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RESUMEN DEL PROYECTO:

El material lignocelulésico constituye una de las fuentes renovables abundantes y
ricas en celulosa, hemicelulosa y lignina; éstos son utilizados para la produccion de
resinas, la elaboracion de xilosa, oligosacaridos, etanol celulésico, carbén activado,
entre otros productos de alto valor agregado. El material lignocelulésico es de gran
interés puesto que tiene un bajo costo y alta disponibilidad en diversos climas y
localidades, pese a esto, uno de los principales inconvenientes para su utilizacion
es la falta de tecnologias eficientes y de bajo costo para degradar su fraccion
recalcitrante. Debido a la ineficiencia de las estrategias para la disposicion y
aprovechamiento de este tipo de material, se requiere la busqueda de alternativas
mas eficientes para el mejoramiento de los procesos de pretratado (fisicoquimicos o
biolégicos) de la lignocelulosa. Aunque existen métodos fisicoquimicos los cuales
permiten el uso del material lignocelulésico como materia prima para la produccion
de biocombustibles, una de las alternativas prometedoras es el uso de métodos
biolégicos que permitan el uso de organismos celuloliticos para la obtencion de
azucares fermentables (Lynd et al., 2002).

El presente trabajo tuvo como objetivo aislar e identificar microorganismos
lignoceluldsicos a partir de suelos de cafia obtenidos de la finca Balsora y Judea, asi
como del compost adquirido del ingenio Mayaglez. EI muestreo se realizé por
triplicado de tres fuentes ubicadas en Cali-Colombia las cuales ofrecian
caracteristicas ambientales para su desarrollo. El procedimiento incluyé la toma de
muestra, el aislamiento en el medio selectivo e identificacion por caracteristicas
microscopicas como coloracion de Gram para bacterias, asi como secuenciacion
ADNr16S para estas mismas.

En el estudio, se lograron identificar 7 especies bacterianas entre las que se
encuentran Pseudomonas nitroreducens, Dyadobacter fermentans, Chitinophaga
cymbidii, Shinella sp, Paraccocus sp, Pseudomonas sp y Rhizobium sp. Como
conclusién son cepas que posiblemente degraden celulosa debido a su uso de
celulosa como fuente de carbono para el aislamiento.

Palabras claves: Aislamiento, identificaciébn, material lignocelulésico, cafia de
azucar, suelos de cafia de azucar.



ABSTRACT

The lignocellulosic material is one of the renewable sources abundant and rich in
cellulose, hemicellulose, and lignin; these are used for the production of resins, the
elaboration of xylose, oligosaccharides, cellulosic ethanol, activated charcoal,
among other products of high added value. The lignocellulosic material has a high
attractive since it has a low cost and high availability in various climates and
locations, in spite of this, one of the main drawbacks to their use it is the lack of
efficient technologies, low-cost way to degrade their recalcitrant fraction. Due to the
inefficiency of the strategies for the provision and use of this type of material, it
requires the search for more efficient alternatives for the improvement of the
processes of pretreatment (physico-chemical or biological) of the lignocellulose.
Although, there are physical and chemical methods which allow the use of
lignocellulosic material as raw material for the production of biofuels, one of the
promising alternatives is the use of biological methods which enable the use  of
celuloliticos agents to obtain fermentable sugars (Mcintosh et al., 2002).

The present work had as objective to isolate and identify organisms lignocellulosic
from sugarcane soils obtained from the farm stutterheim and Judea, as well as
compost purchased from the Mayagiiez. The sampling was carried out in triplicate
from three sources located in Cali-Colombia which offered environmental
characteristics for their development. The procedure included the portion of the
sample, the insulation in the selective medium and identification by microscopic
features as Gram staining for bacteria, as well as sequencing rDNA16S for these
same.

In the study, it was possible to identify 7 bacterial species including Pseudomonas
Nitroreducens, Cymbidii Dyadobacter Fermentans, Chitinophaga Paraccocus
Shinella, sp, ps, Pseudomonas and Rhizobium. In conclusion there are strains that
may degrade cellulose due to its use of cellulose as a carbon source for insulation.

Keywords: Isolation, identification, lignocellulosic material



1. INTRODUCCION

La lignocelulosa es el principal y mas abundante componente de la biomasa
producida por la fotosintesis, al afio la agroindustria genera 200,000 millones de
toneladas en el mundo. (Ragauskas et al., 2006) Para analizar esta problematica es
necesario mencionar algunas de sus causas, uno de ellas es que la alta produccion
provoca un impacto negativo al medio ambiente debido a la liberacién de gases de
efecto invernadero. Esto se da, porque los residuos lignocelulésicos quedan en el
suelo y realizan una degradacion In situ.

La composicion estructural de la pared celular de los tejidos vegetales de la
lignocelulosa consiste en 3 polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales
se encuentran asociados formando una matriz solida que dependiendo de las
proporciones de cada polimero le confiere al material propiedades especiales de
dureza, flexibilidad y rigidez (Cardona, 2009). Esta caracteristica se presenta como
un problema debido a que hace mas lenta la degradacién principalmente porque
presentan un alto grado de resistencia al ataque microbiano (Moore, 2001), y si a
eso se le suma un alto volumen de estos residuos lignocelulésicos se genera un
problema de alto impacto ambiental, ya que dificulta su manejo, causando pérdida
de espacio paisajistico asi como la generacion de plagas. Una alternativa para
disminuir el impacto causado por estos residuos que en el Valle del Cauca provienen
principalmente de la industria azucarera: es aislar e identificar microorganismos que
cuenten con la maquinaria enzimatica para acelerar la degradacion de estos
residuos y asi disminuir el impacto paisajistico.

De esta manera se proporciona un importante recurso para contribuir a mitigar la
contaminacion ambiental causada principalmente por estos residuos.



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO:

2.1 Planteamiento de la pregunta o problema de investigacion y su
justificacion en términos de necesidades y pertinencia:

En la actualidad la produccion de toneladas de estos residuos lignocelulésicos se
han convertido en un problema medioambiental, debido a su compleja estructura de
degradacion. Estos residuos estan compuestos por celulosa, lignina y hemicelulosa
los cuales forman una barrera fisica y bioquimica impidiendo la mayoria de los
procesos de conversion de biomasa a bioenergia ademas la degradacion in situ de
los residuos lignoceluldsicos en el ambiente genera liberacién de gases de efecto
invernadero contribuyendo al aumento de los problemas actuales de cambio
climatico. Estos residuos juegan un papel muy importante debido a la enorme
disponibilidad y a las diferentes fuentes agroindustriales que lo generan, pueden ser
aprovechados en diversos procesos que demanden una utilidad econémica e
industrial; por ejemplo, obtencion de biocombustibles de segunda generacion,
diferentes usos en la industria del papel, textilera, alimenticia entre otras. Pese al
gran potencial que tiene el uso de este tipo de desechos naturales, para su
aprovechamiento es necesario aislar microorganismos lignocelulésicos nativos que
permitan implementar estrategias de hidrélisis mas efectivas y de esa manera
facilitar su disposicién y aprovechamiento. En el presente proyecto se pretende
aislar e identificar microorganismos capaces de degradar material lignocelul6sico
con la finalidad de generar una coleccién microbiana como punto de partida para
posteriores estudios moleculares y de aplicacion a nivel industrial.



2.2MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE:
2.2.1 Residuos lignocelulésicos

Actualmente los residuos lignoceluldsicos representan 5 millones de toneladas por
afo, equivalentes a 23,1 ton/ha, y constituyen el 25% del peso de la cafia, incluyendo
hojas verdes (13,3%), hojas secas (64,2%), cogollos (7,5%) y cafia remanente
(15%). Estos residuos considerados como biomasa, se dejan sobre el suelo como
material de abono y en su mayoria se queman incrementando la contaminacion
ambiental con diseminacion de cenizas, humos y gases téxicos (Rodriguez, 2009).
Esta biomasa, que dependiendo de la variedad, posee un estimado promedio en
peso de 42% de celulosa, 26% de hemicelulosa y 22% de lignina en base seca
(Gomez, 2007) apta para obtener azlcares fermentables, genera una alternativa
para obtener etanol deshidratado (anhidro) como combustible, a partir de estos
residuos. Asi, al usar alcohol carburante, se puede disminuir el consumo de
combustibles fésiles e impactos ambientales reduciendo en un 74% la emision de
gases de efecto invernadero.

De igual modo, utilizando los subproductos del azicar -Bagazo, Cachaza, Melaza-
se puede también obtener oligosacéridos como materia prima que a escala de
laboratorio puede generar dextrano de grado técnico para su uso como espesante
en la industrializacién de alimentos y en el &rea de procesamiento de aguas
residuales como floculante. (RODRIGUEZ y HANSSEN, 2007).

2.2.2 Material Lignoceluloésico
2.2.2.1 Celulosa

La celulosa (Figura 1) consiste en cadenas lineales de celobiosa (D-glucopiranosil-
B-1,4-D-glucopiranosa) de aproximadamente 10.000 unidades glucosidicas. En la
célula vegetal gran parte de la celulosa esta presente como microfibrillas
empaquetadas muy densamente y dispuestas en haces paralelos, las cuales rodean
a la célula, y frecuentemente estan formando capas cruzadas. Estas fibrillas se
hallan aglutinadas por una matriz de otros tres materiales poliméricos: hemicelulosa,
pectina y extensina. (Lehningher 1987).

Debido a la estructura de la celulosa, su degradacion representa un desafio para los
sistemas de celulasas, razén por la cual estos sistemas poseen una estructura
modular, que incluye un moédulo de union a carbohidrato y un médulo catalitico,
permitiéndole unirse a la superficie de la celulosa, lo que se presume facilita la
hidrolisis de este compuesto al acercar el dominio catalitico a la celulosa insoluble
(Lynd et al.,2002).
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Figura 1. Estructura molecular de la celulosa

2.2.2.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por
pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa)
gue forman cadenas ramificadas y los acidos 4-O-metilglucurénico, D-galacturénico
y D-glucuronico, los azucares estan unidos por enlaces -1,4 y ocasionalmente por
enlaces B-1,3 (Figura 2) (Pérez, et al., 2002).

Son polisacaridos con grupos heterogéneos. Tienen un grado de polimerizacion
entre 100 y 200 en fibras madereras. Son insolubles en agua, pero en medio alcalino
se disuelven. La funcién principal de la hemicelulosa es proporcionar rigidez a la
pared celular interactuando con las microfibrillas de celulosa y lignina mediante
enlaces de hidrégeno y fuerzas de van der Waals intramoleculares, formando una
estructura cristalina resistente a la hidrdlisis y regiones amorfas susceptibles a la
degradacion enzimatica (Ovando & Waliszewski, 2005; Béguin & Aubert, 1994).

i s ¥

a-arabinofuranesidase

Figura 2. Estructura molecular de la Hemicelulosa
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2.2.2.3 Lignina

La lignina es un compuesto dificil de degradar debido a la recalcitrancia quimicay a
la baja porosidad, cualidades que le permiten cubrir la hemicelulosa y celulosa de la
pared celular de las plantas vasculares. La lignina es un polimero natural amorfo que
actia como agente aglutinante entre los componentes del vegetal y esta constituido
por unidades del tipo p-hidroxifenil propano. Por ejemplo, Las maderas suaves o
gimnospermas estan constituidas fundamentalmente por unidades guayacilica (G),
mientras que las maderas duras (angiospermas dicotiledoneas) por unidades
guayacilica (G) y siringilica (S) y las plantas anuales (angiospermas
monocotileddneas) tienen los tres precursores: guayacilica (G), siringilica (S) y p-
hidroxibencilica (H) (Sabatier, 1992). La lignina es el segundo constituyente en peso
(15-30%) y en importancia del reino vegetal (Sabatier, 1992, Mékela et al, 2002).

La lignina quimicamente es heterogénea y tiene una estructura muy compleja
(Figura 3). Los mondmeros son todos derivados del fenilpropano y su complejidad
resulta del gran nimero de diferentes enlaces que unen a los mondmeros. Las
diferencias en la composicién de las ligninas se manifiestan en el contenido de
grupos metoxi; por ejemplo: 21% en arboles de hojas caducas, 16% en abeto y 14%
en gramineas (Olvera, 2003).

Figura 3. Estructura de lignina (Bommarius & Riebel, 2004)
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Como se menciond anteriormente éste es un material de dificil degradacion, debido
a sus componentes; sin embargo, se han reportado microorganismos capaces de
degradar por diferentes mecanismos. En uno de los estudios realizados se
evaluaron microorganismos promotores de crecimiento vegetal en tomate (Solanum
lycopersicum) variedad santa clara, aislados de residuos lignocelulésicos de
higuerilla (Ricinus communis).

2.2.2 Proceso bioldgico de la degradacion y los microorganismos
involucrados

La distribucion dispersa y localizada de microorganismos capaces de degradar
lignocelulosa o celulosa se muestran en el Arbol de la Vida figura 4. En la Tabla 1
gue se encuentra en los anexos se muestra una lista de bacterias que, segun se
informa, crecen en celulosa cristalina como fuente de carbono y la degradan
sustancialmente. Se indica el material o el habitat para el aislamiento y la posicién
filogenética, asi como la disponibilidad de la secuencia gendmica indicando con el
numero de acceso de NCBI, y N = ninguno disponible.

Anobium

totermes \'&»
S 0
Isdpiera I\
o)
L5 Chiamydomonas
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Porcelio Mz ,'Z} Trichonympha
Limnoria =, '5,. } 2 \ Holomastigotoides
Chelura —amenposs ®) ukaryotes &oF
’ Pyrococcus . , Sphingomonas
7 ,,%7 ™™ " Teredinibacter
3 Archaea & ; ;
L r | Burkholdia
N ! ! \
v S MONT, 8 \ | Bacteria |
Xylophaga =——xyixhagainse L /7 Ll
77 /7] v ,
Y .
< Teradinidae / \ Trichoderma Ll - =N
Lyrodus Serpu‘!ia Termitomyces / = Bacteroides
% Corbicula o b Pleurotus TP N )
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Figura 4. Arbol de la vida de microorganismos degradadores de lignocelulosa o
celulosa
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Entre los microorganismos que son capaces de degradar material lignoceluldsicos
se encuentra un numero de bacterias del suelo que son capaces de oxidar la lignina
mediante un sistema enzimatico de peroxidasas y/o lacasas que generan especies
de radicales oxidantes que catalizan la oxidacion de lignocelulosa. La lignina
peroxidasa oxida restos arométicos no fenélicos mientras manganeso peroxidasa y
lacasas oxidan subunidades fendlicas. La lacasa puede actuar sobre subunidades
no fendlicos de la lignina mediante la inclusién de un mediador (Med). La mayoria
de estos microorganismos han sido reportados en el Filum Actinobacteria y en las
clases a y y Proteobacteria los cuales se encuentran en el intestino de las termitas
e insectos que mediante una accion mutualista puede digerir la madera. La
degradacion de la lignina es un paso clave para el reciclamiento de carbono en los
ecosistemas terrestres, donde los basidiomicetos conocidos comunmente como
hongos de podredumbre blanca degradan los polimeros de la madera facilitando el
uso de la celulosa por poblaciones microbianas. Lo mencionado anteriormente que
es mecanismo microbiano de degradacién se presenta en la figura 5, parte a.
(Ahmad M, 2010)

Los microorganismos aerobios producen celulasas con diferentes especificidades y
modos de acciodn, actuando en sinergia para llevar a cabo el proceso de hidrdlisis de
la celulosa (Henrissat, 1991). Hay tres tipos de celulasas ampliamente conocidas
entre las que se encuentran: las endoglucanasas (EGSs), que cortan ocasionalmente
en regiones amorfas de la celulosa generando oligosacaridos, esto causa la
disminucién en el largo de las cadenas y un incremento de los azlcares reductores;
las exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBHs), actian sobre los extremos reductor
y no reductor de las cadenas de celulosa liberando glucosa o celobiosa y por ultimo,
las B-glucosidasas que hidroliza la celobiosa y las celodextrinas para liberar dos
moléculas de glucosa (Lynd et al., 2002).

Por otra parte, algunos ejemplos de microorganismos con sistemas de celulasas,
xilanasas y peroxidasas bien identificados son las siguientes cepas mesofilicas:
Trichoderma viride, Fusarium oxysporium, Piptoporus betulinus, Penicillium
echinulatum, P. purpurogenum, Aspergillus niger y A.fumigatus; el género
Aspergillus tiene caracteristicas que hacen que sea ideal para aplicaciones
industriales tales como alta capacidad de fermentacion y alto nivel de secreciéon de
proteinas (DeVries y Visser, 2001)

14
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Figura 5. Esquemas de mecanismos microbianos de la degradacion de la
lignocelulosa. b) La alteracion del complejo lignocelulosa por hongos de pudricion
marrén utilizando el sistema de Fenton quelante mediada (CMF). Hifas de los
hongos en el lumen de las células vegetales producen compuestos de hierro de
reduccion (RC), peroxido de hidrogeno (H202) y &cido oxalico. El &cido oxalico se
une Fe ** como un complejo que se difunde en la pared celular junto con peréxido de
hidrogeno y RC. Con el cambio de pH, RC secuestra Fe3* desde el complejo de Fe-
oxalato y lo reduce a Fe?* . Fe?" reacciona entonces con H202 (reaccién de Fenton)
y produce radicales hidroxilo (¢ OH), que interrumpen la lignocelulosa. (Simon M
Cragg 1, 2015)

Disruption of lignocellulose complex

2.2.4 ldentificacion de Microorganismos degradadores de material
lignoceluldsico

Los procedimientos microscopicos que utilizan tinciones estandar y/o anticuerpos
fluorescentes para detectar microorganismos especificos se consideran métodos
rapidos y se utilizan para la diferenciacion inicial o la identificacion presuntiva de
ciertos grupos de microorganismos. Uno de los métodos de coloracion utilizados es
la tincion de Gram que es de gran importancia en Microbiologia, ya que permite
hacer diferenciaciones taxondémicas, separando dos grandes grupos de bacterias
(gram-positivas, de color violeta azulado, y Gram-negativas, de color granate o
rojo-rosado), segun se comporten ante esta tincion. (Lépez-Hontangas) Pero, para
poder decir a qué género y/o especie pertenece es necesario utilizar otros medios
de identificacion, entre ellos se encuentra:
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La secuenciacion y comparacion del gen 16S rDNA en especies bacterianas esta ha
surgido como una estrategia para la identificacion genética de microorganismos
debido a que este gen puede identificar mejor cepas mal descritas, raramente
aisladas o fenotipicamente aberrantes, puede usarse rutinariamente para la
identificacion de micobacterias, también puede realizar el reconocimiento de nuevos
patégenos y bacterias no cultivadas. (Ill, 2004). La identificacién por medio del gen
16S ha permitido reportar alrededor de 2500 diferentes especies bacterianas nuevas
(Olsen et al., 1991). Estos genes son similares en longitud (aproximadamente 1,5
kb) a lo largo de todo el reino bacteriano y contiene regiones muy conservadas, asi
como otros que varian segun la especie y la familia; también son generados
productos de ARN con una estructura secundaria similar (Neefs et al., 1990; Woese,
1987). Este tamafio proporciona suficiente polimorfismo intraespecifico para
diferenciar y establecer medidas estadisticas validas. EIl ARNr 16S actia como un
cronémetro molecular al presentar un alto grado de conservacion.

Por otra parte, para la identificacién taxondmica de hongos se utiliza la secuencia de
las regiones ITS (Internal Target Spacer). Utilizando cebadores que hibridan en las
zonas conservadas se puede amplificar por PCR la regién que incluye ITS1, el gen
del ARN 5,8S e ITS2 y mediante la comparacion de la secuencia obtenida con las
bases de datos disponibles se le puede asignar la especie o al menos el género.
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2.3 OBJETIVOS:
2.3.1 Objetivo General

Aislar e Identificar microorganismos lignocelulésicos a partir de suelos de cultivo de
cafa de la finca Balsora y Judea; y compost del Ingenio Mayaguez.

2.3.2. Objetivos Especificos

» Estandarizar la técnica de PCR para la identificacién de aislamientos de
microorganismos lignoceluldsicos a partir de cultivo microbiano.

* Identificar microorganismos cultivados mediante secuenciacion ARNr 16S.
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2.4 METODOLOGIA
2.4.1 Recoleccién de Muestras

Para el aislamiento e identificacion de microorganismos lignocelulésicos fueron
recolectadas muestras de suelos de fincas especializadas en el sembrado de cafa:
Finca Balsora y finca Judea; a su vez se recolectd una muestra de compost
proveniente del ingenio Mayaguez. Se colocaron en bolsas plasticas debidamente
marcadas y selladas. Fueron almacenadas a una temperatura de 35°C. No se utilizo
cadena de frio.

2.4.2 Eleccion del Medio de cultivo para aislamiento de microorganismos
lignoceluldsicos.

El medio M9 fue elegido porque contiene elementos esenciales para el crecimiento
de los microorganismos. Ademas tiene una fuente de carbono que también permite
seleccionar microorganismos que utilizan esa fuente. Tiene 2 sales; Fosfato de
potasio y fosfato de sodio, que estan presentes como agentes tampones. El cloruro
de amonio proporciona la fuente de nitrégeno para las células. El cloruro de sodio
genera los iones esenciales y apoya osmoticamente. Como fuente de carbono se
empled celulosa o RAC, para seleccionar aquellos microorganismos que hidrolicen
la celulosa y/o lignocelulosa para su asimilacion metabdlica.

Tabla 2. Composicion del Medio M9

Composicién Cantidad para 1L
NazHPO4 69

KH2PO4 39

NH4CL 1g

NacCl 0,59

CaClz 0,003g

Celulosa o RAC 19

Fuente: (HOS.UFL, 2017)

2.4.3 Aislamiento de microorganismos lignoceluldsicos

Fueron pesados 5g de cada uno de las muestras de suelo y posteriormente fueron
depositadas en frascos Erlenmeyer los cuales contenian el medio de cultivo liquido
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necesario para la recuperacion de las especies microbianas. Las seis muestras se
rotularon como Judea + celulosa, Guido+celulosa, compost+celulosa, Jueda+RAC,
Guido+RAC, compost+RAC. Después se peso 1g de Celulosa para cada uno de las
tres muestras, y lo mismo se hizo para los que tienen RAC. Consecutivamente, se
adicion6 a cada muestra 100mL del medio M9, se dej6 en agitacion y sin
temperatura durante una semana.

2.4.4 Aislamiento Primario

Se realizaron las diluciones respectivas, de mayor a menor concentracion,
comenzando con el stock que tiene una concentracion 101, seguidamente 102, 10-
3,104, 10°. El stock se realiz6 de la siguiente forma: se adicion6 900ul de agua
peptonada y 100 pl de la muestra. Para realizar las diluciones se tom6 100 pl del
stock y se adicion6 a 900 ul de agua peptonada; de este primer paso se obtuvo la
dilucion de concentracion 102, después se tomd 100 pl de la diluciéon 102y se le
adicion6 900 ul de agua peptonada para obtener la dilucién con una concentracion
de 103, y asi seguidamente para las otras diluciones. Cada dilucién se hizo por
triplicado para obtener un total de 76 diluciones. Posteriormente, se realizo la
siembra de estas muestras en cajas Petri que contenian agar +M9, las cuales se
dejaron incubando durante 8 dias a 35°C. Se establecio estas condiciones apoyados
en la literatura, ya que los microorganismos que se esperan obtener son hongos y
bacterias, aerobios, mesdfilos. Cuyo crecimiento 6ptimo es entre 30°C y 40°C.
Ademas se tuvo en cuenta las fuentes donde provienen que son los suelos de cafia
de azlcar los cuales tienen un rango 6ptimo de temperatura que es de 14 a 35°C.

2.4.5 Aislamiento secundario

De los microorganismos recuperados en el primer aislamiento se realizaron repiques
de las colonias presentes en placas Petri con medios de cultivo M9 y en agar, las
cuales se dejaron incubando 8 dias a 35°C, después de ese tiempo, se refrigeré a
4°C.

2.4.6 Caracterizaciéon morfolégica de Hongos y de cepas bacterianas

Se realizo la caracterizacion morfolégica para bacterias y hongos con la ayuda de
un estereoscopio donde se observd: homogeneidad, tamafio, forma, color, opacidad
y textura.

2.4.7 Caracterizacion fenotipica de cepas bacterianas

Se procedio a realizar la tincién de Gram en bacterias, para ello se colocé una gota
de agua destilada en el portaobjetos y con un asa de siembra se llevo una pequefia
cantidad de la cepa de bacterias y se hizo el extendido. Después se fij6 calentando
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suavemente. Posterior a eso, se agreg0 sobre la preparacion cristal violeta
dejandolo 30 segundos, se lavl con agua destilada; luego se afiadi6 lugol durante
30 segundos: se lavd con agua destilada. Se procedié a decolorar con etanol-cetona
por 10 segundos: se lavé con agua destilada. Finalmente, se agregd safranina
durante 30 segundos, se lavd; se secO y se observd al microscopio con aceite de
inmersion y con el objetivo 100X. (ANTIOQUIA)

2.4.9 Estandarizacion de protocolo de PCR para amplificacién del gen
16SADNTr

La seleccion de los cebadores para la amplificacion de distintos fragmentos delgen
16S, se baso6 en la busqueda bibliografica de estudios similares donde emplearon
cebadores universales, especificos para bacterias y que amplificaran regiones
hipervariables del gen (Galkiewicz & Kellogg 2008; Pedersen 2008). Para el PCR se
usé el primer ribosomal correspondiente al gen 16SADNr 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT),
debido a que este par de cebadores amplifica desde la regién V1 ala region V9, casi
la totalidad del gen, el tamafio del fragmento esperado es aproximadamente de
1500pb. Principalmente se realiz6 PCR gradiente para encontrar la temperatura
Optima de anillamiento, se utilizé el siguiente gradiente: 63°C, 62.3°C, 61.1°C, 59.3°
C, 57.0°C, 55.3°C, 54°C, 53°C. Se estandariz6 por reacciéon (buffer de PCR
1X, dNTPs 0,2 mM, MgCI2 2 mM, primers 0,2 uM, taq ADN polimerasa recombinante
1.25U y 100 ng de ADN bacteriano). Se utilizé el termociclador y el siguiente
programa de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de
92 °C por 1 min, 57 °C por30sy 72 °C por 1 min. Los productos de PCR se analizaron
por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con un marcador molecular Invitrogen
1 Kb Plus DNA Ladder

2.4.10 Identificacién molecular de cepas lignocelulésicas mediante
Secuenciacion ADNr 16S

Para la identificacion molecular se realiz6 PCR de colonia, de esta se obtuvo los
amplicones 16S los cuales se purificaron con un kit comercial SV Wizard. Para ello
se amplific6 mediante la reaccion en cadena de Polimerasa (PCR) con
oligonucledtidos universales del gen 16S, 27F y 1492R para bacterias Los productos
de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para la purificacion
de la muestra se procedio a cortar un pedazo de la banda y se colocé en un tubo de
microcentrifuga de 1.5mL. Se agregd 10 ul de la solucion Binding Membrana. Se
dejé incubando a 50°C — 65°C hasta que el gel estaba completamente disuelto. Para
el procesamiento de amplificaciones de PCR, se agregd un equivalente de la
solucion Binding membrana. Luego se realiz6 la union de ADN, el primer paso fue
Insertar VS Minicolumna en tubo de recoleccion, seguidamente se transfirié y se
incubo a temperatura ambiente por un minuto. Posterior, se centrifugo a 16.000 x g
durante 1 minuto. Se descarto el liquido y se inserté dentro del tubo. En el cuarto
paso se afiadidé 700 pl de soluciony se
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centrifugd a 16.000 x g durante 1 minuto. Se descartd y se reinsertdé en una
minicolumna en un tubo de recoleccion. Se repitié el paso 4 con 500 pl de solucion
de lavado de membrana. Se Centrifugd a 16.000 x g durante 5 minutos. Después se
vacio el tubo de recoleccion y se recentrifug6 durante 1 minuto, se abrio la tapa para
permitir la evaporacion de cualquier residuo de etanol cuidadosamente se transfirio
a un tubo de microcentrifuga limpio y se afadié 50 pl de agua al Nuclease-Free
Minicolumna. Se incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente. Durante 1 minuto
y centrifugar a 16.000 x g durante 1 minuto. Finalmente se desechd Minicolumna y
se almacend el ADN en 4°C o -20°C. Ver anexo 3 Lo obtenido del procedimiento
anterior, se manddé a secuenciar al laboratorio de medicina genomica de la
Universidad Icesi.

Se realizo la limpieza de la secuencia con el programa MEGA al cual se le suministro
la informacién sobre la secuencia, por ejemplo que el tipo de secuencia que se esta
utilizando es nucledtidos, luego se procedié a hacer la limpieza para ello se inicié
eliminando los extremos en la que la identificacion de base no es fiable, y luego se
guard6 con un nombre distinto para identificarla como la secuencia corregida. Las
secuencias fueron analizadas utilizando el programa BLAST comparandolas contra
la base de datos nt del NCBI (blast.ncbi.nim.nih.gov). Los resultados obtenidos
fueron filtrados con el 80% de similitud y 80% de cobertura de la region amplificada.

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1 AISLAMIENTO DE BACTERIAS

A partir de las diluciones realizadas se aislaron las colonias que pueden ser posibles
degradadores de Celulosa obteniendo un total de 19 Cepas bacterianas. Se
considera que son posiblemente degradadores ya que utilizan como fuente de
carbono la celulosa, pero para saber si tienen actividad celulolitica es necesario
realizar pruebas de revelado utilizando rojo congo a 1% (p/v) y dependiendo del
diametro del halo se ve la intensidad de la actividad de la cepas.

La tabla 3 presenta el nimero de cepas de bacterias aisladas por tipo de muestra y
medio de cultivo empleado. Cabe destacar que se utilizé 2 medios de cultivo celulosa
y RAC, sin embargo para el segundo no se reportd crecimiento de los
microorganismos.
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Tabla 3. Recuento de cepas bacterianas

Medio de Cepas Cepas Recuperadas

Fuente Cultivo Encontradas |?!

Judea 10-1 M9+Celulosa 2 2
Judea 10-2 M9+Celulosa 2 2
Judea_10-3 M9+Celulosa 1 1
Judea 10-4 M9+Celulosa 1 0
Compost_10-1 |M9+Celulosa 2 2
Compost_10-2 |M9+Celulosa 1 1
compost_10-3 M9+Celulosa 5 3
compost_10-4 M9+Celulosa 1 1
Guido_ 10-2 M9+Celulosa 2 2
Guido_ 10-3 M9+Celulosa 1 1
Guido_ 10-4 M9+Celulosa 1 1
Total 19 16

Fuente: Autor

Recuento de cepas bacterianas

Judea _10-1,10-

2,10-3,10-4

Compost_10-1,10-

2,10-3,10-4

- Guido_ 10-2,10-
3,10-4

Figura 6. Diagrama circula de recuento de cepas
bacterianas.

1 La diferencia entre las cepas encontradas con las recuperadas, principalmente es que 3 de las 19 cepas encontradas presentaron contaminacién cruzada, es decir,
en la misma caja Petri donde estaba las bacterias también crecieron hongos que cubrian toda la bacteria, por tal razén no se pudieron recuperar.
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En los resultados obtenidos se evidencia que la fuente que presenta mayor cantidad
de cepas recuperadas es Compost (44%) que proviene del ingenio Mayagiez,
durante este proceso de transformacién orgénica la actividad metabdlica microbiana
se incrementa debido al tiempo de degradacion transcurrido, la temperatura de
incubacion y el pH del medio. Estas condiciones facilitan que bacterias esporégenas
y actinomicetos incrementen su actividad y por ende su poblacién (Granados y
Valderrama, 2003). El proceso de compostaje est4d gobernado por la accion de
microorganismos aerobios facultativos y obligados, mesdfilos y termdfilos, segun la
temperatura dominante. Hasta ahora, han sido estudiadas més de 70 especies de
microorganismo destacandose los grupos de actinomicetos termofilos, bacterias
mesofilas y termofilas, y hongos mesofilos y termdfilos, degradando compuestos
como hemicelulosa, celulosa. (Barreto, 2008)

2.5.2 CARACTERIZACION E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS
POTENCIALMENTE DEGRADADORES DE CELULOSA

Para la caracterizacion e identificacion de microorganismo inicialmente se realiz6 un
reaislamiento que adicionalmente contenia Nistatina: un antimicotico para garantizar
que lo Unico que crecieran fueran bacterias. Posterior a esto, se realizd la
identificacion por coloracién que permite conocer los detalles morfologicos de las
bacterias, existen varias técnicas empleadas, pero la coloracion de Gram permite
distinguir entre bacterias Gram positivas (tincidon violeta) y Gram negativas (tincion
rosado) debido a la estructura quimica que se presenta en la pared celular ya que
las bacterias Gram negativas estan constituidas por una capa fina de peptidoglicano
y una membrana celular externa, mientras que las bacterias Gram positivas poseen
una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no cuentan con
membrana celular externa; asi pues, la composicion quimica y el contenido de
peptidoglicano en la pared celular de las bacterias Gram negativas y Gram positivas
explica y determina las caracteristicas tintoriales. (Lopez, 2014)

A continuacion se muestran los resultados obtenidos durante este procedimiento.

Tabla 4. Caracterizacion de las Cepas Macro y Micro Aisladas.

Cepa |Morfologia Gram Borde Color Textura

C4BB |Bacilos Negativa irregular |traslucido |cremosa
C2M1A |Cocoides Negativa irregular | Blanco Cremoso
C10B | Varillas Negativa irregular | blanco Cremoso
C4BBL |Bacilos Negativa irregular | Blanca Cremosa

Positiva-Ne

C5A Bacilos gativa irregular |incolora | Cremosa
CiM1 | Varillas Negativa Liso blanco Cremosa
C6BBR | Cocoides Negativa Liso Blanco Cremosa
C2BB |Bacilos rectos Negativa Liso blanco Cremosa
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C6BB |Cocoides Negativa Liso blanco Cremoso
C3M1 |Bacilos rectos Negativa Liso blanco cremoso
No se No se No se No se
CI9M1 |No se observo observo observé |observo observo
No se No se No se No se
C1M4 | No se observo observo observd | observo observo
No se No se No se No se
C3M2 |No se observo observo observé |observo observo
C8M1 |bacilos Negativo Liso Blanco Cremoso
No se No se No se No se
Ci10B No se observé observo observé |observo observo
C4B Bacilos Negativo irregular | Blanca Cremosa

Fuente: Autor

Se pudo notar que la mayoria de bacterias aisladas resultaron ser Gram negativas.
Aunque esta prueba no es definitoria por lo cual es necesario la realizacion de la
secuenciacion ADNr 16S.

2.5.2.1 Estandarizacién de condiciones de PCR para amplificacién del gen
16s

Para estandarizar el protocolo de PCR para la amplificacion del gen 16S se realizo
PCR gradiente la cual permite determinar la temperatura 6ptima de anillamiento de
los primers utilizados. Principalmente se amplificé un fragmento de 1500pb de un
cultivo de células de origen C4B. Se establecié un gradiente de 53 a 63 ° C. Esto se
logré implantando un gradiente de 14 ° C y estableciendo la temperatura de
anillamiento a 60 ° C. Se seleccionaron los siguientes parametros de prueba:
desnaturalizacion 95°C a 30 s, hibridacion 53 ° C -63 ° C durante 30 s, elongacion
72 ° C, 2min, Tag-Polimerasa 0,2 unidades. En la Figura 7 se presentan los
resultados obtenidos de la PCR gradiente utilizando un marcador molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder. A partir de esto se determind que la temperatura que mejor se
ajusta para la amplificacion del amplicén es el pozo E, el cual tiene una temperatura
de 57°C.
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Figura 7. Amplificacion del gen 16S bajo un gradiente de temperatura de anillaje. M:
corresponde al marcador molecular se utiliz6 1 Kb Plus DNA Ladder. A: 63°C, B:
62.3°C, C: 61.1°C, D: 59.3°C, E: 57°C, F: 55.3°C, G: 54°C, H: 53°C.

El Protocolo de la PCR estandarizado por reaccion fue: (buffer de PCR 1X, dNTPs
0,2 mM, MgCI2 2 mM, primers 0,2 pM, tag ADN polimerasa recombinante 1.25U y
100 ng de ADN bacteriano). Se utilizé el termociclador y el siguiente programa de
amplificacion: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 92 °C por 1
min, 57 °C por 30 s, y 72 °C por 1 min. Los productos de PCR se analizaran por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Con el fin de aplicar y evaluar la estandarizacion realizada se reprodujo el protocolo
de la PCR utilizando el ADN de diferentes cepas aisladas C1M4 perteneciente a la
fuente Judea_10?, CsM2de Guido_10?,C4 compost_102, CiM1 Judea_102,CaM1
Guido_107?, CsM: Guido_103, C2BB compost_102 ,C4B compost_102?, C10
Judea_101, C6BB Guido_10?, CiMs Judea_102, CsM2 Guido_102, C4BB
compost_103, CiMi;, C3M1, C8M1 Guido_103, C2BB compost_103, C4BBL
compost_103, C10 Judea_ 10, C6BB compost 101 En la figura 8 y 9 se
muestran las bandas obtenidas para cada una de las cepas aisladas, las cuales
presentan una intensidad muy similar entre ellas y un peso de aproximadamente
1500pb, como se esperaba.

25



e

Figura 8. PCR de colonia donde M corresponde al marcador molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder, A: CiMa, B: CsMz, C: C4BB, D: CiMs, E: C3M1, F: C8M1, G: C2BB,
H: C4BBL, I: C10, J: C6BB.Se puede observar que las bandas se encuentran entre
1kby 2kb.

"M A BCD E F %

1Kb
10,00
0
5000
4000
3000

2000

Figura 9. PCR de colohia donde M corresponde al marcador molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder, A: C2M1, B: C10B, C: C5, D: C6BBL, E: CO9M1, F: C4B, C-

2.5.2.2 Identificacion taxondmica mediante secuenciacion del gen 16S

La identificacion taxondmica se realizd6 mediante secuenciacion ADNr 16S. Se eligio
esta técnica porque es posible encontrar patrones de secuencias especificos para
grupos o género. Las diferencias en las regiones conservadas proporcionan asi
mismo secuencias para el diagnéstico de grupos de organismos relacionados y
pueden ser usadas como dianas para sondas especificas de oligonucledtidos.
Ademas es un poderoso marcador universal debido a que se encuentra en todos los
organismos conocidos. Su estructura parece mantenerse por largos periodos de
tiempo y, como su funcibn no ha cambiado, los cambios en la secuencia
probablemente son aleatorios. (Valenzuela-Gonzalez, 2015)

En los resultados obtenidos de la secuenciacion, la mayoria de amplicones —en total
12- contienen mas de una secuencia, las posibles causas del ruido o de las
secuencias superpuestas es porque el ADN pudo presentar contaminacion, el
fragmento de PCR esta mal purificado, no hay cebador o la concentracion es inferior
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a la necesaria. Con relacion a los productos de PCR las impurezas mas habituales
son los fragmentos que copurifican con el molde por ejemplo primer-dimers, que
contienen sitios de unién para los cebadores de secuenciacion. sin embargo, se
analizé y se limpid las secuencias con el programa MEGA, y después se utilizo la
herramienta BLAST que permite buscar secuencias biolégicas en las bases de datos
de NCBI. Esta herramienta encontré algunas regiones similares, compar6 las
secuencias de nucleétidos y calculd la significancia estadistica, obteniendo 12 de 16
bacterias identificadas, las 4 restantes no se lograron identificar mediante esta
herramienta y no se realiz6 de nuevo la purificacion.

Con relacion a las 12 bacterias identificadas éstas presentaron 7 microorganismos
distintos y 5 repetidos. Donde 3 de 5 bacterias pertenecen al género Shinellaspy 2
de 5 bacterias pertenecen al género Paraccocus sp. Esto pudo deberse
principalmente a un aislamiento secundario erroneo, ya que se eligié dividir una caja
Petri en 2 partes iguales y sembrar dos microorganismos en la misma caja figura
10, para el caso de las 3 bacterias de género Shinella sp el aislamiento provenia de
la misma caja Petri (C4) y de la misma dilucién —Compost_103ademas 2 de las 3
bacterias presentaron similitud en la descripcibn macro y microscopica, para
Paraccocus sp sucedié lo mismo (C6, compost_107). En general los resultados
obtenidos de la identificacion no son confiables por lo que es necesario volver a
purificar el producto de PCR, considerar un cambio de Primers-cebadores o realizar
el aislamiento desde las diluciones, todo esto para garantizar que no se presenten
mas de un microorganismos en la secuenciacion y de esa manera realizar un
analisis bioinformético correcto.

S
Figura 10. Aislamiento secundario de bacterias.

Es importante resaltar que los microorganismos identificados utilizan como sustrato
la Celulosa, ya que, el medio en el que ellos crecieron su fuente de carbono era esta.
En el medio en el cual los microorganismos utilizaban RAC no se observo
crecimiento, esto se sustenta con la literatura, ya que para poder degradar el
material lignocelulosico debe hacerse un trabajo sinérgico, es decir, debe existir la
participacion simultadnea de diferentes microorganismos, principalmente porque los
hongos son los primeros en romper el material para que las bacterias puedan entrar
a la fuente de carbono. Hay una conjunto de enzimas participando para poder
degradar el material, lo que probablemente no paso en el medio de cultivo M9+RAC.
Los resultados obtenidos mediante BLAST queincluye el género y/o especie
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posiblemente celuloliticas, asi como los valores de similitud se describen a
continuacion. Cabe aclarar que poder analizar los resultados obtenidos por BLAST
fue necesario tener en cuenta que BLAST sélo muestra informacién de los
alineamientos que tengan un valor esperado (en inglés e-value) igual o0 menor que
un limite predefinido (pardmetro -e), que por defecto vale 10. Este valor es el nUmero
de secuencias, respecto al tamafio de la base de datos que se esta buscando, que
obtendrian la misma puntuacién por azar al ser alineadas. Por tanto, cuanto mayor
sea el tamafio de la biblioteca de secuencias que se esta explorando, mas
significativos seran los valores esperados y si se obtiene un porcentaje de similitud
del 100% esto indica una homologia significativa.

En la siguiente tabla 5 se muestran los resultados de la identificacién taxonomica.
Informacién como condiciones de crecimiento, fuente y origen, conservacion de los
microorganismos entre otras caracteristicas, se encuentra detalladamente en los
Anexos 1.

Tabla 5. Identificacion por secuenciacion ADNr 16S —ver Anexos 1-

Shinella sp
Paraccocus sp
Pseudomonas sp
Bacterias Rhizobium sp

Gram - Pseudomonas
nitroreducens
Dyadobacter fermentans

Chitinophaga cymbidii

Pseudomonas sp

Pseudomonas sp es una cepa obtenida de la fuente Compost del ingenio Mayagiez.
Respecto a su caracterizaciébn macro y micro, mostré forma de bacilo y coloracion
rosada indicando tincion de Gram negativa, presentd colonias de color blanco con
borde liso, textura cremosa. Al ser comparado con la literatura concuerda su
identificacion Macro y micro. Afladiendo a la informacion obtenida, se dice que este
género puede presentar algunos bacilos pigmentados, y su movimiento es a traves
de flagelos. Por otra parte, el género Pseudomonas sp representa un grupo grande
e importante de bacterias el cual incluye especies de gran versatilidad metabdlica;
de ahi su importancia ambiental.

Segun un estudio realizado en 2014 sobre Isolation of amylolitic, cellulolytic and
ligninolytic microorganisms from Bogota’s wetland soils, reportan a este grupo
bacteriano como celulolitico y lignolitico. Ademas, segun Kaplan y Hardenstein
(2014), un pequeiio porcentaje de sustratos de lignina son degradadas por
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Pseudomonas sp. Sin embargo, un cultivo mixto de Pseudomonas sp degrada el
39% de lignina, lo que contribuye a fortalecer la hipotesis del trabajo sinérgico entre
microorganismos. Con relacion al proyecto el que haya crecido en un medio tan
selectivo como el medio M9 indica la importancia de evaluar su capacidad para
degradar y por ende para producir celulasas.

Por otro lado, se identificé el microorganismo P.nitroduences perteneciente al
género Pseundomonas sp aunque esta cepa no se obtuvo de la fuente compost que
es un abono organico, resultante de la mezcla de los subproductos de la molienda
de cafiay la produccion de etanol (vinaza + cachaza) sino que esta cepa se encontré
en la fuente Judea que utiliza residuos de cultivo de cafia para fertilizaciéon de sus
tierras. Con relacion a sus caracteristicas macro y micro también es una bacteria
Gram negativa, ya que presentd coloracion rosa, al igual presenta la misma
morfologia que el género Pseudomonas sp.

En cuanto a los resultados obtenidos por BLATS, P.nitroduences presentd una
identidad alta del 98% y un e-value de 0.0 lo que indica que hay una coincidencia
exacta de la secuencia mientras que Pseudomonas sp presentdé una identidad del
83% y un e-value 1e-45 valores con baja significancia; esto no significa que no haya
homologia, solo que en la busqueda se espera encontrar mejores candidatos; este
resultado se le puede atribuir principalmente a una PCR mal purificada, o a un
aislamiento erréneo, o a alguno de los diferentes factores ya mencionados con
anterioridad.

Shinella sp

Shinella s.p es una cepa obtenida de la fuente Compost del ingenio Mayaguez. En
cuanto a su caracterizacion Macro y micro, presentaron colonias brillantes-
traslucidas con borde irregular y textura viscosa, por coloracién de Gram se obtuvo
que es un bacilo Gram negativo, comparado con la literatura existe concordancia
adicionalmente se menciona que no forma capsulas ni es esporulado. No se ha
reportado como posible microorganismo degradador de celulosa, hemicelulosa o
lignina; sin embargo, su crecimiento en el medio indica que utiliza como fuente de
carbono la celulosa.

Las Cepas de Shinella sp sélo se presentaron en la fuente proveniente del Compost
del Ingenio Mayagtiez, lo que puede indicar que el compost le proporciona una
concentracion mas alta de elementos que favorezcan el crecimiento de estas
bacterias. Segun la literatura su crecimiento 6ptimo es a pH 7-8; y puede crecer en
medios que tengan un 3 % de NaCl. Respecto a los resultados obtenidos por BLAST
presentd un e-value de 0.0 y una identidad del 98% valores significativos ya que tiene
una valor e muy bueno, y una identidad alta. (An DS, 2006)
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Dyadobacter fermentans y Paraccocus sp

Otros de los microorganismos identificados es Dyadobacter fermentans vy
Paraccocus p.s, el primero presentd en sus caracteristicas microscopicas y
macroscopicas respectivamente forma de varillas Gram-negativos con bordes liso y
textura cremoso. Estas caracteristicas obtenidas muestran similitud a las
mencionadas en la literatura. Este microorganismo usa N20 originario de otros
organismos, quimiodenitrificacion u otras fuentes. Su amplia distribucion indica que
la capacidad de reducir N20O es un rasgo ecolégicamente relevante; sin embargo, en
la literatura no se ha reportado como microorganismo degradador de celulosa, pero
al crecer en el medio selectivo M9 durante esta investigacion es conveniente evaluar
su capacidad de degradar celulosa. El segundo present6 es forma coloracion rosada
indicando bacteria Gram negativa en forma de coco, segun la literatura son coccus-
bacilos y presenta colonias blancas lisas. Este ha sido reportado en la tripa del
trabajador M. gilvus como microorganismo que degrada la celulosa, no obstante en
esta investigacion este microorganismo proviene de la fuente de Compostaje del
ingenio Mayaglez con caracteristicas diferentes lo que indica que este
microorganismo puede encontrarse en otras fuentes y en concentraciones distintas
de nutrientes. Por otra parte, este microorganismo no se encontrd ni en la fuente
Judea ni Balsora, indicador de que las condiciones que €l necesita para crecer se
encuentran potenciadas en el fuente de compostaje. (QiaoLin, 2010)

El primer microorganismo tuvo un e-value 0.0 y una identidad del 96%, mientras que
el segundo microorganismo tuvo un e-value 0.0 y una identidad del 100%, a pesar
de tener unas identidad del 100% su cromatograma presenta mucho ruido, puede
ser porgue la cantidad de muestra no fue suficiente, no se puede decir que hay mas
de una secuencia, porque se obtuvo un valor de identidad del 100%.

Rhizobium y Chitinophaga cymbidii

Rhizobium es una cepa aislada de la fuente de guido de la finca Balsora present6
caracteristicas de coloracion rosada perteneciente a bacterias Gram-negativas,
ademas mostré colonias blancas con bordes lisos y un poco viscosa. Muestra
relacion con la literatura, ademas son bacterias del suelo que fijan nitrégeno
atmosférico. En cuanto a su crecimiento en el medio selectivo indica que es un
posible degradador de celulosa, ademas estudios revelan que es una bacteria
celulolitica capaz de hidrolizar la celulosa, a través de enzimas exoglucanasa.
(Pérez, 2013) Para confirmar esto es necesario evaluar su capacidad celulolitica.
Finalmente, se identifico Chitinophaga cymbidii como bacteria Gram-negativa que
presento colonias de color amarillos, adicionalmente en la literatura se reporta como
bacteria aerdbica que no forma esporas, no méviles. No se ha reportado, como
posible microorganismo degradador de material lignocelulésico.
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Rhizobium mostréo un e-value de 9e-63 y una identidad del 91% mientras que
Chitinophaga Ccymbidii presentdé un e-value de 0.0 y una identidad del 94%.
Presentan valores de identidad muy bajos, asi como cromatogramas con mucho
ruido.

AISLAMIENTO DE HONGOS

A partir de las diluciones realizadas se logré el aislamiento de hongos posiblemente
degradadores de Celulosa obteniendo un total de 14 cepas. Después del proceso
de aislamiento primario se hizo el aislamiento secundario con el objetivo separar los
hongos de las bacterias. La tabla presenta el nUumero de cepas de hongos aisladas
por tipo de muestra y medio de cultivo empleado.

Fuente Medio de Cepas
Cultivo Encontradas

Judea_ -1PR2_M9+celul | M9+Celulosa 3

osa

Judea -2PR_M9+celulo | M9+Celulosa 3

sa

Compost_-1PR_M9+Cel | M9+Celulosa 1

ulosa

Compost_-2SR_M9+cel | M9+Celulosa 1

ulosa

Compost_-4SR_M9+cel | M9+Celulosa 1

ulosa

Guido_-1PR_M09+celulo | M9+Celulosa 2

sa

Gudo_-3PR4_M9+Cell M9+Celulosa 2

Guido_-4PR_M09+celulo | M9+Celulosa 1

sa

Tabla 6. Recuento de Cepas de Hongos

A diferencia de las bacterias, el mayor aislamiento se obtuvo de la fuente Judeay de
la fuente Guido, probablemente en esas fuentes encontraron mayor concentracion
de macronutrientes y micronutrientes para proliferarse. Por otra parte, el papel del
pH es fundamental para el desarrollo de los hongos, a un pH alto se ve afectado la
solubilidad de los metales y a pH bajo se afectan los sistemas enzimaticos, el ingreso
de vitaminas esenciales y acidos organicos y la toma de minerales, puede que en
estas fuentes estos microorganismos hayan encontrado el pH 6ptimo para crecer.
En cuanto a los hongos sélo se logré hacer la descripcion macroscépica, en la que
se notaron 14 morfotipos diferentes, apoyandose en la teoria estos hongos posibles
degradadores de celulosas y/o lignocelulosa recaen en el género basidiomiceto y
ascomycota, las caracteristicas principales de los basidiomicetos es que presentan
micelio septado, en cada septo se presentan fibulas prominentes,
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producen cuerpos fructiferos denominadas basidiocarpos, las esporas sexuales son
las Basidiosporas (cuatro esporas, producidas externamente en basidios o
probasidios), las Basidiosporas se forman por plasmogamia, cariogamia y meiosis.
(Marcela, 2014)

En cuanto a Ascomycota este grupo de hongos posee un micelio conformado por
hifas tabicadas (con excepcién de las levaduras que son unicelulares) y se
caracteriza por poseer un esporangio en forma de saco llamado asco en cuyo interior
se alojan las ascosporas. Este esporangio se forma como producto de una
reproduccion sexual, la cual puede efectuarse mediante somatogamia o por
gametangiogamia y puede originarse en cuerpos fructiferos complejos o Ascocarpos
gue son caracteristicos pudiendo tener diversas formas, pero su funcion es la de
proteger los esporangios con las esporas que garantizaran la reproduccion de la
especie. La reproduccion asexual se realiza por conidiosporas cuya formacion no
requiere una fusién sexual previa y que se desarrollan en estructuras llamadas
conidiéforos, formando cadenas de esporas o conidios. (Izco, 1997)

Algunas descripciones macroscopicas que son de rescatar, por ejemplo se
encuentra un hongo obtenido de la fuente Judea identificado con cédigo C10HV, se
notd la presencia de un micelio blanco, algodonoso y posteriormente una
esporulacion verde oliva de apariencia aterciopelada. En esa misma fuente se
observé un hongo con contextura amarilla crema, como globoso identificado con
codigo C10AC. También se logro observar un hongo Amarillo-café, en forma de coral
—C10ACA-. Todas estas descripciones se encuentran en los anexos con sus
respectivas fotos. Se intent6 realizar la identificacion morfolégica de sus estructuras
asexuales, sin embargo, con el procedimiento utilizado donde se realizaba un corte
del agar que contenia el hongo y se le adiciona una gota de azul de lactofenol no se
lograron ver al microscopio y no se pudo hacer una descripcién ni identificacién de
sus estructuras.
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CONCLUSIONES

Se logré el aislamiento e identificacion de 7 cepas bacterianas posiblemente
degradadoras de celulosa y/o lignocelulosa debido a su uso de celulosa como fuente
de carbono para el aislamiento.

En los residuos de suelo y de compost existe una gran diversidad de
microorganismos que pueden ser empleados en la industria y en diferentes
bioprocesos, como materia prima en la produccién de azlcares, alimentos
concentrados para animales, biomasa microbiana, produccion de acidos organicos,
entre otros usos. Contribuyendo de esta manera a mitigar el impacto ambiental.

Se logr6 estandarizar la técnica de PCR para los microorganismos potencialmente
degradadores de celulosa.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar de nuevo tincibn de Gram o utilizar la
tincion de Ziehl-Neelsen que es una técnica diferencial rapida y econémica y que
permite observar aquellas que no tifien con tincion de Gram

Se recomienda continuar con la evaluacion de las regiones V1-V9 y el andlisis de
las muestras.

Efectuar estudios enzimaticos para evaluar el potencial de degradacion de
compuestos lignoceluldsicos de los microorganismos aislados.

Es importante considerar a futuro la amplificacion de las regiones ITS para identificar
molecularmente los hongos que se aislaron.

34



3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

An DS, I. W. (FEBRERO de 2006). NCBI. Recuperado el 17 de OCTUBRE de 2017,
de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16449455

ANTIOQUIA, U. D. (s.f.). Aprende en Linea . Recuperado el 27 de 10 de 2017, de
http://aprendeenlinea.udea.edu.co/lms/moodle/pluginfile.php/231237/mod_resourc
e/content/0/2._PRACTICA_TINCIONES_ESPECIALES_EN_MICROBIOLOGIA.pdf

BIOLAB. (s.f.). COLONY PCR . Recuperado el 17 de Octubre de 2017, de
https://www.neb.com/applications/cloning-and-synthetic-biology/dna-analysi
s/colony-pcr

Bommarius, A. S., & Riebel, B. (2004). Biocatalysis. Atlanta, USA: Wiley-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA.

Biblioedu. (s.f). Recuperado el 4 de 11 de 2017, de
http://biblio3.url.edu.gt/Libros/2011/bot/19.pdf

Camp HJ (2003) Promicromonospora pachnodae sp. nov., a member of the (hemi)
cellulolytic hindgut flora of larvae of the scarab beetle Pachnoda marginata.
Antonie Van Leeuwenhoek 83: 135-48.

Devries R.; Visser, J. 2001. Aspergillus enzymes involved in degradation of
Fan,L.T.; Lee, Y-H & Beardmore, D.H. 1980. Mechanism of the enzymatic
hydrolysis ofcellulose: Effects of major structural features of cellulose on
enzymatic hydrolysis. Biotecnology and Bioenengineering. XXII, 177-199

Doi RH (2008) Cellulases of mesophilic microorganisms: Cellulosome &
NonCellulosome Producers. Ann. NY Acad. Sci. 1125: 267-279.

GOmez D., R. B. (2007). Determinacion de la viabilidad comercial de exportacion de

alcohol carburante de Colombia hacia Estados Unidos. Bogota: Facultad del
Medio Ambiente y Recursos Naturales, Administracion Ambiental.

Henrissat, B (1991). A classification of glycosy! hydrolases based on aminoacid
sequence similarities. Biochem. J. 280: 309-316.

HSchwarz, D. E. (2014). Genomics of cellulolytic bacteria. ELSEVIER, 20.

HOS.UFL. (7 de 11 de 2017). Obtenido de
www. hos.ufl.edu/meteng/M9%20Minimal%20Medium.doc

35


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16449455
http://aprendeenlinea.udea.edu.co/lms/moodle/pluginfile.php/231237/mod_resourc
http://aprendeenlinea.udea.edu.co/lms/moodle/pluginfile.php/231237/mod_resourc
http://www.neb.com/applications/cloning-and-synthetic-biology/dna-analysi
http://biblio3.url.edu.gt/Libros/2011/bot/19.pdf
http://biblio3.url.edu.gt/Libros/2011/bot/19.pdf
http://www.hos.ufl.edu/meteng/M9%20Minimal%20Medium.doc

I, J. E. (Octubre de 2004). Department of Laboratory Medicine, University of Washington,
and Pathology and Laboratory Medicine Service, Veterans Affairs Medical Center,
Seattle, Washington. Recuperado el 20 de Octubre de 2017, de
http://cmr.asm.org/content/17/4/840.short

lzco, J. E. (1997). Ciens. Recuperado el 4 de 11 de 2017, de
http://www.ciens.ucv.ve:8080/generador/sites/labbiolvegetal/archivos/11%20hongo
s%20Il.pdf

Lehninger, A.L. 1987. Bioquimica. Ediciones Omega, S.A 22 .ed. Barcelona.

Lépez-Hontangas, J. L. (s.f.). Recuperado el 4 de 11 de 2017, de Tecnicas de
identificacion : http://media.axon.es/pdf/65248.pdf

Lynd, L.; Weimer, P.; Van Zyl, W.; Pretorius, I. 2002. Microbial cellulose

Marcela, S. (23 de Mayo de 2014). Isolation of amylolitic, cellulolytic and ligninolytic.
Obtenido de revistas.sena.edu.co/index.php/sennova/article/download/89/101

Montafio, L. (2010). Blogspot. Recuperado el 20 de OCTUBRE de 2017, de
http://tirsomestre.blogspot.com.co/2010/05/subproductos-de-la-industria-azu
carera.html

Olvera P. 2003. Aislamiento de levaduras que tengan la capacidad para degradar
lignina y busqueda de algunos genes implicados en dicha degradacion. Tesis
Profesional presentada para obtener el titulo en maestria en biotecnologia.
Escuela de Ciencias, Universidad de las Américas. Puebla-México.

Pérez, J., & Jeffries, T. W. (2002). Roles of Manganese and organic acid chelators
in regulating lignin degradation and biosynthesis of peroxidases by
Phanerochaete plant cell wall polysaccharides. Microbiology and Molecular
Biology Reviews. 65(4): 497-522.

Pérez, R. A. (Agosto de 2013). Colibri . Recuperado el 21 de Octubre de 2017, de
https://lwww.colibri.udelar.edu.uy/bitstream/123456789/1568/1/uy24-16513.p
df

QiaoLin, W. W. (Julio de 2010). SCIENCEDIRECT . Recuperado el 17 de Octubre
de 2017, de
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852410003706

Rodriguez, C. H. (2009). Caracterizacion de los polisacaridos presentes en los
residuos de cosecha (hoja y cogollos) de tres variedades (CC8475, CC8592,
V715) de cafia de azUcar. Cali: Universidad del Valle.

Sanchez Riafio, A.M.; Gutiérrez Morales, A. I.; Mufioz Hernandez, J. A. y Rivera
Barrero, C. A. Produccién de bioetanol a partir de subproductos agroindustriales

36


http://cmr.asm.org/content/17/4/840.short
http://media.axon.es/pdf/65248.pdf
http://tirsomestre.blogspot.com.co/2010/05/subproductos-de-la-industria-azu
http://tirsomestre.blogspot.com.co/2010/05/subproductos-de-la-industria-azu
http://www.colibri.udelar.edu.uy/bitstream/123456789/1568/1/uy24-16513.p
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852410003706

lignocelulésicos. Revista Tumbaga (2010), 5, 61-91

SAYA.Y.C. (27 de Agosto de 2013). Recuperado el 05 de Mayo de 2017, de Estudio

de la bioquimica de enzimas Lignoceluloliticas:
http://repositorio.ucm.edu.co:8080/jspui/bitstream/handle/10839/954/Y asneir
a%?20Castro

Simon M Cragg 1, ,. G. (2015). Lignocellulose degradation mechanisms across the
Tree of Life. ScienceDirect, 8.

TDH Bugg, Ahmad M. Hardiman EM, Rahmanpour R. Caminos para la degradacion
de la lignina en bacterias y hongos Nat Prod Rep, 28 (2011), pp. 1883-1896

Valenzuela-Gonzalez, F. (Diciembre de 2015). Scielo. Recuperado el 26 de Octubre
de 2017, de
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0185-3880201
5000400297

37


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&amp;pid=S0185-3880201
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&amp;pid=S0185-3880201

ANEXOS 1

Tabla 1. Microorganismos degradadores de Celulosa

NUmero de
Filogenia Especies Fuente acceso al
genoma
Phylum Firmicutes
Clase Clostridia OrdenTh Caldicellulosiruptor bescii NC_012034
ermoanaerobacterales
CaldlceIIuIOS|ruptor Primavera NC 014652
hydrothermalis calurosa -
qudllcellulosulruptor Primavera NC 014721
Kristjanssonii calurosa —
Caldlcellulosquptor Primavera NC 014720
kronotskyensis calurosa -
Caldmellqloswuptor NC_015949
) . lactoaceticus
Family Incertae Sedis Caldicellulosiruptor Primavera
dicetiul P NC 014392
obsidiansis calurosa -
Caldlcellulo_swuptor Primavera NC_009437
saccharolyticus calurosa
Thermoanaerobacter Primavera
' norte
cellulolyticus calurosa
Thermoanaerobacter Primavera |PRJNA22411
thermocopriae calurosa 6
Clas_.e_ Clostridia OrdenCl Butyrivibrio fibrisolvens Panza NC_ 021031
ostridiales
Cellulosilyticum
Familia Lachnospiraceae |lentocellum Panza NC_015275
Cellulosilyticum ruminicola | Panza norte
Clase Clostridia OrdenCl )
ostridiales FamiliaEubact Eubacterium Panza NZ_CMoo148
s cellulosolvens 7
eriaceae
Fermentad
Clase Clostridia Clostridium aldrichii or de norte
madera
Orden Clostridiales Clostridium alkalicellulosi ;ggg de | pRrINAG5293
Clostridium caenicola Lodo norte
Clostridi tamili Clostridium celerescens Estiércol norte
ostridiaceae familiar Clostridium cellobioparum |Panza norte
Clostridium Estiércol norte
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celulofermentans

Clostridium cellulolyticum |Compost |NC_011898
Clostridium cellulosi Estiércol g RINA21273
Fermentad
Clostridium cellulovorans | or de NC_014393
madera
Clostridium chartatabidum | Panza norte
Clostridium clariflavum Lodo NC 016627
L . Intestino de
Clostridium herbivorans cerdo norte
Clostridium hungatei Suelo norte
Clostridium josui Compost g RINA19588
Clostridium longisporum Panza norte
Clostridium papyrosolvens Egggf ade PRJNA55815
Clostridum
phytofermentans Suelo NC_010001
Fermentad
Clostridium populeti or de norte
madera
Clostridium sp. C7 Barro norte
Clostridium stercorarium Compost |NC 020134
Clostridium Paja de
straminisolvens arroz PRJDB821
Clostridium sufflavum Residuos norte
de ganado
Clostridium termitidis Termita SRJNA1964O
Aguas
Clostridium thermocellum |residuales |NC 009012
+ suelo
Clostridium Barro norte
thermopapyrolyticum
- L . Aguas
Clase Clostridia Acetivibrio cellulolyticus residuales PRJNA51533
. o Aguas
Orden Clostridiales Acetivibrio cellulosolvens residuales norte
Familia Ruminococcacea Ruminococcus albus Panza NC_014833
Ruminococcus PRJNA22411
e ) Panza
flavefaciens 6
Clase Clostridia OrdenHa
lanaerobiales FamiliaHala | Hallocella cellulosilytica Lago salino | norte

naerobiaceae
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Clase Bacilos SolicitarBa .

: . . | Thermoactinomyces
cillales familiaThermoacti norte

sp. YX

nomycetaceae
Clase Bacilli OrdenBacilla
les FamiliaAlicyclobacillac | Caldibacillus cellulovorans norte
eae
Clase Bacilli OrdenBacilla | Bacillus circulans PRJDB1314N
les FamiliaBacillaceae Bacillus pumilis C_00984

Fuente: (HSchwarz, 2014)

HSchwarz, D. E. (2014). Genomics of cellulolytic bacteria. ELSEVIER, 20.

I, J. E. (Octubre de 2004). Department of Laboratory Medicine, University of Washington,
and Pathology and Laboratory Medicine Service, Veterans Affairs Medical Center,
Seattle, Washington. Recuperado el 20 de Octubre de 2017, de
http://cmr.asm.org/content/17/4/840.short
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FICHA TECNICA Pseudomonas nitroreducens

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

[ CIMI
Microorganismo Pseudomonas nitroreducens
Fuente Judea Origen: Finca Judea
102
Almacenamiento | Crioviale Historial Universidad Icesi Cepario desde
S Mayo 2017
Nivel %e d 2 Conservacion M9:  glicerol
segurida 40%4°C
Suelo: -8°C
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C durante
5 — 20 dias.
Clasificacion: Caracteristicas morfologicas
Caracteristicas Macroscopicas:
Reino: Bacterias AGAR +M?9: Colonias de color blanco, son
Filo: Proteobacteria bacterias lisas, cremoso.
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia:
Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas

Especies: P. nitroreducens

Caracteristicas Microscépicas: presentd coloracion
rosada, en debido a su coloracion y su forma son
Varillas gram-negativas, algunas se encuentran
solas y otras en parejas.
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Reacciones atipicas

No Presenta

Identificacion | Enfermedad

i es que
de peligro produce.

Es comln que esta bacteria cause infecciones
nosocomiales como neumonia, infecciones de
tracto urinario y bacteriemia; las infecciones
causadas por esta bacteria pueden llegar a ser
complicadas e incluso pueden ser fatales. ES
invasivo y toxigénico.

Tratamiento

Medidas de Proteccion /
Manipulacion

El riesgo de contraer pseudomonas
nitroreducens se puede reducir evitando
piscinas, bafieras calientes y otros cuerpos
de agua estancada. El uso de inhibidores de
B-lactamasas tales como sulbactam en
combinacién con antibidticos para mejorar
la accibn antimicrobiana incluso en
presencia de cierto nivel de resistencia.

Conservacion del
microorganismo

Método de vitrificacion consta de una
solucién de medio M9 que contiene fosfato
de sodio, fosfato de potasio, cloruro de
sodio, cloruro de calcio y celulosa al cual se
le adiciona glicerol al 40%, posterior a eso
se le adiciona 1,5ml de la cepa. Se lleva a
una nevera de -8°C. La preparacién se
realiza en un criovial.

42



FICHA TECNICA DE Shinella s.p

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Codigo [ C4B |
Microorganismo Shinella’s.p
Fuente Comp Origen: Ingenio Mayaguez
ost
103

Almacenamient Crioviales

Historial Universidad Icesi | Cepario desde

0] Mayo 2017

Nivel de Conservacion M9: glicerol

seguridad 40%4°C
Suelo: T
a-8°C

Condiciones de crecimiento

AErobIo estricto, Temperatura: 35°C
durante 5 — 20dias

Clasificaciéon

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Shinella

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +MB9: bacteria traslucida, brillante,
humeda.

Caracteristicas Microscopicas: presento

coloracion rosada, debido a su coloracién y su

forma son bacilos Gram-negativas, no formac
apsulas ni endosporas.
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Reacciones atipicas

No Presenta

Identificacion | Enfermedade

- S que
de peligro produce.

Es comun que la familia de esta bacteria cause

fiebre de malta. La infeccion se trasmite por a

hombre por infeccion de lacticinios contaminados,
0 por contacto con materiales bioldgicos
contaminados.

Tratamiento

Medidas de Proteccioén /
Manipulacion

El personal debe usar equipo de proteccion
normal (uso apropiado de bata, guantes,
tapabocas, gorro)

Eliminaciébn y tratamiento apropiado de
desechos

Higiene personal: lavado de manos
Intervencion sélo por personal, capacitado y
consciente de los peligros del microorganismo.

Conservacion del
microorganismo

Método de vitrificacion consta de una solucion
de medio M9 que contiene fosfato de sodio,
fosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de
calcio y celulosa al cual se le adiciona glicerol al
40%, posterior a eso se le adiciona 1,5ml de la
cepa. Se lleva a una nevera de -8°C. La
preparacion se realiza en un criovial.
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FICHA TECNICA DE Dyadobacter

fermentans

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo | C10B

Microorganismo Dyadobacter fermentans

Fuente Jude Origen: Finca Judea

a
: 10 — — : :

Almacenamient | Crioviale Historial Universidad Icesi Cepario desde

0 S Mayo 2017

Nivel de Conservacion M9: glicerol

seguridad 40%4°C
Suelo: T
a-8°C

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 20 dias

Clasificacion

Reino: Bacterias
Filo: Bacteroidetes
Clase: Esfingobacterias
Orden:

Sphingobacteriales
Familia: Cytophagaceae
Género: Dyadobacter

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Bacteria blanca lisa.

(5 %

Caracteristicas Microscopicas: presento
coloracion rosada, debido a su coloracién y su
forma son: Varillas Gram-negativas, no forma
capsulas ni endosporas; Sin embargo, no se
logrd capturar la imagen.
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Reacciones atipicas

No Presenta

Identificacion | Enfermedade

i s que
de peligro produce.

No se identifico

Tratamiento

Medidas de Proteccion /
Manipulacion

No se identificd

Conservacion del
microorganismo

Método de vitrificacion consta de una solucion
de medio M9 que contiene fosfato de sodio,
fosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de
calcio y celulosa al cual se le adiciona glicerol al
40%, posterior a eso se le adiciona 1,5ml de la
cepa. Se lleva a una nevera de -8°C. La
preparacion se realiza en un criovial.
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FICHA TECNICA DE Paraccocus sp

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo | C6B |
Microorganismo Paraccocus sp
Fuente Comp Origen: Ingenio Mayaguez
ost
10-1
Almacenamient | Crioviales Historial Universidad Icesi | Cepario desde
0] Mayo 2017
Nivel de Conservacion M9: glicerol
segurldad 40%4°C
Suelo: T
a-8°C

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 20 dias

Clasificacion

Domain: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Class:
Alphaproteobacteria

Order: Rhodobacterales
Family:

Rhodobacteraceae
Genus: Paracoccus

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Bacteria blanca lisa.

Caracteristicas Microscopicas: presento
coloracion rosada, debido a su coloracién y su
forma son: cocoides Gram-negativas. No se
logrd capturar la imagen.
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Reacciones atipicas

No Presenta

Identificacion | Enfermedade

i S que
de peligro produce.

No se identificd

Tratamiento

Medidas de Proteccion /
Manipulacion

No se identifico

Conservacion del
microorganismo

Método de vitrificacion consta de una solucion
de medio M9 que contiene fosfato de sodio,
fosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de
calcio y celulosa al cual se le adiciona glicerol al
40%, posterior a eso se le adiciona 1,5ml de la
cepa. Se lleva a una nevera de -8°C. La
preparacién se realiza en un criovial.
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FICHA TECNICA DE Pseudomonas
S.P

COLECCION DE MICROORGANISMOS
MICROBIOLOGIA — UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo | C2BB \

Microorganismo Pseudomonas sp

Fuente Com Origen:Ingenio

post Mayaguez

Almacenamien | Crioviale Historial Universidad Cepario desde

to S Icesi Mayo 2017

Nivel de Conservacion MO:

seguridad glicerol
40%4°C
Suelo: T
a-8°C

Condiciones de crecimiento | Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias

Clasificacion Caracteristicas
o . morfoldgicas
Dominio:Bacteria
Filo: Proteobacteria .| Caracteristicas Macroscopicas:
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: : :
+ . .
" Pseudomonadales AGAR +M9: Bacteria blanca lisa
Familia:
~ Pseudomonadaceae
Genero: Pseudomonas

Caracteristicas Microscoépicas: presentd
coloraciéon rosada, debido a su coloracion
y su forma son: bacilos rectos Gram-
negativos.
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Reacciones atipicas

No Presenta

Identificacion | Enfermedade

i S que
de peligro produce.

Las infecciones pueden ser externas y leves (que
afectan el oido o los foliculos pilosos) o bien
infecciones internas graves (que afectan los
pulmones, el torrente sanguineo o las valvulas
cardiacas).

Los sintomas varian segun cual sea la zona de
organismo infectada.

Tratamiento

Medidas de Proteccién y/o
medicamentos / Manipulacion

Los antibidticos se aplican por via tépica para
las infecciones externas, o por via intravenosa
para las infecciones internas mas graves.

Conservacion del
microorganismo

Método de vitrificacion consta de una soluciéon
de medio M9 que contiene fosfato de sodio,
fosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de
calcio y celulosa al cual se le adiciona glicerol al
40%, posterior a eso se le adiciona 1,5ml de la
cepa. Se lleva a una nevera de -8°C. La
preparacion se realiza en un criovial.
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FICHA TECNICA DE Rhizobium

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo | C3M1

Microorganismo Rhizobium

Fuente Guido Origen: Finca Balsora

104

Almacenamient | Crioviales Historial Universidad Icesi | Cepario desde

0] Mayo 2017

Nivel de Conservacion M9: glicerol

seguridad 40%4°C
Suelo: T
a-8°C

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias.

Pruebas biolbgicas

Ninguna

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Bacteria blanca lisa.

Caracteristicas Microscopicas: presenté
coloracién rosada, debido a su coloracion y su
forma son: bacilos rectos Gram-negativos.
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Reacciones atipicas

No Presenta

Identificacion | Enfermedade

i s que
de peligro produce.

En plantas causa la enfermedad de las agallas de
cuello, denominada asi porque produce agallas ¢@
tumores, a menudo en la zona donde se une la raiz
al tallo (cuello, o también llamado corona). Log
tumores son producidos por la transferencia de ur
segmento de ADN (ADN-T) del pldsmido bacterianc
Ti (abreviatura de tumor-inductor).

Tratamiento

Medidas de Proteccion y/o
medicamentos / Manipulacion

No se identificd

Conservacion del
microorganismo

Método de vitrificacion consta de una solucién
de medio M9 que contiene fosfato de sodio,
fosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de
calcio y celulosa al cual se le adiciona glicerol al
40%, posterior a eso se le adiciona 1,5ml de la
cepa. Se lleva a una nevera de -8°C. La
preparacion se realiza en un criovial.
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FICHA TECNICA DE Chitinophaga cymbidii

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cddigo Cim4
Microorganismo Chitinophaga Cymbidii
Fuente Judea Origen: Finca Judea
102
Almacenamient | Crioviales Historial Universidad Icesi | Cepario desde

0] Mayo 2017

Nivel de Conservacion M9: glicerol

seguridad 40%4°C
Suelo: T
a-8°C

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C

durante 5 — 20 dias

Clasificacion:

Caracteristicas

morfolégicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Bacteria amarilla rugosa.

Caracteristicas Microscopicas: No se pudo
realizar la fotografia apta de esta cepa.
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Reacciones atipicas

No Presenta

Identificacion | Enfermedade

i s que
de peligro produce.

Tratamiento

Medidas de Proteccion y/o
medicamentos / Manipulacion

No se identifico

Conservacion del
microorganismo

Método de vitrificacion consta de una solucion
de medio M9 que contiene fosfato de sodio,
fosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de
calcio y celulosa al cual se le adiciona glicerol al
40%, posterior a eso se le adiciona 1,5ml de la
cepa. Se lleva a una nevera de -8°C. La
preparacion se realiza en un criovial.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Caodigo | C10HV |
Microorganismo
Fuente Judea Origen: Finca Judea
Historial Universidad Icesi Cepario desde
Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas
morfolégicas
Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Macroscépicamente presentd un
micelio blanco, algodonoso y posteriormente
una esporulacion verde oliva de apariencia
aterciopelada. Se puede encontrar dentro del
género Ascomycota.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo c10CccC
Fuente Judea Origen: Finca Judea
Almacenamiento Historial Universidad Icesi | Cepario desde
Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas

morfologicas

Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Café claro, raices.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cddigo ci1oB
Fuente Judea Origen:Finca Judea
Almacenamiento Historial Universidad Icesi | Cepario desde
Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas

morfolégicas

Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Blanco, telarafia, no es esponjoso
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cddigo C10AC
Fuente Judea Origen: Finca Judea
Almacenamiento Historial Universidad Icesi | Cepario desde
Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas

morfolégicas

Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Contextura amarilla crema,como
globoso , estan incluido entre el género
Basidiomycota
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cddigo Ci1C
Fuente Judea Origen:
concentrac
ion 10-2
Almacenamiento Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas
morfolégicas
Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Rosado claro, esporulado
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cédigo | C1AC |
Microorganismo
Fuente Judea Origen:Finca Judea
concentrac
ion 10-2
Almacenamient Historial Universidad | Cepario desde
0] Icesi Mayo 2017
Nivel de Conservacion
seguridad
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas
morfolégicas
Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Amarillo-café, presenta forma
de coral, se puede incluir dentro de los
basidiomicetos.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cddigo C2B
Fuente Judea Origen:Finca Judea
concentrac
ion 10-3
Almacenamiento Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas
morfologicas
Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Blanco, pero mas agrupado,
es algodonoso se encuentra dentro del
genero Asomycota
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

C2VA

Cadigo

Fuente Judea
concentrac
i6n 10-3

Origen: Finca Judea

Almacenamiento

Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias

Pruebas bioldgicas

Ninguna

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: verde amarillento, y esta
rodeado por el hongo blanco, presenta una
forma de coral, es globoso; se encuentra
dentro del genero Basidiomycota.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo C2AC
Fuente Judea Origen:
concentrac
ion 10-3

Almacenamiento

Historial Universidad
Icesi

Cepario desde
Mayo 2017

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C

durante 5 — 14 dias

Pruebas bioldgicas

Ninguna

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: parece una esponja amarrilla.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo cac
Fuente Compost Origen: Ingenio
concentrac Mayaguez
ion 10-*

Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias

Pruebas biolbgicas

Ninguna

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Poroso, en el centro tiene
algo café, parece una lechuga, puede
incluirse dentro del género de Ascomycota.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cddigo C4N

Fuente Compost Origen: Ingenio
concentrac Mayaguez
i6n 10-2

Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias

Pruebas bioldgicas

Ninguna

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: se une como un puente entre
dos cositas naranjas y el puente es blanco.
Muy duro de capturar.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo cav
Fuente Compost Origen: Ingenio
concentraci Mayaguez
on 10-4
Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas
morfologicas
Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Presenta una esporulaciéon
verdosa.
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo |

G3HC

Microorganismo

Fuente Compost
concentrac
ion 10-4

Origen: Ingenio
Mayaguez

Historial Universidad
Icesi

Cepario desde
Mayo 2017

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C

durante 5 — 14 dias

Pruebas bioldgicas

Ninguna

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Es uno hongo, pero tiene
esperas. La organizacion es diferente. Es
coémo un halo
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

G3C

Cddigo

Fuente Guido
concentrac
i6n 10-1

Origen: Finca balsora

Historial Universidad
Icesi

Cepario desde
Mayo 2017

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C

durante 5 — 14 dias

Pruebas bioldgicas

Ninguna

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Color salmon, en el centro
presenta puntos de color café oscuro
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo G3NA
Fuente Guido Origen: Finca balsora
concentrac
ion 10-3
Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas

morfolégicas

Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Amarillo con cositas negras,
el amarillo cubre a lo negro
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -
UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Cadigo G8BN
Fuente Guido Origen: Finca Balsora
concentrac
ion 10-33
Almacenamiento Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias
Pruebas biologicas Caracteristicas
morfoldgicas
Ninguna Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: blanco y alrededor tiene un
aro naranja
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FICHA TECNICA

COLECCION DE MICROORGANISMOS MICROBIOLOGIA -

UNIVERSIDAD ICESI

Responsable: Daniela Ruiz Silva

Caodigo C3NA |
Microorganismo
Fuente Guido Origen: Finca balsora
concentrac
i6n 10-4

Historial Universidad Cepario desde
Icesi Mayo 2017

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura: 35°C
durante 5 — 14 dias

Pruebas bioldgicas

Ninguna

Caracteristicas
morfologicas

Caracteristicas Macroscopicas:

AGAR +M9: Negro, dos unidades
pegadas, una que sobresale del agar y la
otra que esta dentro del agar
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ANEXOS DE SECUENCIACION MEDIANTE ADNr 16S
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Shinella sp. sRF-1 16S ribosomal RNA gene. partial sequence
Sequence ID: KU363016.1 Length: 1424 Number of Matches: 1

Range 1: 33 to 569 GenBank Graphics lext Match

Score Expect Identities Gaps Strand
933 bits(505) 0.0 528/537(98%) 9/537(1%) Plus/Plus
Query 1 CACCTTTCGGGGTGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTACTACG 69
X IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 33 CACCTTTCGGGGTGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTACTACG 92
Query 61 GAATAA CGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGG AAAGATTTATCG 120
i POLLELEE L LR e e i e e e e e e e e e e e iiianl
Sbjct 93 GAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCG 152
Query 121 GTAAAGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGG GGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA 180
. NN IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 153 GTAAAGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC 212
B ihittinmbnminninntnnnin iy
Sbjct 213 GATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT 272
Query 232 CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC 291
. LLLLEEE L e e e e e e e e e eiiianl
Sbjct 273 CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC 332
Query 292 CGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGATGAAGATAATGACGG 351
] IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 333 CGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGG TAAAGCTCTTTCACCGATGAAGATAATGACGG 392
Query 352 TAGT AAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGC 411
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 393 TAGTCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGC 452
Query 412 TAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGGTATTTAAGTCAGGGGT 471
] NSRRI NN RN NN AN NRNNENN
Sbjct 453 TAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGGTATTTAAGTCAGGGGT 512
de yinnmtiimtinmtintitnhtintiminniining
Sbjct 513 GAAATCCCGGAGCTCAACTCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTACCTAGAGTATGGA 569
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BTAGCGGCGGACGGG TG AGTAACGCGTGG G AATATGCCCT TTGCTACG GAATAGCCCCGGG AAACTGGG AGTAATACCGTATACGCCCTTTGGGGGAAAGATT
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oA “ I l W)

Sb]ct 279 GCCCGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTGGGCAATGGATGCAAGTCTGACCC 338

Query 307 AGCCATGCCGCGTGCCGGATGAAGGCCCTCASGGTTGTAAACGGCTTTTATTCGGKAAGA 366

, CCLLLLCLLLEEELLL LT L LEEELLE DL L LU LTI L L] L]
Sbjct 339 AGCCATGCCGCGTGCCGGATGAAGGCCCTCAGGGTTGTAAACGGCTTTTATTCGGGAAGA 398

Query 367 AKAGCA-GGATGCGTCCTTGTGTGACGGTACCSAATGAATAASCACCGGCTAACTCCGTG 425

, L LLLL LLLLELLL LR L L LELLLLLEEELLTL L]
Sbjct 399 AGAGCAGGGATGCGTCCTTGTGTGACGGTACCGAATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTG 458

Query 426 CCMGCARCCGCKGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATT 473

, LELLE LLEE DELLEL L L EEEE LT
Sbjct 459 CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATT 506

T

Paracoccus sp. strain gigihaer 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KX702234.1 Length: 1294 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 456 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
839 bits(454) 0.0 454/454(100%) 0/454(0%) Plus/Plus
Query 1 TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATATGCCCTTTGCTACGGAATAGCCCCGG 69
- IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIllIIIlIIIIIIIIlIIIIIIIlIIlIIIllIIIII
Sbjct 3 TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATATGCCCTTTGCTACGGAATAGCCCCGG 62
Query 61 GAAACTGGGAGTAATACCGTATACGCCCTTTGGGGGAAAGATTTATCGGCAAAGGATTA 120
; I||IIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIIII
Sbjct 63 GAAACTGGGAGTAATACCGTATACGCCCTTTGGGGG ATTTATCGGCAAAGGATTAG 122
Query 121 CCCGCGTTGGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGCCGACGATCCATAGCTG 180
: I|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIII
Sbjct 123 CCCGCGTTGGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTA AGCCGACGATCCATAGCTG 182
Query 181 GTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC 240
- IIIIIIIIIIIIIIIII|IIIHIIIIIIIIII|IIIIlIIIIIIIIIIlIIIllIIIII
Sbjct 183 GTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC 242
Query 241 AGCAGTGGGGAATCTTAGACAATGGGGGCAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGAT 300
g FELLLEEEELEEE L LR LR L]
Sbjct 243 AGCAGTGGGGAATCTTAGACAATGGGGGCAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGAT 302
Query 301 GAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCTGGGAAGATAATGACGGTACCAGCAGAAG 360
g COLLLELTELEEE L L e L L L L LR Lt
Sbjct 303 GAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCTGGGAAGATAATGACGGTACCAGCAGAAG 362
ey N T L T A S S AL ] 2
Sbjct 363 AAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCG 422
sl ittt
Sbjct 423 GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACC 456



30 40 50 60 70 80 20 100 110 120
CGTGGGAACATACCCTTTCCTGCGGAMCTCTCCTGGACCTGGAATTAMTACCGCATACSCCCTACRGGGG AAAGATTTATCGGGGAAGGATTGGCCCGCGTT
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Rhizobium sp. strain MML5316 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MFG87733.1 Length: 1374 Number of Matches: 1

Range 1: 30 to 205 GenBank Graphics

Score

Expect Identities Gaps Strand

250 bits(135) 9e-63  160/176(91%) 2/176(1%) Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1 GAGTGGYASACGGGTGASTACCGCGTGGGAACATACCCTTTCCTGCGGA-MCTCTCCTGG 59

LLLLEE L LLLELLEL L LELEEEE LT 1L ]
30 GAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACATACCCTTTCCTGCGGAATAGCTCCGGE 89

60  -ACCTGGAATTAMTACCGCATACSCCCTACRGGGGAAAGATTTATCGGGGAAGGATTGGC 118

L LLLLLL L LEELLL LLLLLLLLELLLLLEL L ELLLL L
99 AAACTGGAATTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAMGATTTATCGGGGAAGGATTGGC 149

119 CCGCGTTGGATTAGCTWRTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAG 174

LULLLEELLELLLLLL LLLLLLLEELL LU EEE L
150 CCGCTTGGATTAGCTAGTTGGTGGETAMGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAG 205

0w » 100 ™ br:] 15) 140 10 180 10
5 AGAAAGTGGGGGATCTTOKK ACCTCRUK CTATCAS ATGARCOTGOGTCGGATTA TS TR IWI GGWGATGTAATGGE TCACE CC GCIACGATCCET AWCTIGGAC
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Uncultured Pseudomonas sp. partial 16S rRNA gene, isolate 45T_24531
Sequence ID: L 1699113 1 Length: 753 Number of Matches: 1

Range 1: 355 to 523 GenBank Graphics A
Score Expect Identities Gaps Strand
195 bits(105) 1e-45 141/169(83%) 0/1695(0%) Plus/Plus

s.,,u w1 i it i
M 1 i A e

Query 317 TAACTCTGTGCCMRCMRCCSCGGTAATACMGARGGKGCMAGCGTTAATC 365

sict 475 P H cdct bl 523
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Chitinophaga cymbidii strain T58-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Length: 1490 Number of Matches: 1

: JN680879.1

Sequence ID

69 to 478 GenBank Graphics

Range 1

Strand

Gaps

Identities

Expect
0.0

Score

Plus/Plus

0/410(0%)

387/410(94%)

669 bits(362)

TGTAKSAAT,

GTAGCAA

|
1

|
1

A GG
1]
GG

Query
Sbjct

69

Sbjct

L=

CATAAAAGCTGARGCACTCGAAG
GATAAAAGCTGCGGCACTCGAAG

AGC
11]
AGC

cMC
[l 1
CTCAC

A'{CT
189 AT

121

Query
Sbjct

Query

Sbjct 249

Query

Sbjct

TAWAC

TAAAC 428

TG
11
TG

AT
11
AT

GG
L
GG

-t

Query

Query

Sbjct 429 T
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Anexo 3 Protocolo de purificacion

" < ]
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
INSTRUCTIONS FOR USE OF PRODUCTS A1330, A1340, A1460, A1465 AND A1470. “PROTOCOL
Centrifugation Protocol
Production of Cleared Lysate -
1. Pellet 1-10ml of overnight culture for 5 minutes. ? Centrifuge.
2. Thoroughly resuspend pellet with 250yl of Cell Resuspension Solution.
3. Add 250p! of Cell Lysis Solution to each sample; invert 4 times to mix. gamme cdd‘uﬁ media.
esuspend cells.
4. Add 10yl of Alkaline Protease Solution; invert 4 times to mix. Incubate Lyse cgls.
5 minutes at room temperature. Noutmles.
5. Add 350yl of Neutralization Solution; invert 4 times to mix.
6. Centrifuge at fop speed for 10 minutes at room temperature. ‘-'17 Eﬁﬁiﬁ:ﬁ
Binding of Plasmid DNA \pext cobimmrtia
7. Insert Spin Column into Collection Tube. Sore u;:?:&
8. Decant cleared lysate into Spin Column. lysste st Lind DNA.
9. Centrifuge at top speed for 1 minute at room temperature. Discard
flowthrough, and reinsert Column into Collection Tube. Wi racovg
solution by
Washing ‘-'17 centrifugation.
10. Add 750! of Wash Solution (ethanol added). Centrifuge at top speed for ;
1 minute. Discard flowthrough and reinsert column into Collection Tube. Fluts plasicl DA
11. Repeat Step 10 with 250p! of Wash Solution. <
12. Centrifuge at top speed for 2 minutes at room temperature. f’gf'
=
Elution 2

13. Transfer Spin Column to a sterile 1.5ml microcentrifuge tube, being careful not
to fransfer any of the Column Wash Solution with the Spin Column. If the Spin
Column has Column Wash Solution associated with it, centrifuge again for
1 minute at top speed, then transfer the Spin Column to a new, sterile 1.5ml
microcentrifuge fube.

14. Add 100! of Nuclease-Free Water to the Spin Column. Centrifuge at top
speed for 1 minute at room temperature.

15. Discard column, and store DNA at —20°C or below.

Additional protocol information is available in Technical Bulletin #TB225, available online at: www.promega.com

ORDERING /TECHNICAL INFORMATION: Promega

www.promega.com ¢ Phone 608-274-4330 » Fax 608-277-2601

1939, 2001, 2002, 2005, 2009 Promega Corporation. All Rights Resarved. Printed in USA. Revised 12/09
Parl #9FB004
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