de los resultados obtenidos en los
ensayos de actividad antimicrobiana y en el analisis espectrofotométrico del extracto
crudo, enlos cuales la cepa A0O1 solo mostré actividad contra S. parathypi y produjo
un pigmento marrén rojizo, mientras que la cepa A39 mostro actividad contra S.
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saprofiticus, K. oxytoca y M. luteus, y presentd un pigmento de color
amarillo.(Goodfellow et al., 2012)

» Orden: Micromonosporales
= Familia: Micromonospora
e Género: Virgisporangium

Estos microorganismos crecen en un rango de temperaturas que van de 15 a 37 °C
son microorganismos heterotréficos con metabolismo oxidativo. Se logro identificar
la cepa A18 y A29 como Virgnisporium auranticum con un 92,9 % y un 85,71 %
de identidad respectivamente, gracias a caracteristicas como micelio de color
naranja, presencia de hifas ramificadas, y pruebas bioquimicas. Ambos mostraron
capacidad para producir pigmentos de color naranja y actividad antimicrobiana,
siendo la cepa Al8 especifica para S. saprophyticus mientras que A29 mostro
actividad frente a tres patdégenos.(Goodfellow et al., 2012)

» Orden: Propionibacteriales
= Familia: Nocordiaceae
e Género: Nocardioides

Los miembros de este género son considerados quimiorganotrofos, aerobios,
capaces de utilizar y degradar una amplia gama de compuestos como fuentes de
energia, pueden ser extensamente ramificados o tener formas bacilares.
Frecuentemente se encuentran en rizosfera, raices y plantas. En esta interaccion
enddfita ellos obtienen nutrientes, proteccion a condiciones de estrés, a cambio
promueven el crecimiento de la planta y la protegen frente a diferentes
enfermedades. Las colonias pueden ser blancas, cremas, amarillas y raramente
naranjas. En este género se ubicé la cepa Al2, ya que era Gram positiva, poseia
hifas ramificadas, fragmentos en formas bacilares, y colonias amarillo-naranjas.
Este género tiene la capacidad de degradar diferentes compuestos contaminantes,
ademas de esto han mostrado potencial para producir antibiéticos, antitumorales y
anti fngicos. En cuanto a la cepa A12 solo mostro actividad frente a tres patdogenos,
siendo significativo solo contra K. oxytoca.(Goodfellow et al., 2012)
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> Orden: Pseudonocardiales
= Familia: Pseudonocardiaceae
e Género: Actinokineospora

Los microorganismos pertenecientes a este género forman micelio y colonias en la
superficie del medio. Son aerobios Gram positivos, catalasa positiva. Se han aislado
de suelos, lagos y hojas caidas. Nosotros logramos obtener una cepa perteneciente
a este género Al7, siendo identificada presuntivamente como Actinokineospora
auranticolor con un 80 % de similitud, esta especie recibe su nombre por la
coloraciéon amarillo-naranja que poseen sus colonias, las cuales se pudieron
observar en la cepa Al7. El potencial metabdlico de este género no ha sido
reportado, en el presente estudio mostrd baja actividad microbiana y produccion de
un pigmento amarillo.(Goodfellow et al., 2012)

> Orden: Pseudonocardiales
=  Familia: Pseudonocardiaceae
e Género: Prauserella

Los miembros de este género son Gram positivos, no motiles, aerdbicos,
metabolismo oxidativo, pueden crecer en amplia variedad de fuentes de carbono.
La cepa A08 presentd hifas extensamente ramificadas cuando se observd al
microscopio, las cuales se asocian con este género, también presento colonias
amarillas brillantes en ISP2-M, coloracion tipica de este género en dicho medio, ya
gue en otros medios de cultivos presentan otras coloraciones. Posteriormente al
comparar las pruebas bioquimicas con las diferentes especies, se identificd
presuntivamente como P. aidingensis con una similitud del 85,71%. En cuanto al
potencial metabdlico de esta especie no se encuentra documentado, pero esta cepa
mostré actividad antimicrobiana frente a cuatro patégenos, y se resalta su actividad
frente P. alcalifaciens y produjo un pigmento de color amarillo.(Goodfellow et al.,
2012)

> Orden: Pseudonocardiales
=  Familia;: Pseudonocardiaceae
e Género: Pseudonocardia

Aerdbicos, Gram positivos, catalasa positiva, no acido rapido, no motiles. Se
caracterizan por presentar hifas ramificadas que se fragmentan a forman bacilares,
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crecen en amplia gama de medios organicos y sintéticos, algunas especies son
autotrofas facultativas. Este género ha sido asilado de suelos, de plantas, costas y
sedimentos marinos, aire, materiales clinicos y compost. La morfologia de la colonia
suele variar entre especies y medio de cultivo usado. Con base a lo anteriormente
descrito se ubico la cepa A25 en este género. Se ha informado que este género
forma asociaciones mutualistas, cuyo papel en esta relacion es la produccién de
antibiéticos, frente a otros competidores. En cuanto a la cepa A25 presentd baja
actividad antimicrobiana pero logré producir un pigmento marron.(Goodfellow et al.,
2012)

» Orden: Pseudonocardiales
= Familia: Pseudonocardiaceae
e Género: Saccharopolyspora

Son aerdbicos, Gram positivos, no acido rapido, catalasa positivo. Han sido
aislados de diferentes habitats, entre estos se encuentran materiales de plantas,
suelos, sedimentos, esponjas, entre otros. Producen una amplia gama de
antigénicos. En este género se ubicé la cepa A15 que presento micelio ramificado,
fragmentos en forma de varilla, colonias de color naranja, amarillas y marrones
dependiendo del medio de cultivo en el que se sembrara, las cuales son tipicas de
este género. (Goodfellow et al., 2012)

» Orden: Streptosporangiales
= Familia: Nocardiopsaceae
e Género: Nocardiopsis

Son Gram positivos, aerébicos, quimiorganotrofos, no acido rapido, no motiles, hifas
largas y densamente ramificadas, se fragmentan en cocos y elementos bacilares.
Son conocidos por producir metabolitos bioactivos, los cuales son usados para la
generacion de productos comerciales, como son antibioticos y enzimas. Ademas de
esto degradan y transforman los compuestos organicos. Son frecuentemente
aislados de suelos, desperdicios de algoddn, glaciares antarticos, sedimentos de
mar profundo, ambientes interiores y establos. En este género se clasifico la cepa
A19 la cual presentaba colonias tipicas de color blanco verdoso y amarillo palido
dependiendo del medio, ademas se observaron hifas extensamente ramificadas y
elementos bacilares. Aunque este género se caracteriza por su actividad
antimicrobiana, la cepa aislada tuvo baja actividad antimicrobiana.(Goodfellow et
al., 2012)
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» Orden: Streptosporangiales
» Familia: Streptosporangiaceae
e Género: Streptosporangium

Este género se caracteriza porque sus miembros son aerobios, Gram positivos,
acido lento. Dicho género se ha aislado de sedimentos costeros, estiércol de vaca,
lombrices, suelos de bosques, hojas, raices de plantas, sedimentos de lagos y agua
fresca. En este género se situaron las cepas A28 y A36, las cuales presentaron
caracteristicas morfologicas tipicas de este género, como coloracion rosada
amarillenta con masa de esporas blancas (A28), coloracion de tonos marrones con
masas de esporas de color negro (A36). En cuanto a la micromorfologia se observé
micelio ramificado, no fragmentado y esporoforos cortos (A28, A36). Las cepa A28
fue identificada presuntivamente como S. violacechromogenes con un 91,66 % de
confianza, y la cepa A36 fue identificada como S. amethystogens sub sp
fukuiense con un 83,33% de confianza. En cuanto al potencial metabdlico ambas
cepas mostraron actividad antimicrobiana y produccién de pigmentos, lo que
concuerda con dicho género, ya que resalta por ser una fuente rica de nuevos
productos comerciales, especialmente antibiéticos, entre los cuales encontramos
como lipopeptidos, glicopeptidos, selemicida, antraciclina, esporomicina, entre
otros.(Goodfellow et al., 2012)

» Orden: Streptosporangiales
» Familia: Thermomonosporaceae
e Género: Thermomonospora

Son organismos aerébicos, Gram positivos, no acido rapido, quimiorganotrofos que
forman hifas ramificadas. Generalmente son aislados de compost y juega un papel
importante en la degradacion celulosa y de lignocelulosa. La cepa A37 se identifico
presuntivamente como Thermomonospora curvata, por caracteristicas como color
de micelio naranja-amarillo, presentar hifas ramificadas con espordéforos laterales
con esporas, y por los diferentes pruebas bioquimicas realizadas, siendo el
porcentaje de similitud de 82,35%.(Goodfellow et al., 2012)

En cuanto a la ubicacion taxonémica presuntiva las cepas A03, A06, All, Al4, A16,
A21, A22, A23, A40, A50, A51, A53 y A54 no fue posible establecerlas dentro de
un taxon especifico, ya que no concordaron las caracteristicas bioguimicas, macro
y microscopicamente con ninguno de los géneros descritos. Pero puede que las
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cepas A06, A40, y A51 pertenezcan a un mismo género, ya que presentaron una
alta similitud en las diferentes caracteristicas analizadas.

7.1.1. Diversidad de Actinobacterias cultivables

Los nodulos de Lupinus sp resultaron ser un habitat con una amplia diversidad de
microorganismos endofitos pertenecientes a la clase Actinobacteria como se
observa en el grafico 3, ya que se lograron obtener 17 géneros, pertenecientes a 10
familias de siete ordenes.

Esta diversidad también se hace notoria en los datos obtenidos de utilizacion de
fuentes de carbono donde estos fueron heterogéneos ya que algunas cepas fueron
capaces de usar la mayoria de sustratos probados mientras que otras solo una
fuente de carbono, dandonos indicios de lo diverso que puede llegar a ser el
metabolismo de la clase Actinobacteria.

Agregando que las cepas aisladas de nddulos poseen un alto potencial
biotecnoldgico, lo cual se demuestra con los resultados obtenidos en cuanto a
actividad antimicrobiana, produccion de pigmentos, andlisis de espectros e
identificacion presuntiva, donde dichos datos sugieren la produccion de antibiéticos
y compuestos bioactivos. Estos resultados destacan el gran potencial
biotecnoldgico que tienen las Actinobacterias aisladas de nodulos.

Diversidad de Actinobacterias cultivables de
Lupinus sp

Frankia Gordnonia

2% 4% jiangella

2%

25% K Actinoplanes

Thermomonospora
2%

Streptosporangium
4%

Saccharopolyspora
2%

Micromonospora
9%

Pseudonocardia
2%

Gréfico 2: Diversidad de Actinobacterias cultivables de Lupinus sp

En el grafico se encuentra el porcentaje de cepas aisladas para cada uno de los
géneros.
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De manera general se observé que la composicion de los medios de cultivo afecta
el crecimiento de las cepas y las caracteristicas, este comportamiento ya habia sido
observado por otros autores, entre los cuales encontramos el grupo de Parada en
2017 (Parada et al., 2017). En el presente trabajo las cepas A01, A25 y A06 no
crecieron en el medio ISP2-M, esto puede ser explicado ya que como fuente de
carbono solo poseia 4 g/L de glucosa, y dicha cantidad no es suficiente para
promover el crecimiento, por el contrario el medio que resultdé ser mejor para el
crecimiento y desarrollo de las cepas fue el medio ISP4 al promover un crecimiento
rapido y estimular la produccién de esporas de Actinobacterias, esto debido a dos
aspectos principales: el primero hace referencia al presencia de CaCOs en su
composicién, dicho compuesto ha mostrado promover el crecimiento y aislamiento
de Actinobacterias, en primera medida porgue alcaliniza el medio y los iones de
calcio tienen la capacidad de estimular la formacion de micelio aéreo en diferentes
cultivos. Y como segundo aspecto que en su composicién posee una concentracion
de fuente de carbono mayor que los otros dos medios.

En cuanto a los métodos y tiempos empleados para observar las micromorfologias,
no se puede determinar que método y que tiempo resultan ser los mas efectivos, ya
qgue parece depender de las caracteristicas de cada cepa.

7.2. Potencial biotecnoldgico de las cepas aisladas

7.2.1. Enzimas extracelulares

Como se menciond anteriormente todas las cepas a excepcion de la cepa A23
producian enzimas extracelulares. Estos resultados son similares a los de Le6n J.,
en el cual todas las cepas aisladas poseian al menos una enzima extracelular, a
diferencia del presente trabajo ellos obtuvieron un 95 % de cepas productoras de
gelatinasas, 92 % amilasas, y 74 % caseinasas (Leo6n et al., 2011), y en este trabajo
se obtuvieron un 73,58 % de cepas productoras de gelatinasa, 92,5% de amilasas
y 88,6% de caseinasas. En cuanto al ensayo de actividad amilasa se observaron
los halos de manera mas clara cuando se utilizé el medio ISP4, esto es debido a
gue contenia NaCl en su composicion, mientras que el medio SA1 no, el porque es
muy sencillo y se basa en la alfa-amilasa, ya que esta enzima no puede funcionar
sin la presencia de cloruros o aniones relacionados.
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7.2.3. Actividad antimicrobiana

Se observo que las cepas de estudio mostraron una actividad antimicrobiana
marcada por una tendencia a inhibir el crecimiento de K. oxytoca, ya que el 54,71%
de cepas mostraron actividad inhibitoria frente a dicho patégeno, cuyos halos de
inhibicion oscilaron entre 6 mm a 29 mm, el cual es un resultado similar al obtenido
en diferentes estudios como lo fueron los realizado en 2017 por Dholakiya y
colaboradores, en donde determinaron el mayor halo de inhibicion fue frente a
Klebsiella pneumoniae de 24 mm (Dholakiya et al., 2017), en el trabajo realizado
por Singh y colaboradores en 2018, 6 cepas mostraron actividad frente a K.
pneumoniae, y la cepa en la cual enfocaron el estudio mostré un halo de inhibicién
de 23 mm (Singh et al., 2018). Pero no concuerdan con los resultados obtenidos
en 2018 por Jiang y colaboradores en el cual K. pneumoniae resulté ser la cepa
mas resistente a la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas (Jiang et al.,
2018). La importancia de encontrar sustancias activas contra K. oxytoca recae en
gue puede generar abscesos hepaticos, bacteriemias y endocarditis nosocomiales
(Escalante, Arregui, Mufioz, & Olivera, 2007; Roca, Ferrer, & Perez, 2005).

Otro patdgeno que se vio fuertemente afectado por las cepas de interés fue S.
saprophyticus, indicandonos que es susceptible a los compuestos bioactivos
producidos por dichas cepas, ya que el 35,85% de las cepas lograron inhibirlo,
donde el diametro mayor tamafo de inhibicion fue de 16 mm y el menor de 3 mm.
Este microorganismo es el agente etiolégico de infecciones de tracto urinario que
afectan a mujeres sanas, especialmente mujeres jévenes embarazadas o
sexualmente activas. En un estudio realizado las cepas de S. saprophyticus
mostraron ser sensibles a la vancomicina, rifampicina, gentamicina y amoxicilina-
acido clavulanico, pero mostraron un porcentaje de resistencia a eritromicina
37,7%, que ha ido aumentando desde 1997 de manera significativa, también fueron
resistente a clindamicina, cloranfenicol, cotrimoxazol, oxacilina y penicilina,
Gnicamente el 0,9% no fue sensible a fluorquinolonas. Al haber una resistencia
frente a la oxacilina no se podra usar betalactamicos en el tratamiento de mujeres
embarazadas, en las que no se debe emplear cotrimoxazol y quinolonas. Y es desde
este punto de vista que se hace necesario el desarrollo de nuevos compuestos
bioactivos efectivos, que puedan ser usados en mujeres gestantes (Orden-Martinez,
Martinez-Ruiz, & Millan-Pérez, 2008).

Otros de los microorganismos que mostré ser susceptible a los metabolitos
producidos por las cepas de interés fue C. albicans, el cual fue inhibido por 18 de
las 53 cepas, con halos de inhibicion cuyos diametros iban desde 4 a 30 mm,
resultados parecidos fueron observados en 2011 por Ledén y colaboradores en
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donde 17 de 63 cepas mostraron actividad frente a C. albicans cepa 1511y 13
frente a C. albicans cepa 1511MIC (Ledn et al., 2011). Estos resultados son
relevantes en la actualidad ya que los antimicéticos de uso clinico son escasos,
agregando que la candidiasis es un enfermedad emergente y dicho
microorganismos es considera como un agente oportunista de pacientes
inmunocomprometidos e incluso inmunocompetentes. La candidemia y otras formas
de candidiasis invasiva son considerada la principal causa de morbilidad y
mortalidad, predominantemente en el grupo de inmunocomprometidos, neonatos y
pacientes de la unidad de cuidados intensivos. En los Estados Unidos Candida sp.
se encuentra entre los 5 agentes patdogenos principales que causan infecciones
nosocomiales en el torrente sanguineo, siendo C. albicans responsable del 54% de
casos (Srivastava & Dubey, 2016).

M. luteus demostro ser sensible a los metabolitos producidos por el 32,1% de cepas
ensayadas, donde se observaron zonas de inhibicion que iban desde 2 hasta 15
mm. Este microorganismo genera endocarditis, artritis séptica, meningitis
bacteriana y neumonia. El 24,53% de las cepas aisladas mostraron actividad frente
a L. monocytogenes, donde la mayor zona de inhibicion fue de 27 mm, estos
resultados son considerados positivos ya que se hace necesario tener diferentes
farmacos para el tratamiento de las diferentes patologias causadas por este
patégeno, entre las cuales encontramos endocarditis, meningitis, septicemia,
conjuntivitis, neumonia, gastroenteritis y abscesos cutaneos, este patdgeno es
sensible a 23 antibidticos de uso clinico, pero en los ultimos afios se ha comenzado
a ver cierta resistencia frente a algunos de ellos (Morvan et al., 2010).

Otro aspecto a resaltar es que a diferencia de otros estudios se obtuvo un bajo
porcentaje de cepas activas contra S. aureus, ya que en el estudio desarrollado por
Ledn y colaboradores en 2011, 54 de 62 cepas aisladas mostraron actividad frente
a S. aureus (Ledn et al., 2011), asi como también en el trabajo realizado en 2018
por Jing y colaboradores donde S. aureus mostro ser un organismo sensible a las
sustancias activas producidas por las Actinobacterias (Jiang et al., 2018).

Aunqgue solo el 15,1% de las cepas mostraron actividad frente a P. alcalifaciens,
los resultados obtenidos son prometedores ya que se observaron zonas de
inhibicion grandes en la mayoria de cepas que presentaron actividad frente a este
patogeno.
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Un 13,4% de las cepas mostraron actividad frente a B. cereus y E. coli, donde la
mayor zona de inhibicién fue de 19 mm y 15 mm, respectivamente, en este caso el
presente trabajo obtuvo mejores resultados que los obtenidos por Wei y
colaboradores en 2018, en donde ninguna cepa mostro ser activa frente a B. cereus
y solo dos cepas contra E. coli. La importancia de buscar sustancias
antimicrobianas frente a esta cepa es que son de naturaleza abundantes e ubicuas,
y pueden producir infecciones por el consumo de alimentos contaminados (W. Wei
et al., 2018).

Acinetobacter baumannii demostrd ser el organismo mas resistente frente a la
actividad de las Acinobacterias, el cual solo fue inhibido por la cepa A24 y A28 con
zonas de inhibicion de 15 a 16 mm. La importancia de este microorganismo se
atribuye a que en los ultimos afios ha aumentado su prevalencia y con ella sus
mecanismos de resistencia, este microorganismo es una de las cepas que
mayormente causan infeccion nosocomial en pacientes de cuidados intensivos.
Actualmente se sabe que ha aumentado su resistencia a carbapenémicos,
ceftazidima, piperacilina y colistina. Agregando que ha mostrado resistencias altas
a B-lactamicos, cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y carbapénemicos.
La resistencia los diferentes antibidticos se explica por cuatro mecanismos de
resistencia que posee: 1) Presencia de betalactamasas 2) Cepas mutadas que no
presentan porinas 3) Expresion de bombas de flujos o de expulsion 4) Alteracion del
sitio de unién del antibiético a la cepa (Barletta Farias et al., 2018), con base a lo
anterior se deduce que por alguno de estos mecanismo los compuestos bioactivos
producidos por las cepas no fueron activos contra A. baumannii.

De manera general se puede deducir que la actividad antimicrobiana frente a
bacterias Gram negativas no fue tan alta como se esperaba, lo cual se puede
justificar por la presencia de una membrana de polisacarido en bacterias Gram
negativas la cual funciona como una barrera (Parada et al., 2017).

En cuanto a las cepas aisladas se destacan algunas por poseer un amplio espectro
de accibn y/o por producir zonas de inhibicibn con mayor diametro, entre estas se
encuentra la cepa A35 quien mostré una amplio espectro al inhibir ocho patdégenos
y ademas de esto presento zonas de inhibicién grandes contra S. sonnei 28 mm,
P. alcalifaciens 27 mm, K. oxytoca 23 mm, C. albicans 16 mm, la cepa A49
presentd un espectro de actividad amplia ya que tuvo actividad frente a nueve
patdogenos y zonas de inhibicibn grandes frente a K. oxytoca de 24 mm, P.
alcalifaciens 17 mm, S. saprofiticus 16 mm, L. monocytogenes 15 mm y Y.
enterocolica 14 mm, en este sentido destaco su actividad frente a P. alcalifaciens
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ya que solo ocho cepas mostraron actividad frente a este patdgeno. Otra cepa que
posee un amplio espectro es la cepa A24, la cual logré6 zonas de inhibicion
significativas frente a P. alcalifaciens 33 mm y fue una de las cepas que presento
actividad frente A. baumanni 15 mm, la cepa A33 tiene actividad frente a siete
cepas patdgenas, destacando su actividad frente a S. sonnei 21 mm, S. aureus 19
mm, C. albicans, k. oxytoca y S. saprofiticus con una zona de inhibicion de 16
mm, un resultado similar se observa en la cepa A40 la cual posee actividad
antimicrobiana frente a siete patdgenos, destacandose los halos de inhibicién frente
B. cereus 19 mm, K. oxytoca 17 mm y S. saprophyticus 16 mm. La cepa A46
aungue no presentd un espectro amplio, resaltd por las zonas de inhibicion contra
C. albicans 30 mmy K. oxytoca 29 mm, mientras que la cepa A0O3 mostro un amplio
espectro pero no generd zonas de inhibicion grandes, por dltimo se resalta la
actividad de la cepa A28 frente A. baumanni con una zona de inhibicién de 16 mm,
al ser una de las dos Unicas cepas que presentaron actividad frente a este patégeno.
Las cepas anteriormente mencionadas son fuentes potenciales de antimicrobianos
y valdria la pena ser estudiadas a fondo.

7.2.4. Produccion de pigmentos

Las Actinobacterias también se caracterizan por su capacidad para producir
pigmentos, en el presente trabajo lograron producir pigmentos amarillos, amarillo-
naranja, naranja rojizo, marrones rojizos, marrones y olivas, a simple vista, donde
muchos de estas impresiones se confirmaron al observarse picos en las gréficas de
barrido correspondientes a cada color amarillo: A07, A09, A10, A12, A13, A16, A21,
A27y A47, en el color marrén se observaban picos en rojo, amarillo, verde, para las
cepas A01, All, A18, A46, A49, A50, A51, y A53 en cuanto a los pigmentos olivas
se observaron picos en las zonas del color verde, zona donde se ubicaria dicho
pigmento. La importancia de encontrar nuevos pigmentos reincide en que industrias
como la alimentaria buscan remplazar los pigmentos sintéticos por naturales, ya que
se demostré que los pigmentos sintéticos producen muchos efectos adversos
(Carmona, 2013). Con base a estos resultados los pigmentos de color amarillo y
naranja podian ser asociados con la produccion de carotenoides, ya que algunos
géneros como Actinoplanes se han asociado con la produccién de carotenoides.
Los carotenoides son importantes en las dieta ya que muchos de ellos son
provitamina A, y se cree que estimulan positivamente el sistema inmune
promoviendo la proliferacion de linfocitos CD4 y CD8, los cuales son muy bajos en
personas con SIDA, ademas son considerados como compuestos
anticancerigenos, ya que muchos tipos de cancer se asocian con la ausencia de
ciertos carotenos en la dieta. Otro pigmento natural importante son las
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naftoquinonas las cuales son producidas por bacterias, plantas, hongos e incluso
animales, los pigmentos pertenecientes a este grupo pueden ser marrones o
naranjas, y se ha demostrado que pueden tener actividad antibacteriana,
antiparasitaria, anticancerigena, anti fungica, entre otras, anteriormente se habia
demostrado su produccion en el género Streptomyces (Lluvia Itzel Lépez, Leyva,
& de la Cruz, 2011), acorde con esto cabe la posibilidad de que las cepas aisladas
hayan producido naftoquinonas. Los pigmentos que presentaron una coloracion
rojiza A14 y A50 se asociaron con un compuesto flavonoide de tipo antocianina
tomando como referente las longitudes de onda sefialadas en el trabajo desarrollado
en 2010 por Castillo y colaboradores, las cuales eran 209, 320 y 523, la relevancia
de los pigmentos rojos recae en que la mayoria de colorantes rojos sintéticos estan
prohibidos por los efectos negativos que puede causar (Castillo, Michelena, &
Nogueiras, 2010).

7.2.5. Andlisis de los extractos crudos por espectrofotometria

La totalidad de extractos crudos presentaron picos en el espectro UV indicando la
presencia de diferentes compuestos, los cuales se pueden asociar con la
produccién de metabolito secundarios. De manera general se puede decir que en el
espectro UV de todas las cepas exceptuando las cepas A49, A07, A22,
hipotéticamente presentaron los siguientes enlaces quimicos, a 205 nm se observan
los grupos de los acidos carboxilicos y esteres, en este sentido los picos observados
a esta longitud podrian se correspondientes a cualquiera de estos grupos,
posteriormente se observaron picos a 210 nm los cuales indica la presencia de
amidas, los picos de absorcion comprendidos entre 200 a 220 nm hacen referencia
a grupos sulfuros, como es el caso de los tioles que tienen la mayor absorcion a 210
nmy a 271 nm se pueden detectar grupos funcionales nitro, los cuales hacen parte
de compuestos nitrogenados, pero la presencia de grupos aldehidos no pudo ser
determinada, ya no se evalué el espectro a 180 nm. Ademas de esto dichas
absorbancias también pueden ser relacionadas con diferentes biomoléculas entre
las cuales encontramos: el grupo peptidico de la cadena principal de una proteina
la cual muestra picos de absorbancia entre 180 a 230 nm, en el rango comprendido
entre 230-240 se observan picos de absorbancia correspondientes a cadenas con
residuos aromaticos, dicha zona es conocida como ultravioleta cercado o region
aromatico, al poseer gran cantidad de picos en esta zona los extractos obtenidos se
podria inferir que las cepas estan produciendo compuestos aromaticos (Arenas
Sosa & Lopez Sanchez, 2004). Las cepas Al4, A39, A37, A50 presentaron un pico
de absorcion a 340 nm, el cual es asociado con los grupos diazo (R-N=N-R), con
base a esto es probable que estas cepas estén generando un compuesto diazo.
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En el trabajo realizado por Belgith y colaboradores en 2016, obtuvieron el 2,4-Di-
tert-butilfenol, a partir de la cepa Streptomyces mutabilis, dicho compuesto
presentd actividad frente a diferentes cepas de C. albicans, este compuesto fue
analizado por espectrofotometria, obteniéndose picos en 221, 280 y 288 (Belghit et
al., 2016), con base en lo anterior se observo si los gréaficos de barrido de las cepas
que presentaron actividad frente a C. albicans poseian dichos picos, determinando
tentativamente que las cepas A04, A05, A08, A24, A27, A33, A35, A40, A4l,y A46
producian el 2,4-Di-tert-butilfenol ya que presentaron los tres picos. Vineeta y
colaboradores en 2018 realizaron un estudio similar al de Belgith, en el que
purificaron un compuesto producido por Streptomyces levis, el cual poseia
actividad antimicrobiana contra K. pneumoniae, P. aeruginosay S. aureus, dicho
compuesto presentd picos de 240-250 nm y a 322 nm cuando fue analizado al
espectrofotometro, este compuesto fue identificado como un derivado de cromona
disustituido en 2,6 (Singh et al., 2018), en este orden ideas se observd si los
espectros de las cepas que poseian actividad contra K. oxytoca, P. aeruginosay
S. aureas poseian picos a estas longitudes de onda, estando presentes en las
siguientes cepas A09, A27, A29, A31, A32, A35, A37, A38, A40, A4l y A42, por
tanto dichas cepas podrian estar produciendo este derivado de cromona disustituido
en 2,6.

Con base alo anterior se infiere que en varios de los extractos crudos se encuentran
diversos compuestos quimicos con diferentes propiedades activas, y tomandolos
como referente se podrian escoger algunas de las cepas para realizar andlisis de
actividad antiparasitaria.

Cabe aclarar que estos compuestos, biomoléculas o grupos quimicos pueden estar
presentes, pero su presencia debe confirmarse después de purificar el compuesto,
a partir de técnicas como cromatografia liqguida de alta resolucion vy
espectrofotometria FTIR.

En cuanto al amplio potencial biotecnolégico de las cepas, puede ser explicado bajo
el concepto de OSMAC (una cepa muchos compuestos), entendiendo que una cepa
tiene el potencial de producir diferentes compuestos, pero solo un conjunto de estos
se expresa dependiendo de la condiciones ambientales a las cuales se encuentran
expuestos, como lo son la fuente de carbono, de nitrdgeno, elementos traza,
temperaturas, salinidad, pH y condiciones de estrés (Romano, Jackson, Patry, &
Dobson, 2018). En este sentido se indica que la produccién de antimicrobianos en
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algunos de los casos sera posible gracias a la condicion de estrés que estamos
generando, es decir al introducir otro microorganismo al medio ambiente, lo cual
activara genes que se encontraban silenciados, con el objetivo de prolongar su
existencia.

Para concluir, en el mapa conceptual 1 se destacan algunas de las cepas con mayor
potencial biotecnoldgico y su origen, las cuales podrian ser escogidas para ser
analizadas con mayor profundidad posteriormente.

Lupinus sp

Nodulos

Aislamiento de Actinobacterias

enddfitas
v Macroscdpicamente
Caracterizacién » Microscdpicamente
l Bioquimicas

7 Ordenes, 10 Familias, _

) Identificacidn presuntiva de cepas
17 Géneros. P P

v v v

Actinoplanessp Couchioplanes Gordonia Jiangella Micromonospora Nocardia Streptosporangium No identificadas

A33: Actividad A24: Actividad AD5: A35: Actividad A46: Actividad A27: Actividad A28: Presento A03: Amplio
frente a siete cepas, frente a nueve Buenos frente a ocho frente a cincos frente a cinco actividad frente A. espectro,
con halos de patégenos, con halos de patogenos, con cepas, y buenos patogenos y un baumanni y pigmento oliva.
inhibicién halos de inhibicién. buenos halos halos de inhibicién. halo de inhibicién produccion de
significativos. inhibicién Produccion de inhibicién. Pigmento amarillo  bueno. Pigmento pigmento amarillo.
Pigmento amarillo- significativos. de Sin produccién AA49: Actividad amarillo.
verde palido. Pigmento amarillo  pigmentos de pigmento. frente a nueve A32: Actividad
palido. olivas cepas y halos de contra cinco
inhibicién buenos. cepas, buenos
Pigmentos olivas. halos de
inhibicién.

Mapa conceptual 1: Cepas destacadas por los resultados obtenidos de la
estimacion de su potencial biotecnologico.
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8. CONCLUSIONES

Se aislaron un total de 53 cepas pertenecientes a la clase Actinobacteria, de
éstas 40 fueron clasificadas presuntivamente a nivel de género, ubicandose
en 17 géneros de 7 ordenes diferentes. El orden con mayor presencia fue
Micromonosporales con un 37,72% de las cepas aisladadas y el género mas
frecuente correspondi6 a Actinoplanes sp con un 17,98%.

Las cepas aisladas y caracterizadas mostraron una buena diversidad, lo cual
se evidencia en las multiples morfologias macro y microscépicamente
observadas, asi como con el potencial que mostraron para utilizar multiples
fuentes de carbono, produccion de acido, actividad enzimatica extracelular,
asi como la capacidad para desarrollar respiracion anaerobia. Dichas
caracteristicas no fueron homogéneas entre las cepas.

Se observaron cepas con una amplia actividad metabdlica, como fue el caso
de la cepa A50 que utilizo 13 fuentes de carbono diferentes, gener6 acido a
partir de cuatro fuentes de carbono, present6 una buena actividad hidrolitica,
actividad antimicrobiana y capacidad para producir pigmentos.

Los ensayos preliminares de actividad antimicrobiana fueron prometedores,
ya que el 94,34% de las cepas mostraron alguna actividad, destacandose las
cepas A03, A24, A33, A35, A40, y A49 por su amplio espectro antimicrobiano
inhibiendo entre siete a nueve patdgenos, y seis cepas por su capacidad de
inhibicion siendo el menor halo de inhibicion de 23 mm y el mayor de 33 mm.

Las cepas A24, A35, y A49 destacaron por poseer un amplio espectro y halos
de inhibicién significativos, en el caso de A33 presento actividad frente a
ochos patdgenos, resaltando la actividad frente a K. oxytoca 23 mm, P.
alcalifaciens 27mm y S. sonnei 28, en cuanto a la cepa A24 presento
actividad frente a nueve patdgenos, resaltando su actividad frente a P.
alcalifaciens y por ultimo la cepa A49 presentd actividad frente a nueve
patdgenos, destacando su actividad frente K. oxytoca 24 mm y produjo un
pigmento de color oliva.
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» Un 81,13% de las cepas presentaron produccion de pigmentos en el medio
ISP4. El mayor porcentaje de pigmentos correspondio a los tonos amarillos
y naranjas con un 50,94%, seguidos por pigmentos de tonos marrones
22,64%y por ultimo pigmentos rojos 3,77%.

94



9. RECOMENDACIONES O SUGERENCIAS
Se recomienda realizar un andlisis molecular con el fin de confirmar la identificacién

fenotipica, asi como también purificar los extractos crudos con el fin de poder
obtener moléculas puras y dilucidad su estructura quimica
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10. GLOSARIO

Absorbancia: Cantidad de luz absorbida por la muestra.

Espécimen: Muestra o ejemplar que expresa las caracteristicas de la poblacion. ,

Espectrofotometria: Método usada para determinar la luz que absorbe un
sustancia.

Esporangio: estructura globosa con una membrana peridial simple, que contiene
innumerables esporangiosporas.

Esporas: Estructura producida por algunos hongos, protozoos y bacterias. Ciertas
bacterias producen esporas como mecanismo de defensa, con paredes gruesas y
resistencia a temperaturas altas, humedad y a otras condiciones desfavorables.

Espordéforo: Estructura del micelio que produce y sostiene esporas.

Hifas: Elementos filamentosos especificos.

Microscopia: Métodos utilizados en la investigacion que requieren el uso de
microscopio

Milimetros: Unidad de longitud.

Nédulos: Asociacidn simbitica entre planta y bacteria.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion de medios

YMA Avena YSA ISP1-M
20 g/L agar
20 g/L agar 20 g/L agar 5 g/L triptona
. 20 g/L agar .y
10 g/L manitol l0g/L 10 g/L almiddn 2,5 g/L NaCl
3g/L extracto de o'uilosavena en 3g/L extracto de 3 g/L Extractos de
levadura y levadura levadura
10 g/L avena en
0,2 g/L KHPO4 harina 0,2 g/L KoHPO4 0,2 g/L K;HPO,
0,2g/L MgSOs4 0,2g/L MgSOs4 1 ml/L solucién de
sales traza 1
Solucién de sales Medio minimo
ISP2-M ISP4 (utilizacién fuentes de
traza
carbono)
Solucién 1:
10 g de almiddn
soluble en 500 ml
de agua
solucion 2: 0,64 g/0,1L CuSO,
20 g/L agar 20 3 g Extracto de * 5H,0 2,64.8/L (NH4)2504
2 2,38 g/L KH,PO,
4g/L extracto de levadura | levadura 0,11 g/0,1L FeSO,
5,65 g/L K;HPO,
10 g/L extracto de malta 1 g K;HPO, * 7H,0 1 /L MgS04*7H;0
4 g/L Dextrosa 1 g MgS04*7 H,0 0,72 g/0,1L MnCl, 1 ﬁwL degsoI:ciénzd('a
1 ml/L Solucién de sales 1 g NaCl *4H,0 <ales traza
0,15 g/0,1L ZnSO
traza 2 g CaCO3 g/ * | 20 g/L agar

1 ml de solucién
de sales traza

20 g de agar-agar
en 500 mL de
agua destilada

* 7H,0

Medio minimo

Solucidon de mercurio

(produccion de acido) Agar urea SAL acido
2,64 g/L (NH4)2S04 1g/100 mL 1g/L Glucosa
1 g/L MgS04*7H,0, Peptona 3 g/L extracto de
1 mL de solucién de sales | 1 g/100 mL &
levadura
traza Glucosa 5 g/L triptona HgCl, 15¢g
10 g/L fuente de carbono, | 5 g/100mL g P HCI concentrado 20

2 ml/L de purpura de
bromocresol al 1%

20 g/L agar

Y se titulé con NaOH 0,5
N

Cloruro de sodio
1,2 g/100mL
NazHPO4

0,8 g/100mL
KH,PO4

10 g/L almiddn
0,1 g/L CaCOs,
trazas de CaCl, y
Citrato férrico
20 g/L agar-agar

ml
100 ml H,0p
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0,012 g/100L rojo
fenol

2,5 mL/100 mL
urea

15 g/100 mL Agar

Nitratos

5g/L Peptona

3 g/L extracto de carne
1g/L KNO;

5 g/L glucosa

3 g/L agar
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Anexo 2: Tabla de colores

00~ U= W

50 | Strone orance 23412039

Light pink

Pale pink

Pinkish white
Pinkish gray
Vivid red
Strong red
Deep red
Very deep red
Moderate red
Dark red
Very dark red

Grayish red
Dark grayish red
Blackish red

Dark reddish gray
Reddish black

Light yellowish pink

Pale yellowish pink

Deep reddish orange
Dark reddish orange

Strong reddish brown
Deep reddish brown

Moderate reddish brown
Dark reddish brown

Grayish reddish brown
Dark grayish reddish brown

Brilliant orange

248,195,206
226,163,174

239,221,229
199,182,189
213,28,60

191,52,7

177,73,85
116,36,52
72,17,39
152,93,98
83,56,62
51,33,39

93,78,83
48,38,43

248,196,182
226,166,152

241,211,209

175,51,24

162,64,43

97,15,18

108,77,75
67,41,42

NaN,NaN,NaN

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
7
72
73
74
75
76
7
78
79
80
81
82
83

86
87
88
89

91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

104

84 |
85

90 |

Light orange

Strong brown
Deep brown

Moderate brown
Dark brown

Grayish brown
Dark grayish brown

Brownish gray
Brownish black
Vivid orange yellow
Brilliant orange yellow

Light orange yellow

i

Pale orange yellow
Strong yellowish brown
Deep yellowish brown

Moderaté yeHowish Brown
Dark yellowish brown

Grayish yellowish brown
Dark grayish yellowish brown

Vivid yellow
Brilliant ellow

Light yellow
Pale yellow
Yellowish white

Yellowish gray

Moderate olive brown
Dark olive brown

Vivid greenish yellow
Brilliant greenish yellow

NaN,NaN,NaN

251,175,130
138,68,22
87,26,7

114,74,56
68,33,18

103,79,72
62,44,40

96,82,81
43,33,30

255,190,80
252,194,124

238,198,166
158,103,29
103,63,11

136,102,72
80,52,26

126,105,93
77,61,51
241,191,21
247,206,80

244,210,132
239,215,178
238,223,218
198,185,177
112,84,32
63,44,16

235,221 33
233,220,85




Anexo 2: Tabla de colores

101  Light greenish yellow 233,221,138 IBIM Dark grayish green

102 oderate yelloy JEPA  Blackish green

103 153  Greenish white

104  Pale greenish yellow 154  Light greenish gray

105 | G or ] | 155

106 GG Dark greenish gray

Ily@ Moderate olive 100,89,26 iY@ Greenish black

U  Dark olive 53,46,10 158  Vivid bluish gree

109 159

IB(IW Grayish olive 93,85,63 160

BB Dark grayish olive 53,48,28 161  Deep bluish green NaN,NaN,NaN
112 162  Very light bluish green 152,225,224
IBEW Olive gray 88,81,74 163

114 EEOINLCRIETA'S 35,33,28 IlZW Moderate bluish green 41,122,123
115 | Vivid yellow green 167,220,38 IGEM Dark bluish green 21,75,77
116 = Brilliant yellow green 195,223,105 I({il Very dark bluish green 10,45,46
17 167  Vivid greenish blue NaN,NaN,NaN
IS Deep yellow green 72,108,14 168

119 = Light yellow green 206,219,159 169

120 170  Deep greenish blue NaN,NaN,NaN
121 ~ Pale yellow green 215,215,193 171 ~ Very light greenish blue 148,214,239

122 172

VAW Strong olive green 44 85,6 IVEW Moderate greenish blue 42,118,145
124  Deep olive green NaN,NaN,NaN IWEW Dark greenish blue

IVl Moderate olive green 73,91,34 IVGN Very dark greenish blue

IR[il Dark olive green 32,52,11 176 EASASGRILE

Iyl Grayish olive green 84,89.71 177

IRl Dark grayish olive green 47,51,38 178 ESLEIIE 39,108,189
129 ¢ IVK'E Deep blue 17,48,116
130 3ri 135,217,137 180 = Very light blue 153,198,249
131 181 J 3

IEYE Deep yellowish green 23,106,30 I Moderate blue 52,104,158
JBEW  Very deep yellowish green 5,66,8 IREE Dark blue 23,52,89
134 Very light yellowish green 197,237,196 184 = Very pale blue 194,210,236
135  Light yellowish green 156,198,156 185 |"Pale blue 145,162,18
136 IRl Grayish blue 84,104,127
JEY@ Dark yellowish green 47,93,58 LY@ Dark grayish blue 50,63,78
138 rellowish green IEEE Blackish blue 30,37.,49

139 189  Bluish white 225,225,241
140 190 = Light bluish gray 183,184,198
141 191

142  Deep green NaN,NaN,NaN I Dark bluish gray 80,84,95
143  Very light green 166,226,202 IEE  Bluish black 36,39,46
144 4 RISl Vivid purplish blue 68,54,209
IELW  Moderate green 51,119,98 195

146 IR FE 22,78,61 I Strong purplish blue 83,89,181
JEVE Very dark green 12,46,36 IEr@ Deep purplish blue 42.40,111
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Anexo 3: Cepas en aisladas de nédulos radiculares en diferentes medios
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A28

A31

7 dias

15 dias

7 dias

15 dias

15 dias

15 dias

A04

A05

A

0

6

A

5

1

107



A

A33

A35

A37

15 dias

15 dias

15 dias

7 dias

15 dias

15 dias

A

1

1
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7 dias

15 dias

15 dias

15 dias

15 dias

15 dias
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A46

A47

15 dias

7 dias

15 dias

7

dias

15 dias

7d

s

15 dias

15 dias

A18

A

5

3

A54

A19
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Anexo 4:

CEPA AO1
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Cepa A15
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Cepa A22
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