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RESUMEN

Los actinomicetos constituyen un grupo de microorganismos reportados como
bacterias promisorias en la biofertilizacién. El objetivo del estudio fue determinar la
capacidad biofertilizante de los actinomicetos en plantas frente a metales pesados. Se
trabaj6 con 24 cepas de actinomicetos, las cuales fueron identificadas morfoldgica y
molecularmente y caracterizadas por crecimiento a diferentes condiciones de pH, NaCl,
pruebas bioquimicas y resistencia a metales pesados. 5 cepas (ABS, X, C2, K2 y El)
fueron seleccionadas por su buen rendimiento. Las 5 cepas correspondieron al género
Streptomyces y sometidas a pruebas con semillas de Medicago sativa (alfalfa) y
Lactuca sativa (lechuga). Medicago sativa sometida a Cu, Fe, Zn y Cd a 10, 50, 100 y
200 ppm, rindieron un 66.2%, 20%, 16.6% y 6.8% y Lactuca sativa un 56.5%, 16.2%,
5.1% y 2.8%, respectivamente; en cambio estas semillas sometidas a los mismos
metales en iguales concentraciones pero con las 5 cepas de Streptomyces sp. rindieron
para Medicago sativa un 77%, 64%, 55.5% y 46% y para Lactuca sativa un 71.5%,
54.6%, 47.1% y 39.5%, respectivamente. Estos resultados permitieron inferir que los
metales son nocivos para las plantas, en cambio la presencia de estas bacterias ha
contrarrestado este efecto, pudiendo permitir la restauracion de suelos contaminados y

promoviendo el crecimiento vegetal.

Palabras Claves: Actinomicetos, metales pesados, biofertilizacion.



ABSTRACT

Actinomycetes are a group of microorganisms reported as promising biofertilization
bacteria. This study was aimed to determine the biofertilizer capacity of actinomycetes
in plants against heavy metals. 24 strains of actinomycetes were used and identified
morphologically and molecularly and categorized by growth at different conditions as
pH, NaCl, biochemical test and heavy metal resistance. 5 strains (ABS, X, C2, K2 and
E1) were selected for their good performance. The 5 strains corresponded to the genus
Streptomyces and were used on tests with seeds of Medicago sativa and Lactuca sativa.
Medicago sativa seeds were exposed to Cu, Fe, Zn and Cd at of 10, 50, 100 and 200
ppm, and performed 66.2%, 20%, 16.6% and 6.8% and Lactuca sativa 56.5%, 16.2%,
5.1% y 2.8%, respectively; instead the same seeds exposed to same heavy metals at the
same concentrations but with the presence of the 5 strains of Streptomyces sp. showed
a performance to Medicago sativa of 77%, 64%, 55.5% and 46% and Lactuca sativa
of 71.5%, 54.6%, 47.1% y 39.5% respectively. These results allowed to infer that
metals are harmful for plants, however the presence of bacteria have offset this effect

and therefore may allow restoration of contaminated soils and promoting plant growth.

Keywords: Actinomycetes, heavy metals, biofertilization.



I. INTRODUCCION

Actualmente existen problemas que causan efectos considerables en el medio
ambiente, perjudicando el equilibrio de los ecosistemas y por tal a los factores bidticos
y abidticos. Uno de los problemas mas importantes es la contaminacién ambiental
generada por metales pesados, proveniente de fuentes naturales (actividad volcénica,
erosion de las rocas, etc.) y antropogénicas (industrias mineras, vertidos industriales,

actividades agricolas, etc.).

Los metales pesados afectan el area agricola, limitando la germinacién, el
crecimiento y el desarrollo de las plantas, debido a que ocasionan la infertilidad del

suelo y la contaminacion del agua utilizada para el riego.

Entre los metales pesados, se encuentran los oligoelementos esenciales para el
crecimiento de la planta como cobre (Cu), zinc (Zn) y hierro (Fe), entre otros, pero que
estos, en concentraciones mas altas se convierten en toxicos y pueden interferir con
numerosos procesos biologicos (1,2). Del mismo modo, los metales pesados no
esenciales como el cadmio (Cd), plomo (Pb) y el mercurio (Hg) causan efectos
perjudiciales en las plantas (3,4). La toxicidad en las plantas es generada por la
capacidad que presentan los metales pesados de adherirse a las moléculas orgéanicas
ejerciendo: alteraciones en las proteinas, la sustituciéon de otros elementos que son
esenciales para su metabolismo y la produccién del estrés oxidativo (5). Las plantas

absorben y acumulan altas concentraciones de metales pesados en su sistema,



principalmente en sus raices, de donde se movilizan hacia otras partes de la planta (6),
permitiendo su disponibilidad directa para los animales y seres humanos o mediante la

cadena alimenticia (7).

Las sintomatologias toxicas causadas por los metales pesados son la
inhabilitacion de la germinacion, la disminucidn del crecimiento de las plantas (raices
y hojas), la necrosis (ocasionada en las puntas de las hojas) y la clorosis

(amarillamiento de las hojas por la insuficiente clorofila) (6).

Para poder remediar este problema es necesario aplicar estrategias que
garanticen la fertilidad del suelo, el crecimiento y el desarrollo saludable de las plantas,
contribuyendo, asi, a la mejora de la produccion agricola. Para estos propositos se ha
encontrado que el uso de microorganismos ofrece un significativo potencial de accidén
que promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas (8), siendo esta una alternativa
para el 6ptimo rendimiento de diversos cultivos. Todas aquellas bacterias que ejercen
un efecto positivo en el crecimiento de las plantas, directa o indirectamente a través de
diferentes mecanismos, son designadas como rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPR: Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (9,10,11,12). Estas PGPR son
bacterias beneficiosas para las plantas con diferentes efectos como en el poder de
germinacidn, en la promocidn del crecimiento vegetal, en la colonizacion de las raices,
en la sintesis de fitohormonas, en el control biolégico y en la captacidon de nutrientes y

agua (13).


http://es.wikipedia.org/wiki/Clorofila

Aparte de los mecanismos directos e indirectos, los cuales son importantes para
las plantas, la literatura menciona otros posibles mecanismos en respuesta a las
condiciones de estrés generadas por metales pesados: produccién de compuestos
quelantes de metales como los sideréforos (14,15), adsorcion de los iones metéalicos en
la pared celular (16,17,18), almacenamiento intracelular de los iones metalicos que
ingresan por el sistema de transporte (16,17,18) y mediante la acciéon de la ACC
desaminasa, enzima que disminuye la biosintesis del etileno (19). Todos estos
mecanismos juntos, debido a su complementacion unos con otros, mejoran la fertilidad

del suelo y promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Existe una gran variedad de bacterias que han sido empleadas para tratar este
problema como Herbaspirillum sp., Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasielense,
Azotobacter beijerinckii, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, Gluconacetobacter sp entre otras (20,21,22). Pero
entre ellas destaca un tipo de bacteria de suma importancia para la agricultura, los
actinomicetos, catalogadas como PGPR, los cuales son aplicados para producir mejoras

en los cultivos y asi conseguir una Agricultura Sostenible (15).

Dentro del area de investigacion en Biotecnologia Industrial y Ambiental se han
realizado una variedad de estudios con el fin de enriquecer los conocimientos sobre los
actinomicetos, que son bacterias presentes en el suelo y que contribuyen a la
conservacion del equilibrio ecoldgico en sectores que presentan una alta actividad

agricola. Por tal, estas bacterias han sido objeto de estudios para determinar su posible



potencial biofertilizante y de ahi la importancia de catalogarlas como PGPR,

determinando sus acciones positivas para las plantas (23,24).

Por todo lo expuesto anteriormente, en este trabajo se busca determinar el efecto
biofertilizante de cepas de actinomicetos, aisladas de minerales, a través de su
inoculacidon sobre diferentes tipos de semillas, las cuales, a la vez, son expuestas
también a diferentes concentraciones de metales pesados. Las variables a evaluar son
las semillas germinadas y el desarrollo de raiz y de hojas. En esta investigacion se
emplea semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa), que han sido
reportadas como cultivos con un alto importe econdémico para su aplicacion en distintos

pisos ecoldgicos (25).



II. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. PLATEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacién ambiental es un problema considerado de indole mayor y
principal de las actividades antropogénicas, que se va acrecentando en la medida que
sucede la evolucion de la humanidad. Un factor agravante de esta situacion es el
desinterés y la falta de aplicacion de politicas mundiales para la conservacion del
ambiente por parte de los estados. Una actividad que tiene mayor impacto en la
contaminacion ambiental es la industria minero metalurgica productora de metales para
beneficio del hombre y también productora de residuos que al no ser adecuadamente
tratados terminan contaminando el ambiente en perjuicio de la biodiversidad. Una
situacion especial de la problematica ambiental es la incorporacion de metales pesados
nocivos en los ecosistemas, particularmente en el area agricola, que ocasionan la
infertilidad del suelo y la inhibicién de la germinacién, crecimiento y desarrollo de los

cultivos.

La actividad agricola es la principal productora de alimentos y por ende la base
de la alimentaciéon humana y ganadera, que se ve afectada por la presencia de los
metales pesados en los suelos agricolas. Cuando los metales pesados estin en los suelos
en concentraciones que rebasan los limites permisibles afectan los procesos biologicos
de las plantas debido a que estos poseen gran capacidad de unirse a las moléculas

orgénicas alterando proteinas, sustituyendo a otros elementos esenciales en su



metabolismo estdndar y finalmente produciendo estrés oxidativo. En suma,
actualmente en la humanidad existe una realidad de contaminacién de los suelos
agricolas por metales pesados nocivos que perturban el rendimiento de los cultivos,
para cuya solucidn es necesario aplicar estrategias cientifico técnicas de

descontaminacion.



2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Actinomicetos

2.2.1.1.Caracteristicas Generales

Los actinomicetos son microorganismos heterogéneos, que se caracterizan por
ser gram-positivas, no-alcohol-acido resistentes y no presentar motilidad, en quienes
prevalece la morfologia filamentosa con verdaderas ramificaciones evidenciados entre

las 14 y 48 horas de cultivo (26,27).

Inicialmente los actinomicetos se clasificaron entre los hongos debido a que su
morfologia y desarrollo eran similares, ya que ambos poseen un micelio verdadero; por
lo cual fueron denominados “hongos radiados”. No obstante, en la actualidad, y debido
a su naturaleza procariota, se justifica su clasificacion como bacterias (28,29).
Asimismo, estas bacterias presentan otras caracteristicas como una pared celular
compuesta de peptidoglicano, hifas entre 0.5 y 2.0 um de didmetro, resistencia a los
antifingicos, presencia en su material genético de un contenido alto de Guanina y
Citosina (58 a 78% G-+C); y produccién de esporas externas por algunas especies de
actinomicetos, las cuales también respaldan que este grupo sea considerado dentro del
dominio bacteria (30). Adicionalmente, muchas de estas bacterias producen un
metabolito denominado geosmina, el cual le confiere un olor caracteristico a suelo

himedo (29), ademas presentan una alta actividad metabdlica, lo que permite que estas



bacterias cumplan una funcién importante en la descomposicién del suelo, la
degradacion de la materia orgénica de origen animal y vegetal, y esto lo realizan por la
produccién de enzimas extracelulares (ligninoliticas e hidroliticas), pigmentos y

terpenoides (31).

Figura 1: Morfologia de Streptomyces usando microscopio electronico. A.
Colonias de Streptomyces en estado vegetativo; B. Colonias de Streptomyces
esporuladas; C. Micelios vegetativos; D. Cadenas de esporas. Figura tomada de

Rigali et al., 2008 (32).

2.2.1.2. Condiciones de Crecimiento

Los actinomicetos estan presentes en suelos alcalinos y neutros, lo cual permite
un favorable crecimiento y desarrollo, el pH 6ptimo de estas bacterias se encuentra
entre 6.0 y 8.0 y a un pH por debajo de 5.0 estas bacterias estan ausentes, no obstante,
en investigaciones recientes se ha reportado especies de actinomicetos capaces de

tolerar ambientes acidos (pH 2) (33,34). Son bacterias mesdfilas, es decir, registran un



optimo crecimiento entre 25°C y 30°C, mientras que su ausencia es evidente a
temperaturas menores a 5°C, sin embargo a temperaturas por encima de 55°C solo son
capaces de crecer: Thermoactinomyces sp., Streptomyces sp. y Thermomonospora sp.
(29). Ademas, la mayoria de estas bacterias son aerobias, es decir, su crecimiento es
optimo en suelos aireados; pero también pueden ser microerofilicas y esto dltimo
depende de la especie de actinomiceto (28); por otra parte algunas, tales como
Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii y Actinomyces odontolyticus, pueden

crecer bajo condiciones anaerobias (26).

Con respecto a su crecimiento y desarrollo de los actinomicetos, se emplean
medios de cultivo solidos y liquidos como agar nutritivo, agar sangre, agar tripticasa
de soja, entre otros, pero para el desarrollo de esporas o pigmentos, y asi puedan
diferenciarse, se requiere de suplementos presentes en los medios de cultivos como
extracto de levadura, almidén, avena, peptona, sales inorganicas y quitina coloidal

(23,35).

El tiempo de incubacién en medio sdlido es de 3 a 4 dias, pero puede tardar
entre 7 a 14 dias para desarrollar micelos aéreos maduros con esporas e, incluso, para
algunos actinomicetos, puede tomar un mes de incubacion (35); ademas, estas bacterias
no producen mucopolisacaridos por eso su crecimiento en este tipo de medios son
colonias secas y no cremosas (36). Por el contrario, en medios liquidos su crecimiento
se evidencia mediante la formacion de agrupaciones filamentosas o “pellets”, o,

también, por la formacion tanto de un sedimento algodonoso como una pelicula en la



superficie, dejando transparente el medio (29). Para garantizar un 6ptimo crecimiento
en medio liquido es recomendable realizar una agitacion que sea entre 200 y 250 rpm,

esto permite mejorar el suministro de aireacidn (23,29).

Figura 2: Morfologia macroscopica Figura 3: Morfologia macroscdpica
de Nocardia sp. Figura tomada de de Streptomyces sp. Figura tomada
Mikami et al., 1989 (37). de Microbe Beta World, 2012 (38).

2.2.1.3. Distribucion Ecolégica

Los actinomicetos son microorganismos unicelulares, que al igual que las
mixobacterias, se encuentran abundantemente en el suelo (36), no obstante, también
estan presentes en aguas estancadas, aguas marinas y aguas dulces (39), asi como en el
aire, estiércol, fangos de rios, y, generalmente, en zonas donde se produce la
descomposicidn aerdbica de restos vegetales
(40). Los principales géneros de actinomicetos que son aislados son Streptomyces,

Micromonospora y Nocardia (41).
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Estos microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en el suelo y
bajo condiciones extremas se genera una ligera reduccion de la poblacion. El tamafio
de la poblacién depende de la naturaleza del suelo, asi como de algunas caracteristicas
fisicas como el pH del ambiente y contenido de materia orgénica, pero es frecuente
hallarlos en suelos que son fértiles a una concentracion de 10° UFC g! de suelo seco.
Generalmente se logran aislar actinomicetos de las superficies de los suelos y a
profundidades, aproximadamente, de 2 a 15 cm, mas alla de estos pardmetros decrece

considerablemente la cantidad de estas bacterias. (42).

Por otra parte, los actinomicetos pueden estar presentes en los seres humanos
como colonizadores normales de la vagina, colon y boca, o también como patdgenos

oportunistas, principalmente en la cavidad bucal (43,44).

2.2.1.4. Actividades Bioldogicas

La degradacién de la materia orgénica en el suelo se lleva a cabo, en gran parte,
por los actinomicetos, gracias a la diversa variedad de enzimas extracelulares que
producen (ligninoliticas e hidroliticas) y por la capacidad, de estas bacterias, de
descomponer compuestos recalcitrantes derivados de la mineralizacion de la materia
orgénica en el suelo. Ademas, estos microorganismos cumplen un rol esencial en la
mineralizacion del nitrégeno y carbono (30), dentro del cual, géneros como Frankia y
algunas cepas de las familias Micromonosporaceae y Thermomonosporaceae han

demostrado ser fijadoras de nitrogeno atmosférico (23,45). Asi mismo, los
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actinomicetos también son capaces de secretar sustancias antibidticas como la

estreptomicina y tetraciclina (30).

2.2.1.5. Clasificacion Taxonomica

Los actinomicetos pertenecen al phylum Actinobacteria, clase I Actinobacteria,
subclase V Actinobacterdae y orden Actinomicetales que se divide en subordenes,

familias y géneros. (23, 35,46).

Tabla 1: Clasificacion taxonémica de los subdrdenes y principales familias y géneros

de los actinomicetos.

Suborden Familia Géneros
Micromonosporineae Micromonosporaceae Micromonospora
Actinoplanaceae Ampullariella
Planobispora
Actinoplana
Planomonospora
Streptosporangium
Dactilosporangium
Spirillospora
Frankineae Frankiaceae Frankia
Geodermatophilaceae Geodermatophilus
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Sporichthyaceae Sporichthya
Pseudonocardineae Pseudonocardiaceae Actinosynnema
Saccharopolyspora
Streptomycineae Streptomycetaceae Streptomyces
Streptoverticillium
Corynebacterineae Nocardiaceae Nocardia
Rhodococcus
Micropolyspora
Chainia
Elytrosporangium
Intrasporangium
Kitasatoa
Microellobisporia
Mycobacteriaceae Mycobacterium
Corynebacteriaceae Corynebacterium
Micrococcineae Micrococcaceae Micrococcus
Arthobacter
Microbacteriaceae Microbacterium
Dermatophilaceae Dermatophilus
Actinomycineae Actinomycetaceae Actinomyces
Agromyces
Arachnia
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Bacterionema
Bifidobacterium
Rothia
Propionibacterineae Propionibacteriaceae Propiobacterium
Nocardioidaceae
Streptosporangineaea | Thermomonosporaceae Thermomonospora
Actinomadura
Microbispora
Microtetraspora
Saccharomonospora
Thermoactinomycetaceae Thermoactinomyces
Glycomycineae Glycomycetaceae Glycomyces

Existen diversos criterios de clasificacion que también se han utilizados para

los actinomicetos como:

a) Quimiotaxonomia: Consiste en el estudio de la composicion de la pared
celular, tales como el tipo de peptidoglicano que presenta, el tipo de
isomeros de acido diaminopimélico, el tipo de azicares, el patrén de los
fosfolipidos y 4acidos grasos de la membrana, el contenido y tipo de 4cidos
micolicos, el contenido en el material genético de Guanina y Citocina

(mol%: porcentaje molar de G+C). (23,47,48).
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b) Fagotipificacion: Se basa en aprovechar la especificidad de los actinofagos
por el hospedero, consiguiéndose identificar el género, e incluso la especie.

Este criterio es principalmente para Streptomyces sp. (49).

c) Otros criterios: La serologia, las pruebas bioquimicas (empleadas para una
rapida identificacion) y las pruebas de detecciéon de enzimas bacterianas

mediante el desarrollo de sustratos cromogénicos y fluorogénicos (48).

d) Métodos moleculares: Es un criterio utilizado para una mejor clasificacion,
debido a que existen aislamientos bacterianos que no concuerdan con los
patrones de identificacion. Por tal, el empleo de estas herramientas para
analizar los genomas de las bacterias ha sido un gran aporte para la
taxonomia bacteriana (50). Las técnicas moleculares han resultado siendo a
la fecha un método exacto y confiable, por cuya razén se describe sus

fundamentos a continuacion.

Los ribosomas son estructuras macromoleculares complejas y especializadas
que se encuentran ubicados en el citoplasma, empleados por los organismos para la
sintesis de proteinas. Esta estructura, de acuerdo al coeficiente de sedimentacién, se
divide en 2 tipos: ribosoma 80S y 70S, siendo este ultimo tipico de procariotas,
mientras que el 80S corresponde a eucariotas. El ribosoma 70S puede desintegrarse en
2 subunidades disimiles de tamaio: 50S y 30S (51). La subunidad mayor 50S presenta

31 proteinas diferentes y dos moléculas, una de ARNr 23S y otra de ARNr 5S; en
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cambio la subunidad menor 30S contiene 21 proteinas diferentes y una molécula de

ARNTr 16S (52).

Los ribosomas son muy importantes para una correcta funcidén celular e
interaccionan con varias moléculas, entre las cuales se encuentran el ARN de
transferencia (ARNt) y el ARN mensajero (ARNm). El ARNr es considerado la base
de los estudios filogenéticos debido a que presenta secuencias elevadamente
conservadas. Estas estructuras primarias contienen sitios alternados con una baja y alta
variabilidad, es decir, los sitios con secuencias conservadas poseen informacion sobre
los sucesos evolutivos més recientes, mientras que los sitios con secuencias variables

presentan informacidn filogenética de bajo nivel (53).

La subunidad 23S y 16S son considerablemente grandes y en consecuencia
poseen informacién que permite realizar comparaciones de suma importancia. Para
estudios filogenéticos y taxonomia bacteriana, la macromolécula mas utilizada es el
ARNTr 16S, debido a su facil manejo en la experimentacidén en comparacion con el 23S
(54), ademas presenta en su secuencia, sitios elevadamente conservados y otros
variables, y posee una baja tasa de mutaciones. Muchas secuencias se encuentran
registradas en bases de datos, los cuales permiten una identificacion de los sitios con
secuencias conservadas a través de alineamientos (55). Debido a los sitios conservados
y variables se puede determinar las relaciones filogenéticas que hay entre taxas
distantes o cercanas, incluso se puede definir las categorias taxondémicas a las que

pertenecen los microrganismos estudiados como el dominio, division, familia, clase,
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orden, género y especie (23,56). Los actinomicetos, a diferencia de los cocos gram
positivos y los formadores de endosporas, constituyen filogenéticamente una

subdivision del dominio bacteria (Figura 4 y 5).

Eukaryote
Eubacteria E

\chinomycetes

\'
ﬁ"
..
",
Cranarchaecta
Euryarchancts

Horrelia burgdorferi
\ Chiamydia preumoniae

Mycobacterium fuberculosis
Corynebacterium diphtherize
Carymebacterinm glutemicum

Staphylococeus anrvi
Streplococcws paemmoniee
Clostridium tetami

Livteria monocylogenes

Escherichia coli
Haemwophilus influenzae

Psendomonas aeruginga

Figura 4: Arbol filogenético de organismos. Figura tomada de Kitasano University,

2007 (57).
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FAMILIES SUBORDERS ORDERS
Micromonosporaceae 3 Micromonosporineae |
Frankiaceae .
Acidothermaceae
Sporichthyaceae Frankineae
Geodermatophilaceae
Microsphaeraceae .
Pseudonocardiaceae 2 Pseudonocardineae
Streptomycetaceae 3 Streptomycinede
Nocardiaceae 7
Gordoniacear
Mycobacteriaceae Conynebacterineae
Dietziaceae
Tsukamurellaceae
Corynebacteriaceae &
Intrasporangiaceae 7
_ﬂ_—— Dtn-n;aba‘macm Actinomycetales
lonesiaceae
Brevibacteriaceae
Dermatophilaceae Micrococcineae
Micrococcaceae
Promicromonosporaceae
Cellulomonadaceae
Microbacteriaceae J
Actinomycetaceae J Actinomycineae
Propionibacteriacea ] Propionibacterineae
Nocardioidaceae
Streptosporangiaceae
Thermomonosporaceae ] Streptosporangineae
Nocardiopsaceae
Glycomycetaceae I Glycomycineae =
Bifidobacteriaceae =il Bifidobacteriales
Acidimicrobiaceae ] Acidimicrobiales
Coriobacteriaceae o Coriobacteriales
Sphaerobacteraceae g Sphaerobacterale
Rubrobacteraceae __| Rubrobacterales

Figura 5: Arbol filogenético de la Clase Actinobacteria basado en el estudio de

ADNr/ARNr 16S. Figura tomada de Stackebrandt et al., 1997 (58).

Cabe mencionar que la clasificacion de los actinomicetos ira desarrollandose
con la generacion de técnicas nuevas que permitan una clasificacion mas rapida y

exacta.
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2.2.1.6. Aplicaciones Biotecnolégicas

Los actinomicetos son un grupo microbiano que desde tiempos remotos hasta
la actualidad han sido y siguen siendo estudiados para definir sus posibles impactos
positivos en distintas dreas biotecnolégicas como la industria alimentaria, la industria
farmacéutica, la medicina, la agricultura, la biorremediacion, entre otros, y esto a causa
de su capacidad de producir sustancias con actividad biologica de suma importancia e

utilidad para el hombre (59).

Uno de los retos de la tecnologia y la ciencia ha sido y es producir alimentos
cada vez con menos empleo de compuestos quimicos potencialmente contaminantes
como los pesticidas. Una alternativa es el empleo de la biotecnologia, y particularmente
de los actinomicetos. En el caso de la medicina y veterinaria se demanda nuevos
antibidticos activos contra microorganismos patdgenos resistentes, y han sido los

actinomicetos una buena opcidn para este tema.

Los grupos microbianos mas prolificos, en cuanto a la produccién de
antibidticos, han sido los actinomicetos y hongos filamentosos; sin embargo,
histéricamente, los actinomicetos han producido la mayoria de los antibidticos
existentes (59). Este es el caso del género Streptomyces, este género produce 60
antibidticos entre los cuales estin la estreptomicina, espectinomicina, neomicina,
tetraciclina, eritromicina, entre otros. Estos antibidticos inhiben a una gran diversidad

de microorganismos patégenos de diversas categorias taxondémicas. En el presente,
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debido a su importancia econdémica, los actinomicetos siguen siendo objeto de estudio
para la bisqueda de nuevas moléculas bioactivas pero en otros géneros (27,46). Con
respecto a la biorremediacion y al campo de la agricultura, los actinomicetos son
capaces de degradar herbicidas, pesticidas y moléculas organicas de excesiva
complejidad, ademds, son importantes en la mineralizaciéon de diversos materiales
organicos e incluso pueden degradar sustancias resistentes como la pectina, lignina,
queratina, latex y compuestos aromaticos (45,60). Adicionalmente permiten el control
biologico, la sintesis de fitohormonas, la resistencia a microorganismos patdgenos y la

mejor captacion de nutrientes y agua (13).

2.2.2. Metales Pesados y Ecosistemas

Existen varias maneras de definir el término “metal pesado”, una de ellas es
referida al ndmero atémico, es decir, los metales pesados son los que presentan un
nimero atdmico mayor a 20 (excluidos alcalinos y alcalinotérreos), mientras que otra
se refiere a los metales de densidad mayor a 5 g/cm3 (61). De manera estricta, y a partir
del enfoque quimico, se menciona que los metales pesados estin compuestos,
principalmente, por los metales de transicion, algunos metaloides, lantanidos

e actinidos (62).

Los metales pesados se dividen en 2 grupos: los micronutrientes u
oligoelementos y los metales pesados sin funcidén bioldgica conocida. Los

micronutrientes u oligoelementos son utilizados por los organismos en pequeias
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cantidades para poder desarrollar algunas actividades metabdlicas, por ejemplo:
arsénico, boro, cobalto, cromo, etc.; mientras que los metales pesados sin funcion
biolégica conocida, como su mismo nombre lo dice, son aquellos que no ejercen
funcién bioldgica alguna. Sin embargo, a partir de ciertas concentraciones los metales
pesados pueden ser peligrosos, produciendo disfunciones en los organismos por la

toxicidad causada, por ejemplo: cadmio, mercurio, plomo, etc. (63,64,65,66).

Los metales pesados estan presentes en la corteza terrestres como elementos
naturales y se encuentran en estado libre y de forma natural en algunos ecosistemas; no
obstante, pueden variar su concentracion y asimismo convertirse en metales toxicos,
representando un serio problema medio ambiental y alterando el equilibrio de los
ecosistemas (67). Entre los metales més toxicos destacan el mercurio (Hg), el plomo
(Pb), el cadmio (Cd), el cromo (Cr), el cobre (Cu), el manganeso (Mn), el niquel (N1),

el estafio (Sn), el zinc (Zn), el vanadio (V), entre otros (68,69).

La emision de los metales pesados al medio ambiente ocurre de manera natural
y/o antropogénica, perjudicando considerablemente los ecosistemas, lo cual es
evidenciado por el deterioro del entorno y la disminucién de la calidad de vida de los
factores bidticos e incluso llevdndolos eventualmente hasta la muerte. La causa
principal de esta emision es atribuida a las actividades antropogénicas como la industria
minera, los vertidos industriales, la actividad agricola, etc. (63,64,65,66,70,71). La mas
importante entre ellas, son las operaciones mineras (72,73,74), que a pesar de la

suspension de sus actividades, la emision de dichos metales persiste aun en el ambiente
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y esto puede perdurar durante cientos de afios. En el presente, nuestro entorno se ve
sumamente comprometido debido a que los agentes contaminantes han empezado a
incrementarse ampliamente por la disposicion y el empleo inadecuado de una gran
variedad de productos quimicos, utilizados para la explotacién de numerosos recursos
(plata, oro, cobre, etc.), perjudicando altamente la coexistencia entre el entorno y los
actores que lo habitan, siendo manifestado por las intensas alteraciones en la calidad

del suelo, aire, y agua de diversas regiones (75).

Debido a los diversos procesos mencionados anteriormente, los metales
pesados son abandonados como material de desecho y algunos de ellos se movilizan
por medio de masas de agua y/o de viento, generando problemas en el ambiente como
la contaminacién del agua, suelo y aire, y asi, acumulandose en las plantas y en los
tejidos organicos (76). Por ejemplo, los rios se ven afectados por el continuo
desemboque de las aguas residuales no tratadas, procedentes de diversos procesos
antropogénicos; mientras que las aguas subterraneas se encuentran contaminadas por
residuos industriales. Ademas, el mar también es contaminado ya que los desagiies que
terminan en este, contienen aguas acidas provenientes de la lixiviacién de metales
pesados. Adicionalmente, estos metales se encuentran formando parte de los
sedimentos en suspension en las aguas de los arroyos y rios, los cuales terminan como
sedimentos en los lechos de este dltimo, pudiendo llegar, incluso, hasta las aguas

subterraneas (77,78).
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Todos los metales pesados una vez liberados al medio ambiente, actdan y
generan efectos considerables, cada uno de diferente manera, permitiendo su distincién
entre ellos. Por ejemplo, en el caso del mercurio (Hg), su forma méis toxica es el
metilmercurio, es un complejo mercurial organico, que se forma mediante los procesos
de metilacion y asi, generando su caricter de potente neurotdxico. Se ha encontrado
que en los peces, un 40% de Hg tienden a bioacumularse en metilmercurio, haciéndolo

disponible para los animales y humanos (79).

Otro ejemplo es el cobre (Cu), el cual ingresa al medio ambiente por residuos
de los procesos industriales como electrodeposicidn, produccion de sulfato de cobre,
procesos metaldrgicos, procesos textiles, etc. Estos residuos contaminan las aguas
causando en los organismos dafios hepaticos e incidencia de enfermedades coronarias
(80). Ademas, por medio de la liberaciéon de este metal mediante la quema del
combustible, Cu se encuentra en el aire durante largos periodos, luego es depositado
por la lluvia, teniendo como destino final el suelo y agua, las cuales llegan a presentar

grandes cantidades de cobre (81).

Adicionalmente, el hierro (Fe) cuando se presenta a concentraciones mayores de
0.3 mg/L presenta un color amarillo y a partir de Img/L presenta un sabor amargo y
astringente, siendo evidencias de contaminacién y cuando ocurre la inhalacién de
polvos que contengan 6xido de hierro se puede originar neumoconiosis (siderosis) (82).
Este metal cuando se asocia con el oxigeno en un medio acuoso produce su carencia y

por lo tanto el ahogo de peces, plantas y organismos marinos que tanto la requieren.
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La fabricacién de hierro y acero originan cantidades enormes de aguas servidas y
emisiones atmosféricas, por lo que si todo esto no es tratado de una forma correcta

puede ocasionar la degradacion del suelo, agua y aire. (83).

Asimismo, el zinc (Zn) es otro metal contaminante del ambiente que es
adicionado durante las operaciones mineras, el proceso del acero y la combustién del
carbon. Cuando las aguas residuales no son depuradas satisfactoriamente se genera la
deposicion de fango contaminado con zinc en las orillas de los rios, incrementando la
acidez de las aguas, ademas, esta contaminacion afecta a los peces, ya que el zinc entra
en sus cuerpos produciendo la biomagnificacion en la cadena alimentaria. Por otro lado,
los suelos contaminados con zinc afectan significativamente la salud de los animales
puesto que absorben las elevadas concentraciones de dicho metal, a través de las
plantas empleadas para su alimentacidon. Ademas, el zinc es capaz de impedir diversas
actividades en los suelos, ejerciendo efectos negativos, principalmente, en las

actividades realizadas por los microorganismos y lombrices (84).

Por otra parte, el cadmio (Cd) es liberado al ambiente por la refinacién del zinc
(y ocasionalmente plomo), por la bioindustria del estiércol y por fuentes naturales como
la actividad volcénica y erosion de las rocas. El cadmio presente en ambientes acuéticos
se bioacumula en una variedad de especies como las langostas, peces, ostras, gambas
y mejillones. En el aire, el cadmio esta presente a causa de las frecuentes combustiones
de residuos urbanos y combustibles fésiles que se realizan, ademads, también puede

encontrarse en el suelo debido a que las aguas residuales que desembocan en este,
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contienen grandes cantidades de dicho metal. Una vez en el suelo, el cadmio representa
un peligro potencial para las plantas, ya que la materia orgénica presente lo absorbe
rapidamente. Esto repercute en los animales y humanos ya que son dependientes de las
plantas para su alimentacion, provocando que este metal sea acumulado en sus sistemas
bioldgicos, generando poderosos dafios. Los seres vivos que ingieren alimentos
contaminados con cadmio, manifiestan lesiones en el cerebro, higado y nervios,

ademds de una alta presion sanguinea (84).

Con respecto al plomo (Pb), existen muchos causantes de su emision al
ambiente, pero entre ellos destacan, principalmente, los procesos mineros y de
fundicion, las pinturas antiguas que presentan plomo y el escape de gases de
automoOviles que son generados por la intensa quema de combustibles de petroleo que
contienen tetraetileno de plomo (CHsCH:)4Pb. La contaminacién con plomo en los
seres vivos es llamada saturnismo, el cual es manifestado por calambres en el abdomen
asociados con vOmitos y nduseas, por dafios cerebrales, hepaticos y renales, y por
dolencias en la cabeza, estbmago y musculos. La deteccion del plomo en el sistema
corporal es realizada a través de un examen sanguineo y si el hallazgo de dicho metal

es elevado indica que no puede ser eliminado naturalmente por el organismo (84).

Todos estos metales han sido mencionados puesto que son considerados como

los mas toxicos para el medio ambiente, pero de la misma manera se podria citar otros

como el niquel, cromo, manganeso, vanadio, estafio, etc. Ademads, cabe mencionar que,
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generalmente, los metales pesados son liberados al ambiente por los procesos de

extraccion de los mismos (84).

2.2.3. Metales Pesados en Suelos Agricolas

La agricultura es una actividad humana que ha convertido al hombre de su
estado ndmada buscador y recolector de comida a sedentario dominador de la tierra y
productor de alimentos en niveles cuantitativos y cualitativos diferentes, con lo que se
ha convertido, con el tiempo, en un gran propulsor del desarrollo econémico y
sustentable para la humanidad. Sin embargo, esta transicion al sedentarismo ha
repercutido negativamente sobre el ambiente, generando peligros que afectan

considerablemente a los factores bioticos y abidticos (85).

El principal peligro que perjudica el ambiente y a sus actores es la constante
exposicion a una gran variedad de contaminantes, particularmente, a los metales
pesados. Esta exposicion, a parte de las causas naturales, se debe fundamentalmente a
la eliminacién descuidada e imprudente de los metales pesados al medio ambiente, los
cuales provienen de muchos procesos antropogénicos (86,87). A partir de esto, la
contaminacion ambiental por metales pesados ha sido considerada como un problema

de indole mayor, generando preocupacion en todas partes (88,89).

La contaminacién por metales pesados en areas agricolas se esta incrementando

(90) a causa de la deposicion de materiales de desechos procesados y sin procesar, que
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ha llevado a la lixiviacion persistente de metales pesados disueltos en los sistemas de
suelo y agua, por tal dichos metales han sido priorizados como principales
contaminantes debido a su eliminaciéon descuidada al medio ambiente (91). Esta
eliminacién ocasiona que los metales pesados sean emitidos al ambiente produciendo
la infertilidad del suelo (desmejoramiento de las propiedades quimicas, fisicas y
bioldgicas) y la contaminacién del agua, la cual es emplea para riego, afectando asi al
area agricola a través de la limitacion de la germinacion, crecimiento y desarrollo de

las plantas.

Los metales pesados para causar efectos negativos en los suelos agricolas deben
encontrarse a concentraciones mayores que los limites permisibles, pero estas elevadas
concentraciones no solo perjudican la germinacién, desarrollo y crecimiento de las
plantas sino que también ejercen un poderoso efecto sobre las poblaciones microbianas,
mediante la alteracion de su tamaiio poblacional, esto es definida como “polucién de

suelos” (92).

En los suelos, estos metales pueden encontrarse de varias formas, como iones
libres o disponibles, como compuestos de sales metélicas solubles, o bien, como
compuestos insolubles o parcialmente solubilizables tales como hidréxidos, 6xidos y
carbonatos (93). Cuando los metales pesados estan presentes en forma de iones libres,
afectan directamente a los organismo, bloqueando sus funciones biolégicas como la
inactivacion de varias enzimas esenciales y esto es causado por la capacidad de los

metales pesados de unirse al grupo sulfhidrilo (—-SH) de las proteinas (94).
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Otra causa a la que se le atribuye la contaminacidn en los suelos agricolas por
metales pesados es el empleo de fertilizantes quimicos, ya que al aumentar el contenido
de estos compuesto en el suelo, alteran las propiedades del mismo. Generalmente, los
fertilizantes contribuyen con el suelo mediante el enriquecimiento de nutrientes
esenciales que son requeridos para el dptimo rendimiento de las plantas, por ejemplo
los fertilizantes nitrogenados que contienen fosfato de amonio (NH4H2POy), nitratos
de amonio (NHsNO3), urea (CHsN20), nitratos de sodio (NalNQOs), etc. (95); sin
embargo, estos productos presentan impurezas que son residuos de metales pesados,
los cuales permanecen en los suelos volviéndolos infértiles y por tal perjudicando al

desarrollo y crecimiento de las plantas.

Existen 4 rutas diferentes que pueden seguir los metales pesados, una vez

incorporados en los suelos (96):

a) Permanecer en los suelos, mediante su fijacién por procesos de complejacion,
adsorcidn y precipitacion o disueltos en las soluciones de los suelos.

b) Integrar la cadena alimenticia a través de su absorcion por las plantas.

c) Ser volatilizados y asi formar parte de la atmésfera.

d) Moverse hacia las aguas subterrdneas o superficiales.

Los metales pesados presentan una importante caracteristica, no ser
biodegradables, por tal, esto les confiere su permanencia en el suelo por largos

periodos de tiempo; como consecuencia, estos se acumulan y se dispersan sin ningun
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inconveniente por una gran diversidad de ecosistemas (97). Los metales pesados
presentes en el suelo tienden a diseminarse ampliamente entre los compuestos de la
fase solida del suelo, ejerciendo una alta toxicidad sobre un sinfin de cultivos. Esta
diseminacién es caracterizada inicialmente por una retenciéon fugaz, seguida por
reacciones tardias, siendo todo esto dependiente de las caracteristicas del suelo, la

especie del metal y grado de tiempo e introduccidn (98).

2.2.4. Metales Pesados en Cultivos de Plantas

Algunos de los metales pesados son oligoelementos esenciales para el
crecimiento y nutricioén de las plantas, por ejemplo el zinc (Zn), manganeso (Mn),
hierro (Fe), cobre (Cu), entre otros, los cuales son indispensables en el proceso
fotosintético y la activacion enzimatica para el adecuado metabolismo de las plantas
(99), pero en concentraciones mds altas se convierten en toxicos y pueden interferir con
numerosas procesos biologicos (1). Del mismo modo, se consideran entre los metales
pesados los elementos no esenciales que se encuentran comunmente en los suelos
agricolas, como el cadmio (Cd), plomo (Pb) y el mercurio (Hg), y se sabe que causan
efectos nocivos en las plantas, afectando su germinacién, crecimiento y desarrollo

(3.4).

Las plantas absorben y acumulan una variedad de nutrientes mediante el empleo

de mecanismos especificos, sin embargo, durante estos procesos ciertos metales no
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esenciales pueden ser incorporados en las plantas a causa de la presencia de un
comportamiento electroquimico muy semejante con los elementos esenciales

requeridos por los vegetales para su 6ptimo desarrollo (100).

Generalmente, para que los metales pesados puedan integrar la cadena
alimentaria, primero deben ser absorbidos por las plantas, seguido por su acumulacién
en los mismos (101). Estos metales pesados presentes en suelos y aguas negras son
muy perjudiciales ya que suelen ser bioacumulados por las plantas. La bioacumulacion
se define como el incremento de la concentracion de un compuesto quimico presente
en un ser vivo por un periodo determinado, contrastada con la concentracion del mismo
compuesto presente en el entorno (102). Los procesos de absorciéon y acumulacion de
metales pesados tienden a depender, primeramente, de su desplazamiento para ir del
suelo hacia la raiz; segundo, de su movimiento a través de las membranas de las células
corticales presentes en la raiz; tercero, de su paso a partir de estas células hacia el
xilema, de donde estos metales se movilizan al tallo; por dltimo, el transporte de estos
metales desde las hojas a los tejidos de almacenamiento, los cuales son empleados por
el floema como alimento (tubérculos, semillas y frutos). Inmediatamente de la
absorcidon y acumulacion, los metales pesados presentes en las plantas, se encuentran
al alcance de los animales (ganado) y/o humanos, ya que son consumidos por ellos

como alimento (103).

Los metales, junto con el agua y otros nutrientes, son incorporados a las plantas

a través de las raices; ingresan a las células vegetales y son distribuidas en sus
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diferentes compartimentos a través de proteinas transportadoras presentes en las
membranas de cada compartimento subcelular. Sin embargo, estos transportadores no
suelen ser especificos para cada metal en particular, lo cual genera dos tipos de
inconvenientes: por un lado, que se incorporen metales nocivos para la planta y, por
otro, que la acumulacién en exceso de un metal limite el ingreso a la célula de otros.
Una vez dentro de la raiz, la capacidad para moverse de un metal y su sitio de depdsito
en la planta va a depender de las propiedades del metal, de la especie vegetal y de la
edad de la planta en el momento de la exposicion. En general, la raiz es considerada
como el principal acceso que emplean los metales para incorporase a las plantas,
ademds es ahi donde se acumula la mayor cantidad de metal y la alta movilidad de

muchos metales les permite moverse rapidamente hacia la parte aérea de la planta (6).

Las células rizodérmicas de la raiz poseen cargas negativas, las cuales son
conferidas por la presencia de polimeros tales como el grupo carboxilo del dcido
péctico y las diferentes proteinas enzimaticas y estructurales. Las cargas negativas
generan una interfase en equilibrio cuando se unen con las cargas positivas en la zona
rizosférica, como sucede con los cationes que son metalicos, por ejemplo el plomo
(Pb*?). Estos cationes, a través de la pared celular (la cual es hidrofilica y permite el
paso e intercambio i6nico), ingresan y se unen a las cargas negativas presentes en la
pared celular, y posteriormente son conducidos de manera radial, a través de la via
simplastica y la via apoplastica (7). La via apoplastica es la ruta de movimiento de
iones y otros por las paredes celulares y espacios intercelulares de las células de la raiz,

en cambio, la via simplastica es la ruta de movimiento a través del citoplasma

31



atravesando las células por medio de los plasmodesmos. Los plasmodesmos son
conexiones plasmaéticas entre células contiguas a través de las paredes que las separan,

permitiendo el movimiento de célula a célula (104,105).

En las zonas apicales jovenes no se encuentra desarrolla la Banda de Caspary,
por lo que el metal se transporta por la via apoplastica hacia el espacio vascular. Caso
contrario a lo que sucede con raices adultas, donde esta Banda se encuentra presente
debido a la diferenciacion de tejidos y el desarrollo de la exodermis y endodermis,
haciendo innecesaria la via apopléstica y promoviendo el uso de la via la simplastica
(106). La banda de Caspary se define como una capa impermeable compuesta por un
polimero llamado suberina, el cual tiende a extenderse ilimitadamente de manera
transversal y radial a todo lo largo de las paredes celulares de la endodermis (capa mas
interna de la corteza), formando un cilindro continuo sin espacios intercelulares entre
sus células debido a la unién entre si de estas por las bandas, imposibilitando el paso
de sustancias entre ellas; ademaés, es considerada una defensa frente al transporte pasivo

de metales pesados (107,108,109).

La absorcién foliar es otro mecanismo de ingreso de metales pesados a las
plantas. Algunos elementos traza pueden provenir de fuentes aéreas y tener un gran
impacto sobre las plantas, por lo cual también es importante controlar el uso de
fertilizantes foliares. Esta absorcion es dependiente de la penetracidn cuticular y de un
mecanismo de caricter metabdlico, el cual permite acumular grandes cantidades de

metales (110).
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La alta toxicidad que causan los metales pesados desde el punto de vista
quimico se debe a que estos presentan gran capacidad de adherirse a las moléculas
organicas. Esta toxicidad en los organismos vivos depende de las reacciones de los
metales con los ligandos, los cuales son fundamentales para que sean asimilados, y a
la vez, estos se encuentran en grandes cantidades en las células, ya sea como moléculas
individuales o integrando moléculas complejas. Asi mismo, es importante resaltar la
alta afinidad que poseen los metales pesados por los grupos carboxilos, sulfidrilos,
hidroxilos, fosfatos e radicales amino. Las reacciones ligando-metal pueden ser muy
dafiinas para las células, ya que ejercen accion sobre las proteinas, inhabilitando su
actividad o alterando su estructura proteica; ademds reemplazan elementos que son
requeridos por su metabolismo, ocasionando la sustitucion de las funciones (debido a
la semejanza con los elementos esenciales) y la interferencia de numerosas moléculas
(mediante la alteracion de su conformacidn y el bloqueo de sus grupos funcionales); y
por dltimo inducen el estrés oxidativo por la produccién de radicales libres o especies

reactivas del oxigeno (ROS) (5,6,7).

El estrés oxidativo genera dafios por la producciéon de ROS tales como los
radicales hidroxilos (OH), el peréxido de hidrégeno (H20») y el anion super6xido (O2"),
los cuales afectan crénicamente diversas moléculas como los lipidos, proteinas y dcidos
nucleicos, ademés de las membranas y el proceso fotosintético, siendo todo esto
atribuido al elevado poder oxidante que presentan estas especies. Los metales pesados
por medio de una gran variedad de mecanismos son capaces de inducir el estrés

oxidativo, por ejemplo, los metales pesados, como el cobre (Cu) y hierro (Fe), producen
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radicales hidroxilo mediante su participacién en las reacciones de Fenton y Haber-
Weiss, debido a la capacidad que presentan dichos metales de variar su estado de
oxidacion. En caso contrario, los metales pesados, como el plomo (Pb) y el cadmio
(Cd), que no son capaces de modificar su estado de oxidacioén, de forma directa no
intervienen en la produccién de ROS pero si causan alteraciones en los mecanismos de

defensas antioxidantes que presentan las células (6,111).

Otro inconveniente de estos metales es que perjudican el paso de electrones del
Ciclo de Calvin o de la cadena transportadora, dando como resultado que, a la presencia
de una elevada intensidad luminosa, el sistema fotosintético absorba grandes
cantidades de energia luminosa que la que normalmente se emplea en los procesos
metabolicos. Esto origina que el sistema fotosintético traslade esta energia absorbida
hacia los radicales de oxigeno, que son los unicos aceptores en el cloroplasto que se
encuentran disponibles. De esta manera se lleva a cabo la reaccion de Mehler y se
produce el anién superdxido, y éste a su vez genera perdxido de hidrégeno. Este tltimo
en grandes cantidades induce la produccion de radicales hidroxilo, los cuales son
potentes oxidantes de los 4cidos organicos que pueden fomentar la generacidn en
cadena de nuevos radicales de oxigeno, siendo para la célula elevadamente téxicos.

(7,111).

Sin embargo, las células vegetales emplean un mecanismo de defensa que, por

medio de la reacciéon de Oxido-reduccién glutation-ascorbato, producen enzimas
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antioxidantes: el super6xido dismutasa y la peroxidasa, las cuales se ven disminuidas

por la toxicidad de los metales pesados (112).

Las sintomatologias toxicas por los metales pesados en las plantas incluyen la
inhibicién de la germinacién y disminucién del desarrollo y crecimiento de estas;
conjuntamente, se ve afectado el crecimiento de las raices y hojas, en este ultimo
también puede producirse la necrosis (muerte en la punta de las hojas) y la clorosis
(amarillamiento de las hojas por la insuficiente clorofila) (6,111). Existen varios

estudios que reportan la toxicidad en las plantas por metales pesados

(113,114,115,116,117,118,119,120,121,122,123,124,125,126,127,128, 129).

2.2.5. Biofertilizacion Bacteriana

Actualmente, para lograr una agricultura rentable es necesario el empleo de
estrategias que ofrezcan una buena fertilidad del suelo y un 6ptimo crecimiento y
desarrollo de las plantas. Por tal una de estas estrategias involucra la aplicacion de
microorganismos capaces de ejercer efectos benéficos sobre el suelo y las plantas, es
decir, promoviendo el crecimiento y desarrollo de una gran variedad de cultivos (8).
Los beneficios que proveen los microorganismos que viven asociados a las plantas
resaltan el interés de su uso en cultivos y mejoramiento de técnicas agricolas. Asi
mismo, estos microorganismos que crecen asociados a la raiz de la planta, en la
denominada rizosfera, se encuentran relacionados con el incentivo del crecimiento

vegetal a través de una gran variedad de actividades. Entre éstas estan la mejora de la
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salud de las plantas, la estimulacién de los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes y la
mejora de la calidad estructural del suelo, aspectos importantes de la fertilidad del
mismo (24). La calidad estructural del suelo implica propiedades fisicas (espacio
poroso, retencion hidrica, densidad aparente, resistencia a la penetracion), propiedades
quimicas (provision de nutrientes esenciales) y propiedades bioldgicas (relacion del

suelo con los organismos).

Por lo mencionado anteriormente, es indispensable conocer los distintos
factores que participan en la regulacion de las actividades de los microorganismos,
vinculadas con el mejoramiento de la fertilidad del suelo y crecimiento de la planta.
Por tal motivo, las investigaciones se enfocan en buscar microorganismos capaces de
producir sider6foros, promover el enraizamiento, fijar nitrogeno atmosférico,
solubilizar el fé6sforo mineral no biodisponible, sinergismo con otros microorganismos,

entre otras (24).

Cuando una gran diversidad de plantas interaccionan con microorganismos
promotores de la germinacion y crecimiento vegetal, se habla de una relacion planta-
bacteria e incluso, de “helper bacteria”; por tal, esto conlleva a utilizar las bacterias
como buenos biofertilizantes. Los biofertilizantes son insumos que han sido
desarrollados con uno o varios microorganismos, que, de una forma u otra, benefician
a las plantas en diferentes aspectos mediante su aplicacién a semillas y/o parte

superficial de la planta o suelos, colonizando la rizésfera o la zona interna de la planta,
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y asi, promoviendo el crecimiento vegetal por el aumento de los nutrientes esenciales

y por el 6ptimo ambiente del suelo brindado.

Las plantas son influenciadas en su crecimiento por la participacion de algunas
bacterias, que son reconocidas como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) (9,10,11,12). Estas PGPR usan diversos mecanismos para beneficiar a las
plantas, los cuales son evidenciados por el incremento de la germinacién y el
crecimiento vegetal, colonizacidn de raices, sintesis de fitohormonas, solubilizacion de
fosfatos, fijacion de nitrégeno, control bioldgico, estimulaciéon de la resistencia a
patogenos y mejoramiento de la calidad estructural del suelo y captacion de nutrientes

y agua (13).

2.2.5.1. Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR)

Las rizobacterias beneficiosas, conocidas como PGPR, cumplen importantes

funciones  que  contribuyen con el crecimiento  vegetal, como

(130,131,132,133,134,135):

a) Ejercer un control biolégico contra los microorganismos patégenos a través de
una estimulacién de resistencia a estos o un efecto antagonista.
b) Incrementar el contenido de nutrientes mediante la fijacién de nitrégeno,

solubilizacién de fosfato, etc.
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c) Sintetizar hormonas de crecimiento vegetal (citoquinas, giberelinas, auxinas)
para contribuir a la colonizacién de raices mediante el aumento de la longitud
y densidad de los pelos radiculares, permitiendo asi una mejor captacion de

nutrientes y agua.

Las PGPR son capaces de interactuar con una variedad de especies vegetales e
encontrarse, usualmente, dentro de una gran diversidad de ambientes. Alguna de estas
PGPR son colonizadoras de la parte superficial de las raices y la interfase del suelo
adyacente, mientras que otras suelen ser bacterias endofitas, invadiendo el interior de

la planta (hojas, véistagos, frutos, raices, semillas, tubérculos, etc) (136).

Para que una bacteria sea reconocida como PGPR debe presentar 3 principales

caracteristicas (137):

a) Ser colonizadora de la raiz o/y del espacio adyacente
b) Subsistir y reproducirse dentro de los hébitats localizados en la zona superficial
de la raiz.

¢) Promover el desarrollo y crecimiento de las plantas

Las actividades de las PGPR se inician colonizando la raiz o la rizésfera y esto
ocurre gracias al fendmeno de la quimiotaxis, es decir, las bacterias son atraidas por
compuestos quimicos de los exudados que son secretados por las raices, permitiendo

la interaccién ente estas bacterias y la raiz de la planta. Entre estos compuestos
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podemos encontrar azicares (glucosa, arabinosa, fructuosa, maltosa, etc), aminoacidos
(asparagina, glutamina, arginina, etc), acidos organicos (4cido mélico, dcido ascérbico,
acido acético, acido succinico, etc), flavonoides, fenoles, carbohidratos, dcidos grasos,
alcaloides, entre otros (138, 139,140,141,142). Existe una gran variedad de bacterias
que son catalogadas como PGPR: Streptomyces sp., Azospirillum sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Azotobacter sp., Arthrobacter sp., Micrococcus  sp.,
Microbacterium sp., Agrobacterium sp., Xanthomonas sp., entre muchas mas

(9,135,143,144,145,146,147,148).

2.2.5.2. Mecanismos de Accion de las PGPR

El efecto positivo que otorga las PGPR a las plantas esti regulada por el empleo
de dos mecanismos: directo e indirecto, o también por la combinacién de ambos. El
mecanismo directo consiste en suministrar nutrientes necesarios para el desarrollo de
la planta o contribuyendo con la asimilacion de nutrientes solubles presentes en el
suelo; mientras que el indirecto se basa en disminuir, e incluso eliminar, la presencia
de microorganismos patdgenos (nematodos, bacterias y hongos), y asi evitar y controlar
los efectos negativos provocados por estos. Como consecuencia de esto, algunos
autores tienden a agrupar a las PGPR en PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria) y

PGPB-Biocontrol (148,149,150,151,152,153,154).
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i

Directo:

Los mecanismos directos son (134,153,154,155):

a)

b)

Solubilizacion de fosfato: En el suelo se encuentran formas insolubles de
fosforo organico e inorganico, lo que los hace deficientes para las plantas,
ya que no pueden ser asimilados y participar en los procesos biologicos,
perjudicando a la planta considerablemente. Por tal la participacion de las
bacterias es primordial para resolver esta situacion, permitiendo el paso del
fosforo insoluble a soluble para que asi puedan ser utilizado por las plantas.
Estas bacterias realizan esta actividad mediante la produccion de 4cidos
organicos y agentes quelantes para solubilizar el fosforo inorgénico;
mientas que para la solubilizacién del fésforo organico se da por accién de

la enzima fosfatasa (mineralizacion) (156,157,158,159).

Fijacion de nitrégeno: Este elemento es muy requerido para las
actividades metabolicas pero su disponibilidad es limitante en el suelo, de
tal forma que el desarrollo y crecimiento de las plantas se ven afectas por
esto. Sin embargo, existe una alternativa bioldgica para este inconveniente,
que es el empleo de bacterias capaces de convertir el nitrogeno molecular

atmosférico a amonio por medio de la enzima nitrogenasa (160,161,162).
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¢) Produccion de fitohormonas: Este es la actividad por excelencia que
realizan estas bacterias, debido a la produccién de una gran variedad de
sustancias organicas que promueven el crecimiento vegetal como las
auxinas, giberilinas, citoquinas, entre otras, las cuales permiten las
formacidn y desarrollo de la raiz, la maduracion de los frutos, la florescencia,
la germinacion, etc. Las sustancias mas importante, tipica y esencial es el
acido indol-acético (AIA), un tipo de auxina, debido a su destacada
actividad en diversos procesos como la division, elongacién y diferencian
celular, lo cual repercute de manera positiva en las raices, hojas, frutos y

otros 6rganos (163,164,165).

Dependiendo del tipo de bacteria, estas pueden emplear un solo o muchos
mecanismos para ejercer su accion beneficiosa sobre las plantas, las cuales pueden ser
estudiadas por diversas pruebas como el anélisis morfoldgico de la parte aérea (hojas)
y superficial (raiz) de la planta, anélisis de la condicidn nutricional de la planta, ensayos

a nivel quimico y bioldgico, entre otros (166).

ii. Indirecto:

Los mecanismos directos son (134,167,168,169)

a) Produccion de siderdforos: Este tipo de mecanismo consiste en la

producciéon, por parte de las PGPR, de unos metabolitos llamados
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b)

d)

e)

sider6foros, los cuales ejercen su acciéon contra los microorganismos
patogenos. Estos metabolitos son secretados con el fin de quelar el hierro
presente (Fe™), debido su alta afinidad por este ion, trayendo como
consecuencia la escasez de este elemento requerido para el desarrollo de

estos patdgenos (170,171,172).

Producciéon de sustancias antimicrobianas: Se basa en la sintesis de
varias moléculas que son de accion antiftingicos, los antibioticos, capaces

de suprimir a los microorganismos patogenos (173).

Produccion de enzimas: Las bacterias pueden producir enzimas liticas
para contrarrestar a los patdogenos como las glucanasas, quitinas y proteasas,

los cuales alteran la pared celular del hongo (174).

Competencia: La capacidad que presentan estas bacterias de desplazar a
una infinidad de patégenos, por su potente colonizaciéon en la zona

rizosférica (163).

Hidrélisis de moléculas patogénicas: Es la degradacion o alteracion de los
compuestos producidos por los patégenos como el acido fusérico, entre

otros mas (175).
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f) Induccion de la resistencia sistémica: Es la produccion de compuestos por
las PGPR, como el acido salicilico, sider6foros y lipopolisacaridos, que
estimulan la resistencia de las plantas a patégenos, mediante la sintesis de

otros compuestos de defensa como las fitoalexinas (130,176).

El empleo conjunto de ambos mecanismos contribuye satisfactoriamente al
desarrollo y crecimiento de las plantas, incrementando la densidad y longitud de las
raices, asi como de las hojas, frutos, flores, etc, lo cual permite asi una alta
productividad hasta del 50% en diversos cultivos de gran interés economico (papa,

tomate, orégano, maiz, soja, trigo, etc) (177).

2.2.5.3. Controladores de Estrés (Metales Pesados)

Al ser organismos sésiles, las plantas tienden a enfrentar un gran ndimero de
perturbaciones que generan un ambiente variable y poco predecible. Existen dos tipos
de factores responsables de la alteracion ambiental: los bidticos y los abidticos. Se
consideran factores bioticos a los organismos vivos presentes en el suelo; mientras que
los abidticos incluyen a la temperatura, la concentracion de CO», la disponibilidad de
agua y las caracteristicas del suelo (salinidad y presencia tanto de metales pesados

como de micro y macro nutrientes, entre otras) (150).

Por tal, el empleo de microorganismos capaces de tolerar estas condiciones de

estrés (principalmente la presencia de metales pesados) y, a la vez, estimular el 6ptimo

43



desarrollo y crecimiento de las plantas, son numerosos. Entre los cuales destacan y
tienen una atenciéon especial las PGPR, quienes interactian con los suelos
contaminados con metales pesados (suelo infértil) y consideradas buenos
biofertilizantes (178). El uso de microorganismos que colonizan la rizésfera
(rizobacterias) ha causado un particular interés como una alternativa para biorremediar
y secuestrar sustancias téxicas presentes en el suelo (179), empleandolos como una
herramienta para la recuperacion de suelos que se encuentran contaminados con
metales pesados especialmente (180,181). Esto contribuye al desarrollo y crecimiento
de las plantas, manifestado por un mayor crecimiento radicular, foliar, florescencia, etc.
(19), y ademés, con la limpieza de los suelos contaminados, volviéndolos fértiles

(178,182).

Como un indicador de la fitotoxicidad de metales pesados, varios autores
reportaron diversas formas de monitorear estos efectos, uno de ellos estid basado en la
germinacion, el crecimiento y el desarrollo de las plantulas (183,184,185). El principal
indicador util para evaluar el efecto benéfico por parte de las PGPR es el desarrollo
radicular de la planta (134), cuya medicion es conocida como PREP (Plant Root
Elongation Promotion) (187,188), la cual se ve favorecida en densidad y longitud por
las fitohormonas producidas por estas bacterias. La rapida colonizacién de las raices
(por propagaciéon de las raices laterales o elongacidén de la raiz primaria) resulta
beneficioso para la planta a medida que aumenta su capacidad de anclaje al suelo y con

ello la mejor captacién de nutrientes y agua (186). Existen infinitos estudios
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relacionados con las PGPR, que han permitido actualmente comercializarlas como

potentes biofertilizantes, debido a sus acciones beneficiosas en diversos cultivos (174).

Como ya se mencion6 en los apartados numéricos anteriores, los mecanismos
directos e indirectos cumplen funciones claves para promover el crecimiento vegetal, sin
embargo la literatura menciona otros posibles mecanismos destinados a sobrellevar las
condiciones adversas generadas por los metales pesados. El empleo conjunto de todos
estos mecanismos mejora la calidad estructural del suelo y la promocién evidente del
desarrollo y crecimiento vegetal, a causa de su complementacién unos con otros.
Asimismo, entre mas mecanismos empleen las PGPR, éstos la haran un inoculante reco-

mendable, por la gran cantidad de propiedades adquiridas (187).

Estos otros posibles mecanismos aplicados por las PGPR frente a este tipo de
perturbaciones son la produccién de compuestos quelantes de metales como los
sider6foros (14,15), adsorcién de los iones metdlicos en la pared celular,
almacenamiento intracelular de los iones metélicos que ingresan por el sistema de
transporte (16,17,18) y ademas, a través de la accion de la ACC desaminasa, enzima

que disminuye la biosintesis de etileno (19,189).

a) Adsorcion de iones metalicos en la pared celular: Es un proceso que

mediante interacciones fisicoquimicas permite retener iones metalicos en

la superficie de la célula bacteriana, lo cual es causado por la presencia de
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b)

c)

cargas negativas atribuidas a los grupos funcionales (hidroxilo, sulfhidrilo,

fosfato, carboxilo) presentes en los compuestos de la pared celular (190).

Almacenamiento intracelular de los iones metalicos: El secuestro
intracelular, mediante la unién a proteinas, es la acumulacién de metales
en el citoplasma de manera tal de prevenir la exposiciéon de componentes

celulares esenciales al mismo (191,192).

Produccion de siderdéforos: Estos compuestos sintetizados por las
bacterias ejercen su accidn sobre los metales por quelacion (14,15).
Particularmente, estos compuesto son muy afines al hierro, permitiendo su
eficaz captacion mediante enlaces covalentes y su formacion de complejos
(193), sin embargo también pueden secuestrar otros iones metilicos como
el zinc (Zn), niquel (Ni), cadmio (Cd), plomo (Pb), cobre (Cu), entre otros
(194). Existen varios tipos de sider6foros como hidroxamato, catecolato,
hidroxicarboxilato y el o-—cetodcidos (14) y mientras mas de estos

produzcan una bacteria més eficiente serd su accion.
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Figura 6: Estructura quimica de sider6foros. a) Catecolatos y b) Hidroxamatos.

Figura tomada de Neilands, 1995 (14).

d) ACC desaminasa: Un ambiente expuesto a condiciones de estrés,
particularmente por metales pesados, estimula la abundante sintesis de
etileno por parte de la planta, compuesto significativamente perjudicial
para las mismas por su efecto limitante en la promocion radical y por la
abscision y senescencia foliar, floral y frutal, conduciéndolo hasta su
muerte (195,196). Para contrarrestar esta situacion, las bacterias participan
mediante la produccidén de la enzima ACC desaminasa (4cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico), la cual hidroliza el precursor del
etileno, el ACC, transforméandolo en 2-oxobutanoato y NH3, y con esto
reduciendo los niveles los etileno y elevando la cantidad de amonio
disponible para las plantas (19,150). Esta enzima también es capaz de
enfrentar y aliviar otras condiciones de estrés: microorganismos patdgenos,

salinidad, hidrocarburos poliardmaticos, sequias, etc. (197).
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2.2.5.4. Actinomicetos como Biofertilizantes

En el area de la Biotecnologia Industrial y Ambiental, se ha registrado una
variedad de investigaciones sobre los actinomicetos que han incrementado los
conocimientos sobre ellos. Los propdsitos de estos estudios estan orientados a su posible
utilizaciébn como biofertilizantes y por ello se han caracterizado como PGPR,
confirmando sus propiedades beneficiosas para las plantas y los suelos. Los
actinomicetos han sido reconocidos como bacterias que desempefian una variedad de
funciones en los ecosistemas, entre las cuales se encuentra la mejora de la calidad
estructural del suelo y la sintesis de sustancias antagonistas para la inhibicién de
patégenos, como los antibidticos, siendo esta bacteria el productor principal de estos

24).

La literatura cientifica menciona diversas funciones que cumplen los
actinomicetos, las cuales también son realizadas por las PGPR, por este motivo se
consideran a estas bacterias dentro de este grupo, quienes ejercen beneficios sobre el
suelo y las plantas, contribuyendo asi con la actividad agricola (23,198,199). Entre estas
funciones se han descrito la sintesis de sideroforos (200,201), control bioldgico
(produccién de metabolitos antifiingicos y enzimas biodegradativas) (200,202,203), la
produccion de fitohormonas (204,205,206), la solubilizacion de fosfato (158,206,207),
la fijacion de nitrégeno (45,208), la descomposicidn de la materia organica por la accion

de enzimas extracelulares (209), entre otras.
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Entre todos los géneros de actinomicetos, el que més destaca es el género
Streptomyces debido a que ha sido reportado como potente colonizador de la rizésfera,
ejerciendo un control bioldgico contra microorganismos patégenos (hongos, bacterias,
parésitos, etc), produciendo moléculas extracelulares (sideréforos) y reguladores de
crecimiento (AIA) y promoviendo la nodulacién. Todos estos contribuyen con el
mejoramiento del suelo y favorecen de manera indirecta y directa el crecimiento

vegetal y (200).

Existen trabajos que reportan la buena capacidad biofertilizante de estas
bacterias, que contrarrestan este factor de estrés (metales pesados) como en Triticum
(210), Phaseolus vulgaris (204), Sparina densiflora (211), Brassica napus (212), Zea

mays (213), Rye grass (214), etc.

Por lo mencionado en los apartados anteriores, se conoce que los actinomicetos
poseen caracteristicas similares a las PGPR y como tales son consideradas una
potencial alternativa como biofertilizantes sin representar una amenaza para otros
microorganismos de la rizdsfera, contribuyendo asi al mantenimiento del equilibrio
rizosférico. Esto representa uno de los principales pilares de las investigaciones en el
campo de la Microbiologia del Suelo y la Interacciéon Planta—Microorganismo (24). En
la actualidad existen empresas biotecnoldgicas dedicadas a la venta de concentrados de
distintos microorganismos que favorecen la restauracion del suelo y el crecimiento de

las plantas, dentro de los cuales se encuentra el género Streptomyces.
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2.3. JUSTIFICACION

Actualmente existe informacién acerca de muchos microorganismos que
presentan capacidades especificas para mejorar la calidad de los suelos y asi favorecer
la productividad de los cultivos. Uno de estos son las pertenecientes al grupo de las
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) que tienen la funcién especifica de

mejorar los suelos y los cultivos vegetales por diversos mecanismos biofisicoquimicos.

Dentro de las PGPR se encuentran los actinomicetos capaces de fijar el
nitrogeno atmosférico, solubilizar los fosfatos, producir sider6foros, sintetizar
fitohormonas y realizar un control bioldgico; es de especial atencion su capacidad de
contrarrestar los efectos nocivos de los metales pesados presentes en los suelos
contaminados por mecanismos de adsorcion, acumulacion, produccién de agentes
quelantes y biotransformacién de los mismos. Estas actividades hacen de los
actinomicetos buenos biofertilizantes porque contribuyen a la recuperacion de la

fertilidad de los suelos y por tanto el rendimiento de los cultivos.

La presente investigacion se justifica porque a) es necesario identificar a los
metales pesados que pueden ser procesados y neutralizados por los actinomicetos, b)
es necesario cuantificar los niveles toxicos de los metales pesados tanto para las plantas
como para los mismos actinomicetos, c) es necesario verificar y confirmar la capacidad
descontaminante y promocién del crecimiento vegetal de los actinomicetos, d) la

informacion existente referente a ésta capacidad de los actinomicetos ha sido limitada,
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y e) contribuye al mejor conocimiento descontaminante y biofertilizante de estos

microorganismos que se traduce como una alternativa de solucién a la contaminacion.

Finalmente, el presente estudio como otros similares enriquecen el

conocimiento cientifico acerca de estos microorganismos que son un gran aporte al

campo de la Biotecnologia en el sector agricola y agropecuario.
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III. OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo busca determinar la capacidad biofertilizante de los géneros

de actinomicetos mediante su inoculacién en semillas de Lactuca sativa (lechuga) y

Medicago sativa (alfalfa) expuestas a metales pesados, evaluadas a través de la

germinacidn, desarrollo de la raiz y el crecimiento de las hojas.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar morfologicamente los géneros de actinomicetos aislados a partir

de minerales.

e Caracterizar bioquimicamente los géneros de actinomicetos aislados a partir de

minerales.

e Caracterizar molecularmente los géneros de actinomicetos aislados a partir de

minerales.

e Determinar la capacidad de resistencia de los géneros de actinomicetos a

metales pesados (Cu, Fe, Zn, Pb, Cd y Hg).
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Estandarizar el método de germinacién y crecimiento vegetal (desarrollo de raiz
y hojas) de las semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa)

con agua (d).

Determinar la capacidad de germinacién y crecimiento vegetal (desarrollo de
raiz y hojas) de las semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a los géneros de actinomicetos.

Determinar la capacidad de germinacién y crecimiento vegetal (desarrollo de
raiz y hojas) de las semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a metales pesados.

Determinar la capacidad biofertilizante (germinacion, desarrollo de raiz y
hojas) de los géneros de actinomicetos a través de su inoculacién en semillas
de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa) expuestas a metales

pesados.
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V. MATERIALES

Y METODOS
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5.2. Material Biologico

Para el presente trabajo, se utilizaron 24 cepas de actinomicetos, 4 de los cuales
han sido aislados en trabajos previos (215) y 20 fueron proporcionadas por el
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental, perteneciente al LID (Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo) de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia. Algunas de las 20 cepas han sido incluidas en un trabajo
previo (34). Las cepas fueron: 6b, 6¢, 6d, 6E1, 6E3, 11.1, 21, C2, El, F, F1, Frepl3,

Frepl4, Frepl5, Fe5, K1A, K1B, K2, X, YA4, Y16, AB5, AB7 y K4.

5.3. Caracterizacion Morfoldgica

5.3.1. Caracterizacion Macroscépica

Con el objeto de determinar las caracteristicas de cultivo de las cepas de
actinomicetos, estas fueron sembradas por agotamiento en diferentes medios de
cultivo: Agar Glicerol Extracto de Levadura (XGAL) (216), Agar Nutritivo (AN) (216)
y Agar Almidon de Sales Inorganicas (AAI) (217,242), adicionadas todas con Nistatina,
por ser un antimicoético eficiente contra hongos no deseados y contaminantes (Anexo
3). El AN es un medio de cultivo usado normalmente en rutina para todo
tipo de bacterias con propdsitos generales, es un medio artificial para el crecimiento de
actinomicetos (218). El medio XGAL y AAI fueron empleados debido a que permite

una buena esporulacion, facilitando la caracterizacién morfologia exacta de los
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actinomicetos (219). Se incubaron a 28°C de 7 a 14 dias en microaerofilia. Se
observaron las caracteristicas macroscopicas de cada una de las cepas crecidas en un
estereoscopio. Se tuvo en cuenta la produccion de pigmentos difusibles en los medios,
el aspecto de la colonia y el color de micelio aéreo (superficie) y de micelio del sustrato
(anverso) (35,219). Los resultados fueron comparados con las establecidas en el
Manual de Determinacidn Bacterioldgico de Bergey (35) y el Manual de Métodos para

Caracterizacion de Especies de Streptomyces (219).

5.3.2. Caracterizacion Microscopica

5.3.2.1. Coloracion Gram

La caracterizacion microscOpica de las cepas de actinomicetos se realizo
mediante la coloracién Gram para determinar a qué clase de Gram corresponde y si
estos actinomicetos presentan una forma filamentosa, esporulada o filamentosa
fragmentada en bacilos, cocos y cocobacilos (Anexo 3). Se observ6 con un aumento de
100X (35). Los resultados fueron comparados con las establecidas en el Manual de
Determinaciéon Bacterioldgica de Bergeys (35) y el Manual de Métodos para

Caracterizacion de Especies de Streptomyces (219).
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5.3.2.2. Laminilla en Plano Inclinado

Este método permitié observar el micelio del sustrato y aéreo, ademéas de los
propagulos formados. Las cepas de actinomicetos se sembraron de manera masiva en
los cultivos de AN, XGAL y AAI adicionadas todas con Nistatina (Anexo 3).
Simultdneamente se introdujeron en los medios de cultivo laminillas estériles (cubre-
objeto) con una inclinacién de 45° aproximadamente con respecto a la superficie del
agar. Los medios de cultivo fueron incubados a 28°C de 7 a 14 dias en microaerofilia.
Luego las laminillas fueron retiradas con cuidado de los medios de cultivo y puestas
sobre un porta-objeto, agregindole una gota de cristal violeta como colorante de
contraste, que tife los micelios y filamentos de estas bacterias. Se observo con un
aumento de 100X (35,219). Los resultados fueron comparados con las establecidas en
el Manual de Determinacion Bacterioldgica de Bergeys (35) y el Manual de Métodos

para Caracterizacion de Especies de Streptomyces (219).

5.4. Caracterizacion Bioquimica

La caracterizacion fisioldgica se realizd para evaluar las actividades
metabdlicas de las cepas de actinomicetos mediante diferentes pruebas, pero
previamente las cepas fueron sembradas en tubos con medio de cultivo de XGAL por
7 dias a 28°C en microaerofilia para su uso (35). (Anexo 3). Los resultados fueron

comparados con la establecidas en el Manual de Determinacién Bacteriologico de
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Bergey (35) y el libro The Prokaryotes A Hand Book on the Biology of Bacteria (248,

254).

5.4.1. Prueba de Rojo de Metilo y Voges Proskauer (RMVP)

Esta prueba se realiz6 con la finalidad de determinar la via que emplean los
microrganismos para fermentar la glucosa. Una es la via dcida mixta con la generacion
de productos finales &4cidos y la otra es la via butanodidlica que genera productos
finales neutros. Se emple6 10 puL del cultivo de cada cepa y se coloc6 cada una en dos
tubos con 5 ml del caldo RMVP (Anexo 3). Se incubaron a 28 °C por 7-14 dias.
Posterior a la incubacidn, se hizo uso de las soluciones indicadoras como reveladores
de la prueba, donde la generacion de productos finales acidos fue determinada por el
indicador rojo de metilo (via 4cida mixta), mientras que la generaciéon de productos
finales neutro (via butanodidlica) se realizé con alfa naftol e hidréxido de potasio. Se
colocé 3 gotas del indicador rojo de metilo a un tubo con cultivo bacteriano, mientras
que al otro tubo con cultivo bacteriano se coloc6 4 gotas del indicador KOH y 9 gotas
de a- naftol. Se consider6 como positivo para un via el desarrollo de un color rojo en

la superficie del medio.

5.4.2. Prueba de Citrato (C)

La prueba de citrato se realiz6 para determinar la capacidad de los

microorganismos de utilizar como unica fuente de carbono y energia, el citrato. Se
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empled 10 uL del cultivo de cada cepa y se coloco en tubos con 5 ml del medio Citrato
Agar (Anexo 3). Se incubaron a 28 °C por 7-14 dias. Se consideré como positivo el

viraje del color del medio a azul, indicando la alcalinidad del medio.

5.4.3. Prueba de Lisina Hierro (LIA)

La realizacion de esta prueba permitié determinar si los microorganismos son
capaces de producir la enzima lisina descarboxilasa, la cual al actuar sobre la lisina
produce una diamina llamada cadaverina. Se emple6 un asa en punta para la siembra
del cultivo de cada cepa, la siembra fue por puncién profunda en tubos con 5 ml del
medio Lisina Hierro Agar (Anexo 3). Se incubaron a 28 °C por 7-14 dias. Se consider6
como positivo mediante la presencia del color morado en el medio, el cual se volvio

alcalino, y negativo a un fondo amarillo, acidificando el medio.

5.4.4. Prueba de Hierro-Triple Azicar (TSI)

Esta prueba fue realizada con el objetivo de determinar si los microorganismos
presenta la capacidad de fermentar lactosa, sacarosa y glucosa. Se emple6 un asa en
punta para la siembra del cultivo de cada cepa, se pic6 el fondo y se extendi6 sobre la
superficie del medio Hierro-Triple Azicar Agar (Anexo 3). Se incubaron a 28 °C por
7-14 dias. Se consider6 positivo para la fermentacion de lactosa, sacarosa y glucosa el
viraje del color de todo el medio a amarillo, indicando la acidez en el medio (acido en

pico de flauta/ 4cido en la profundidad- A/A). El viraje del color a amarillo solo en la
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profundidad del medio fue positivo solo para la fermentacién de glucosa, indicando
acidez (alcalino en el pico de flauta/dcido en profundidad- K/A). La prueba fue
considerada negativa para la fermentaciéon de todos los azucares mediante la
continuidad del color rojo en el medio, es decir, no hubo viraje del color del medio,
indicando asi alcalinidad (alcalino en el pico de flauta/alcalino en la profundidad- K/K).
Adicionalmente, se consider6 también positivo para la produccién de gas la formacion
de burbujas o la rotura del medio y la produccion de 4cido sulthidrico fue evidenciada

por el ennegrecimiento del medio.

5.4.5. Prueba de Licuefaccion de la Gelatina

Con esta prueba se determiné la produccién de gelatinasas (enzimas de tipo
proteoliticas) por parte de los microorganismos, que licuan/hidrolizan la gelatina. Se
empled 10 uL del cultivo de cada cepa, los cuales fueron puestos en tubos con 5 ml del
medio Gelatina Agar (Anexo 3). Se incubaron a 28 °C por 7-14 dias. Luego, estos tubos
se colocaron en la refrigeradora por 20 minutos. Se considerd positivo el tubo donde el

medio se mantuvo liquido.

5.4.6. Prueba de Catalasa

Se realiz6 esta prueba con el objetivo de determinar si un microorganismo
presenta la enzima catalasa. Se colocd sobre una lamina portaobjetos gotas de H>O» al

3 %, y con un asa de siembra se tomd una pequefia cantidad de la colonia de cada cepa
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y se homogenizo con la gota de H>O». Se consideré como positivo, la reaccién que

libera burbujas de gas.

5.4.7. Prueba de Hidrolisis de Almidon

Esta prueba determind si los microorganismos pueden hidrolizar el almid6n por
enzimas amiloliticas. En las placas con el medio Almidon Agar (AA), se sembr0, con
un asa en aro, una linea del cultivo de cada cepa (Anexo 3). Se incubaron a 28°C por 7
a 14 dias. Posterior a la incubacidn, se hizo uso del lugol como revelador de la prueba.
Se adiciona el reactivo de lugol sobre las colonias. La formaciéon de una zona clara
alrededor de la colonia se considera como positivo para la prueba de degradacién de

almidon. La longitud de las zonas claras fue medida.

5.4.8. Crecimiento en Diferentes pH

Esta prueba fue realizada con el proposito de determinar si un microrganismo
es capaz de desarrollarse a diferentes pH. Se emple6 10 puL del cultivo de cada cepa,
las cuales fueron colocadas en tubos con 5 ml de medio XGAL (Jhonson et al., 2009),
con diferentes pH: 2.8, 4 y 7 (Anexo 3). El pH 7 fue considerada como control. Se
incubaron a 28°C por 7 a 14 dias. Se realiz6 dos repeticiones por tratamiento. Se evalud
el grado de crecimiento de las cepas: 3 (abundante), 2 (regular), 1 (escaso) y 0 (no hay

crecimiento).
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5.4.9. Crecimiento a Diferentes Niveles de Salinidad (NaCl)

Esta prueba se realiz6 para evaluar el desarrollo de un microorganismo a
diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl). Se emple6 10 uL de cultivo de
cada cepa, las cuales fueron colocadas en tubos con 5 ml de medio XGAL con NaCl
en diferentes concentraciones: 1.5, 5, 7y 10 % (Anexo 3). Se incubaron a 28°C por 7
a 14 dias. La concentracion al 0% fue considerada como control. Se realizé dos
repeticiones por tratamiento. Se consider6 como positivo los tubos donde se observo
crecimiento y se evalud el grado de desarrollo de las cepas: 3 (abundante), 2 (regular),

1 (escaso) y O (no hay crecimiento).

5.5. Caracterizacion Molecular

La caracterizacion molecular se realizd con el objetivo de identificar
molecularmente las cepas de genes 16S rRNA de actinomicetos. Para tal propdsito,
esta prueba se basd en la metodologia planteada por Miller et al. (1999) y Cook et al.

(2003) (220,221).

5.5.1. Extraccion de ADN

Para realizar la prueba de extraccidon del material genémico, las 24 cepas de
actinomicetos fueron previamente cultivadas en caldo XGAL e incubadas por 7 a 14

dias a 28°C (Anexo 3). Se tomaron 1.5 mL del caldo de cultivo en un tubo eppendorf
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(MCT-150-C Axygen® NY, USA) para luego centrifugar las células a 12 000 rpm por
5 minutos (Micro CL21 Thermo Scientific™ MA, USA). El sobrenadante fue
descartado y se agregé al pellet 500 uL de Buffer de Lisis (SDS 1%, 100 mM Tris-HCl

pH 8.0, 50 mM EDTA).

Posteriormente, el volumen resuspendido se trasladé a una matriz de lisis
FastPrep® Lysis Beads — Matrix F (MP Biomedicals® CA, USA) la cual fue sometida
a 6 ciclos de 20 segundos cada uno en un homogenizador de tejidos Thermo Sarvant
FastPrep® 120 Cell Disrupter System (GMIO Inc. MN, USA). Una vez terminado, la
matriz fue centrifugada por 5 minutos a 10 000 rpm y seguidamente el sobrenadante
fue colectado en un nuevo tubo eppedorf. Posteriormente se agregd 385 uL de una
solucion de acetato de potasio SM para luego incubar por 5 minutos en bafio maria a

65°C. Luego, el tubo se retird del bafio maria y se coloco por 5 minutos en hielo.

Inmediatamente a esto, se agregd 500 uL de cloroformo, se mezcl6 el volumen
total en MaxiMix™ | Vortex Mixer (Thermo Scientific™ MA, USA) por 5 segundos
y finalmente se centrifugé el tubo por 5 minutos a 10 000 rpm. El sobrenadante fue
retirado cuidadosamente (fase acusosa) y colocado en un nuevo tubo eppendorf. Se
agreg6 1 ml de isopropanol y luego centrifugado por 5 minutos a 10 000 rpm. Al pellet
obtenido se agregd 100 uL de etanol al 70% y de nuevo centrifugado por 5 minutos a
10 000 rpm, posterior a este paso se pudo visualizar el pellet de ADN adherido al fondo

del tubo.
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Finalmente, el sobrenadante fue descartado y el tubo se puso a secar a
temperatura ambiente hasta evaporar completamente el etanol. El ADN fue

resuspendido en 50 uL de Elution Buffer y guardado a -20°C (Anexo 4).

5.5.2. Evaluacion de la Integridad del ADN Extraido

Para la evaluacion de la calidad del ADN extraido se elabor6 una electroforesis.
Para ello se prepar6 un gel de agarosa al 1% en 100 mL buffer TAE 1X (Tris base
40mM, éacido acético 20mM, and EDTA 1mM). Adicionalmente se prepard una
dilucién del ADN obtenido (1:10 v/v) con buffer EB. Esta dilucién se evalud
paralelamente al ADN del stock. La carga para cada carril estuvo compuesta por 8 uLL
de agua PCR, 2 pL de buffer de carga ADN Gel Loading Dye (6X) (Thermo
Scientific™ MA, USA) y 2 uL de la muestra de ADN. Se consideraron muestras de

ADN vy sus respectivas diluciones.

Asimismo, con la finalidad de comparar cualitativamente la cantidad de ADN
se incluyeron controles de ADN de fago Lamda (10 ng/uL) (2800M Promega© WI,
USA) por 3 uL, 5 uL y 7 uL. Se incluy6 también el marcador de peso molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™ MA, USA). Finalmente, el gel se corrié a 80
V por 45 minutos en una camara de electroforesis horizontal Sub-Cell® Model 96 (Bio-
Rad© Laboratories CA, USA) y fue revelado en un transluminador con luz UV MS04

SmartView Transilluminator (Major Science® Inc. CA, USA) (Anexo 4).
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5.5.3. Seleccion y Validacion de Primers para la Amplificacion del Gen 16S.

Con la finalidad de caracterizar la diversidad de los géneros empleados en este
trabajo se amplificd el gen ribosomal 16S para su posterior andlisis filogenético, para
ello se revisé una variedad de trabajos que tuvieron como objetivo la identificacion
molecular de microorganismos pertenecientes al grupo de actinomicetos. Con esta
informacion fue posible comparar los primers empleados en estos ensayos y evaluar su
utilidad en esta propuesta. En el Anexo 4 se puede observar un listado de primers
universales reportados por distintos autores para el estudio del gen 16S y que fueron

usados en el desarrollo de este trabajo.

Los primers que fueron seleccionados para amplificar el gen 16S son: 8F (5’-AGA
GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) (222,223,224) y 1492R (5’-GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T-37) (225,226,227,228), los cuales permiten amplificar casi en su totalidad
este gen. Con los primers definidos se procedi6 a evaluar su especificidad por
BLASTOS y se predijo el tamafno del producto con la herramienta in silico PCR
amplification (229,230) cuyo algoritmo fue configurado para aceptar como maximo un
nucledtido de mismatch y consideré el genoma de Corynobacterium glutamicum como
referencia. Adicionalmente se incluy6 otras especies de actinobacterias en un segundo
andlisis para observar la estabilidad del producto en este grupo, de esta manera fueron
incluidas Frankia alni, Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis, Nocardia

brasilensis, Propinobacterium acidipropionici, Streptomyces albus.
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5.5.4. Amplificacion del Gen Ribosomal 16S por Reacciéon en Cadena de la

Polimerasa (PCR).

Con el ADN extraido de cada muestra se procedié a amplificar el gen 16S por
PCR, para este fin se utilizo el kit AmpliTaq™ (Applied Biosystems™ CA, USA) el
cual considera agua grado PCR, primer 8F (40 uM), primer 1492R (40 uM), Buffer
AmpliTag™ 1X, dNTPs (2.5 mM), MgCl, (2.5 mM), DMSO al 10% y 0.5 U/uL de

Taq Polimerasa AmpliTaq™.

El protocolo de PCR para este caso se desarrolld en el termociclador
LightCycler® 480 II (Roche© WI, USA) con una pre incubacion de 3 minutos a 94°C,
continuado por 33 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 52°C y 1 minuto y medio a
72°C, y un paso final de 5 minutos a 72°C, este ultimo permite que la extension de la
polimerasa abarque a los productos clonados en su totalidad. Este protocolo fue
establecido segin recomendaciones del fabricante. Los productos generados fueron
guardados a 4°C y luego evaluados por medio de una corrida electroforética en gel de

agarosa al 1% (Anexo 4).

5.5.5. Secuenciamiento de los Productos de PCR

Los productos de PCR de cada muestra fueron secuenciados por un servicio

tercerizado (Macrogen© MD, USA). Cada alicuota fue preparada para que cuente con
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el menos 50 ng/uL de ADN. Los primers universales seleccionados para el
secuenciamiento fueron 8F (5-AGA GTT TGA TMC TGG CTC AG), 1492R (5'-GGT
TAC CTT GTT ACG ACT T-3'), 337F (5'-GAC TCC TAC GGG AGG CWG CAG-
3"), 518R (5'-GTA TTA CCG CGG CTG CTG G-3"), 785F (5-GGA TTA GAT ACC
CTG GTA-3") y907R (5'-CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT-3"), estos también fueron
alicuotados y enviados a una concentraciéon de 10 uM con un volumen de 10uL para
cada caso. Algunos detalles adicionales de estos primers pueden observarse en el
Anexo 4. Los resultados de secuenciamiento fueron evaluados por BLASTnOS y
aquellos con un porcentaje de identidad mayor al 99% fueron considerados para el

posterior analisis filogenético (Anexo 4).

5.5.6. Analisis Filogenético

Con la informacién proporcionada por el secuenciamiento de cada muestra se
construy6 un dendograma basado en el algoritmo neighbor-joining unweighted pair
group arithmetic mean (UPGMA) con la finalidad de establecer grupos en base al
coeficiente de similaridad de las secuencias ingresadas (231,232). El dendograma fue
generado en el software Clustal W® (233,234) en el cual se alinearon las secuencias
por medio de la técnica de maxima parsimonia y considerado un bootstrap con valor
de 1000 para el remuestreo de los datos. Adicionalmente la secuencia del gen 16S de
la actinobacteria Bifidobacterium bifidum (GenBank: S83624.1) fue incluida como

referencia para la construccion del dendograma.
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5.6. Resistencia a Metales Pesados

Se evalu6 la capacidad de resistencia de las cepas de los géneros de
actinomicetos a metales pesados con el propdsito de establecer parametro de
concentraciones que puedan resistir estas bacterias, y asi mismo poder realizar el
estudio de biofertilizacidon, sometiendo a las semillas a las concentraciones de metales,

las cuales los actinomicetos puedan tolerar y desarrollar su capacidad biofertilizante.

La capacidad de resistencia de las cepas de actinomicetos a metales pesados fue
determinada por su crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de sulfato
de zinc (ZnS04.7H20), sulfato de hierro (FeSO4.7H>0), sulfato de cobre
(CuS04.5H20), cloruro de cadmio (CdCly), acetato de plomo (Pb(C2H30.)2.3H20) y
cloruro de mercurio (HgCl2). Se utilizaron concentraciones de 10, 50, 100, 200, 400 y
800 ppm de los iones metélicos presentes en los compuestos, las cuales se adicionaron
al medio Agar Glicerol Extracto de Levadura Agar (XGAL) (Anexo 3). Las placas con
el medio fueron divididas en 6 cuadrantes y en cada uno de ellos se coloc6 10 puL de
cada cepa. Se incubaron a 28°C por 7 a 14 dias. Se realizaron dos repeticiones por
tratamientos. Se evalu6 el grado de crecimiento de las cepas: 3 (abundante), 2 (regular),

1 (escaso) y O (no hay crecimiento) (34).
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5.7. Estandarizacion del Método de Germinacion y Crecimiento Vegetal de

las Semillas con Agua (d)

Se realiz6 un ensayo de germinacidn y crecimiento vegetal con los dos tipos de
semillas: Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa), y asi asegurar la calidad
de las semillas adquiridas y que el método empleado es adecuado para estas pruebas,

pudiendo pasar al estudio de interés.

Se tomaron 10 semillas de cada tipo de planta, las cuales fueron desinfectadas
y colocadas en placas Petri con papel filtro estéril (Anexo 3) (235,236,237). En una
placa se pusieron, con una pinza estéril, las semillas de Lactuca sativa (lechuga) y en
otra las de Medicago sativa (alfalfa), adiciondndoles 8 ml de agua destilada estéril. Las
placas se colocaron en un ambiente donde las semillas puedan obtener luz y asi poder
cumplir sus dos fases: luminosa y oscura. El desarrollo de las semillas fueron evaluadas
por un periodo de 7 a 14 dias. Los montajes de este ensayo fueron por triplicado. Las
variables a evaluar fueron la cantidad de semillas germinadas, la longitud de la raiz y

la cantidad de hojas desarrolladas (23,31).

69



5.8. Determinacion de la Capacidad de Germinacion y Crecimiento Vegetal

en Semillas Expuestas a los Géneros de Actinomicetos

Esta prueba fue realizada con la finalidad de determinar el efecto de la presencia
de los actinomicetos sobre la germinacidn y crecimiento vegetal en los dos tipos de

semillas: Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa).

Se prepararon los in6culos de cada cepa de actinomicetos, las cuales fueron
sembradas en caldo Glicerol Extracto de Levadura Agar (XGAL) e incubadas por un
tiempo de 7 a 14 dias (Anexo 3). 10 semillas de Lactuca sativa (lechuga) y 10 de
Medicago sativa (alfalfa) fueron esterilizadas (Anexo 3) (235,236,237) y luego
embebidas, por separado, en cada cultivo bacteriano por 30 a 45 minutos (Anexo 3).
Seguidamente de este paso, con el uso de una pinza estéril las semillas fueron retiradas
del cultivo y colocadas en una placa Petri con papel filtro estéril las de Lactuca sativa
(lechuga) y en otra las de Medicago sativa (alfalfa), agregandoles 8 ml del cultivo
bacteriano. Las placas se colocaron en un ambiente donde las semillas puedan obtener
luz y asi poder cumplir sus dos fases: luminosa y oscura. El desarrollo de las semillas
fueron evaluadas por un periodo de 7 a 14 dias. Los montajes de este ensayo fueron
por triplicado. Las variables a evaluar fueron la cantidad de semillas germinadas, la

longitud de la raiz y la cantidad de hojas desarrolladas (23,31,238).
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5.9. Determinacion de la Capacidad de Germinacion y Crecimiento Vegetal en

Semillas Expuestas a Metales Pesados

Esta prueba se realiz6 para establecer parametro de concentraciones de metales
pesados que puedan resistir estas plantas y asi mismo, determinar el efecto de los
mismos sobre la germinacién y crecimiento vegetal en los dos tipos de semillas:

Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa).

Se evaluo la capacidad de las semillas de germinar y crecer en presencia de
diferentes concentraciones de cobre (Cu), hierro (Fe), zinc (Zn), cadmio (Cd), plomo
(Pb) y mercurio (Hg). Se utilizaron concentraciones de 10, 50, 100, 200, 400 y 800
ppm. Se tomaron 10 semillas de cada tipo de planta, las cuales fueron desinfectadas
(Anexo 3) (235,236,237) y colocadas, con una pinza estéril, en una placa Petri con
papel filtro estéril las de Lactuca sativa (lechuga) y en otra las de Medicago sativa
(alfalfa), a las cuales se adicionaron 8 ml de cada concentracion de metal (Anexo 3).
Las placas se colocaron en un ambiente donde las semillas puedan obtener luz y asi
poder cumplir sus dos fases: luminosa y oscura. El desarrollo de las semillas fueron
evaluadas por un periodo de 7 a 14 dias. Los montajes de este ensayo fueron por
triplicado. Las variables a evaluar fueron la cantidad de semillas germinadas, la

longitud de la raiz y la cantidad de hojas desarrolladas (23,31, 239).
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5.10. Determinacion la Capacidad Biofertilizante de los Actinomicetos en

Semillas Expuestas a Metales Pesados

Se realiz6 esta prueba con la finalidad de evaluar el efecto de la presencia de
los actinomicetos sobre la germinacién y crecimiento vegetal en los dos tipos de
semillas: Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa), pero expuestas a un

factor stress de metales pesados.

Primero se prepararon los indculos de cada cepa de actinomicetos, las cuales se
sembraron en medio Tryptic Soy Broth (TSB) (Anexo 3) y se incubaron por un periodo
de 7 a 14 dias. 10 semillas de Lactuca sativa (lechuga) y 10 de Medicago sativa (alfalfa)
fueron esterilizadas (Anexo 3) (235,236,237) y luego embebidas, por separado, en cada
cultivo bacteriano por 30 a 45 minutos (Anexo 3). Seguidamente de este paso, con el
uso de una pinza estéril las semillas fueron retiradas del cultivo y colocadas en una
placa Petri con papel filtro estéril las de Lactuca sativa (lechuga) y en otra las de
Medicago sativa (alfalfa), agregandoles 8 ml de cada concentracién de metal (Cu, Fe,
Zn, Cd, Pb y Hg): 10, 50, 100, 200, 400 y 800 ppm y 8 ml de cada cultivo bacteriano
(Anexo 3). Las placas se colocaron en un ambiente donde las semillas puedan obtener
luz y asi poder cumplir sus dos fases: luminosa y oscura. El desarrollo de las semillas
fueron evaluadas por un periodo de 7 a 14 dias. Los montajes de este ensayo fueron
por triplicado. Las variables a evaluar fueron la cantidad de semillas germinadas, la

longitud de la raiz y la cantidad de hojas desarrolladas (23,31,188). Se usaron como
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controles las pruebas de las semillas con agua destilada, con actinomicetos y con

metales.

5.11. Conservacion de las Cepas de Actinomicetos

Se realizd la conservacion para mantener la viabilidad y la estabilidad genética
de las cepas para su empleo a futuras investigaciones biotecnoldgicas. Las cepas se
sembraron en tubos con medio Tryptic Soy Broth (TSB). Se centrifugaron a 3500 rpm
por 30 minutos. Se descartaron los sobrenadantes y los pellets se resuspendieron con
1.5 ml de TSB. Estos pellets fueron colocados en viales que contenian TSB y glicerol

al 10%. Los viales fueron almacenados a -20 y a -70 °C (240,241) (Anexo 5).

5.12. Analisis Estadistico

El analisis estadistico se aplico para las pruebas de germinacién y crecimiento
vegetal. Los datos que se obtuvo de las variables cuantitativas: cantidad de semillas
germinadas, cantidad de hojas desarrolladas y longitud (cm) de raiz, fueron registrados
en el instrumento de recoleccidon de datos, para después elaborar una base de datos en

el software estadistico STATA version 14.

Las variables cuantitativas se presentaron mediante la media (medida de
tendencia central) y el error estandar (dispersion adecuada). La evaluacion del efecto

de las concentraciones de los distintos metales y los distintos géneros de actinomicetos,
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asi como la interaccidén de los mismos, en la germinacidn y crecimiento vegetal fue
mediante el empled la técnica de ANOVA medidas repetidas. Previamente se evalud
el supuesto de normalidad mediante la prueba de Shapiro Wilk y el supuesto de
homogeneidad de varianzas mediante la técnica de Barlett. Debido a que se trabaj6 con
medidas repetidas, se realiz6 la correccion de los valores de p, mediante el estadistico
Box. Para realizar las comparaciones miltiples se emple6 la técnica de Dunnett. Las

pruebas estadisticas se aplicaron con un nivel de significacion (a) de 0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion Morfoldgica

6.1.1. Caracterizacion Macroscdpica

La caracterizacion macroscopica de las 24 cepas se evaluo a los 14 dias en
medios Agar Glicerol Extracto de Levadura (XGAL), Agar Nutritivo (AN) y Medio
Agar Almidon de Sales Inorganicas (AAI), hasta los 7 dias algunas cepas todavia no
habian presentado un desarrollo completo. Algunas cepas de actinomicetos presentaron
un aspecto pulverulento, mientras que otras fueron costrosas. Los actinomicetos
tuvieron un crecimiento lento y por tal requirieron 4 dias para empezar a presentar estas
caracteristicas, antes de ese tiempo eran ligeramente humedas y brillosas. La mayoria
de las cepas fueron capaces de esporular en los tres medios de cultivo, produciendo un
micelio aéreo pulverulento (83,3% en AN, 95,8% en XGAL y 95,8% en AAI), mientras
que el porcentaje fue muy bajo para las cepas que presentaron un aspecto costrosa
(16,7% en AN, 4,2% en XGAL y 4,2% en AAI). Todas las colonias de las cepas
presentaron una consistencia firme y una adherencia fuerte al sustrato. (Figura 7)

(Anexo 1: Fotos 1 y Anexo 2: Tablas 1, 2 y 3).
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Figura 7: Porcentaje de las cepas de actinomicetos basadas en el aspecto macroscopico
en Agar Nutritivo (AN), Agar Glicerol Extracto de Levadura (XGAL) y Agar

Almidén de Sales Inorganicas (AAI).

Las colonias de las cepas de actinomicetos lucieron una gran variedad de
colores en los tres medios, tanto en el micelio aéreo como del sustrato y ademas algunas
presentaron pigmentaciones. En el medio de cultivo AN, la mayoria de cepas (58,3%)
mostraron un micelio aéreo de color plomo/blanco, mientras que una menor porcion de
las cepas presentaron un color plomo (16,7%), crema (8,2%), blanco/crema/plomo
(4,2%), caramelo/plomo (4,2%), blanco/verde (4,2%) y blanco (4,2%). Por otro lado,
en la parte anversa, las cepas revelaron una diversidad de colores del micelio de sustrato
que variaron desde crema (75%), verde (16,6%), plomo (4,2%) hasta marrén (4,2%).

Con respecto a la pigmentacion, hubo produccién de pigmentos verdes (54,1%),
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marrones (4,2%) y rosados (4,2%), mientras otras no presentaron pigmentos (37,5%)

(Figura 8) (Anexo 1: Fotos 1 y Anexo 2: Tablas 1).
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Figura 8: Porcentaje de las cepas de actinomicetos basadas en la coloracion del

micelio aéreo, del micelio del sustrato y la pigmentacidon en Agar Nutritivo (AN).

En el medio XGAL, la mayor cantidad cepas presentaron un micelio aéreo de
color plomo/blanco (41,6%), seguido por micelio de color plomo (12,5%) y
blanco/crema (12,5%), mientras que una menor proporcién manifestaron colores como
crema (8,2%), blanco/rojo (4,2%), blanco/crema/plomo (4,2%), blanco/caramelo
(4,2%), caramelo (4,2%), blanco (4,2%) y crema/verde (4,2%). En la parte anversa, se

mostraron una gran cantidad de colores del micelio del sustrato tales como crema
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(58,3%), rojo (29,1%), plomo/rojo (4,2%), caramelo (4,2%) y blanco (4,2%). Por otra
parte, hubo presencia de pigmentos verdes (16,7%) y rojos (4,2%) en menor cantidad,

mientras que la ausencia de pigmentos en este tipo de medio prevalecié mas (79,1%)

(Figura 9) (Anexo 1: Fotos 1 y Anexo 2: Tabla 2).
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Figura 9: Porcentaje de las cepas de actinomicetos basadas en la coloracion del
micelio aéreo, del micelio del sustrato y la pigmentacion en Agar Glicerol Extracto

de Levadura (XGAL).

Con respecto al medio AAI, se encontré que las cepas presentaron micelios
aéreos de colores multiples, siendo el mas representativo el plomo (50%), después

plomo/blando (25%), blanco/verde (8,2%), verde (4,2%), plomo claro (4,2%),

78



plomo/marrén (4,2%) y blanco (4,2%). El micelio del sustrato de la gran mayoria de
cepas fueron cremas (58,3%), mientras que las demds revelaron colores como verdes
(12,5%), cremas/verdes (8,2%), caramelos (4,2%), blancos (4,2%), amarillos (4,2%),
crema/plomos (4,2%), y marrones (4,2%). Por otro lado, gran cantidad de cepas
tuvieron la capacidad de producir pigmentos verdes (70,8%), seguido por las marrones
(4,2%), sin embargo hubo una proporcidén que no presentaron pigmentacién (25%)

(Figura 10 y 11) (Anexo 1: Fotos 1 y Anexo 2: Tabla 3).
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Figura 10: Porcentaje de las cepas de actinomicetos basadas en el color del micelio
aéreo, del micelio del sustrato y la pigmentacion en Agar Almidon de Sales

Inorgéanicas (AAI).
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Figura 11: Morfologia a nivel macroscopica de la cepa 6¢ de actinomicetos a los 14

dias en medio de cultivo a) AN, costrosa con micelio aéreo crema, b) XGAL,
pulverulenta con micelio aéreo plomo/caramelo y c¢) AAIL pulverulenta con micelio

aéreo plomo/marrén. Observadas en el estereoscopio con un aumento de 2X.

Ademais, también se observo las diferentes formas de los bordes que presentan
las colonias de las cepas de actinomicetos, siendo las mas frecuentes el borde entero y
el irregular. En AN y AAI presentaron los 4 tipos de bordes (entero, irregular, entero
con anillos concéntricos y ondulados), mientras que en XGAL solo se presentaron 3
(entero, irregular y ondulado). En el medio AN, las colonias de la mayoria de las cepas
mostraron un borde entero (50%), al igual que en el medio XGAL (50%), sucediendo
todo lo contrario con el medio AAI (29,3%), en el cual el que predomino fue borde

irregular (54,2%) (Figura 12 y 13) (Anexo 1: Fotos 1 y Anexo 2: Tablas 1, 2 y 3).
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Figura 12: Porcentaje de las cepas de actinomicetos basadas en el tipo de borde en
Agar Nutritivo (AN), Agar Glicerol Extracto de Levadura (XGAL) y Agar Almid6n

de Sales Inorganicas (AAI.

Figura 13: Morfologia macroscopica de las diversas formas de los bordes de las
cepas de actinomicetos en el medio de cultivo AN a los 14 dias. a) Cepa 6E1, borde
entero con anillos concéntricos, b) Cepa 21, borde irregular, ¢c) Cepa K1B, borde
entero y d) Cepa Frepl5, borde ondulado. Observadas en el estereoscopio con un

aumento de 2X.
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6.1.2. Caracterizacion Microscopica

Esta prueba permitié identificar las caracteristicas morfolégicas a nivel
microscopico de las cepas de actinomicetos de acuerdo Manual de Determinacion
Bacterioldgico de Bergey (35) y en el Manual de Métodos para Caracterizacion de
Especies de Streptomyces (219). Todas fueron identificadas como bacterias Gram
positivas y presentaron estructuras miceliales con hifas ampliamente ramificadas no
fragmentadas con un gran numero de bacterias circundantes en forma de bacilos
ovalados en los tres medio de cultivo AN, AAIl y XGAL (Figura 14) (Anexo 1: Fotos

2).

Figura 14: Morfologia microscOpica de las cepas de actinomicetos por coloracidon
Gram. a) 6E1, b) 21 y c) K1B. Observadas en el microscopio con un aumento de

100X.

Por medio del empleo de la técnica de las laminillas se pudo identificar los
posibles géneros de actinomicetos luego de hacer una comparacion de las
caracteristicas registradas con las mencionadas en el Manual de Determinacion

Bacterioldgico de Bergey (35) y en el Manual de Métodos para Caracterizacion de
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Especies de Streptomyces (219). Se pudo determinar que las cepas de actinomicetos
corresponden al género Streptomyces, las cuales presentaron un micelio de sustrato no
fragmentado y un micelio aéreo con hifas de diferentes formas: flexibles, circulos,
espirales imperfectas y ganchos, con presencia de esporas (simples, en pares o en

cadenas cortas o largas) (Figura 15).
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Figura 15: Morfologia microscopica de las cepas de actinomicetos en laminillas.

a) AB7,b) C2, c) K4 y d) El. Observadas en el microscopio con un aumento de

100X.
6.2. Caracterizacion Bioquimica

Esta caracterizacién permiti6 determinar la actividad metabolica de los
actinomicetos. La gran parte de los actinomicetos tuvieron la capacidad de producir
diferentes enzimas como la lisina descarboxilasa (91,6%-LIA), catalasa (100%-
Catalasa) y amilasas (91,7%-Almidén), sucediendo todo lo contrario con la produccion
de gelatinasa (16,7%-Gelatina). Ademaés, se determiné que la mitad de las cepas
pudieron metabolizar la glucosa a través de la via dcido mixta (50%-RM), mientras que

la otra mitad lo hicieron por la via butanodidlica (50%-VP). Con respecto a la prueba
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del citrato, una parte minoritaria de los actinomicetos pudieron usar el citrato como
fuente de carbono y de energia para su desarrollo (16.7%-Citrato). Por otro lado,
algunas cepas fermentaron glucosa, lactosa y/o sacarosa (16,7%) al mismo tiempo y
acidificaron el medio, mientras que otras fueron negativas para estos tres tipos de
azucares (75%), manteniendo el medio alcalino, sin embargo hubo la capacidad de una
menor proporcién de cepas de fermentar solo glucosa, pero no lactosa y/o sacarosa

(8,3%-N/P). Algunas produjeron gas y acido sulfhidrico (Figura 16 y 17) (Anexo 2:

Tabla 4).
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Figura 16: Porcentaje de las cepas de actinomicetos basada en pruebas de actividad
metabolica. En la prueba de TSI, N/P: negativo para lactosa y/o sacarosa y positivo

para glucosa.
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Figura 17: Prueba de TSI de las cepas de actinomicetos. a) Pico 4cido/fondo 4cido -
A/A  (pico amarillo/fondo amarillo): YA4 y ABS5 fermentaron lactosa, sacarosa y
glucosa; b) pico alcalino /fondo 4dcido — K/A (pico rojo/fondo amarillo): 6E3 y 21 no
fermentaron lactosa solo glucosa; c) pico alcalino/fondo alcalino — K/K (pico
rojo/fondo rojo): 6B y K2 no son fermentadores de azucares y d) Ennegrecimiento del

medio: Frep 15 produjo 4cido sulfhidrico.

Sobre el crecimiento a diferentes pH, todas las cepas de actinomicetos fueron
capaces de crecer a los diferentes niveles de pH. Todas presentaron un abundante
crecimiento a pH 2,8 (100%) y 4 (100%), las cuales fueron comparadas con el control,

pH 7 (100%), demostrando una igualdad con respecto a su nivel de crecimiento (Figura

18) (Anexo 2: Tabla 5).
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Figura 18: Porcentaje de las cepas de actinomicetos que crecieron a diferentes

pH. Niveles de crecimiento, abundante; regular; poco y nulo.

Por otra parte, todas las cepas mostraron una tolerancia a las diferentes
concentraciones de NaCl estudiadas y esto fue manifestado por su nivel de crecimiento,
pero la relacion entre el nivel de crecimiento y la concentracion de NaCl fue
inversamente proporcional, ya que a medida que se elevaba la concentracion de NaCl,
el nivel de crecimiento disminuia. La mayoria de las cepas presentaron un crecimiento
abundante (83,5%) a 1,5% NaCl, muy similares con el control 0% NaCl, pero este tipo
crecimiento fue decreciendo hasta llegar a nulo en 10% NaCl. A partir de 5 % NaCl
para adelante, una gran parte de las cepas mostraron un crecimiento regular, sin
embargo el poco crecimiento de las cepas fue lo que prevalecié a 10% NaCl (62,5%).
A pesar que el crecimiento se hizo débil conforme al aumento concentracion de NaCl,
todas las cepas mostraron tolerancia a todas las concentraciones evaluadas (Figura 19)

(Anexo2: Tabla5).
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Figura 19: Porcentaje de las cepas de actinomicetos que crecieron a diferentes

concentraciones de NaCl. Niveles de crecimiento, abundante; regular; poco y nulo.

Con todos los resultados obtenidos y comparadas con las establecidas en el
Manual de Determinacion Bacterioldgico de Bergey (35) y el libro The Prokaryotes A
Hand Book on the Biology of Bacteria (248, 254), no se observo una clara uniformidad,
por lo cual se estima que podria pertenecer a diversos géneros. Por ejemplo, en el caso
de la prueba de licuefaccion de gelatina e hidrdlisis de almidon, las cepas que fueron
positivas pueden aproximarse a los géneros Nocardia, Actinomadura y Streptomyces,
mientras que las que fermentan azicares pertenecen a Actinomadura y Streptomyces.

Asimismo, las que dieron positivas para el resto de pruebas podrian ser Nocardia,
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Actinomadura 'y Streptomyces. Por todo esto, se requirié de técnicas moleculares parar

definir con claridad los géneros a los cuales pertenecen las cepas de estudio.

6.3. Caracterizacion Molecular

6.3.1. Evaluacion de la Integridad del ADN Extraido

Los productos de extraccion de ADN de las 24 cepas seleccionadas fueron
sometidos a una corrida electroforética en gel de agarosa al 1% para evaluar
cualitativamente el rendimiento del proceso de extraccion y la integridad del material
genético. Se observo en todos los casos que el tamafio del ADN extraido sobrepasaba

los 16 000 pb, lo que sefnala que se ha extraido una gran cantidad.

Las extracciones de 6E1, K1B, K4, 6E3, 21, Frepl5, 6C, F1, Frepl13, F, ABS
indicaron una ligera degradacidn que se pudo apreciar como un smearing en los carriles
que corresponden a estas pruebas, sin embargo a pesar de esta limitante la cantidad de

ADN es suficiente para realizar una amplificacion (Figuras 20 y 21).
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Figura 20. Evaluacién de la extraccion de ADN. Se observa los productos de
extraccion de las cepas seleccionadas enfrentados en una corrida electroforética en
gel de agarosa al 1%. El marcador de peso molecular (MW) usado fue 1 Kb Plus
DNA Ladder.
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Figura 21. Evaluacion de la extraccion de ADN. Se observa los productos de
extraccion de las cepas seleccionadas enfrentados en una corrida electroforética en
gel de agarosa al 1%. El marcador de peso molecular (MW) usado fue 100 bp DNA

Ladder.
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6.3.2. Validacion de Primers 8F y 1492R para la Amplificacion del Gen 16S

Los resultados del andlisis de PCR in silico mostraron que, considerando como
referencia el genoma de Corynobacterium glutamicum, Frankia alni, Micrococcus
luteus, Mycobacterium smegmatis, Nocardia brasilensis, Propinobacterium
acidipropionici 'y Streptomyces albus; todos representantes de actinobacterias, el
producto de PCR presenta un tamafio esperado de aproximadamente 1500 pb (Figura
22). El resultado de la simulacion respalda la seleccion de los primer 8F y 1492R para

la amplificacion de la region 16S y debe ser extrapolable a nivel experimental.
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Figura 22. Resultado del PCR in silico para la region 16S con los primers 8F y 1492R.
Se observa que para todas las especies de referencia se espera un producto de
aproximadamente 1500 pb. Corynobacterium glutamicum (1478 bp), Frankia alni
(1478 bp), Micrococcus luteus (1494 bp), Mycobacterium smegmatis (1495 bp),
Nocardia brasilensis (1495 bp), Propinobacterium acidipropionici (1494 bp) y

Streptomyces albus (1482 bp).
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6.3.3. Amplificacion del Gen 16S por PCR

Con la validacion in silico de los primers se procedié a desarrollar la PCR por
el kit AmpliTaq™ (Applied Biosystems™ CA, USA) para las 24 muestras
seleccionadas. El producto generado para todos los casos tuvo un tamafio de
aproximadamente 1500 pb de acuerdo a lo esperado. Los productos obtenidos fueron
evaluados mediante una corrida electroforética en un gel de agarosa al 1% (Figuras 23,
24,25y 26). Las muestras fueron agrupadas de manera aleatoria y evaluadas por PCR

en dias sucesivos.

Control ADN Fago A
(10 ng/pL)
&
& J ‘-}0 & N
MW & & § § & O o

Figura 23. Electroforesis de los productos de PCR de las muestras K4, K2, E1 y 6E1.
Los productos fueron evaluados en un gel de agarosa al 1% y enfrentados a un
marcador de peso molecular (MW) GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific
CA, USA). Los primeros 4 carriles de izquierda a derecha corresponden a controles

cualitativos con ADN de fago lambda en 40, 60, 80 y 100 ng respectivamente.
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Figura 24. Electroforesis de los productos de PCR de las muestras Frep15, FeS, YA4,
11.1, 6E3 y X. Los productos fueron evaluados en un gel de agarosa al 1% y
enfrentados a un marcador de peso molecular (MW) GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific CA, USA. Los primeros 3 carriles de izquierda a derecha
corresponden a controles cualitativos con ADN de fago lambda en 40, 60 y 80 ng

respectivamente.
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Figura 25. Electroforesis de los productos de PCR de las muestras 6C, F1, Y16,

Frepl14, 6b, 6d, Frep13, AB7 y K1B. Los productos fueron evaluados en un gel de
agarosa al 1% y enfrentados a un marcador de peso molecular (MW) GeneRuler
100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific CA, USA. Los primeros 3 carriles de
izquierda a derecha corresponden a controles cualitativos con ADN de fago lambda

en 40, 60 y 80 ng respectivamente.
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Figura 26. Electroforesis de los productos de PCR de las muestras K1A, C2, ABS,F y
21. Los productos fueron evaluados en un gel de agarosa al 1% y enfrentados a un
marcador de peso molecular (MW) GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific
CA, USA. Los ultimos 3 carriles de izquierda a derecha corresponden a controles

cualitativos con ADN de fago lambda en 40, 60 y 80 ng respectivamente.
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6.3.4. Secuenciamiento de los Productos de PCR

El secuenciamiento de los 24 productos de amplificacion correspondientes a las
cepas seleccionadas fueron proporcionados por la empresa Macrogen© para el
evaluaciones posteriores. La muestra E1 present6 gaps muy frecuentes en el output del
secuenciamiento, por lo que fue excluida del grupo de muestras usado en la

construccion del arbol filogenético.

6.3.5. Caracterizacion Molecular de las Cepas de Actinomicetos

El contraste por BLASTn© reconoci6 para las 24 cepas seleccionadas
indicando para todas ellas un alto porcentaje de identidad (>99%) a la regién 16S de
origen bacteriano. De esta forma se pudo corroborar la pertenencia de las cepas
evaluadas al grupo de actinomicetos. Tras este analisis se lograron identificar 2 géneros
entre las 24 cepas evaluadas, las cuales en su gran mayoria (6B, 6C, 6D, 6E1, 6E3,
11.1, 21, C2, E1, F, F1, Frepl3, Frepl4, Frepl5, K1A, K1B, K4, K2, X, YA4, Y16,
ABS5 y AB7) fueron afiliadas con el género Streptomyces representando el 95.83% del
total convirtiéndose en el género més abundante y en contraste se identificé a Fe5 como

la dnica cepa perteneciente al género Actinomadura representando el 4.17% del total.

De esta forma las cepas 11.1, F1, K2, ABS, E1, 6E3, AB7, 6E1, 6C y 6D fueron

identificadas como Streptomyces sp. (GenBank: D63866.1) con un 99% de identidad
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para todos los casos, representando un 41.7% del total de las cepas. Asimismo dentro
del género Streptomyces, las cepas 21, K1A, F y X fueron identificadas como
Streptomyces variabilis en respuesta a un 99% de homologia con la secuencia de
referencia (GenBank: KU953961.1), representando en conjunto 16.7% del total. Por
otro lado, Y16, Frep14, C2 y 6B se identificaron como Streptomyces heilongjiangensis
conformando el 16,7%. Finalmente se logrd caracterizar a la cepa K1B como
Streptomyces thermocarboxydus (Genbank: NR_026072.1), a la cepa Frepl5 como
Streptomyces peruviensis (Genbank: AJ310924.1), a Frepl3 como Streptomyces
champavatii (Genbank: EU273542.1), a K4 como Streptomyces matensis y YA4 fue
indentificada como Streptomyces albidoflavus (Genbank: NR_119341.1). Estos

ultimos 5 representan cada uno el 20.8% del total de cepas incluidas en este género.

6.3.6. Analisis Filogenético

El dendograma generado por Clustal W® a partir de las 23 secuencias finales
indicé una alta varibilidad entre las cepas secuenciadas, por lo que se observaron seis
clusters que agruparon la mayoria de cepas (I, I, III, IV, V, VI). El cluster I estuvo
conformado por las cepas K4, K1B, F1, K2 y Frep 15. Por su parte el cluster II agrup6
a las cepas 21 y K1A, mientras que el claster III lo hizo con 6E3, F y AB7. El cluster
IV agrupé las cepas Y16, Frepl4, C2, 6B y el cluster V hizo lo propio para 6E1, 6C.

Finalmente el cluster VI estuvo conformado por Frep13, YA4 y 6D (Figura 27).
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Figura 27. Arbol filogenético generado mediante el algoritmo neighbour-joining a

partir de las secuencias correspondientes a la region 16S. Se muestran las cepas

incluidas en el andlisis y caracterizadas por homologia en Blastn© para su

identificacion. Las secuencias fueron alineadas y agrupadas por su grado de similitud
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6.4. Resistencia a Metales Pesados

La resistencia de las 23 cepas del género Streptomyces y 1 de Actinomadura a
diferentes concentraciones de mercurio, zinc, hierro, cobre, plomo y cadmio fueron
evaluadas mediante su crecimiento en medio XGAL. Todas las cepas de los dos
géneros presentaron un crecimiento normal a 10 ppm de los 6 metales trabajados, sin
embargo a medida que las concentraciones de los metales aumentaban la proporcion
de cepas disminuia, es decir, a mayor concentracion de metal, el crecimiento de las

cepas de ambos géneros se hizo méas débil.

Con respecto a cada metal, se observé que la mayoria de las cepas crecieron de
manera normal hasta 200 ppm de plomo, debido a esto se probo a concentraciones mas
elevadas, 400 y 800 ppm, demostrando crecimiento algunas de las cepas, es decir, su
capacidad de resistencia ante este metal fue alta. Por el contrario, el cadmio limito el
crecimiento de algunas cepas, ya que a partir de 50 ppm la cantidad de cepas tendi6 a
decrecer, indicando su susceptibilidad a este metal. Por otro lado, los resultados
obtenidos para mercurio, hierro y zinc fueron similares, habiendo crecido mas de la
mitad de todas las cepas, a pesar que hubo un decrecimiento en la cantidad de las cepas
a medida que aumento la concentracién del metal. Del mismo modo sucedi similar en
el caso del cobre pero hasta 50 ppm, ya que a 100 y 200 ppm se noté una menor
proporcidn de las cepas crecidas. Las concentraciones de 400 y 800 ppm no fueron
trabajadas para mercurio, cobre, hierro, zinc y cadmio, a causa de que su crecimiento

se hizo débil mientras se aproximé a 200 ppm, lo cual indico una cierta sensibilidad a
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las concentraciones estudiadas. Las cepas del género Streptomyces son las que mejor
toleraron las diversas concentraciones de todos los metales en comparaciéon con

Actinomadura (Figura 28) (Anexo 2: Tabla 6).
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Figura 28: Porcentaje de las cepas de actinomicetos que crecieron a diferentes

concentraciones de metales.

6.5. Estandarizacion del Método de Germinacion y Crecimiento Vegetal de las

Semillas con Agua (d)

Esta prueba fue realizada solo con agua destilada, la cual demostré que las

semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa) fueron de potencial

germinacion, ya que su rendimiento fue del 100%, manifestando un desarrollo normal
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de la raiz y de hojas, y asegurando que el empleo de la metodologia es adecuada para

las siguientes pruebas.

Analizados estadisticamente, la cantidad de semillas germinadas en los dos
tipos de plantas, se obtuvo que no hubo diferencias significativas entre las repeticiones
del tratamiento, es decir, que no es una fuente de variacion (p>0.05), germinando las
10 semillas en total. Lo mismo ocurre con la variable hojas, en cual las plantas de los
dos tipos presentaron 3 hojas por semilla (p>0.05). La longitud de la raiz, también fue
una variable evaluada, obteniendo que el promedio de la longitud de la raiz para la
alfalfa fue de 5.41£0.01cm y para la lechuga de 5.35+0.01cm, entre las cuales tampoco

se mostro una diferencia significativa entre las repeticiones del tratamiento (p>0.05).

6.6. Determinacion de la Capacidad de Germinacion y Crecimiento Vegetal en

Semillas Expuestas a los Géneros de Actinomicetos

En esta prueba se determiné el efecto de las cepas del género Streptomyces
sobre las semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa) mediante el
registro de la cantidad de semillas germinadas, longitud (cm) de la raiz y cantidad de
hojas desarrolladas. Las cepa empleadas fueron Streptomyces heilongjiangensis (C2),
Streptomyces variabilis (ABS), Streptomyces sp. (El), Streptomyces sp. (K2) y
Streptomyces variabilis (X). Estas cepas fueron seleccionadas entras las 24 en total
debido a su mejor tolerancia frente a metales pesados (Prueba de Resistencia a Metales

Pesados).
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Analizados estadisticamente, las variables de cantidad de semillas germinadas
y cantidad de hojas en los dos tipos de plantas no representaron variacién en este
tratamiento. La cantidad de semillas germinadas fue 10 de 10 y el ndmero de hojas fue
3 por semilla, por lo que estas variables no son una medicién precisa (ttil) de las
caracteristicas de germinacién y crecimiento vegetal. Por el contrario, la variable
longitud de raiz fue la méas representativa en los dos tipos de semillas por su variacion
en los resultados obtenidos, siendo un indicador del efecto de estas cepas del género

Streptomyces en las semillas.

Con respecto a las semillas de Medicago sativa (alfalfa), se apreci6 que el
promedio de la longitud (cm) de la raiz expuesto a Streptomyces heilongjiangensis (C2)
fue 50, seguido por Streptomyces variabilis (ABS) con 4.81+0.01, luego por
Streptomyces sp. (E1) con 4.18+0.35 y finalmente por Streptomyces variabilis (X) con

3.91+0.01 y Streptomyces sp. (K2) con 3.81 £0.02 (Tabla 2, Figura 29).

El promedio de la longitud (cm) de la raiz presenta diferencias estadisticamente
significativas entre las 5 cepas del género Streptomyces, es decir, el tipo de cepa del

género Streptomyces afecta en la longitud de la raiz (p<0.05).

Ademas se confirma que las diferencias de las longitudes de las raices no se

deben a las repeticiones del experimento, es decir, no es una fuente de variacién

significativa (p>0.05).
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Tabla 2: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de

Medicago sativa (alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces.

Género Cepas M =+ ES
Streptomvces variabilis AB5 4.81 =+ 0.01
Streptomyces variabilis X 391 =+ 0.01
Streptomyces sp. K2 3.81 # 0.02
Streptomyces heilongjiangensis (2 5 =+ 0
Streptomyces sp. El 418 + 0.35

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

AB5 X K2 C2 El

Cepas de Actinomicetos

>

Promedio de la Longitud de la Raiz
(cm)
N w

[EEN

Figura 29: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces.
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En el caso de Lactuca sativa (lechuga), se obtuvo que el promedio de la
longitud (cm) de la raiz expuesto a Streptomyces heilongjiangensis (C2) fue 4.95+0.01,
seguido por Streptomyces sp. (E1) con 3.99+0.01, luego por Streptomyces variabilis
(X) con 3.93+0.03 y finalmente por Streptomyces variabilis (ABS) con 3.84+0.02 y

Streptomyces sp. (K2) con 3.83 + (.02 (Tabla 3, Figura 30).

El promedio de la longitud (cm) de la raiz presenta diferencias estadisticamente
significativas segun las cepas del género Streptomyces, es decir, el tipo de cepa del
género Streptomyces afecta en la longitud de la raiz (p<0.05). Sin embargo no existe
diferencias estadisticamente significativas entre el promedio de la longitud de la raiz
de Streptomyces variabilis (ABS) y Streptomyces sp. (K2) (p>0.05). Ademas tampoco
difieren significativamente el promedio de la longitud de la raiz entre Streptomyces

variabilis (X) y Streptomyces sp. (E1) (p>0.05) (Figura 30).

Ademais se confirma que las diferencias de las longitudes (cm) de las raices no

se deben a las repeticiones del experimento, es decir, no es una fuente de variacion

significativa (p>0.05).
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Tabla 3: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas Lactuca

sativa (lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces.

Género Cepas M + ES
Streptomyces variabilis ABS 3.84 = 0.02
Streptomyces variabilis X 393 = 0.03
Streptomyces sp. K2 3.83 + 0.02
Streptomyces heilongiiangensis (2 495 + 0.01
Streptomyces sp. El 309 + 0.01

M: Media (cm). ES: Error Estandar de la Media (cm)

5

4
3
2
1
0
AB5 X K2 c2 El

Cepas de Actinomicetos

Promedio de la Longitud de la Raiz
(cm)

Figura 30: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa

(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces.

Con todos los resultados obtenidos y analizados, el efecto ejercido por las 5
cepas del género Streptomyces en las semillas de Medicago sativa (alfalfa) y Lactuca
sativa (lechuga) fue positivo para la germinacion, desarrollo de la raiz y desarrollo de

hojas.
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6.7. Determinacion de la Capacidad de Germinacion y Crecimiento vegetal en

Semillas Expuestas a Metales Pesados

En esta prueba se determind el efecto de los metales pesados cobre, hierro, zinc
y cadmio a diferentes concentraciones sobre las semillas de Lactuca sativa (lechuga) y
Medicago sativa (alfalfa) mediante la evaluacion de la cantidad de semillas germinadas,
longitud (cm) de la raiz y cantidad de hojas desarrolladas. Las concentraciones

empleadas fueron 10, 50, 100 y 200 ppm.

Entre todas las variables estadisticamente analizadas, las variables de cantidad
de semillas y cantidad de hojas en los dos tipos de plantas no representaron variacion
en este tipo de tratamiento. En este caso la cantidad de semillas germinadas fue 10 de
10 y el nimero de hojas fue 3 por semilla, por lo que estas variables no son una
medicion precisa (ttil) de las caracteristicas de germinacidn y crecimiento vegetal. Por
el contrario, la variable longitud (cm) de raiz fue la méas representativa en los dos tipos
de semillas por su variacion en los resultados obtenidos, siendo un indicador del efecto

de las diferentes concentraciones de estos metales en las semillas.

Con respecto a Medicago sativa (alfalfa), se observo que en cada uno de los
metales, el promedio de la longitud (cm) de la raiz presenta diferencias
estadisticamente significativas segtin las distintas concentraciones, es decir, las
concentraciones para cada metal afectan en la longitud (cm) de la raiz (p<0.05) (Tabla

4, Figura 31).
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Ademés se confirma que las diferencias de las longitudes (cm) de las raices no
se deben a las repeticiones del experimento, es decir, no es una fuente de variacion

significativa (p>0.05).

Tabla 4: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a metales pesados a diferentes concentraciones.

[ppm] Cobre Hierro Zinc Cadmio
M=ES M=ES M=ES M=ES
10 1.58 £ 0.06 550 + 0.12 540 = 002 1.85 £ 0.05
50 0.75 £ 0.06 154 + 001 154 £ 001 0.73 £ 0.01
100 0.51 £ 0.01 1.05 £ 0.00 151 £ 0.01 0.53 = 0.01
200 037 £ 0.03 052 £ 001 050 £ 0.00 0.10 £ 0.00

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

[ppm]: Concentraciones de metales pesados

(6]

IS

N

Promedio de la Longitud de la Raiz
(cm)
[ w

COBRE HIERRO ZINC CADMIO
Metales Pesados

o

B 10ppm ® 50ppm = 100 ppm 200 ppm

Figura 31: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a metales pesados a diferentes concentraciones.
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Se puede apreciar que hay diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios de las longitudes (cm) de la raiz a distintas concentraciones de cobre, hierro

y cadmio (p<0.05) (Figura 31).

También, se puede apreciar que hay diferencias estadisticamente significativas
entre los promedios de las longitudes (cm) de la raiz a distintas concentraciones de zinc
(p<0.05). Sin embargo, no presenta diferencias estadisticamente significativas entre la

concentracion 50 ppm y 100 ppm (p>0.05) (Figura 31).

Por otro lado, el promedio de la longitud (cm) de la raiz del control-blanco
presentan una diferencia estadisticamente significativa a partir de la concentracion de
10 ppm de los metales de cobre, hierro y cadmio en 3.83, -0.09 y 3.56 cm,
respectivamente (p<0.05). Sin embargo, el promedio de la longitud (cm) de la raiz del
control-blanco no presentan una diferencia estadisticamente significativa con la

concentracion de 10 ppm de zinc 0.003cm (p>0.05).

En el caso de Lactuca sativa (lechuga), se obtuvo que en cada uno de los
metales se aprecia que el promedio de la longitud (cm) de la raiz presenta diferencias
estadisticamente significativas segtin las distintas concentraciones, es decir, las
concentraciones para cada metal afectan en la longitud de la raiz (p<0.05) (Tabla 5,

Figura 32).
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Ademés se confirma que las diferencias de las longitudes (cm) de las raices no
se deben a las repeticiones del experimento, es decir, no es una fuente de variacién

significativa (p>0.05).

Tabla 5: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa

(lechuga) expuestas a metales pesados a diferentes concentraciones.

[ppm] Cobre Hierro Zinc Cadmio
M=ES M=ES M=ES M=ES
10 0.30 = 0.00 4.60 = 020 458 = 0.01 2.86 = 0.01
50 0.19 £ 0.01 250 £ 040 047 £ 0.01 028 + 0.01
100 0.10 £ 0.00 054 £ 0.01 028 £ 0.01 0.17 £ 0.00
200 0.10 £ 0.00 0.25 £ 0.00 0.17 £ 0.00 0.10 = 0.00

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

[ppm]: Concentraciones de metales pesados

6,00

5,00

4,00

Promedio de la Longitud de Raiz
(cm)
2

2,00

1,00

0,00 -h - = - - -_ -
COBRE HIERRO ZINC CADMIO

Metales Pesados

B [Oppm ® 50ppm = 100 ppm 200 ppm

Figura 32: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa

(lechuga) expuestas a metales pesados a diferentes concentraciones.
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Se puede apreciar que hay diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios de las longitudes (cm) de la raiz a distintas concentraciones de hierro, zinc

y cadmio (p<0.05) (Figura 32).

También, se puede apreciar que hay diferencias estadisticamente significativas
entre los promedios de las longitudes (cm) de la raiz a distintas concentraciones de
cobre (p<0.05). Sin embargo, no presenta diferencias estadisticamente significativas

entre la concentracion 100 ppm y 200 ppm (p>0.05) (Figura 32).

Por otro lado, el promedio de la longitud (cm) de la raiz del control-blanco
presenta una diferencia estadisticamente significativa a partir de la concentracion de 10
ppm de los metales de cobre, hierro, zinc y cadmio en 5.05, 0.74, 0.77 y 2.49 cm

respectivamente (p<0.05).

Con todos los resultados obtenidos y analizados, se pudo determinar que el
efecto ejercido por todos los metales a diferentes concentraciones en las semillas de
Medicago sativa (alfalfa) y Lactuca sativa (lechuga) fue perjudicial ya que limita el
desarrollo de la raiz, no siendo asi para la germinacion y desarrollo de hojas. Los
metales mas perjudiciales fueron el cadmio y el cobre. Lactuca sativa (lechuga) fue un
poco mas sensible a todos estos metales que Medicago sativa (alfalfa). A estas pruebas

se les ha denominado control-cobre, control-zinc, control-hierro y control-cadmio.
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6.8. Determinacion de la Capacidad Biofertilizante de los Géneros de
Actinomicetos a través de su Inoculaciéon en Semillas de Medicago sativa

(alfalfa) y Lactuca sativa (lechuga) Expuestas a Metales Pesados

En esta prueba se determind el efecto de las cepas del género Streptomyces
sobre las semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa) expuestas a
metales pesados mediante la evaluacion de la cantidad de semillas germinadas,
longitud (cm) de la raiz y cantidad de hojas desarrolladas. Las cepa empleadas fueron
Streptomyces heilongjiangensis (C2), Streptomyces variabilis (ABS), Streptomyces sp.
(E1), Streptomyces sp. (K2) y Streptomyces variabilis (X). Los metales pesados fueron

cobre, hierro, zinc y cadmio a 10, 50, 100 y 200 ppm.

Analizadas estadisticamente, las variables de cantidad de semillas y cantidad de
hojas en los dos tipos de plantas no representaron variacidn en este tratamiento. En este
caso la cantidad de semillas germinadas fue 10 de 10 y el nimero de hojas fue de 3 por
cada semilla, por lo que estas variables no son una medicidon precisa (itil) de las
caracteristicas de germinacidén y crecimiento vegetal, por el contrario, la variable
longitud (cm) de raiz fue la mas representativa en los dos tipos de semillas por su
variacion en los resultados obtenidos, siendo un indicador del efecto de estas cepas del

género Streptomyces en las semillas expuestas a metales pesados.

Con el analisis de ANOVA bifactorial medidas repetidas, se encontré que en

Medicago sativa (alfalfa), el promedio de la longitud (cm) de raiz tratadas con las 5
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cepas del género Streptomyces expuestas a las concentraciones de cobre presento
diferencias significativas con el control-cobre (p<0.05) (Tabla 6, Figura 33 y Anexo

1: Fotos 3).

Ademas se corroboro que las repeticiones de los experimentos no presentan

diferencias significativas (p>0.05).

En cada cepa del género Streptomyces a diferentes concentraciones de cobre se

pudo apreciar una disminucion estadisticamente significativa de la longitud (cm) de la

raiz en la semillas de alfalfa (p<0.05) (Figura 33).

Tabla 6: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

cobre.
Sin Streptomyces  Streptomyces  Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Cepa variabilis variabilis sp. heilongjiangensis sp.
[ppm]  Control-Cu AB5 X K2 C2 El
M = ES M = ES M = ES M = ES M = ES M = ES
10 1.58£0.01 394+£0.03 4.19£0.06 3.77+£0.01 426+0.06 3.73%0.06
50 0.75+0.01 286+0.02 330+£0.02 291+0.02 2574001 3.41+0.50
100 0.51+0.01 260001 257+0.01 275+£0.01 228%+0.01 3.17+0.01
200 0.37+0.03 1.86%+0.03 2.18+0.20 1.70+£0.03 1.76+0.02 2.38+0.03

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

Control-Cu: Prueba solo con cobre

[ppm]: Concentraciones de cobre
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Figura 33: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa
(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

cobre.

Con el analisis de ANOVA bifactorial medidas repetidas, se encontré que en
Medicago sativa (alfalfa), el promedio de la longitud (cm) de raiz tratadas con cepas
del género Streptomyces expuestas a las concentraciones de hierro presento diferencias

significativas con el control-hierro (p<0.05) (Tabla 7, Figura 34 y Anexo 1: Fotos 3).

Ademas se corroboro que las repeticiones de los experimentos no presentan

diferencias significativas (p>0.05).

En cada cepa del género Streptomyces a diferentes concentraciones de hierro se
pudo apreciar una disminucion estadisticamente significativa de la longitud (cm) de la

raiz en la semilla de alfalfa (p<0.05) (Figura 34).
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Tabla 7: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

hierro.

Sin Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces

Cepa variabilis variabilis sp. heilongjiangensis sp.

[ppm]  Control-Fe ABS5 X K2 C2 E1l

M *= ES M = ES M = ES M = ES M + ES M + ES

10 5.5 £0.01 560%0.03 4.41+0.02 6.69+0.06 4.79+0.01 4.21+0.01
50 1.54£0.01 452+0.03 4.13£0.04 4.69£0.05 4.60+0.02 3.54+0.03
100 1.05+£0.01 4.21+0.05 4.12+£0.02 4.57+0.01 4.13£0.06 3.39+0.03
200 0.52+0.01 296+0.06 3.71+0.03 432+0.01 4.41+0.02 2.89+0.04

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)
Control-Fe: Prueba solo con hierro

[ppm]: Concentraciones de hierro

Promedio de la Longitud de la Raiz
(cm)
o = N w RN w (o)} ~N (o]

AB5 X K2 C2 El
Cepas de Actinomicetos

Control

® 10ppm ™ 50ppm ™ 100 ppm 200 ppm

Figura 34: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa
(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones

de hierro.
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Con el analisis d¢ ANOVA bifactorial medidas repetidas, se encontré que en
Medicago sativa (alfalfa), el promedio de la longitud (cm) de raiz tratadas con cepas
del género Streptomyces expuestas a las concentraciones de zinc presento diferencias

significativas con el control-zinc (p<0.05) (Tabla 8, Figura 35 y Anexo 1: Fotos 3).

Ademas se corroboro que las repeticiones de los experimentos no presentan

diferencias significativas (p>0.05).

En cada cepa del género Streptomyces a diferentes concentraciones de zinc se
pudo apreciar una disminucion estadisticamente significativa de la longitud (cm) de la

raiz en la semilla de alfalfa (p<0.05) (Figura 35).

Tabla 8: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

zinc.
Sin Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Cepa variabilis variabilis sp. heilongjiangensis Sp.
[ppm]  Control-Zn AB5S X K2 C2 El

M = ES M = ES M = ES M = ES M =+ ES M = ES
10 540+002 550+£0.00 5.02+0.02 5.01+007 5.05+0.03 4.43+0.01
50 1.54+0.01 293+£0.03 429+0.08 4.82+0.03 4.01+0.20 3.74+0.40
100 1.51+£0.01 255+£0.03 3.58%+0.01 4.57+£0.01 3.12£0.05 3.64+0.40
200 0.5 £0.00 2.58+0.02 3.28+0.04 2.88+0.04 2.80+0.02 2.80+0.03

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

Control-Zn: Prueba solo con zinc

[ppm]: Concentraciones de zinc
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Figura 35: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa
(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones

de zinc.

Con el andlisis de ANOVA bifactorial medidas repetidas, se encontrd que en
Medicago sativa (alfalfa), el promedio de la longitud (cm) de raiz tratadas con cepas
del género Streptomyces expuestas a las concentraciones de cadmio presento
diferencias significativas con el control-cadmio (p<0.05) (Tabla 9, Figura 36 y Anexo

1: Foto 3).

Ademas se corroboro que las repeticiones de los experimentos no presentan

diferencias significativas (p>0.05).

En cada cepa del género Streptomyces a diferentes concentraciones de cadmio
se pudo apreciar una disminucidn estadisticamente significativa de la longitud (cm) de

la raiz en la semilla de alfalfa (p<0.05) (Figura 36).
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Tabla 9: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

cadmio.
Sin Streptomyces  Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Cepa variabilis variabilis sp. heilongjiangensis sp.
[ppm]  Control-Cd ABS X K2 C2 El
M + ES M = ES M + ES M = ES M = ES M = ES
10 1.86£0.05 354+£0.04 3.67+£0.04 338%£0.04 3.81%+0.04 3.90+0.05
50 0.73+0.01 2.61+0.05 2.85+0.03 244+0.03 3.20+£0.04 246=%0.03
100 0.53+£0.01 2.05+£0.01 234+£0.03 1.89£0.02 197+020 2.33+0.02
200 0.10+0.00 1.65+0.04 180+£0.02 146+0.01 141+£0.02 1.90+0.02

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

Control-Cd: Prueba solo con cadmio

[ppm]: Concentraciones de cadmio
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Figura 36: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Medicago sativa

(alfalfa) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

cadmio.
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Con respecto a Lactuca sativa (lechuga), con el anélisis de ANOVA bifactorial
medidas repetidas, se encontr6 que el promedio de la longitud (cm) de raiz tratadas con
cepas del género Streptomyces expuestas a las concentraciones de cobre presento
diferencias significativas con el control-cobre (p<0.05) (Tabla 10, Figura 37 y Anexo

1: Fotos 4).

Ademas se corroboro que las repeticiones de los experimentos no presentan

diferencias significativas (p>0.05).

En cada cepa del género Streptomyces a diferentes concentraciones de cobre se
pudo apreciar una disminucion estadisticamente significativa de la longitud (cm) de la

raiz en la semilla de lechuga (p<0.05) (Figura 37).

Tabla 10: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa

(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

cobre.
Sin Streptomyces ~ Streptomyces  Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Cepa variabilis variabilis sp. heilongjiangensis sp.
[ppm]  Control-Cu ABS X K2 Cc2 El
M = ES M = ES M = ES M *= ES M = ES M = ES
10 0.30£0.00 338+£0.01 294+001 335+0.02 295+0.03 3.84+0.01
50 0.19 £0.01 1.92+£0.02 248+0.02 245%£0.01 1.82+£0.01 2.88+0.04
100 0.10£0.00 1.61+£0.01 261+£003 194+0.02 144+0.03 2.68+0.01
200 0.10+0.00 1.38+0.02 2.00+0.00 146+0.03 1.25+0.02 1.79+0.00

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

Control-Cu: Prueba solo con cobre

[ppm]: Concentraciones de cobre

117



>
B~ 0

w
5}

w

N
w

o =
€ IS

Promedio de la Longitud de la Raiz
(cm)
o N

Control AB5 X K2 Cc2 El
Cepas de Actinomicetos

® 10ppm ™ 50ppm ™ 100 ppm 200 ppm

Figura 37: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa
(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones

de cobre.

Con el andlisis de ANOVA bifactorial medidas repetidas en a Lactuca sativa
(lechuga), se encontré que el promedio de la longitud (cm) de raiz tratadas con cepas
del género Streptomyces expuestas a las concentraciones de hierro presento diferencias

significativas con el control-hierro (p<0.05) (Tabla 11, Figura 38 y Anexo 1: Fotos 4).

Ademas se corroboro que las repeticiones de los experimentos no presentan

diferencias significativas (p>0.05).

En cada cepa del género Streptomyces a diferentes concentraciones de hierro se
pudo apreciar una disminucion estadisticamente significativa de la longitud (cm) de la

raiz en la semilla de lechuga (p<0.05) (Figura 38).
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Tabla 11: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa

(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

hierro.
Streptomyces  Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Cepa variabilis variabilis sp. heilongjiangensis sp.
[ppm]  Control-Fe ABS X K2 C2 El
M + ES M = ES M = ES M + ES M + ES M + ES

10 461002 423+£0.02 3.83%£0.02 428%+020 493+£0.01 4.67+0.01
50 250+£0.04 380001 292+0.02 4.13+£0.02 3.84+0.02 4.51+0.01
100 0.54+£0.01 341+0.01 280+x0.00 3.87+£0.02 3.71+0.01 4.35%£0.02
200 0.25+£0.01 3.37+0.01 294+£0.02 294+0.01 3.67£0.04 3.38+0.04

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

Control-Fe: Prueba solo con hierro

[ppm]: Concentraciones de hierro

£ (%2} [e)}
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Figura 38: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa

(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones

de hierro.
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Con el analisis de ANOVA bifactorial medidas repetidas en Lactuca sativa
(lechuga), se encontr6 que el promedio de la longitud (cm) de raiz tratadas con cepas
del género Streptomyces expuestas a las concentraciones de zinc presento diferencias

significativas con el control-zinc (p<0.05) (Tabla 12, Figura 39 y Anexo 1:Fotos 4).

Ademas se corroboro que las repeticiones de los experimentos no presentan

diferencias significativas (p>0.05).

En cada cepa del género Streptomyces a diferentes concentraciones de zinc se

pudo apreciar una disminucion estadisticamente significativa de la longitud (cm) de la

raiz en la semilla de lechuga (p<0.05) (Figura 39).

Tabla 12: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa

(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

zinc.
Sin Streptomyces  Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Cepa variabilis variabilis sp. heilongjiangensis sp.
[ppm]  Control-Zn AB5 X K2 C2 El
M = ES M = ES M = ES M =+ ES M = ES M = ES
10 458+0.01 3.99+0.01 430+£0.01 3.99+0.01 397+0.01 4.37+x0.01
50 047+0.01 345%£003 298+0.01 3.33+0.01 343+£0.01 2.80%0.01
100 0.28+0.01 297+0.01 3.13+£0.03 3.06+0.03 296+0.02 2.37+0.03
200 0.17+0.00 258+0.04 237+£0.04 2.03+0.01 2.00+£0.00 2.44+0.01

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)

Control-Zn: Prueba solo con zinc

[ppm]: Concentraciones de zinc
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Grafico 39: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa
(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones de

zinc.

Con el andlisis de ANOVA bifactorial medidas repetidas en Lactuca sativa
(lechuga), se encontr6 que el promedio de la longitud (cm) de raiz tratadas con cepas
del género Streptomyces expuestas a las concentraciones de cadmio presento
diferencias significativas con el control-cadmio (p<0.05) (Tabla 13, Figura 40 y Anexo

1: Fotos 4).

Ademas se corroboro que las repeticiones de los experimentos no presentan

diferencias significativas (p>0.05).

En cada cepa del género Streptomyces a diferentes concentraciones de cadmio
se pudo apreciar una disminucion estadisticamente significativa de la longitud (cm) de

la raiz en la semilla de lechuga (p<0.05) (Figura 40).
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Tabla 13: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa

(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones

de cadmio.
Sin Streptomyces  Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Cepa variabilis variabilis sp. heilongjiangensis Sp.
[ppm]  Control-Cd AB5 X K2 C2 El
M = ES M = ES M + ES M =+ ES M + ES M + ES
10 286+0.01 345%£0.03 3.40+£0.01 295+0.01 3.03%£0.01 4.27+0.01
50 0.28+0.01 244%£0.02 295+£0.03 246+0.02 138+0.01 2.78+0.04
100 0.17+£0.01 191£0.02 2.10£0.03 193+£0.01 1.11+0.01 1.91+0.02
200 0.10£0.00 150%£0.00 1.67+£0.02 1.69+£0.01 1.16+0.02 1.43%0.02

M: Media (cm), ES: Error Estandar de la Media (cm)
Control-Cd: Prueba solo con cadmio

[ppm]: Concentraciones de cadmio
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Grafico 40: Promedio de la longitud (cm) de la raiz en las semillas de Lactuca sativa
(lechuga) expuestas a cepas del género Streptomyces y a diferentes concentraciones

de cadmio.
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Con todos los resultados obtenidos y analizados, se pudo determinar que el
efecto de las 5 cepas del género Streptomyces en los dos tipos de semillas Lactuca
sativa (lechuga) y Medicato sativa (alfalfa) expuestas a las diferentes concentraciones
de cobre, hierro, zinc y cadmio fueron significativamente beneficiosas comparadas con
el control que fueron expuestas solo con metales pesados; ademas se notd que con el
cobre y el cadmio el beneficio de las cepas es a partir de 10 ppm, mientras que con el
hierro y el zinc fue a partir de 50 ppm. Estos resultados son practicamente iguales tanto
para la alfalfa como para la lechuga. También, un resultado evidente, es que a mayor
concentracion de metal el beneficio disminuye gradualmente, evidenciado por la
elongacion de la raiz, registrados y presentados en las tablas y graficos de resultados.
A estas alturas, queda asi demostrado la buena capacidad biofertilizante de las cepas

del género Streptomyces frente a un factor de estrés de metales pesados.
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Tabla 14: Resumen general de la longitud (cm) de la raiz de Medicago sativa (alfalfa)

en presencia de agua, de actinomicetos, de metales pesados y de metales pesados con

actinomicetos.
Con Con
Con Con Metales Pesados (ppm) Metales Pesados y Actinomicetos
Agua Actinomicetos
10 50 100 200 10 50 100 200
541 4.3 3.58 1.14 0.90 0.37 4.2 3.5 3.0 2.5

(100%)  (80%)  (66.2%) (20.3%) (16.6%) (6.8%) (77.7%) (64.8%) (55.5%) (46.3%)
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B Sarmal|as expuestas a agua Samdlas expuestas a achinomioatog
B Samillas expuestas a matales pasados B Samillas espuastas 3 metale s pesados v actinomicetos
10 ppm 50 ppm W 100 ppm W 200 ppm 10 ppm 50 ppm 100 ppm W 200 ppm

Figura 41: Resumen general de longitud (cm) de raiz de Medicago sativa (alfalfa) en
presencia de agua, de actinomicetos, de metales pesados y de metales pesados con

actinomicetos.
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Tabla 15: Resumen general de la longitud (cm) de la raiz de Lactuca sativa (lechuga)

en presencia de agua, de actinomicetos, de metales pesados y de metales pesados con

actinomicetos.
Con Con
Con Con Metales Pesados (ppm) Metales Pesados y Actinomicetos
Agua Actinomicetos
10 50 100 200 10 50 100 200
5.31 4.1 3.0 0.86 0.27 0.15 3.8 29 2.5 2.1

(100%)  (77.2%)  (56.5%) (16.2%) (5.1%) (2.8%) (71.5%) (54.6%) (47.1%) (39.5%)
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Figura 42: Resumen general de longitud (cm) de raiz de Lactuca sativa (lechuga) en
presencia de agua, de actinomicetos, de metales pesados y de metales pesados con

actinomicetos.
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VII. DISCUSION

Los actinomicetos son bacterias que constituyen un conjunto de
microrganismos que se encuentran distribuidos abundantemente en una variedad de
ecosistemas naturales, representando una pieza clave para la descomposicion de la
materia orgdnica (246). En el presente estudio se emplearon 24 cepas de actinomicetos,
6 de los cuales figuran en trabajos previos (34). Todas las cepas se sometieron a una
variedad de pruebas para determinar sus caracteristicas e identificacion y luego pasar

al estudio de interés, la biofertilizacion.

Las pruebas involucradas en la caracterizacidbn micro y macroscopica,
bioquimica y molecular representan herramientas de suma importancia para el analisis

morfologico de los actinomicetos (247).

La caracterizacién macroscdpica de las cepas analizadas mostré morfologias
diversas en aspecto y colores desarrollados en medios de cultivo Agar Nutritivo (AN),
Glicerol Extracto de Levadura (XGAL) y Agar Almidén de Sales Inorganicas (AAI).
Esta diversidad morfolégica puede atribuirse a las condiciones selectivas presentes en
el medio de cultivo.

Wendisch & Kutzner (1986) indicaron que la coloracién del micelio aéreo esta
fuertemente influenciado por la composicion del medio a causa de la difusién dentro
de las hifas aéreas del pigmento producido por el micelio de sustrato, el cual permite

la modificacién de su coloracidon verdadera (248). Por otro lado, se ha indicado que
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estos microorganismos no son especificos para una sola fuente de carbono ni de
nitrégeno (249), pero que cada nutriente tiene un efecto variable sobre la esporulacion,
el cual puede estimularse por el uso de medios de cultivos orginicos que contengan
extracto de levadura, extracto de avena, almidon, entre otros y la desecacion estimula
la formacidn del micelio aéreo y posterior esporulacion (250). Asimismo Magarvey et
al. (2004) y Kalakoutskii et al. (1976) mencionan que un compuesto organico como el
extracto de carne podria retardar la formacion del micelio aéreo y la esporulacion en
algunos actinomicetos por los efectos inhibitorios de las poliaminas y proteinas
presentes en el extracto de carne (249,251). En estudios realizados por Kontro et al.
(2007) se determind que el extracto de levadura, la glucosa, triptona y el almid6n
caseina son compuestos muy eficaces para inducir la esporulacion (250). En los
resultados, también se observO que algunas cepas presentaron bordes con anillos
concéntricos, lo que indica que es una respuesta quimiotrdfica inducida por el gradiente
de nutrientes en el medio (252), caracteristica también observada por Magarvey et al

(2004) en miembros de la familia Micromonosporaceae (251).

Las caracteristicas morfoldgicas a nivel microscopico permitieron identificar
las estructuras de estas cepas de actinomicetos y completar las caracteristicas culturales
para su identificacion. Considerando las caracteristicas micro y macroscopicas
obtenidas y comparadas con las reportadas en el Manual de Determinacion
Bacteriolégico de Bergey (35) y el Manual de Métodos para Caracterizacion de
Especies de Streptomyces (219), se determin6 que las cepas presentaron una similitud

con el género Streptomyces.
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Para demostrar con claridad las caracteristicas bioquimicas de estos
microorganismos es necesario desarrollar pruebas bioquimicas, consideradas ensayos
simples que permiten determinar la ausencia o presencia de actividades enzimaéticas,
de grupos de enzimas o de rutas metabodlicas, los cuales se realizan mediante la
incorporacidn de sustratos en los medios de cultivo a emplear, siendo capaz la bacteria
de transformarlos o no, evidenciado por su crecimiento en los medios. El empleo de
estas pruebas contribuird con la identificacion de géneros o especies de los
microorganismos a través de su comparacion entre las caracteristicas bioquimicas
obtenidas y las descritas por la literatura (253). Para la caracterizacion bioquimica se
realizaron una variedad de pruebas como el RMVP, Citrato, TSI, Hidrolisis de almiddn,
LIA, Gelatina y Catalasa. Los resultados fueron comparados midiendo la similitud con
los establecidos para diferentes géneros de actinomicetos en el Manual de
Determinacion Bacterioldgico de Bergey (35) y en el libro The Prokaryotes A Hand
Book on the Biology of Bacteria (248,254), evidenciandose una clara desuniformidad,
por lo cual no se pudo definir con precisidon a que géneros pertenecen, sin embargo
permitié una asociacién aproximada con los géneros Nocardia, Actinomadura y

Streptomyces.

Por otro lado, se evalu6 la condicion de salinidad, en la cual todas las cepas de
todos géneros demostraron tolerancia al NaCl en todas las concentraciones estudiadas,
desde 1,5% hasta 10 % de NaCl. Los niveles de NaCl utilizadas en este estudio fueron
elegidas después de examinar las respuestas de tolerancia en trabajos previos. La

capacidad de tolerar altas concentraciones de salinidad (10%) podria explicarse a la
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alta presion osmotica que presentan estos géneros de bacterias (255,256). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Kuchari (1999), Tresner et al. (1968) y
Matsubara et al. (2013) (257,258,34). Estos autores también reportaron que medios con
concentraciones més altas del 10% NacCl, son perjudiciales para el crecimiento de estos
géneros. Fuera de estos rangos de concentraciones de NaCl (>10%) provoca la
inhibicién de las mismas porque ocurre el incremento de la presion osmética celular
reduciendo la actividad del agua y ocasionando la deshidratacion y muerte celular (259).
Por otra parte, este suceso al parecer podria ocurrir por la presencia de un exceso de
sodio que inhibe la toma de cationes esenciales como calcio y potasio, dando como

resultado una toxicidad perjudicial para muchas enzimas intracelulares (260).

En lo referente a la condicion de pH, se registro que el crecimiento a diferentes
rangos de pH de todas las cepas de los géneros de actinomicetos fue Optimo entre 2,8
y 7, es decir, que los actinomicetos son aciddfilos y neutros. Los niveles de pH
utilizados en este estudio fueron elegidos después de examinar las respuestas de
tolerancia en trabajos previos. El crecimiento a condiciones 4cidas se debe a que fueron
aislados a partir de cultivos 4dcidos (34). A pesar que la mayoria de investigaciones han
demostrado que los actinomicetos son neutros y que incluso pueden resistir niveles
alcalinos (34,261), también existen tolerantes a condiciones acidas (262) como se
demuestran en los estudios hechos por Seong et al. (1993) quienes trabajaron a pH 4.5
hasta 5, Hagedorn (1976) con pH 3 hasta 6, Xu et al. (2006) a un pH 4.5, Piiiero et al.
(2004) con pH 5 y Matsubara et al (2013) entre un rango de pH de 4 a 6, mientras que

Norris et al. (2011) lo hicieron a pH 2.5 (263,264,265,266,34,267). Slonczewski (2000),
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menciona que las bacterias producen moléculas procedentes de la expresion de genes
inducidos por el pH acido, que permite ya sea cambiar el pH interno o externo de la
célula, o transportar protones para lograr la homeostasis, siendo esto un mecanismo de
respuesta a las condiciones adversas por pH acido (268). Este mecanismo consiste
fundamentalmente en mantener el pH intracelular pr6ximo a neutro a causa de que los

componentes del citoplasma son sensibles al pH 4cido (269).

Los actinomicetos han sido caracterizados e identificados mediante técnicas
tradicionales como los ensayos morfologicos y fisiolégicos, pero estos no han sido
suficientes para lograr una completa y definida clasificacion e identificacion, por tal se
requiere de técnicas mas avanzadas y mejoradas para lograr este propoésito. Ente ellas
se encuentran la microscopia de luz y el andlisis a nivel molecular, que son técnicas
sofisticadas que permiten un precisa caracterizacion e identificacion de estos
microorganismos, logrando determinar el género y la especie a la cual pertenecen.
Especialmente la técnica molecular permite analizar la presencia en su material
genético del contenido de guanina y citosina, ademads, actualmente constituyen un
aporte esencial para la clasificacion bacteriana. Existe una alta diversidad en la familia
Actinomycetaceae, siendo el género Streptomyces el mas involucrado, debido a su alta
divergencia con respecto a sus caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas,
ademds de sus acciones como productoras de antibidticos, por tal razén se han
originado numerosas técnicas que contribuyen a su clasificacion e identificacion

(24,202,270).
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El anélisis filogenético de las muestras empleadas en este trabajo determind la
presencia de 2 géneros: Streptomyces y Actinomadura, siendo el primero el que abarca
la mayor parte de las cepas. La predominancia de Streptomyces sp. es consistente con
reportes previos correspondientes a andlisis metagendmicos donde este género también
se presenta como el mas abundante (172,271). De manera més especifica este trabajo
ha identificado 7 especies de este género: S.variabilis, S. heilongjiangensis, S.

thermocarboxydus, S. peruviensis, S. champavatii, S. albidoflavus y S. matensis.

S. variabilis ha sido previamente reportado como componente frecuente de la
microbiota en suelos y ecosistemas marinos (272). Por su parte S. heilongjiangensis es
también una especie comun en los suelos y recientemente se le ha encontrado como
simbionte en cultivos de soya y otras especies de actividad econdmica (273). En
contraparte otros estudios han indicado que S. thermocarboxydus estd poco
representado en abundancia, probablemente como consecuencia de su caracter
moderadamente termofilico (274) hecho que es congruente con los resultados
obtenidos en este trabajo. De manera similar S. peruviensis es una especie muy poco
representada, se ha reportado su presencia terrenos reservados donde puede prospera
sin competir con otros microorganismos (275, 276). Finalmente, se ha sefialado que S.
champavatti, S. albidoflavus y S. matensis son parte de la microbiota simbionte en

terrenos moderadamente aridos (277).

El efecto de factores ecoldgicos sobre la estructura poblacional ha sido bien

descrito en estudios sobre la diversidad genética de S. albidoflavus y otras bacterias
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donde se destaca el impacto de la recombinacién en la microevolucién de consorcios
(278,279, 280). Observando la composicidn de los clusters del género Streptomyces se
puede inferir que la mayoria de cepas son producto de un proceso de divergencia
reciente, lo que sugiere que estos grupos se han generado como eventos de
recombinacion a partir de un ancestro en comun que probablemente seria S. variabilis.
El tamafio de la muestra limita el poder de resolucion de este anélisis ya que no permite

apreciar si existen genotipos mas representados en cada cluster.

En el caso del género Actinomadura identificado en una cepa de este trabajo, el
analisis filogenético indica un reducido polimorfismo en su secuencia hecho que lo
distingue de Streptomyces. De manera mas destacada, esta diferencia es lo
suficientemente fuerte para distinguirlo también del control Bifidobacterium bifidum,
este fendmeno podria deberse a la fuerte presion de seleccion de las especies del género
Streptomyces sobre el total de la microbiota lo que conlleva a las especies menos
representadas a una poca variabilidad como producto de una limitada frecuencia de
recombinacion. El efecto de este tltimo factor ha sido mencionado en un estudio en
miembros de la familia Thermomonosporaceae donde se destaca la poca variabilidad

del género Actinomadura (281).

La prueba de resistencia a metales pesados por parte de los actinomicetos
demostr6 que el plomo fue el metal mas tolerado y el cadmio fue uno de los més toxicos,
mientras que el cobre, hierro, mercurio y zinc tuvieron resultados intermedios. Las

concentraciones de metales pesados utilizados en este estudio fueron elegidas después
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de examinar las respuestas de tolerancia en trabajos previos (34). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por El Baz et al. (2015) y Singh et al. (2014) (282,283).
Ademas, también se encontrd una similaridad con los encontrados por Abbs et al.
(1989) y Rifaat (2009), quienes describieron los efectos de los metales pesados pero en
diferentes especies de Streptomyces (284,285). La tolerancia a los metales pesados
puede deberse a la habilidad de estos microorganismos de adherir iones metélicos en
su pared celular, acumular metales intracelularmente por medio de un sistema de
transporte, la produccion de agentes quelantes (283,286) y la biotransformacion y
posterior precipitacion (287). Los actinomicetos pueden presentar méis de un
mecanismo de resistencia. Estos mecanismos de resistencia a metales pueden haber

sido adquiridos por procesos adaptativos (286) o por procesos hereditarios (288).

Con respecto al cobre, Mattuschka et al. (1994) indicaron que estas bacterias
son capaces de resistir este metal por la adsorcidn en su pared celular; mientras que
Kothe et al. (2010) mencionaron que fue por la produccién de melanina, un agente
antioxidante que captura los radicales libres de oxigeno, generados por esta situacion
de estrés. A mayor concentracion de cobre, existe una mayor produccién de melanina

(289,286).

Por otro lado, Summers (1985) menciona que Streptomyces sp. es capaz de
detoxificar el mercurio pasando de Hg?>* a Hg" por medio de la enzima mercurio

reductasa (290).
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Streptomyces sp. acumula cadmio y el zinc principalmente en la pared celular
seguido por una acumulacién intracelular (291). La superficie externa de las células
bacterianas puede adsorber varios metales pesados por medio de enlaces i6nicos a su
grupo quimico intrinseco. Los grupos anidnicos tales como carboxilatos y fosfatos de
peptidoglicanos y 4cidos teicoicos son considerados como principales sitios de unién

al metal (292).

En el caso del plomo, El Baz et al. (2015) reportaron que Streptomyces sp.
resisti0 este metal por el mecanismo de acumulacion y la produccion de sider6foros
(282). Los sideroforos cumplieron una funcion de agentes quelantes mediante el
secuestro de este ion metélico. Nakouti et al. (2013) y Rajkumar et al (2010) también
indican que este fenOmeno se cumple para otros iones como Mn, Co, Cd, Ni, Al, Li,

Cu, Zn y Mg, mientras que Franco (2008) lo menciona para el ion de Fe (293,358,23).

A partir de estas pruebas de resistencia de las 24 cepas de los géneros
Streptomyces y Actinomadura a metales pesados se seleccionaron las cepas con mejor
tolerancia a estos, lo que significa alta proporcidn de cepas sobrevivientes. Estas cepas
fueron Streptomyces heilongjiangensis (C2), Streptomyces variabilis (ABS),
Streptomyces sp. (E1), Streptomyces sp. (K2) y Streptomyces variabilis (X) trabajadas
a diferentes concentraciones de Cu, Zn, Fe, Cd, Pb y Hg a 10, 50, 100, 200 ppm. Luego
con estas cepas seleccionadas se procedi6 a las pruebas de germinacién y crecimiento

vegetal de semillas.
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Las pruebas de germinacién y crecimiento vegetal fueron realizadas con
semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa), las cuales fueron
evaluadas por medio de las variables: cantidad de semillas germinadas, longitud de
raiz y cantidad de hojas desarrolladas. De estas tres variables, la de relativa mayor
importancia es la evaluacion de la raiz en razén de ser el primero en ser colonizado y
por su papel esencial en la captacién de agua y nutrientes (294,295), contribuyendo asi
al desarrollo 6ptimo de la planta, por tales motivos la raiz es considerada el 6rgano
principal de esta (296). La raiz, también, es la zona de la planta mas sensible a factores
positivos (agua y nutrientes) y negativos (metales pesados y patdgenos) y su elongacion
representa un indicador subletal que permite evaluar en las plantas los efectos
biologicos, con lo cual se obtiene informacidon que complementa a las obtenidas en los
estudios referidos al efecto en la germinacion (297). En el presente trabajo en todas las
pruebas del estudio las variables de cantidad de semillas germinadas y cantidad de
hojas desarrolladas en los dos tipos de plantas no mostraron variacion significativa, por
lo que estas variables no se consideraron utiles para el anilisis posterior. Por el
contrario la longitud de raiz mostro variacién significativa, por lo que fue considerado

un indicador ttil del efecto de factores positivos y negativos.

La primera prueba de germinacién realizada fue con el objeto de saber el
potencial de germinacién de las semillas adquiridas, por ende se procedié a una prueba
solamente con agua destilada. Para la elaboracion de estos bioensayos se seleccionaron
dos tipos de plantas, la primera fue la lechuga, la cual es un planta que se encuentra

ampliamente distribuida a nivel mundial por ser sus hojas substanciales para la
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alimentacion general. Esta planta tiende a adaptarse a una variedad de terrenos, siendo
de su preferencia los suelos que contienen abundante materia organica y nitrégeno. La
lechuga se escogidé por su rapidez en la germinacién, que en condiciones estandar
abarca un periodo entre 2 y 3 dias, y también por su vertiginoso crecimiento (109). Por
otra parte, la segunda planta elegida fue la alfalfa por ser considerada un indicador en
la realizacidén de “screening” para numerosas cepas microbianas, permitiendo una
observacion de la respuesta bacteriana sobre las plantas, y ademés por su gran valor

econdmico en nuestro medio para la alimentacion animal (25).

De los resultados obtenidos, se dedujo que las semillas de los dos tipos de
plantas tenian un potencial de germinacion normal, debido a que el rendimiento fue del
100%, es decir, que todas las semillas habian dejado el estado de latencia, manifestando
un desarrollo normal de la raiz. El proceso de la germinacion inicia con un brote por
parte del embridn, el cual es llamado radicula, convirtiéndose posteriormente en la raiz
primaria. Después de emerger la radicula, el siguiente 6rgano en aparecer en el
hipocétilo y a partir de la expansion y desarrollo de este se forma el tallo (298). Estos
resultados permitieron confiar en la metodologia aplicada para continuar con el proceso

de estudio.

La siguiente prueba consistid en someter las semillas de los dos tipos de plantas
al efecto de las 5 cepas seleccionadas del género Streptomyces para determinar su
capacidad de germinacién y crecimiento vegetal (desarrollo de raiz y hojas). Se pudo

apreciar que las 5 cepas del género Streptomyces influyeron claramente sobre estas
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semillas, evidenciado por su significativo crecimiento de la raiz, lo cual permite deducir
que estas bacterias son potentes promotoras de crecimiento vegetal. A pesar que la
actividad de agua fue minima en el cultivo bacteriano su respuesta fue similar a la
prueba de germinacién con agua, la cual estuvo considerada como control positivo.
Esta promocién del crecimiento se da por las actividades de los actinomicetos, entre
las cuales estan la produccion de sider6foros, la sintesis de reguladores de crecimiento
(AIA), la produccion de metabolitos anti fingicos y enzimas biodegradativas (control
biologico), la produccion de enzimas extracelulares para la degradacion de la materia
organica, la fijacion de nitrogeno y solubilizacion de fosfato (24, 31, 146, 154, 158,
162, 200, 202, 203, 205, 209, 210). Cabe resaltar que numerosas investigaciones
orientadas al estudio de la actividad promotora de crecimiento vegetal de los
actinomicetos resaltan al género Streptomyces, siendo asi escasos los descritos para los
demas de géneros (24,158,202,299,230). En otros trabajos se han reportado la buena
capacidad fertilizante de los actinomicetos en cultivos de Glycine max (soya) (301),
Solanum tuberosum Linnaeu (papa) (302), Trifolium repens L. (trébol blanco) (23),
Phaseolus vulgaris L. (frijol) (23,158,204), Cicer arietinum (garbanzo) (303),
Camellia sinensis (te) (304), Oryza sativa (arroz) (305,307), Lycopersicon esculentum
(tomate) (158), Pisum sativum (guisante) (200), Triticum (trigo) (210, 301, 306),

Sorghum (sorgo), Zea mays (maiz) (308), cereales y zanahorias (Daucus carota)(359).

Los actinomicetos ejercen capacidad de control biolégico debido a la presencia
de siderdéforos producidos por ellos mismos, el cual actia como agente quelante

mediante el secuestro del hierro presente, haciendo su disponibilidad menor para los
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microrganismos patdgenos y por ende inhibiendo su crecimiento (201). Existen
trabajos donde se han demostrado que los géneros Sreptomyces, Nocardiay y
Actinomadura son los més resaltantes dentro del grupo de actinomicetos con respecto
a la produccidn de siderdforos. En los estudios realizados por Miiller et al. (1984) se
reportd que Streptomyces pilosus produce el sider6foro ferrioxamina, mientras que
Lee et al (2012) reportaron la produccién del sideréforo enterobactina por este mismo
género; por otra parte con referente a Nocardia, varios autores indicaron la produccion
de muchos sider6foros como brasilibactina (312), asterobactina (313), nocobactina

(314) y uno que comparten ambos géneros nocardamina (315, 316, 317, 318).

También, esta capacidad de biocontrol se debe a la produccién de enzimas
biodegradativas como quitinasas, celulasas, amilasas, glucanasas, hemicelulasas,
peroxidasas, entre otras, involucradas en la degradacion de la pared celular de los
hongos fitopatdgenos (319) y por tal, importantes en el micoparasitismo que realizan
estas bacterias (199,200,320). Dentro de este ultimo, los géneros Microbispora,
Micromonospora, Noccardia y Streptomyces son los méas representativos (321).
Asimismo, Tokala et al (2002), Gomes et al (2001), Inbar et al (2005) y Zhao et al
(2013) reportaron que el género Streptomyces presento un mayor impacto en el
crecimiento vegetal que otros géneros por la producciéon de metabolitos como
quitinasas y glucanasas (200,322,324,325). Por otra parte, debido a que estas bacterias
son grandes productores de antibidticos, este es considerado otro mecanismo de
biocontrol para la supresion de fitopatdgenos presentes en el suelo (326,327). Los

actinomicetos ejercen su accion sobre fitopatégenos como Alternaria sp., Verticillum,
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Botrytiscinerea, Fusarium oxysporum, Colletotrichum musae, Stenocarpella maydis,
Macrophomina, Cladosporium  fulvum, Phytophthora, Colletotrichum
gloeosporioides, Curvularia eragrostides, Rhizoctoniasolani, Rhizoctonia, Dickeya sp,

Pseudomonas sp, Bacillus sp y Erwinia amylovora (59,328,329,330,331,332,376,377).

Los actinomicetos, también han demostrado su capacidad generadora de
fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquinas) que favorecen la germinacion de
semillas, el engrosamiento, la densidad y longitud de la raiz, los que le confieren una
mayor absorcidon de agua y nutrientes. Estas fitohormonas actian estimulando la
divisién, elongacion y diferenciacion celular (200,327,333). Ademds, el género
Streptomyces ha sido reportado como productoras de estas hormonas (auxina-AIA) por
Manulis et al. (1994) y Matsukawa et al. (2007) (334,335). Shutsrirung et al. (2013)
realizaron experimentos con Citrus reticulata (mandarina) inoculados con estas
bacterias del género Streptomyces, obteniendo un mejoramiento en el desarrollo de la
planta, el cual fue atribuido por estos potenciales sustancias reguladoras, los mismo
resultados obtuvieron Harikrishnan et al. (2014) pero en Oryza sativa (arroz), mientras
que Shrivastava et al (2008) lo obtuvieron pero con el género Kitasatospora.

(336,337,338).

En el caso de la solubilizaciéon de fosfato, los actinomicetos demuestran
habilidades para transformar las formas insolubles del fésforo que se encuentra en
forma orgéanica u inorgénica a formas solubles a través de dos vias: por la accion de

acidos orgéanicos generados por ellos que actian como agentes quelantes y por la via
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enzimatica a través de las fosfatasa producidas por estas bacterias (30,339). El f6sforo
es un constituyente de los 4cidos nucleicos y por ende participa en los procesos de
reproduccion y la constitucion genética vegetal, también interviene en las reacciones
bioquimicas que tienen que ver con el metabolismo de las proteinas, carbohidratos y
grasas interviniendo como donante y aceptor de energia en determinadas reacciones.
Los actinomicetos tienen la capacidad de solubilizar la roca fosférica demostrados en
estudios de El-Tarabily et al. (2006) y Fankem et al. (2006) (158,341). Hamdali et al.
(2008) reportaron la solubilizacion de fosfato por los géneros de Streptomyces y
Micromonospora, y Anwar et al (2016) lo hicieron para 6 cepas de Streptomyces en

Triticum aestivum (trigo) (210,341).

Respecto a la fijacidon de nitrogeno, los actinomicetos son microorganismos
importantes en la fijacion de nitrogeno atmosférico para las plantas. Este proceso es
basicamente enzimatico que consiste en transformar el nitrégeno del aire en amoniaco
y amonio mediante la enzima nitrogenasa, las cuales son integradas posteriormente a
las proteinas y 4cido nucleicos de las plantas (342). Algunos actinomicetos de la familia
de Micromonosporaceae y Thermomonosporaceae y de los géneros Streptomyces y
Frankia han sido descritos como fijadoras de nitrégeno por Valdés et al. (2005), Franco
(2008) y Prakash et al (1988). (45,23,342). Ademas, en estudios de Anwar et al (2016)
y Gauthier et al (1981) también se reportaron los mismos resultados con respecto a

varias especies de Steptomyces (341,343).
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De modo general, en este estudio, de acuerdo a las variables analizadas, se ha
notado que el nimero de semillas germinadas y cantidad de hojas no han sido afectadas
por las concentraciones trabajadas a 10, 50, 100 y 200 ppm de cobre, hierro, zinc y
cadmio en Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa), en cambio la longitud
de las raices se ha visto perjudicada a partir de 10 ppm de todos los metales mostrando
diferencias significativas con el control-blanco; a medida que aumentaba la
concentracion de los metales utilizados, disminuyo el crecimiento de la raiz, llegando
a un desarrollo minimo a 200 ppm. Para Wang (1991) y Lewis (1995), el crecimiento
radical es el indicador mas importante del desarrollo porque es el 6rgano que presenta
mayor sensibilidad a condiciones toxicas en comparacion a la germinacidn, la cual es
muy variable (344,345). Resulta asi que la evaluacion radicular representa un indicador

relevante que complementa informacidn a la prueba tradicional de la germinacion (346).

Sin embargo, a bajas concentraciones (10 ppm) se dedujo que los metales
pesados promueven ligeramente el desarrollo de la raiz. Es el caso del zinc que en un
cultivo hidropdénico a 3mM tuvo un ligero efecto positivo en la planta de Cyperus
elegans contrastada con la muestra control (347), es el mismo caso del cadmio que ha
sido mencionado por Tang et al. (2009) (348). Este evento es parte de un concepto
conocido como hormesis, termino normalmente empleado en el campo de la
toxicologia que hace referencia a los efectos estimulantes de los agentes toxicos cuando
estan presentes en niveles bajos de concentracion (349, 350). Este fendmeno no esta

del todo aclarado.
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En general se deduce que los metales pesados ejercen un efecto téxico en el
desarrollo radicular, esto puede deberse, entre muchas razones, a la alteracion de la
actividad de las proteinas, desplazamiento de elementos esenciales en su metabolismo

estandar y produccion de estrés oxidativo hasta causar su muerte (5).

Para el caso de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa), el cadmio
y cobre resultaron teniendo el efecto més nocivo a todas las concentraciones, resultados
que concuerdan con Alonso et al. (2015)(297). El cadmio es absorbido y distribuido
rapidamente a través del sistema vascular, ocasionando en forma general una depresion
del crecimiento e incluso la muerte de la planta (351). Este metal, aun en
concentraciones muy pequefias, produce efectos toxicos en las plantas por su alta
movilidad, de los cuales existen numerosos estudios (351,352). El cadmio también
provoca alteraciones en los procesos fotosintéticos, respiracidon y en el metabolismo
del nitrégeno, inhibe la accidn de la enzima nitrato reductasa en tallos (353), ocasiona
desequilibrios nutricionales e hidricos en la planta interfiriendo con el ingreso,
transporte y uso de elementos como K, Ca, P y Mg, (182,351) y dao oxidativo (354).
El cadmio tiene referencias de sus efectos oxidativos a proteinas por generar grupos
carbonilo, también afecta la capacidad antioxidantes de las enzimas (355). Se han
reportado estudios donde se ha evaluado la toxicidad del cadmio, incluso en bajas
concentraciones, en semillas de Lens culinaris (lentejas) (354), Glycine max (soya)
(356), Oryza sativa (arroz) (114) y Vicia faba (haba) (115). Los resultados del presente

trabajo concuerdan con los descritos anteriormente.

142



Con respecto al cobre, sus efectos nocivos se manifiestan en gran medida en el
crecimiento de las raices y su morfologia, ya que el cobre tiende a acumularse en el
tejido de la raiz pero es poco translocado a los brotes (357). Este elemento es toxico
para la raiz en general por su efecto en su elongacion, en su organizacién y en su
division celular en el apice (360); también, es conocido por catalizador en la produccion
de radicales libes de oxigeno provocando el estrés oxidativo (361) e induce cambios en
la actividad y el contenido de algunos componentes de las vias de antioxidantes (362).
Esta toxicidad ademas provoca interferencia con los procesos celulares de la
respiracion y la fotosintesis (360), reduccion de la biomasa y alteracion las estructuras
del cloroplasto y composicion de la membrana tilacoide (117), y puede competir con
la absorcion de hierro y, en ocasiones, de molibdeno o zinc. Los resultados obtenidos
fueron similares con los estudiados en los cultivos de Coffea (café) (116), Spinacia
oleracea (espinaca) (117), Origanum vulgare (orégano) (118), Lactuca sativa
(lechuga) (119). Existen muchos estudios al respecto referentes al efecto provocado
por este metal en Triticum (trigo) (120) y Brassica pekinensis (col china) (122),

Phyllostachys pubescens (bambo moso) (363), Pisum sativum (guisante) (364).

Por otro lado, los metales menos nocivos para los dos tipos de plantas materia
del presente estudio son el hierro y el zinc, resultados que concuerdan con Alonso et
al. (2015) (297). Para el caso del hierro, en suelos con altas concentraciones de este
metal provoca una elevada absorcion del mismo porque incrementa la permeabilidad
radicular y el aumento de Fe*™® a Fe™ en la rizésfera por accién microbiana, hechos que

afectan negativamente a la planta. La presencia de altas concentraciones de Fe en el

143



citoplasma celular produce efectos toxicos (365) como el incremento de la actividad de
la polifenol oxidasa, la que ocasiona el bronceamiento de las hojas por la aparicion de
fenoles oxidados. Ademas, el sistema radicular se ve afectado por su escaso
crecimiento y, a la vez, estan recubiertas superficialmente por una capa de color pardo
oscuro, el cual limita la captacion de nutrientes y agua (366). Esta toxicidad también
se debe a la produccidn de radicales de oxigeno, que son fitotdxicos, causantes de la
degradacion de las proteinas y la peroxidacion lipidica de la membrana celular (366).
Todo esto ha sido manifestado en cultivos de Oryza sativa (arroz) por Dobermann et

al, 2000 (366).

En el caso de zinc, su accidn nociva es por la alteracion de la permeabilidad de
la membrana celular, la inhibicion del paso de los carbohidratos en el floema y la
limitacion de la fijaciéon del CO; (367). Haslett et al. (2001) reportaron que el Zn
presenta alta movilidad en el floema, demostrado por la acumulacién de este metal
encontrado en las regiones meristematicas a nivel foliar y radicular cuando el Zn, en
forma de ZnSO4, fue aplicado a la planta de Triticum aestivum (trigo) en sus hojas y
raices, habiendo afectado también el crecimiento del retofio (368). Asimismo, ha sido
demostrado que el Zn altera el flujo de agua en las membranas por la interferencia de
los movimientos estomaticos (369). En el estudio de Wallnofer et al. (1995), se
menciond que la alta concentracién de Zn reduce la producciéon de giberelinas y
triptofano, siendo este dltimo el precursor de AIA y agente activo de la division celular,
todo lo cual justifica la reduccion en el crecimiento vegetal (370). Zinc afecta a muchas

enzimas y proteinas, la produccién de hormonas de crecimiento y el alargamiento de
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entrenudos (113). Igualmente este metal compite con el fosforo, el hierro, el manganeso
o el cobre para ser absorbido por la planta y provoca deficiencias de ellos en el tejido
(113). Otras referencias relacionadas con los efectos toxicos del Zn en Solanum
lycopersicum (tomate) (121,124), Solanum nigrum (hierba mora) (121), Phaseolus
vulgaris (frijol) (371), Typha latifolia (lirios salvajes) (372), Eruca sativa (ricula)

(373) y Beta vulgaris (betarraga) (123).

En este estudio se han realizado 612 pruebas con semillas, de las cuales 480 han
sido dedicados a la prueba de biofertilizacion en presencia de metales y de cepas del
género Streptomyces para semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa
(alfalfa). Dell” Amico et al., 2008 mencionaron que para poder evaluar y analizar el
efecto que generan las PGPR en el crecimiento y desarrollo de las plantas, expuestas a
metales pesados, se emplea un tipo de medicién conocida como PREP (Plant Root
Elongation Promotion), el cual mide el tamafio radicular de las plantas. Esto se basa en
el andlisis de la promocion de crecimiento radicular como marcador del sinergismo

entre las plantas y las rizobacterias (187).

La inoculacién con cepas del género Streptomyces promovi6 el crecimiento de
Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa) ante la exposicion a todas las
concentraciones de cobre, hierro, zinc y cadmio. Ademas, se observo que con el cobre
y cadmio el beneficio de las cepas es a partir de 10 ppm, mientras que con el hierro y

el zinc fue a partir de 50 ppm.
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Los actinomicetos promueven el desarrollo vegetal en tres formas: 1) por
fertilizacion directa, 2) por inhibicién del efecto perjudicial del metal y 3) por la accién
contrarestante de la enzima ACC desaminasa. En el caso de fertilizacion directa, los
actinomicetos, catalogadas como PGPR, cumplen diversas actividades
biofisicoquimicas beneficiosas para las plantas que ya han sido descritas en detalle
anteriormente, los cuales son la produccién de sider6foros, la produccion de
fitohormonas como el AIA, la produccion de metabolitos antifingicos, produccion de
enzimas extracelulares, la fijacion de nitrégeno y la solubilizacion de fosfato. Por otro
lado, la inhibicién del efecto perjudicial del metal, sucede por la accion de estas
bacterias de adherir iones metdlicos en su pared celular, acumular metales
intracelularmente por medio de un sistema de transporte, la produccidon de agentes
quelantes, y la biotransformacién. Por dltimo, actinomiceto produce la enzima ACC
desaminasa, que contrarresta las concentraciones de etileno, el que es una
manifestacion de la planta en respuesta a la presencia de metales pesados que conlleva
la reduccién del crecimiento de la raiz hasta causar a su muerte. Esta enzima actda
desaminando ACC, el cual es el precursor del etileno, y lo convierte en 2-oxobutanoato

y NH3, incrementando la disponibilidad de este dltimo en las rizdsfera (197,150).

Estos resultados referidos al beneficio de los actinomicetos para las plantas
frente a un factor de estrés que son los metales pesados han sido también reportados
por otros autores como El Sayed et al. (2015) indicando que la inoculacién con
Streptomyces sp. HM1 mejora el crecimiento de Zea mays en presencia de cadmio y

disminuye la acumulacién del mismo en la planta (213). Por otro lado, con referencia
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al cobre, Andrades-Moreno et al. (2014) trabajaron con Sparina densiflora observando
su buen crecimiento con estas bacterias (211). Valencia et al. (2007) demostraron que
Arthrobacter sp. UMCV permiti6 el crecimiento de Phaseolus vulgaris por la acciéon
de sider6foros que son capaces de actuar como agente quelante frente al Fe™ de poca
solubilidad y convirtiéndolo a Fe™ soluble (374). He et al. (2010) y Khan et al. (2015)
mencionan los mismos resultados con Micrococcus sp., Arthrobacter sp. 'y
Microbacterium sp. inoculadas en las plantas Brassica napus y Rye grass en presencia
de zinc, cobre y cadmio, a través de la accion de la enzima ACC desaminasa, AIA,

sideroforos y la solubilizacién de fosfatos (375,212,214).

A partir de los resultados obtenidos se determind la capacidad biofertilizante
que ejercen los actinomicetos en las plantas cuando se encuentran frente a factores
adversos (presencia de metales pesados) ejerciendo un efecto protector a la planta por
la disminucién de la toxicidad de estos metales, permitiendo mejorar la fertilidad de
los suelos y el rendimiento en la germinacion y crecimiento vegetal. Este estudio resulta
siendo asi un aporte en el tema remediacion de suelos contaminados y propiciar el

desarrollo de especies vegetales.
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VIII. CONCLUSIONES

Se han logrado identificar las caracteristicas morfoldgicas de las 24 cepas de
actinomicetos basadas en su color, textura, pigmentacién y estructuras
microscopicas, presentando una gran variedad que concuerdan con los patrones
de la microbiologia general, indicando que las cepas presentaron una

similaridad con el género Streptomyces.

Se han logrado determinar las propiedades bioquimicas de las 24 cepas de
actinomicetos, luego de realizar diversos experimentos, logrando

complementar los resultados de las caracteristicas morfologicas.

A través de la técnica molecular, se ha podido identificar claramente que de las
24 cepas de actinomicetos, 23 corresponden al género Streptomyces y 1 al

género Actinomadura.

Las 23 cepas del género Streptomyces y 1 de Actinomadura probadas por
exposicion ante los metales pesados cobre, hierro, zinc, cadmio, plomo y
mercurio en concentraciones de 10, 50, 100 y 200 ppm han manifestado una
tolerancia a estos metales en diversos niveles siendo mayor a menor
concentracion de los metales. La tolerancia se ha evidenciado a través de la

medicidn del crecimiento bacteriano.
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Las semillas Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa) sometidas
por inmersion solamente con agua destilada han manifestado un desarrollo
general Optimo (germinacion y desarrollo de raiz y hojas) a un nivel de 100%,
lo que ha permitido mantener esta técnica como adecuada y de comparacion

para todas las pruebas en todo el proceso del presente trabajo.

Las semillas de Medicago sativa (alfalfa) y Lactuca sativa (lechuga) sometidas
por inmersidon solamente con cultivo bacteriano de las 5 cepas del género
Streptomyces han manifestado una germinacion y un desarrollo de hojas del
100%, mientras que el desarrollo de raiz para Medicago sativa (alfalfa) fue a
un nivel de 80%, en cambio las semillas de Lactuca sativa (lechuga) fue de
77.2%, ligeramente menor, lo que permite deducir que estas bacterias no son

nocivas.

Las semillas de Medicago sativa (alfalfa) y Lactuca sativa (lechuga) sometidas
por inmersidon solamente con los metales pesados cobre, hierro, zinc y cadmio
en concentraciones de 10, 50, 100 y 200 ppm han manifestado una germinacién
y desarrollo de hojas de 100 %, mientras que el desarrollo de raiz para
Medicago sativa (alfalfa) fue notoriamente menor a un nivel de 66.2%, 20%,

16.6% y 6.8%, respectivamente; en cambio, las semillas de Lactuca sativa
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(lechuga) fueron de 56.5%, 16.2%, 5.1% y 2.8%, respectivamente, lo que

permite deducir que los metales pesados son notoriamente nocivos.

Las semillas de Medicago sativa (alfalfa) y Lactuca sativa (lechuga) sometidas
por inmersion con los metales pesados cobre, hierro, zinc y cadmio en
concentraciones de 10, 50, 100 y 200 ppm y con las 5 cepas del género
Streptomyces han manifestado una germinacion y desarrollo de hojas de 100 %,
mientras que el desarrollo de raiz para Medicago sativa (alfalfa) fue
notoriamente mayor a la obtenida solamente con metales pesados a un nivel de
77%, 64%, 55.5% y 46%, respectivamente; en cambio las semillas de Lactuca
sativa (lechuga) fueron de 71.5%, 54.6%, 47.1% y 39.5%, respectivamente, lo
que permite deducir que estas bacterias han demostrado tener la capacidad
biofertilizante en ambas semillas contrarrestando los efectos nocivos de los
metales pesados, ya anteriormente confirmados, y por lo tanto pudiendo

permitir la restauracion del suelo contaminado con metales pesados.
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IX. RECOMENDACIONES

Profundizar el estudio de los mecanismos de resistencias de estas bacterias a

metales pesados y otros factores adversos.

Determinar los compuestos organicos presentes en el sistema empleado y su

participacion como un biosorbente.

Realizar estudios para identificar con precision las funciones propias de cada

género de los actinomicetos con el objeto de plantear y establecer su mejor

utilidad en la biotecnologia.

Estudiar detalladamente los mecanismos de accidn directos e indirectos, que

promueven el crecimiento vegetal, con las cepas de estudio.
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ANEXO 1

Fotos 1

Caracteristicas Macroscopicas
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Fotos 2

Caracteristicas Microscopicas
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Fotos 3

Prueba de Germinacion y Crecimiento Vegetal

Medicago sativa (Alfalfa)

Streptomyces variabilis (ABS)

Cu 10 ppm Cu 50 ppm

Cu 100 ppm Cu 200 ppm

Fe 10 ppm Fe 50 ppm




Fe 100 ppm Fe 200 ppm

Zn 10 ppm Zn 50 ppm
Zn 100 ppm Zn 200 ppm




Cd 10 ppm Cd 50 ppm
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Cu 10 ppm Cu 50 ppm




Cu 100 ppm Cu 200 ppm

Fe 10 ppm Fe 50 ppm
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Fotos 4

Prueba de Germinacion y Crecimiento Vegetal

Lactuca sativa (Lechuga)

Streptomyces variabilis (AB5)

Cu 10 ppm Cu 50 ppm

Cu 100 ppm Cu 200 ppm

Fe 50 ppm




Fe 100 ppm Fe 200 ppm

Zn 10 ppm Zn 50 ppm
Zn 100 ppm Zn 200 ppm




Cd 10 ppm Cd 50 ppm

Cd 100 ppm Cd 200 ppm
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Streptomyces sp. (K2)
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Fe 50 ppm
Fe 10 ppm
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Cd 10 ppm Cd 50 ppm
Cd 100 ppm Cd 200 ppm




Streptomyces Heilongjiangensis (C2)

Cu 10 ppm Cu 50 ppm

Cu 100 ppm Cu 200 ppm

Fe 10 ppm Fe 50 ppm




Fe 100 ppm Fe 200 ppm

Zn 10 ppm Zn 50 ppm
Zn 100 ppm Zn 200 ppm




Cd 10 ppm Cd 50 ppm

Cd 100 ppm Cd 200 ppm

Streptomyces sp. (E1)

Cu 10 ppm Cu 50 ppm




Cu 100 ppm Cu 200 ppm

Fe 10 ppm Fe 50 ppm
Fe 100 ppm Fe 200 ppm



Zn 10 ppm Zn 50 ppm

Zn 100 ppm Zn 200 ppm
Cd 10 ppm Cd 50 ppm




Cd 100 ppm Cd 200 ppm




Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas a nivel macroscopico de las 24 cepas de actinomicetos en medio Agar Nutritivo (AN) a 14 dias.

, Micelio Micelio del .
Géneros Cepas Aéreo Sustrato Pigmento Borde Aspecto
Strep tgmy ces 6b Plomo/Blanco Crema Verde Entero con :’:lIIlHOS Pulverulenta
heilongjiangensis concéntricos
Streptomyces sp. 6¢ Crema Crema - Entero Costrosa
Streptomyces sp. 6d Blanco/Plomo Crema Verde Entero Pulverulenta
Streptomyces sp. 6E1 Plomo Crema Verde Entero con :’:lIIlHOS Pulverulenta
concentricos
Streptomyces sp. 6E3 Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
Streptomyces sp. 11.1 Crema Crema - Entero Costrosa
Strep {om.y ces 21 Plomo/Blanco Verde - Entero Pulverulenta
variabilis
Strep t'qmy ces C2 Plomo/Blanco Crema Verde Entero con ?.HIHOS Pulverulenta
heilongjiangensis concéntricos
Streptomyces sp. El Blanco/Crema/Plomo Crema Rosado Entero Pulverulenta
Streptomyces F Plomo Plomo - Entero Pulverulenta

variabilis

Sope)nsay ap se[qe,

¢ OXHUANV



Streptomyces sp. F1 Plomo/Blanco Crema Verde Entero Pulverulenta
Streptomy ces Frepl13 Plomo/Blanco Verde - Entero con ?lIllHOS Pulverulenta
champavatii . concéntricos
Strep tgmy ces Frepl4 Plomo/Blanco Verde - Entero Pulverulenta

heilongjiangensis
Strep tqmy ces Frepl5 Crema Marrén - Ondulado Costrosa

peruviensis
Actinomadura sp. Fe5 Crema Crema - Entero Costrosa
Strep {om.y ces KI1A Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
variabilis
Streptomyces K1B Plomo/Blanco Crema Verde Entero Pulverulenta
thermocarboxydus
Strep tom)fces K2 Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
matensis

Streptomyces sp. X Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta

Strep {om.y ces YA4 Blanco/Verde Verde - Entero Pulverulenta
variabilis
Strep fomyces Y16 Plomo Crema - Entero ‘ion ?nlllos Pulverulenta
albidoflavus concéntricos
Strep {me ces ABS5 Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
heilongjiangensis
Streptomyces sp. AB7 Plomo/Blanco Crema Verde Entero Pulverulenta
Streptomyces sp. K4 Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta

*-: No hay produccion.




Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas a nivel macroscopico de las 24 cepas de actinomicetos en medio Agar Glicerol Extracto de Levadura

(XGAL) a los 14 dias.

. Micelio Micelio del .
Géneros Cepas Aéreo Sustrato Pigmento Borde Aspecto
Strep t?my ces 6b Plomo/Blanco/Crema Crema Verde Irregular Pulverulenta
heilongjiangensis
Streptomyces sp. 6¢ Caramelo/Plomo Crema Marrén Entero Pulverulenta
Streptomyces sp. 6d Plomo/Blanco Crema - Ondulado Pulverulenta
Streptomyces sp. 6E1 Plomo Rojo - Ondulado Pulverulenta
Streptomyces sp. 6E3 Plomo Rojo - Irregular Pulverulenta
Streptomyces sp. 11.1 Blanco Crema - Irregular Costrosa
Strep fom.y ces 21 Plomo/Blanco Crema - Irregular Pulverulenta
variabilis
Strep t.gmy ces C2 Plomo/Blanco Crema - Ondulado Pulverulenta
heilongjiangensis
Streptomyces sp. El Blanco/Rojo Plomo/Rojo - Entero Pulverulenta
Strep {om.y ces F Plomo/Blanco Rojo - Entero Pulverulenta
variabilis




Streptomyces sp. F1 Blanco/Crema Crema Verde Entero Pulverulenta
Streptomy ces Frepl13 Blanco/Caramelo Crema Verde Entero Pulverulenta
champavatii .

Strep t.qmy ces Frepl4 Plomo/Blanco Crema - Entero Pulverulenta
heilongjiangensis
Strep to.my ces Frepl5 Caramelo Caramelo - Ondulado Pulverulenta
peruviensis
Actinomadura sp. Fe5 Blanco Blanco - Entero Pulverulenta
Strep {om.y ces KIA Blanco/Crema Rojo - Ondulado Pulverulenta
variabilis
Strepiomyces K1B Plomo Rojo - Irregular Pulverulenta
thermocarboxydus
Strep tom)fces K2 Plomo/Blanco Crema Rojo Entero Pulverulenta
matensis

Streptomyces sp. X Plomo/Blanco Rojo - Entero Pulverulenta

Strep {om.y ces YA4 Crema/Verde Crema - Irregular Pulverulenta
variabilis
Strep fomyces Y16 Plomo/ Blanco Crema - Ondulado Pulverulenta
albidoflavus
Strep t.gmy ces ABS Plomo/Blanco Rojo - Entero Pulverulenta
heilongjiangensis
Streptomyces sp. AB7 Plomo/Blanco Crema Verde Entero Pulverulenta
Streptomyces sp. K4 Blanco/Crema Crema - Entero Pulverulenta

*.: No hay produccion.




Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas a nivel macroscépico de las 24 cepas de actinomicetos en medio Agar Almidén de Sales Inorgénicas

(AAI]) alos 14 dias.

., Micelio Micelio del .
Géneros Cepas Aéreo Sustrato Pigmento Borde Aspecto
Strep t‘(.)my ces 6b Plomo Verde Verde Irregular Pulverulenta
heilongjiangensis
Streptomyces sp. 6¢ Plomo/Marrén Caramelo Marrén Irregular Pulverulenta
Streptomyces sp. 6d Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
Streptomyces sp. 6E1 Plomo Crema Verde Entero con ?nlllos Pulverulenta
concentricos
Streptomyces sp. 6E3 Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta
Streptomyces sp. 11.1 Verde Amarillo - Entero Costrosa
Strep {om.y ces 21 Plomo Claro Verde Verde Irregular Pulverulenta
variabilis
Strep {me ces C2 Plomo Crema Verde Entero con ?nlllos Pulverulenta
heilongjiangensis concéntricos
Streptomyces sp. El Plomo Crema/Plomo - Entero Pulverulenta
Strep {omy ces F Plomo Plomo Verde Irregular Pulverulenta
variabilis




Streptomyces sp. F1 Plomo/ Blanco Crema Verde Ondulado Pulverulenta
Streptomy ces Frepl13 Blanco/Verde Marrén Verde Entero con gnlllos Pulverulenta
champavatii . concéntricos
Strep tgmy ces Frepl4 Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta

heilongjiangensis
Strep tqmy ces Frepl5 Blanco/Plomo Crema Verde Entero Pulverulenta

peruviensis
Actinomadura sp. Fe5 Blanco Blanco - Entero Pulverulenta
Strep {om.y ces KI1A Plomo/ Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
variabilis
Streptomyces K1B Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta
thermocarboxydus
Strep tom)fces K2 Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta
matensis

Streptomyces sp. X Plomo/Blanco Crema Verde Entero Pulverulenta

Strep {om'y ces YA4 Blanco/Verde Crema/Verde - Entero Pulverulenta
variabilis
Strep fomyces Y16 Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
albidoflavus
Strep {me ces ABS Plomo Verde - Entero Pulverulenta
heilongjiangensis
Streptomyces sp. AB7 Plomo Crema/Verde - Irregular Pulverulenta
Streptomyces sp. K4 Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta

*-: No hay produccion.




Tabla 4. Caracteristicas bioquimicas de las cepas de actinomicetos (RM, Rojo de Metilo; VP, Voges Proskauer; LIA, Agar Hierro Lisina;

TSI, Triple Azicar Hierro; +, positivo; -, negativo).

Géneros Cepas RM VP | Citrato | LIA *TSI *Almidéon | Catalasa | Gelatina
Strep fomyces 6b + - - + K/K + | 0.1 cm + -
heilongjiangensis
Streptomyces sp. 6¢ + - + + K/K + | 1.7cm + -
Streptomyces sp. 6d + - + + K/K producciénde gas | + | 2cm + -
Streptomyces sp. 6E1 + - - + K/K + | 0.2cm + -
Streptomyces sp. 6E3 - + - + K/A + | 0.3cm + -
Streptomyces sp. 11.1 - + - - A/A produccion de gas | - - + -
Streptomyces 21 + - i . K/A +|05cm |+ i
variabilis
Streptomyces 2 + i i + K/K +| 15em |+ i
heilongjiangensis
Streptomyces sp. El - + + + K/K produccion de gas | + | 0.2 cm + -
Streptomyces
oo F + - - + K/K + | 0.3cm + -
variabilis




Streptomyces sp. F1 - + - + K/K + | 0.5cm + +
Streptomnys Frepl3 ) 4 ; + K/K + | 0.3cm + +
champavatii .

Streptf)myces ‘ Frepl4 n _ . + K/K + | 1.2cm + -
heilongjiangensis

Str eptomyces Frepl5 + - - + produccién de sulfuro | + | 0.2 cm + -

peruviensis

Actinomadura sp. Fe5 + - - + | K/K produccionde gas | + | 0.1 cm + -
Strepzjon@’_ces KI1A - + - + K/K + | 0.3cm + +

variabilis
Streptomyces KIB ) " ) + K/K + | 0.3cm + -
thermocarboxydus
Streptom)fces K2 + ) ) + K/K + 1| 05cm + +
matensis

Streptomyces sp. X - + - + K/K + | 2.2cm + -

Strep{om.y.ces Y A4 ) 4 } + A/A + | 1.7cm + -
variabilis
Streptomyces
albidoflavus Y16 - + + + K/K + | 0.3cm * i
Strepz‘.gmyces . AB5 " _ . + A/A + | 0.3cm + -
heilongjiangensis
Streptomyces sp. AB7 - + - + K/K - - il _
Streptomyces sp. K4 - + - + K/K + | 0.5cm + -

Datos incluyen medicion del halo de degradacion de almid6n en centimetros
*TSI: K/K, no hay fermentacion de lactosa, sacarosa y glucosa.; K/A, no fermentacién de lactosa, solo de glucosa; A/A, fermentacion de
lactosa, sacarosa y glucosa.




Tabla 5: Niveles de crecimiento de las cepas de actinomicetos bajo diferentes condiciones de pH y concentraciones de cloruro de sodio

(NaCl) (3, abundante crecimiento; 2, regular crecimiento; 1, poco crecimiento y 0, no hay crecimiento).

. pH NaCl [%]
Géneros Cepas
2.8 4 7 0 1.5 5 7 10
Streptomyces 6b 3 3 3 3 3 2 > 1
heilongjiangensis
Streptomyces sp. 6¢ 3 3 3 3 3 2 2 1
Streptomyces sp. 6d 3 3 3 3 3 2 2 2
Streptomyces sp. 6E1 3 3 3 3 3 3 2 2
Streptomyces sp. 6E3 3 3 3 3 2 2 1 1
Streptomyces sp. 11.1 3 3 3 3 2 1 1 1
Streptomyces 21 3 3 3 3 3 2 1 1
variabilis
Streptomyces 2 3 3 3 3 3 2 2 1
heilongjiangensis
Streptomyces sp. El 3 3 3 3 3 3 2 2
Streptomyces F 3 3 3 3 3 3 2 1
variabilis




Streptomyces sp.

F1

Streptomyces
champavatii .

Frep13

Streptomyces
heilongjiangensis

Frepl4

Streptomyces
peruviensis

Frepl5

Actinomadura sp.

Fe5

Streptomyces
variabilis

KIA

Streptomyces
thermocarboxydus

K1B

Streptomyces
matensis

K2

Streptomyces sp.

Streptomyces
variabilis

YA4

Streptomyces
albidoflavus

Y16

Streptomyces
heilongjiangensis

ABS

Streptomyces sp.

AB7

Streptomyces sp.

K4




Tabla 6: Evaluacion del crecimiento de las cepas de actinomicetos a diferentes concentraciones de metales (3, Crecimiento abundante; 2,

Crecimiento regular; 1, Poco crecimiento; 0, Ausencia de crecimiento)

Mercurio (ppm) | Zinc (ppm) | Hierro (ppm) | Cobre (ppm) Plomo (ppm) Cadmio (ppm)
Géneros Cepas Control
10 [ 50 | 100 | 200 | 10|50 {100 {200 | 10 [ 50| 100 | 200 | 10 [ 50 | 100 [ 200 | 10|50 | 100 | 200 | 400* | 800* | 10 | 50 | 100 | 200
Streptomyces | oLyl 32l ]2f2|2 2 21111 ]o]| 3
heilongjiangensis
Streptomyces sp. 6¢ (11| 1|1yt y3j2y2(1j1yrjr{1{2y2212|-1-11j1}1]1 3
Streptomyces sp. 6d |1 |1 [ 1 | 1L 1|ttt j2(t{t 1 1rj1{ry1ri{2f2y2(2(-|-11{0[0]O0 3
Streptomyces sp. 6E1 |1 |1 | 1 [ 1 (1|1t |t f2(1jtjtjrfry1rj1r|2{2f1{1{-1|-11/070}0 3
Streptomyces sp. 6E3 |1 |1 |1 | 1 (11 1|1 (2{1 (11 {1|1|1|{1(2(2(2|2}-1|-|1]1]0]0 3
Streptomyces sp. 1.1 {17000 (1}{1}|1]0 (33|10 |1{1{O0]O0O|3|3(3|3|-1]-11]0{0/0 3
Streptomyces ot [t pa | frjajaf]2|t|oloft|1|1|1|2]2]2]0]|-|-]1]olo|o| 3
variabilis
Streptomyces | oo byl | (1|33 2 22| 2|22 221111 ]1] 3
heilongjiangensis
Streptomyces sp. El T 10| 1313333 (3[2[2(3/1|1[1|3{3[3[3[3[3(3|1]1]1 3
Streptomyces F [1|1]o|o|1|1|1]|o]1|ojofo|t{1|o]0]|2|2/2]|0|-|-|1]0]0]O| 3
variabilis




Streptomyces sp. Fr {1y14,0}0}1{0;/0(0}1/0{0{01/0(0|01(2{2]2|0|-|-1110]0]0 3

Streptomyces\po131 11110 | o [1]1]1]1]1/o]o]o|1]o]o]ololololo]-]-]1]lo]olo] 3
champavatii .
Streptomyces g gl 1|1 1|1 [1fololol3]3lt]1]t|1lo]ol2]2[2]22 |2 t|1]1]0] 3
heilongjiangensis
Streptomyces g oisi i1l 1 ||l (3]2lofolt]olo]o(3[3[3]3]-]-1]lojo]o]| 3
peruviensis
Actinomadura sp. Fe5 (100} 0 (2{1/0(0(3]2]/0(0}1/0{0|0|2|1]0{0| -1|-10]010]0 3
Streptomyces | a1 11 oo |2[1]ofol2[t]olo|t|1|1]1]2]2]2/0|-]-]1]olo|o]| 3
variabilis
Streptomyces | yqp \ 1o o | o [1|t|1]1]3]3]0]0|t|ojo]o|3[3]3]3]-]|-|tlo]olo]| 3
thermocarboxydus
Streptomyces K4 [1]0[0 |0 |oflojofo|t|olo|o|1|0ol0|0|3[3]3|3|-|-|1]|olo]|0]| 3
matensis

Streptomyces sp. K2 (11|11 (1{1j1 {3322 (t(r{1rj1|3y1(1r(3y2 {21111}, 3

Streptomyces X [ttt 2le| 3 2ol 3033321 |2/1l1]1] 3
variabilis
Streptomyces | yaq 11 oo o |1|1|1]o|3/3]1]0o]1|0oj0|0|3|3]3|3]-|-|1|1|olo]| 3
albidoflavus
Streptomyces | vy byl (1)1l 1]olsl2l il lilt]olol3l3l3l3l 1]t ]1]1]l1lo] 3
heilongjiangensis

Streptomyces sp. ABS (1 (1|1 (1 |1]1|1 13322211 (13|3|3 (3|21 |1]1|1]/|1 3

Streptomyces sp. AB7 I'1lolo|o|1|1]o]o]|3]3|2]|0|1|1|0]0O|3|3[3[3|-|-|1]|0]0]0O]| 3

*:400 y 800 ppm probadas solo en el caso del plomo, debido a que las cepas mostraron alta sensibilidad a concentraciones bajas de los otros metales;
- : No fueron evaluados




ANEXO 3

Medios de Cultivo, Diluyente, Soluciones Nutritivas, Coloracion Gram y

Esterilizacion de Semillas

1.- Medio Glicerol Extracto de Levadura Agar (XGal) (216)

Glicerol 5.0 ml
Extracto de Levadura 20¢g
K>HPO4 10g
Agar 150¢g
Agua destilada 1000 ml
Nistatina 1 ml
pH 7

2.- Medio Nutritivo Agar (AN) (216)
Extracto de res 30¢g
Peptona 50¢g
Agar 150¢g
Agua destilada 1000 ml
Nistatina 1 ml
pH 7



3.- Medio Almidon de Sales Inorganicas Agar (AAI) (217, 242)

Solucion I:

Disolver 10 gramos de almid6n en una pequeiia cantidad de agua destilada fria y

llevarla a un volumen de 500 ml.

Solucion I1:

K>HPO4 1.0g
MgSO4. TH20 10g
NaCl 1.0g
(NH4)2SO4 20¢g
CaCOs; 20¢g
Agua destilada 500 ml
*Solucidn de sales traza 1 ml
Ajustar el pH 7.0-74

Mezclar la suspension de almidon
(Solucidén 1) y la solucién de sales
(Solucioén II).

Agregar Agar 15¢



*Solucion de sales Trazas

FeSOs4. TH20 0.1g
MnCl. 4H>0O 0.1g
ZnS0O4. TH2O 0.1g
Agua destilada 100 ml

4.- Medio Tryptic Soy Broth (TSB) (242)

Bacto Tryptone 170 g
(digerido pancreatico de caseina)
Bacto Soytone 30g

(digerido péptico de harina de

soja)
Glucosa (dextrosa) 25¢
Cloruro soédico 50¢g

Fosfato dipotasico de hidrogeno 2,5 g

Agua destilada 1000 ml



S.- Medio RMVP Caldo (242)

Polipeptona 70¢g
Glucosa 50¢g
Fosfato dipotésico 50¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 6,9

* Se requiere de soluciones indicadores para la revelacion de la

prueba: Rojo de metilo, a- naftol y KOH.

6.- Medio Simmons Citrato Agar (242)

Citrato de sodio 20¢g
Cloruro de sodio 50¢g
Fosfato dipotésico 1,0g
Fosfato monoamonico 10g
Sulfato de magnesio 02¢g
Azul de bromotimol 0.08 g
Agar 150¢
Agua destilada 1000 ml

pH 6.9+0.2



7.- Medio Lisina Hierro Agar (242)

Peptona de gelatina
Extracto de levadura
Glucosa

Lisina

Citrato de hierro y amonio
Tiosulfato de sodio
Purpura de brocmocresol
Agar

Agua destilada

pH

8.- Hierro-Triple Azicar Agar (TSI) (242)

Extracto de carne
Pluripeptona
Cloruro de sodio
Lactosa

Sacarosa

Glucosa

50¢g
30¢g
1,0g
10,0 g
05¢g
0.04 ¢
0,02 ¢
150¢g
1000 ml

6.7+0.2

30¢g

200 g



Sulfato de hierro y amonio 02¢g

Tiosulfato de sodio 02¢g
Rojo de fenol 0.025 ¢
Agar 130¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 7.3+0.2

9.- Medio Gelatina Agar (Gel) (242)

Extracto de res 30¢g
Peptona 50¢g
Gelatina 1200 g
Agua destilada 1000 ml
pH 7

10.- Medio Almidén Agar (AA) (242)

Extracto de res 30¢g
Almidon 10,0 g
Agar 12,0 g
Agua destilada 1000 ml

pH 7



11.- Medio Caldo Glicerol Extracto de Levadura (XGal) (216)

Glicerol

Extracto de Levadura
K>HPO4

Agua destilada
Nistatina

pH

5.0ml
20¢g
1.0g
1000 ml

1 ml

12.- Medio Caldo Glicerol Extracto de Levadura (XGal) con 1.5% NaCl (216)

Glicerol

Extracto de Levadura
K>HPO4

NaCl

Agua destilada
Nistatina

pH

5.0 ml
20¢g
10g
15¢
1000 ml
0.5%

7



13.- Medio Caldo Glicerol Extracto de Levadura (XGal) con 5% NaCl (216)

Glicerol

Extracto de Levadura
K>HPO4

NaCl

Agua destilada
Nistatina

pH

5.0ml
20¢g
1.0g
S0g
1000 ml
0.5%

7

14.- Medio Caldo Glicerol Extracto de Levadura (XGal) con 7% NaCl (216)

Glicerol

Extracto de Levadura
K>HPO4

NaCl

Agua destilada
Nistatina

pH

5.0 ml

1000 ml

0.5%

7



15.- Medio Caldo Glicerol Extracto de Levadura (XGal) con 10% NaCl (216)

Glicerol 5.0ml
Extracto de Levadura 20¢g
K>HPO4 10g
NaCl 100 g
Agua destilada 1000 ml
Nistatina 0.5%
pH 7

16.- Medio Glicerol Extracto de Levadura Agar (XGal) con metales pesados

(34,216)

Glicerol 5.0 ml
Extracto de Levadura 20¢g
K>HPO4 1.0g
Agar 150¢g
Agua destilada 1000 ml
Nistatina 0.5%

pH 7



*Solucion Stock Madre (2000 ppm)

Sulfato de Cobre 2g

Agua destilada 1000 ml

* El medio XGAL se autoclava y la solucion stock madre

se esteriliza mediante filtracion.

*10 ppm: 5 mlde la solucidn stock madre + 995 ml del medio XGAL
50 ppm: 25 ml de la solucion stock madre + 975 ml del medio XGAL
100 ppm: 50 ml de la solucion stock madre + 950 ml del medio XGAL
200 ppm: 100 ml de la solucion stock madre + 900 ml del medio XGAL
400 ppm: 200 ml de la solucién stock madre + 800 ml del medio XGAL

800 ppm: 400 ml de la solucién stock madre + 600 ml del medio XGAL

Este mismo procedimiento se realiza para sulfato de hierro, sulfato de zinc, cloruro

de cadmio, cloruro de mercurio y acetato de plomo.



17.- Soluciones con Metales para Semillas (34)

Solucién Stock Madre (2000 ppm)

Sulfato de Cobre 2g

Agua destilada 1000 ml

* La solucidn stock madre se esteriliza mediante filtracion.

*10 ppm: 5 ml de la solucién stock madre + 995 ml de agua destilada estéril
50 ppm: 25 ml de la solucién stock madre ~ + 975 ml de agua destilada estéril
100 ppm: 50 ml de la solucién stock madre ~ + 950 ml de agua destilada estéril
200 ppm: 100 ml de la solucién stock madre  + 900 ml de agua destilada estéril
400 ppm: 200 ml de la solucién stock madre + 800 ml de agua destilada estéril

800 ppm: 400 ml de la solucién stock madre + 600 ml de agua destilada estéril

Este mismo procedimiento se realiza para sulfato de hierro, sulfato de zinc,

cloruro de cadmio, cloruro de mercurio y acetato de plomo.



18.- Coloracion Gram (245)

- Cristal Violeta

- Lugol

- Alcohol acetona

- Safranina

Metodologia

1.- Fijar una muestra de cultivo bacteriano

2.- Agregar cristal violeta, esperar 1 minuto y enjuagar con agua

3.- Agregar lugol, esperar 1 minuto y enjuagar con agua

4.- Decolorar la muestra fijada con alcohol-acetona y enjuagar con abundante agua
5.- Agregar el colorante de contraste, safranina y esperar 40 segundos

6.- Enjugar con agua, esperar a que la preparacion seque y observar en el

microscopio

19.- Esterilizacion de Semillas (235,236,237)

e Lavar con alcohol de 96°C durante 2 a 5 minutos.
e Lavar con hipoclorito comercial durante 5 minutos.

e Lavar con agua destilada estéril durante 5 minutos.

Repetir 4 veces el dltimo paso.



ANEXO 4

Extraccion y Amplificacion de ADN

1.- Extraccion de ADN (220, 221)

e Preparar la camara de flujo (ESCO clase II tipo AB), en la cual se realiza todo
el procedimiento de la extraccion de ADN.

e Agregar 1.5 mL del cultivo bacteriano en un eppendorf estéril Axygen.

e Centrifugar (Thermo Scientific Micro CL21) por 5 minutos a 12 000 rpm.

e Descartar el sobrenadante.

e Agregar 500 uL de Buffer de Lisis (SDS, TRIS — HCI, EDTA) en el eppendorf
que contiene el pellet.

e Vortexear por 5 segundos.

e Agregar la mezcla en un vial estéril que contiene los Bits/Perlas de silica de 0.1
mm Zirconio (permiten romper las células).

e Colocar el vial en el equipo Fast Prep FP 120 (Biol01-Thermo Savant) por 6
veces, cada uno por 20 segundos a velocidad 6.

e Centrifugar el vial por 5 minutos a 10 000 rpm.

e Pasar el sobrenadante a un eppendorf estéril Axygen.

e Agregar 385 uL deAacetato de Potasio SM para separar el ADN.



Colocar el eppendorf a 65°C en bafio maria (Fisher Scientific — Dry bath
incubator) por 5 minutos.

Vortexear por 5 segundos.

Colocar el eppendorf en hielo por 5 minutos.

Agregar 500 uL de Cloroformo para separar residuos.

Vortexear por 5 segundos.

Centrifugar por 5 minutos a 10 000 rpm.

Pasar el sobrenadante a un eppendorf estéril.

Agregar Iml de Isopropanol, el cual compite con la molécula de H-O
permitiendo precipitar la molécula de ADN.

Vortex por 5 segundos

Colocar el eppendorf en la nevera por 5 minutos para ayuda a precipitar el
ADN.

Centrifugar por 5 minutos a 10 000 rpm.

Descartar el sobrenadante.

Agregar 100 pL de Etanol al 70% para humedecer.

Centrifugar por 5 minutos a 10 000 rpm para poder visualizar del ADN como
pellet.

Descartar el sobrenandate.

Dejar secar bien.

Resuspender el ADN en 50 puL de Elution Buffer.



2.- Corrida Electroforética de la Extraccion de ADN (220, 221)

e Preparar el gel de agarosa al 1% (1gr en 100 mL de TAEX 1X).

e Verter el preparado al soporte de la camara de electroforesis.

e Dejar gelificar

e Colocar el soporte en la caAmara de electroforesis.

e Diluir el ADN extraido 1 en 10 en un eppendorf estéril Axygen: 5 uL. del ADN
resuspendido en Elution Buffer en 45 pL de Elution Buffer.

e Se tomd un pedazo de Parafilm para realizar las mezclas a correr.

e Mezclar 8 uL. de Agua para PCR, 2 uL. de Sample Buffer y 2 uL. de la muestra
de ADN concentrado.

e Repetir el paso anterior pero con la muestra del ADN diluido 1/10.

e (Cargar en un pocillo del gel de agarosa 10 uL de la muestra preparada.

e Cargar en otro pocillo del gel de agarosa 4 uLL del marcador de peso molecular
1Kb.

e (Cargar en otros pocillos del gel de agarosa el marcador fago Lamda 3 pL (30
ng), S uL (50 ng), 7 uL (70 ng).

e Correr la camara de electroforesis a 80 voltios por 45 minutos.

e Remojar el gel de agarosa en Bromuro de Etidio por 15 minutos.

e Lavar ligeramente en agua destilada.

e Colocar el gel de agarosa en el equipo de transiluminador de UV para

comprobar la extraccion y calidad del ADN.



e Tomar foto.

3.- Amplificaciéon de ADN (220, 221)

e Preparar la camara de flujo (ESCO clase II tipo AB).

e (Calcular las concentraciones requeridas para trabajar segun la tabla.

[Stock] [Final] Volumen (100 uL)
H>O PCR - - 60
Buffer PCR 10 x Ix 10
dNTPs 2.5mM 0.2mM 10
MgCl» 2.5mM 2mM 5-10
DMSO - 10 % 10
Primerl 40uM 0.5uM 1.25
Primer2 40uM 0.5uM 1.25
Tag 50/ud 0.025 U/ul 0.5

e Preparar el mix en eppendorf estéril Axygen (mezclar todos los compuestos
de la tabla a las concentraciones con las que se desea trabajar).

e Colocar 50 pL del mix y 1 uL. del ADN extraido en eppendorf Axygen para

PCR.

e Colocar en el Stear por un par de segundos para mezclar.



e Colocar en el termociclador de PCR. Los tiempos y temperaturas fueron:

e ler paso: 94°C por 3 minuto.

e 2do paso: 94°C por 1 minuto.

e 3er paso: 52 °C por 1 minuto.

e 4to paso: 72°C por 1 minuto y 30 segundos.

e 5to paso: repetir los pasos 2, 3 y 4 por 33 veces.

e 6to paso: 72°C por 5 minutos

e 7mo paso: 4°C por tiempo indeterminado para conservar la muestras

por 24 o 72 horas.

4.- Corrida Electroforética de la Amplificacion de ADN (220, 221)

e Preparar el gel de agarosa al 1% (1g en 100 mL de TAEX 1X).

e Verter el preparado al soporte de la camara de electroforesis.

e Dejar gelificar

e Colocar el soporte en la camara de electroforesis.

e Agregar 6 uL de H2O de PCR, 4 pL del Producto Amplificado y 2 uL de
Sample Buffer en un eppendorf Axygen.

e (Cargar en un pocillo del gel de agarosa 10 uL de la muestra preparada.

e Cargar en otro pocillo del gel de agarosa 4 uL del marcador de peso

molecular 100 bp.



e Cargar en otros pocillos del gel de agarosa el marcador lambda 4 pL (40
ng), 6 uL (60 ng), 8 uL (80 ng).

e Correr la camara de electroforesis a 80 voltios por 45 minutos.

¢ Remojar el gel de agarosa en Bromuro de Etidio por 15 minutos.

e Lavar ligeramente en agua destilada.

e Colocar el gel de agarosa en el equipo de transiluminador de UV para
comprobar la extraccion y calidad del ADN.

e Tomar foto.

5.- Preparacion de los Muestras para Secuenciar (220,221)

Los productos amplificados y primers fueron preparados para mandar a secuenciar

a Macrogen. El procedimiento fue el siguiente:

e Rotular y sellar con parafilm el eppendorf que contienen el producto
amplificado.

e Preparar los primers a una concentracion de 10 uM con un volumen de 10 uL.

e Rotular y sellar con parafilm los eppendorf que contienen los primers.

e Enviar los primers y la muestra a Macrogen USA.



6.- Detalle de los Primers Universales Usados en este Trabajo.

Nombre | Secuencia 5°-3’ Referencia
Okibe et al., 2003 (222);
8F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG | Jeffrey et al.,, 2008 (223);
Barghouthi et al., 2011 (224).
GAC TCC TAC GGG AGG CWG | Baker et al., 2003 (243); Jaric
337F CAG et al., 2013(244).
Jaric et al., 2013(244); Eden et
785F GGA TTA GAT ACC CTG GTA al., 1991 (225).
Jaric et al., 2013 (244); Jiang et
518R GTATTA CCGCGGCTGCTG G al., 2006 (228).
Jeffrey et al.,, 2008 (223);
907R CCGTCAATTCCTTTR AGTTT | Weisburg et al., 1991 (227);
Jiang et al., 2006 (228); Jaric et
al., 2013 (244).
Eden et al., 1991 (225);
1492R | GGT TACCTT GTT ACG ACTT Paramasivam et al., 2011

(226); Weisburg et al., 1991

(227); Jiang et al., 2006 (228);




ANEXO 5

Conservacion de Cepas

1.- Conservacion de Cepas a -20°C (240)

e Preparar viales con 1.2 ml de medio de Tryptic Soy Broth (TSB) y 0.3 ml de
glicerol (correspondiente al 20%).

e Rotular los viales con las cepas a guardar.

e Sembrar las cepas en tubos Falcon con 5 ml de medio de cultivo de TSB

e Incubar a 28°C en microaerofilia. por 7 a 14 dias.

e Centrifugar a 3500 rpm por 30 minutos.

e Descartar el sobrenadante.

e Resuspender los pellets en 1.5 mL de medio TSB.

e Adicionar los pellets resuspendidos a los viales que contienen 1.2 mL de TSB
y 0.3 mL de glicerol. (Concentracion final de glicerol en el vial: 10%).

e Homogenizar los viales.

e Guardar a -20°C.



2.- Conservacion de Cepas a -70°C (240)

e Sembrar las cepas en tubos Falcon con 5 mL de TSB.
e Incubar a 28°C por 7 a 14 dias en microaerofilia.

e Centrifugar a 3500 rpm por 30 minutos.

e Descartar el sobrenadante

e Resuspender los pellets en 1 mL de TSB mas glicerol al 80%.

I ml 10 ml
Caldo 690 ul 6.9 ml
Glicerol 310 ul 3.1ml
e Pasar a viales.

e Homogenizar los viales.

e (QGuardar a-70 °C.
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