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RESUMEN

El suelo es uno de los ecosistemas mas diversos, pero menos estudiado del planeta,
habitat de una gran cantidad de microorganismos que cumplen diversas funciones
ecoldgicas, entre estos, las bacterias juegan un papel fundamental en la dinAmica del
suelo. El objetivo del presente estudio es la caracterizacién de la comunidad bacteriana
cultivable del suelo de un bosque nativo y de un bosque de pino dentro de la Microcuenca
del Machangara. Se tomaron muestras compuestas de suelo de cada bosque, se aislaron
40 cepas bacterianas que fueron identificadas mediante la técnica MALDITOFF,
agrupandose en un total de 9 géneros y 12 especies. Al comparar los bosques evaluados
no existié diferencias significativas en cuanto a la riqueza y diversidad de bacterias
cultivables. En cuanto al posible rol de las bacterias se pudo identificar que las especies
A.enchelia, B.pumilus, B.muralis, P.stellifer, podrian estar involucradas en procesos de
nitrificacion, otras como A.enchelia y A.molluscorum, Mycobacterium.sp, se les atribuye la
capacidad de degradar Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP). Las especies
S.plymutica y S.proteamaculans se las conoce como agentes de control biolégico
antifingicos, también se identificaron géneros como Y. entercolitica, Y.kristensenii,
B.gaviniae, B.ferraguliae que se caracterizan por ser patégenos de origen ambiental que
causa infecciones humanas. El aislamiento, conservaciéon y aplicacion de estas cepas
bacterianas puras serviran de base para nuevas investigaciones asociadas a procesos de

biorremediacion.

Palabras clave: bacterias, suelo, nitrificacion, diversidad, biorremediacion.

Xii



ABSTRACT

Soil is one of the most diverse but least studied ecosystems on the planet, habitat of a
large number of microorganisms that fulfill diverse ecological functions, among which
bacteria play an important role in soil dynamics. The objective of this study is the
characterization of the cultivable bacterial community of the soil of a native forest and a pine
forest within the Machangara micro-watershed. Composite soil samples were taken from
each forest, 40 bacterial strains were isolated and identified using the MALDI-TOF
technique, grouped in a total of 9 genera and 12 species. When comparing the evaluated
forests, there were no significant differences in the richness and diversity of culturable
bacteria. Regarding the possible role of bacteria, it was identified that the species
A.enchelia, B.pumilus, B.muralis, P.stellifer, could be involved in nitrification processes,
others such as A.enchelia and A.molluscorum, Mycobacterium.sp is attributed to the ability
to degrade Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH). S.plymuticaand S.proteamaculans
are known as antifungal biological control agents, also identified genera such as Y.
enterocolitis, Y.kristensenii, B.gaviniae, B.ferraguliaethat are characterized by being
pathogens of environmental origin that cause human infections. The isolation, conservation,
and application of these pure bacterial strains will serve as a basis for further research

associated with bioremediation processes.

Keywords: bacteria, soil, nitrification, diversity, bioremediation.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El suelo es un sistema vivo que ha sido alterado por actividades antrépicas que
modifican las caracteristicas fisico, quimicas y biolégicas, mismas que representan riesgos
para la salud y el medio ambiente, afectando el desarrollo y composicion de las
comunidades biologicas preponderantes como indicadores de calidad y salud del
ecosistema, sin la existencia de estas comunidades, el suelo seria considerado un soporte
donde se incorporan nutrientes que sirven para el desarrollo de las plantas, ignorando el
rol que cumplen los microorganismos (Van Bruggen, Semenov, Van Diepeningen, De Vos,
& Blok, 2006).

Los microrganismos que forman parte del suelo, en su mayoria hongos y bacterias,
cumplen un papel importante en las funciones ecolégicas y la conservacion de la dinamica
del suelo (Recharte, 2015). Estos desempefian alrededor del 80% al 90% de las funciones
edaficas mas relevantes, juegan un papel fundamental en el ciclo del nitrégeno, carbono y
el flujo de energia, afectan la capacidad de almacenamiento de agua, la tasa de infiltracién,

la susceptibilidad a la compactacion, entre otras.

Los estudios de diversidad del componente biol6gico del suelo representan un
acercamiento a la evaluacion de la estabilidad y riqueza del ecosistema. Una comunidad
biol6gica diversa y activa puede producir efectos favorables, no obstante, se conoce muy
poco de la microbiologia del suelo, pero aiun mas desconocidas son las ventajas de los
microorganismos que se encuentran presentes, lo que ha motivado a grupos de
investigacion en diferentes paises al estudio de la composicién de comunidades biolégicas
(Sernaque, Cornejo, Pierre, & Mialhe, 2019), siendo necesario cuantificar e identificar los

microorganismos, y conocer su rol fundamental (Effron, Sarti, Quinteros, & Catan, 2012).

En este estudio se pretende determinar el uso potencial de las bacterias aisladas del
suelo de un bosque nativo y bosque de pino en procesos de biorremediacién que permitan
generar una alternativa para regenerar y recuperar la calidad del agua y suelos afectados,

basandose en la degradacion o transformacién de los contaminantes (Cando, 2011).

Entre los problemas ambientales donde las bacterias han sido utilizadas en procesos
de biorremediacion, se mencionan: la recuperacion de suelos que presentan una
desnitrificacion (Sepulveda, Gonzalez, & Inostroza, 2012), debido al uso excesivo de

agroquimicos (Navarro, 2018), como dato a nivel nacional segun el Instituto Ecuatoriano



de Normalizacion INEN (2016) afirma que la superficie sembrada con cultivos permanentes
y transitorios en el 50,03% y el 78,24% respectivamente se aplico algun tipo de insumo de
origen quimico y apenas en el 2,66% de la superficie cultivada con transitorios se uso
insumos organicos; la degradacion de hidrocarburos que provoca el deterioro de la
estructura del suelo (Nustez, 2012), el tratamiento de aguas residuales con altos niveles
de nitrégeno amoniacal, que en la mayoria de casos son vertidas al cauce de los rios sin
ningun tipo de tratamiento, provocando el deterioro significativo de la calidad del agua
(Solano, 2011).

Los resultados aportaran a la generacion de informacién base sobre la composicion de
la comunidad bacteriana cultivable en suelos andinos y su posible aplicacién en procesos

de biorremediacion.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

e Caracterizar la comunidad bacteriana cultivable del suelo de un bosque nativo
y un bosqgue de pino dentro de la Microcuenca del Machangara, con la finalidad
de determinar su composicidn, variacion y su uso potencial en procesos de

biorremediacion.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Analizar la diversidad funcional de grupos de bacterias que componen la
comunidad bacteriana cultivable del suelo del bosque nativo y bosque de pino

dentro de la Microcuenca del Machangara.

e Comparar la diversidad y la funcionalidad de la comunidad bacteriana cultivable
presente en un bosque nativo y un bosque de pino de la Microcuenca del

Machéangara.

e |dentificar agentes biol6gicos que sean de interés en procesos de
biorremediacion, biotecnologicos y agricolas presentes en la comunidad
bacteriana cultivable del suelo del bosque nativo y bosque de pino de la

Microcuenca del Machangara.



CAPITULO Il
2. REVISION DE LITERATURA.
2.1 Bacterias

Son microorganismos unicelulares procariotas mas pequefios y abundantes, se
expresan en unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de suelo, se encargan de

descomponer y mineralizar residuos organicos de los cuales obtienen energia y alimento.

El niUmero de bacterias esté relacionado con la textura, estructura, porosidad, aireacion
y retenciébn de humedad en los suelos, los ecosistemas que tienen suelos con las
propiedades fisicas antes mencionadas, con poca compactacion y sin excesos de agua
interactlan directamente con sistemas biol6gicos, atmosféricos, hidrolégicos (Acuiia,

Wagner, & Pocasangre, 2006).

Las bacterias se pueden clasificar en aerobias, anaerobias y facultativas, por el pH en
aciddfilas, basdfilas o neutrofilias, con respecto a su metabolismo se dividen en
heterétrofas y autotrofas, y su clasificacion por la temperatura en psicréfilas y mesdfilas
(Delgado, 2019).

El crecimiento bacteriano es una serie de reacciones necesarias para la division de una
bacteria en dos células hijas, a este proceso se lo conoce como fisién binaria y ésta
estrechamente relacionado con la temperatura y el pH, factores que influye en el
crecimiento microbiano, es asi que algunos crecen en pH bajos, no obstante la mayoria se
desarrollan en pH entre 6 y 8. Otro factor que determina su crecimiento es la presencia o

ausencia de oxigeno (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark, 2009).

Las bacterias que habitan el suelo han sido histéricamente aprovechadas, asi, por
ejemplo, la mayoria de los primeros antibiéticos fueron aislados a partir de actinobacterias
del suelo (Lewis, 2013). Actualmente, aun el 80% de los antibidticos siguen proviniendo de
este grupo de bacterias (D'Costa, Griffiths, & Wright, 2007). Las funciones de los
organismos del suelo contindan siendo estudiadas para aplicaciones biotecnolégicas como
biorremediadores, sintetizadores de vitaminas, biocatalizadores (lipasas, amilasas,
glucanasas, proteasas, oxidoreductasas), aditivos industriales o medicamentos
(Schmeisser, Steele, & Streit, 2007).



2.1.1 Importancia.

Las bacterias fotosintetizadoras se encargan de una parte de la produccién del
oxigeno para el planeta, lo que muestra la importancia vital de estas. Son de gran eficacia
para remediar e impulsar el desarrollo de las plantas, en determinados procesos agricolas
y otros ecosistemas, su presencia permite un mayor y mejor desarrollo, algunas pueden

causar enfermedades, otras son imprescindibles para tratar o erradicar las mismas.

Capaces de degradar compuestos téxicos que contienen cloro, derivados de
petroleo, transforman sustancias altamente toxicas de mercurio y metales pesados, en
otras menos toxicas y volatiles para el suelo (Corrales, Antolinez, Bohorquez, & Vargas,
2015).

Fijan nitrdgeno que esta presente de forma natural en el suelo, representando un
biofertilizante ecoldgico, capaz de acelerar y promover el crecimiento de las plantas,
contribuyendo al enriquecimiento del nitrdgeno y a su regeneracion de forma ecoldgica y
sucesiva. Crean barreras protectoras contra hongos y bacterias patdgenas para las
plantas, creando mayor resistencia a climas aridos y condiciones de sequia (Guzman,
2018).

La cantidad de bacterias que se encuentran presentes en el suelo depende de
muchos factores como la temperatura, el tipo de suelo, contenido de humedad, practicas
de manejo agricola, vegetacion, fertilizacion, cantidad de oxigeno, y el pH del suelo (Ramos
& Doris, 2008).

La mayor concentracion de bacterias se puede encontrar en la rizosfera, aqui se da
la interaccion entre las bacterias y las raices de las plantas, la microbiota juega un papel
fundamental en la proteccion de la planta contra patdgenos, también influye en la salud de
los ecosistemas. Los procesos agricolas afectan a la diversidad y densidad de
comunidades microbianas, que a largo plazo provoca la baja fertilidad de los suelos (Calvo,
Meneses, & Zufiga, 2008), es importante destacar la relacibn que existe entre las
micorrizas y las bacterias, ya que al aumentar el porcentaje de las raices con estos hongos
influyen en la efectividad para llevar a cabo funciones como la remocién de toxinas, la
solubilizacion de fosfatos organicos e inorganicos y la resistencia a patégenos (Garzon,
2016).



2.1.2 Crecimiento microbiano.

La multiplicacion celular es consecuencia del crecimiento, por lo tanto, se origina

una poblacion en el ecosistema o en un medio de cultivo (Perez, 2001).

Los microorganismos varian ampliamente en cuanto a sus demandas nutricionales
y sus fuentes de energia metabdlica. Los tres modos principales de generar energia
metabdlica son fermentacion, respiracion y fotosintesis, para que los organismos puedan

crecer deben seguir uno de estos métodos (Varela & Grotiuz, 2002).

Los medios de cultivo deben tener todos los nutrientes y elementos que los
microorganismos necesitan para la sintesis bioldgica, entre estos se debe encontrar el
carbono, vitaminas, azufre, entre otros (Dublan, 2016).La mayor parte de bacterias utilizan
carbono para generar energia, existen organismos fotosintéticos que reducen el di6éxido de

carbono a glucosa (Varela & Grotiuz, 2002).

Por otro lado, los organismos necesitan nitrégeno para sintetizar enzimas, proteinas y
acidos nucleicos, algunos microorganismos obtienen el nitrdgeno a partir de sustancias
inorgénicas. Estos dependen de factores nutricionales y factores fisicos como el pH el cual

determina si los suelos son acidos o alcalinos.

Las bacterias se desarrollan a temperaturas por encima de los 30°C, pero varian
considerablemente dependiendo de la adaptacion de estas. En cuanto a la concentracion
de oxigeno y la humedad, todas requieren de agua ya que estan expuestas directamente

al ambiente y algunas solo viven unas horas sin la presencia de humedad (Perez, 2001).
2.2 Suelo

“El suelo es un recurso viviente, dinamico, no renovable, cuya condicién y
funcionamiento es vital para la produccién de alimentos, y para el mantenimiento de la
calidad ambiental” (Jiménez, 2017). Formado por una fraccién organica y una fraccion
mineral o inorganica, soporte necesario para la vida existente en el planeta, sistema que

presenta intercambio de materia y energia.

Alberga plantas, animales y microorganismos que interactian en comunidad, clave
para el funcionamiento de los ecosistemas naturales y productivos. La importancia de los
organismos se debe a su intervencion en los ciclos del carbono y nitrégeno, que
proporcionan muchos beneficios tales como la produccion de fibras, combustibles, entre
otras (Alvarez, Cardozo, Muijtar, & Tittonell, 2018). Ademas, los procariotas pueden causar
cambios muy importantes en los parametros fisico-quimicos de un ecosistema en tiempos

cortos (Moreno, Garcia, Pascual, & Bernal, 2013).

-5-



El componente esencial del sistema edafico es la materia organica del suelo,
responsable de la mayor parte de procesos biologicos y fisico-quimicos del suelo. Esta
constituido por microorganismo que representan el 1% de la materia organica total, esta
porcidn es la mas importante y responsable de toda la bioactividad y las relaciones que
dan lugar a la disponibilidad de nutrientes, la génesis del suelo y todo el proceso activo
entre los componentes del suelo (Aguilera, 2000). Uno de los ecosistemas mas complejos
de la naturaleza, comprende una variedad de microhabitats lo que hace posible la vida de

los microorganismos.

Los suelos colonizados con mayor diversidad de microorganismos van a ser suelos
mMAas sanos y compatibles con los cultivos, la actividad de descomposicion de la materia
orgénica y la solubilizacién de nutrientes disponibles para las plantas se concentra en la
rizosfera (Toro, 2004).

2.2.1 Microbiologia del Suelo.

El suelo, habitat propicio para la proliferacion de microorganismos es donde se
encuentran la mayor parte de éstos, se categorizan en cinco grupos que son, bacterias,
protozoos, hongos, algas. Los grupos bacterianos son sensibles al cambio de condiciones
ambientales, con pequefios cambios climaticos estas dejan de producir metabolismos y

enzimas fundamentales para su subsistencia (Ramos & Doris, 2008).

“La variabilidad de comunidades microbianas en el suelo depende de la capacidad
para metabolizar carbono, disponibilidad de macro y micro elementos, contenido de agua,
(pH) y tamafio de las particulas, cuando estas caracteristicas se alteran se producen

ambientes aerobios, saturados” (Benavides & Hermida, 2008).

Para un habitat ideal que propicie el desarrollo de los microorganismos es necesario
que el agua y el aire circulen por el suelo con facilidad y se hallen en un equilibrio, que
permita el desarrollo de las colonias de microorganismos. La comunidad bacteriana edéafica
depende de los nutrientes presentes en el ecosistema, considerados como fuente

productora de compuestos para las plantas (Suquilanda, 2017).
2.2.2 Materia Organica.

La materia organica son los residuos de plantas y animales, los microorganismos
degradan la materia organica en diéxido de carbono y humus. La cantidad de materia
organica presente en el suelo depende de algunos factores como: clima, vegetacion,
textura del suelo, entre otros. Los suelos de los bosques tienen menor cantidad de materia

organica (lzquierdo & Venegas, 2013), ésta almacena muchos nutrientes, mejora la



estructura, previenen la erosion, mejoran la capacidad de retencién de nutrientes y agua

en los suelos.

La mayoria de microrganismos se especializan en descomponer la materia organica
de las plantas y animales en sustancias simples, que pueden ser devueltas a la atmosfera,
arrastradas por el agua o ser incorporada al stock de reserva mineral, otros establecen

relaciones simbidticas con algunos organismos vivos (Silva, 2019).
2.2.3 Efectos reportados de la comunidad bacteriana en el suelo.

Las bacterias, proporcionan servicios fundamentales a los ecosistemas terrestres
por ejemplo su capacidad para producir alimento, la fertilidad del suelo y actian como un
sumidero del CO,, descomponedores de materia organica. “El aumento en la diversidad de
estas comunidades puede mejorar la capacidad de los ecosistemas para proveer estos
servicios, la diversidad de las bacterias se relaciona con las funciones y servicios
ecosistémicos clave” (Maestre & Soliveres, 2019) por ejemplo: la captacion de CO, y
nitrégeno, mantenimiento de la fertilidad del suelo y el control biolégico.

Las bacterias del suelo asociadas a las raices de las plantas son primordiales para
el funcionamiento de los ecosistemas, debido a que trabajan en la descomposicion de
residuos, proporcionan el crecimiento y nutricion de las plantas, estan involucradas en los
ciclos biogeoquimicos, son de gran importancia en el ciclo del nitrégeno y el ciclo del fésforo
(Rodriguez, Rorig, & Grasso, 2013). La correlacion entre variables ambientales como
precipitacion, temperatura y diversidad bacteriana varian en funcion del tipo de ecosistema,
existiendo una relacién positiva entre la diversidad microbiana y la provision de funciones

y servicios ecosistémicos (Ramos & Doris, 2008).

El proceso microbiano se localiza en suelos con altos contenidos de materia organica,
la presencia de microorganismos es un indicador para evaluar beneficios de los sistemas
de laboreo, y fertilidad del suelo (Hernandez, Munive, Sandoval, Martinez, & Villegas,
2013).

2.3 Bosque y Vegetacion Protectora Machangara Tomebamba.

Las Areas de Bosque y Vegetacion Protectora son “aquellas formaciones vegetales,
naturales, cultivadas, arboreas, arbustivas o herbaceas, de dominio publico o privado, se
hallan localizadas en areas de topografia accidentada, cabeceras de cuencas hidrogréaficas
0 en zonas que por sus condiciones climaticas, edaficas e hidricas requieren de proteccion”

(Ley Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre, 2004).



La flora caracteristica del Bosque y Vegetacion protectora Machangara es: Pumamaqui
(Oreopanax avicenniifolius); Baccharis caespinosa, B. oblongifalia y B.spp; Aliso (Alnus
acuminata); Cleome longifélia; Helecho (Elaphoglossum spp), Valeriana (Valeriana rigida),
Nogal (Juglans neotropica); Ocotea rotundata, Persea ferruginea; Brachyotum cofertum,
Tibouchina laxa; Cedrela lilloi; Odontoglossum gracile; Paspalum humboldtianum; Gafal
(Oreocallis gradoflora), O. mucronata, Panopsis feruginea; Guando (Brugmansia arbérea),
Sauco (Cestrum tomentosum), Solanum spp; Symplocos spp. Helechos (Polypodium spp).
Aphelandra acanthifolia, A. Chrisantha; Sauraia lehmannii; Bomarea comuta, B. betaceay
B.spp; Muria simplicifolia; Anturio (Anthurium lennarti), A. marginatum, spp, O. sessiliflorum
y O.spp. Shefflera spp (Aguirre & Caseres, 2010).

La fauna caracteristica del Bosque y Vegetacion protectora Machangara son:
maniferos: Zarigueya de orejas blancas (Diddelphis pernigra), Comadreja Andina (Mustella
frenata) Puerco espin andino (Erethizontidae rodentla). Anfibios: Ranas (Colostethus
vertebrales, Gastrotheca pseustes y Gastrotheca litonedis), Rana punta de flecha andina
(Hyloxalus anthracinus). Aves: Mosquero Bermellon o Brujillo (Pyrocephalus rubinus),
Gorribn  Americano(Zonotrichiaa capennsis), Jilguero Encapuchado (Carduelis
magellanica), Pato o Cercata Andina (Anas andium), el Pato Rojizo Andino (Oxyura
ferruginea) y la focha o Gallareta Andina (Fulica ardesiaca), Colibri Frentiestrella Arcoiris
(Coeligena iris), Cinclodes Piquigrueso (Cinclodes excelsior), Buhito Frentianteado
(Aegolius harrisii), Quillillicos (Falco sparverius), Mirlos (Turdus chiguanco) (Aguirre &
Caseres, 2010).

El Bosque y Vegetacion Protectora Machangara-Tomebamba, se encuentra
administrado por el Consejo de la Cuenca del Rio Machéngara, las instituciones que
pertenecen a este consejo son ETAPA, Universidad de Cuenca, Ministerio del Ambiente,
ELECAUSTRO S.A.

2.4 Microcuenca del Machangara.

La Microcuenca del Machangara se encuentra ubicada al Nor-Oriente de la ciudad de
Cuenca, entre la provincia de Azuay y una pequefia parte en la provincia del Cafar. El area
de estudio se encuentra en la Microcuenca esta cercana a la represa Labrados,
topogréficamente toda la superficie es muy irregular, tipica de la sierra ecuatoriana
(Villavicencio & Chévez, 2011). Cubre un area aproximada de 324.900 hectareas, ubicado
a un rango altitudinal que va desde 2500 m.s.n.m. a 4400 m.s.n.m. (Padron & Vazquez,
2019).



La Microcuenca cuenta con importantes areas de vegetacion nativa, que apoyan a la
regularizacion del régimen hidrico, se encuentran dentro del area de Bosque y Vegetacién
Protectora Machangara-Tomebamba, debido a las caracteristicas especiales de
vegetacion de la Microcuenca y la importancia que tiene la conservacion de ésta (Borrero,
2015).

La Microcuenca del rio Machangara tiene pendientes suaves y regulares a lo largo del
cauce y pendientes extremas en sus laderas transversales que son zona de erosion. La
vegetacion esta constituida por bosques de poca altura, capa de musgos densa, en la zona
mas alta manchas de bosques de Polylepis alternado con pajonal arbustivo y herbaceo
(Cherrez, 2004).

Factores como la presencia de la cordillera de los Andes y la ubicacién geografica
del pais, origina diversos pisos-altitudinales cada uno de estos con caracteristicas
ecosistémicas diferentes: La influencia de las corrientes marinas hace que el Ecuador esté
entre uno de los paises con mayor biodiversidad del mundo, parte de esta riqueza
constituyen sus bosques (Bravo, 2014). El Ecuador tiene 12 horas de luz al dia, durante
todo el afio, esto favorece al crecimiento de especies forestales, nativas y exoticas. Estas
ventajas permiten que los bosques crezcan hasta 26 mt® por hectérea al afio (Espinoza,
2014).

La mayoria de las especies arboreas introducidas en Ecuador son los géneros
Cupressus, Eucaliptus y Pinus, los impactos negativos que presentan estas plantaciones
estan relacionados con la hidrografia de los paramos y el suelo ya que alteran las
condiciones edéficas y micro climaticas provocando alteracion de la diversidad de la

vegetacion natural y su estructura (Ruizm, 2014).

2.4.1 Clima

La temperatura oscila entre los 8°C y 16°C, tiene dos periodos de precipitaciones humedo
gue va de febrero a abril y uno seco que va junio a agosto, no obstante, en la parte alta de
la Microcuenca hay lluvias frecuentes que provocan un clima lluvioso humedo en esta parte
(Padrén & Vazquez, 2019).

2.4.2 Uso de Suelo

En la Microcuenca del Machangara se dan dos factores que son: el uso del suelo y las
condiciones ecolégicas como pueden ser precipitacion, temperatura y altitud. Por ello
podemos encontrar parches de eucalipto, pastizal, plantaciones de Pinus patula, bosque

andino, bosque de paramo y bosque de Polylepis reticulata (Padron & Vazquez, 2019).



Podemos destacar que existen 6 usos de suelo dentro de la Microcuenca del
Machangara entre las cuales estan: bosques, cuerpos de agua, otras tierras, tierras
agropecuarias, vegetacion arbustiva y herbacea y la zona antrépica, mismas que podemos

ver en la ilustracion 1.

Cobertura Vegetal de la Microcuenca del Machangara
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llustracion 1 Cobertura Vegetal
Fuente. Jessica Calle.

a. Problemas ambientales de uso y cobertura de suelo dentro de la Microcuenca del
Machangara.

El avance de la frontera agricola ha reducido el area de pastos por lo que el ganado
ovino y bovino actualmente se encuentre en zonas de paramo ubicadas en la cuenca alta
del Machangara, las cuales soportan una creciente presion por la presencia de estos, areas
de bosques y chaparro se han incrementado lo que genera aumento en la cobertura vegetal
a lo largo de la cuenca alta media y baja, no obstante, estas &reas estan amenazadas por
presencia de bosques de eucalipto y pino los mismos que tienen diferentes usos en
actividades antropicas. El &rea de centros poblados es dominante en la parte baja de la
cuenca donde hay muy poca cobertura vegetal, localizada en los margenes de los rios y
utilizada como parques lineales (Villavicencio & Chavez, 2011).
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2.4.3 Hidrologia

Las condiciones de biodiversidad de la vegetacién nativa aportan, a la regulacion
del régimen hidrico, proteccién de las fuentes de agua, a la belleza escénica de la zona 'y
a la estabilidad del sistema ecoldgico, la Microcuenca del Machangara aporta alrededor de
304,29 hectémetros cubicos por afio de agua lluvia (ETAPA EP, 2015).

El aprovechamiento del Microcuenca del Machangara es el subministro de agua para
consumo humano, aporta alrededor de 1000l/s para el abastecimiento de agua potable de
la ciudad de Cuenca y comunidades aledafias. La generacion de energia eléctrica, se
encuentran los embalses el Labrado con una reserva de agua de 6 Hm3 y el embalse de
Chanlud con 17 Hm3 gracias a esto cuenta con dos centrales hidroeléctricas Saymirin y
Saucay, suman una potencia instalada de 38,4 Mw el cual es integrado al sistema nacional
interconectado de energia eléctrica. Es por esto que se ha considerado a la Microcuenca
alta del Machangara como un ecosistema estratégico, que debe ser conservado, protegido

y manejado (Ortega Guaricela, 2012).

La Microcuenca del rio Machangara se encuentra en el austro ecuatoriano, dentro
del sistema hidrogréfico del Santiago, tiene su trayectoria oeste-este en la parte alta de la
cuenca, luego cambia su trayectoria noreste-sureste en la cuenca media y baja hasta que
forma parte del rio Tomebamba, formando luego parte de la cuenca hidrografica del Paute
(Villavicencio & Chavez, 2011), en la Microcuenca del Machangara se encuentran 17 rios
que conforman la red hidrica de este entre los cuales encontramos los rios Blanco,
Cebadas, Chacayacu, Chamana, Checa, Chulo, Curiquinga, Gahuifia, Huagrauma,
Jatunhuaycu, Machangara, Paluncay, Patamarca, Pifiacocha, Quintul, Saymirin, Sinincay,

mismas que se pueden observar en la llustracién 2.
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Microcuenca del Machangara
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llustracion 2 Afluentes de la Microcuenca del Machangara.
Fuente: Jessica Calle.

2.5 Bosque nativo.

El bosque nativo, es aquel que mantiene su estructura original, donde existe gran
cantidad de especies endémicas locales dificiles de encontrar en otros ecosistemas,
regulan el micro-clima e indices de humedad. Han sido intervenidos por el hombre para la

produccion de materia prima para sus actividades cotidianas.

“Ecosistema arboreo, caracterizado por la presencia de arboles y arbustos de
multiples especies nativas, edades y alturas, regenerado por sucesion natural, con gran
biodiversidad de vegetales, animales y microorganismos” (Ecuador Forestal, 2020). No
obstante, gran parte del bosque primario ha sido sustituido por cultivos agropecuarios
debido a la ampliacion de la frontera agricola para abastecer y satisfacer las necesidades

basicas de la poblacion.

El beneficio brindado por la conservacion del bosque nativo permite regenerar o
mantener activo el ciclo del agua a nivel local, la biodiversidad, y purificacion del aire.
(Granda, 2015).
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Los parches de bosques nativos presentes dentro de la Microcuenca del
Machangara, forman un dosel cerrado de entre 2 a 4 m de altura, localizados entre los 3000
y 3400m, son ecosistemas muy fragiles por ser vulnerables a la erosién que se da por estar

presentes en zonas con intensas lluvias y cambios climaticos.

2.6 Bosque de Pino.

El pino (Pinus) fue plantado en el Ecuador en la década de 1960 por su potencial
de rapido crecimiento, los réditos econdmicos que genera, y algunos bienes y servicios
(Caranqui & Suarez, 2016). Conocido por consumir demasiada agua, lo que provoca la
disminucion del rendimiento hidrico, por otra parte se considera la cantidad de ligninas que
tienen sus aciculas, “la disminucién de entrada de luz y calor provocan un efecto perjudicial
sobre la actividad microbiana; por esto las tasas de descomposicion son bajas, la
acumulacién de hojarasca vuelve a los suelos poco productivos y no se dan los procesos
Optimos para el reciclaje de nutrientes del ecosistema” (Delgado & Zarate, 2002),

ocasionando que la vegetaciéon natural del area esté casi ausente (Hofstede, 2001).

Pertenece a la familia de la pinaceas, normalmente alcanzan los 25m, se han
adaptado a la poca disponibilidad de agua, al frio y corta duracién de lluvias, a los incendios
naturales ya que han desarrollado una corteza externa gruesa como defensa, son la base

de soporte de los bosques del pais (Chacon, Gagnon, Paré, & Proulx, 2003).

Las plantaciones de pino (Pinus patula) a lo largo de la Microcuenca del Machangara
no reciben cuidado forestal o podas, estan sobre los 3000 m.s.n.m. hay mas experiencia
forestal con este tipo de plantaciones que con plantaciones de bosques nativos. No
obstante, esta sujeto a criticas debido a su impacto negativo en el equilibrio hidrico,

fertilidad de los suelos y la diversidad nativa (Padron & Vazquez, 2019).
2.7 Técnicas Tradicionales de cultivo de microorganismos.

2.7.1 Técnicas dependientes de cultivo.

De gran utilidad a la hora, de disponer de cultivos puros a partir del aislamiento de
los microorganismos en cultivos selectivaos, que permiten obtener mayor informacion

morfoldgica, fisioldgica y metabdlica.

Se consideran microorganismos que “son cultivables bajo condiciones de
laboratorio, aceptdndose de modo general que las técnicas dependientes de cultivo tan
sblo permiten recuperar aproximadamente un 1% del total de los microorganismos

presentes en una muestra” (Lépez, 2011).
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2.7.2 Técnicas independientes de cultivo.

Esta técnica es utilizada para el andlisis de comunidades microbianas complejas,
basada en métodos moleculares de extraccion de ADN y codificacién de ARNr de bacterias
(Valdez, 2014), es una herramienta 0til a la hora de analizar la estructura de la comunidad
microbiana presente en muestras ambientales sin la necesidad de antes cultivar los

microorganismos en laboratorio.

Al aplicar este tipo de técnicas se ha logrado ampliar la lista de microorganismos
debido a que se logra identificar especies que se hallan en concentraciones bajas dentro
de la comunidad como para ser cultivadas y algunas que no crecen en condiciones de

laboratorio (Lépez, 2011).

2.7.3 Tincion de Gram.

Es una tincién diferencial, cataloga a las bacterias en dos grupos gram positivas
gue tienen una pared celular gruesa, las podemos identificar porque se tifien de color azul
violeta, estas no se decoloran. Las bacterias gram negativas se caracterizan por tener una

pared celular delgada, se tifien de rosado ya que ésta tiende a decolorarse (Lopez, 2014).
2.7.4 Técnica MALDITOF.

Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight-Mass Spectrometry, es
una técnica con gran potencial en microbiologia ambiental, permite la identificacién
caracterizacién y comparacién de microorganismos basado en el estudio de sus huellas
digitales espectrales (Prince, 2014) es una técnica segura de identificacion de bacterias,
otra especie. Aungue la reproducibilidad de los espectros depende de las condiciones de

cultivo de los microorganismos” (Maldonado, Robledo, & Robledo, 2017).

La identificacion de microorganismos mediante la técnica de MALDI-TOF MS
“consta de cuatro pasos: la recuperacién de una colonia aislada, la realizaciéon de un
espectro de masas, la comparacion con la base de datos y la entrega de resultados”

(Garcia, Allende, Legarraga, Huilcaman, & Solari, 2012).

Para la identificacion de bacterias mediante esta técnica se utilizan medios de
cultivos sélidos con tiempo adelantado de siembra de 24 horas (Oviafio, Rodriguez,
Caballero, & Mufioz, 2019).
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CAPITULO IlI
3. MATERIALES Y METODOS

En este estudio se aplic6 metodologia mixta (cuantitativa, cualitativa) orientada a
caracterizar la comunidad bacteriana cultivable en los suelos de bosque nativo y bosque
de pino e identificar agentes bioldgicos de interés en biorremediacion, biotecnologicos y

agricolas.
Poblaciéon: Bacterias cultivables.

Muestra: 10 kilogramos de suelo del bosque nativo y 10 kilogramos de suelo del bosque

de pino.
3.1 Areade Estudio

El area de muestreo correspondié a la Microcuenca del rio Machangara dentro del
Bosque Protector Machangara Tomebamba, en el austro ecuatoriano. Sistema hidrografico
del Santiago, que ocupa un territorio de 32.500 hectareas localizadas en las parroquias de
Chiquintad, Checa, Sayausi, Sinincay, Ricaurte, Octavio Cordero Palacios, Sidcay, Nazon,
Jerusalén, Cojitambo, Turupamba, Javier Loyola, Deleg, Solano. Especificamente en el
sector Labrados donde se realizaron muestreos dentro de las parcelas (10 m?) definidas
por el Proyecto CEPRA-XIII-2019-06, Cambio Climatico ubicadas en el bosque Nativo y
bosque de Pino.

Tabla 1 Coordenadas Geogréficas del Area de Estudio.

Coordenadas del Coordenadas del
Bosque de Pino
X Y X Y

714107 9698250 714246

Bosque Nativo

9697773

714116,4

9698253,36

714237,26

9697768,14

714116,4

9698263,36

714229,36

9697774,28

714107

9698260

714238,11

9697779,14

Fuente. Jessica Calle.
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Ubicacion de la Microcuenca del Machangara.
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llustracién 3. Ubicacion de la Zona de la Microcuenca del Machangara.

Fuente. Jessica Calle.

Ubicacién de las parcelas dentro de la Microcuenca del Machangara especificamente en

el sector labrados.
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llustracién 4. Ubicacion de las parcelas en el sector Labrados.
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3.1.1 Levantamiento planimétrico y de la cuadricula.

En el sitio de muestro se elabor6 un bosquejo para establecer la orientacion
cardenal, puntos GPS, dimensiones y distancias de cada una de las parcelas.
Posteriormente se realiz6 la planimetria y ubicacion de la zona de estudio, con ayuda de
los softwares (Vector y ArcGIS) se disefié la cuadricula. Para el levantamiento de la
cuadricula o grilla en el campo, se delimitaron cada uno de los cuadrantes ver en el anexo
Ay B, por las caracteristicas del terreno se escogié un muestreo sistematico al azar, siendo
este el método adecuado para obtener una muestra compuesta y poder aislar bacterias
(Schweizer, 2011).

3.1.2 Recoleccién y preparacion de las muestras.

En cada parcela se escogio al azar 10 cuadrantes, de cada uno de ellos se removio
la hojarasca y se procedi6 a colectar 1kg de suelo, a 20 cm de profundidad, debido a que
esta zona tiene mayor abundancia y actividad microbiana. Con las 10 submuestras se
obtuvo un total de 10kg de muestra compuesta. Las muestras fueron trasladadas al
Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion Innovacion y Transferencia de
Tecnologia (CIITT) de la Universidad Catdlica de Cuenca donde se realiz6 su
procesamiento. Adicionalmente, se registraron datos de temperatura y pH (Benavides &
Hermida, 2008).

Temperatura 'y pH.

En tabla 2 podemos observar que el suelo del bosque de pino tiene pH de 3,57 y
temperatura de 12,99°C mientras que en el bosque nativo encontramos un pH de 5,63 y

temperatura de 15,36°C estos bosques tienden a tener suelos con un pH acido.

Tabla 2 pH y Temperatura.

Nativo Pino
pH Temperatura|pH Temperatura
4,18 16,3 3,43 13,15
5,97 15,2 3,78 12,6
6,15 15,2 3,42 13,4
5,82 14,7 3,57 13,1
6,05 15,4 3,42 12,7
5,63 15,36 3,57 12,99

Fuente Jessica Calle.
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En el laboratorio se procedio a:

¢ Eliminar materiales gruesos; se separaron todos los materiales gruesos del suelo
que en el campo no se separo, por ejemplo: hojas, palos pequefios e insectos.

¢ Reducir el tamafio de particulas; las particulas grandes del suelo fueron reducidas
hasta homogenizar el tamafio de la muestra. (Félix, 2015).

o Homogenizacion; debe realizarse sobre una cubierta plastica para evitar posible
contaminacion, después de la primera mezcla al pasar el suelo por la eliminacion
de materiales gruesos y la pulverizacion es necesario rehomogenizar la muestra,

ya que puede producirse segregacion de particulas de diferentes tamafos.
3.1 Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas
3.1.1 Cultivo y aislamiento de cepas bacterianas.

Las muestras fueron refrigeradas a 5°C durante 12 horas, temperatura
recomendada para la evaluacion de parametros biolédgicos, si la muestra es almacenada
por largo periodo de tiempo pueden ocurrir cambios en las comunidades microbianas y

desarrollar condiciones anaerobias (Benavides & Hermida, 2008).

Posteriormente, se procedio6 al cultivo y aislamiento de bacterias bajo condiciones
de laboratorio, empleando la metodologia de diluciones seriadas hasta 10 " y siembra en
placa en superficie para el conteo. Pesando 10 g de las muestras compuestas de suelo
colectadas en el campo, diluidas en 90 ml de agua destilada estéril. De estas diluciones
se realizaron aislamientos por estriado sobre placas Petri que contenian medio de cultivo
(agar nutritivo) y fueron incubadas a temperatura ambiente por 48 horas. Los aislamientos
obtenidos se purificaron mediante siembras sucesivas, posteriormente las cepas aisladas
fueron conservadas en glicerol al 15% y almacenados a 4°C (Sernaque, Cornejo, Pierre, &
Mialhe, 2019).

3.1.2 Conteo de unidades formadoras de colonias.

Para el conteo de unidades formadoras de colonias se incubaron durante 48 horas
las cajas Petri, luego se utilizé el método de conteo por placa empleando un contador de
colonias, se elige Unicamente las cajas que contengan entre 30 y 300 colonias ya que estas
son las representativas para el calculo de UFC/ml de solucion (Cruz, Zamudio, Corona,
Gonzélez, & Rojas, 2015).

3.1.3 Caracterizacion morfolégicay prueba GRAM de bacterias.

Las cepas bacterianas obtenidas de los aislamientos previos fueron sembradas en

medio agar nutritivo para establecer morfotipos mediante una descripcion morfologia.
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Posteriormente, se realizé la tincion de GRAM para identificar bacterias gram negativas y

gram positivas (Marin & Jaramillo, 2015).

Para confirmar la prueba de GRAM, las cepas bacterianas fueron sembradas en los

siguientes medios:

e Agar Sangre, medio rico en nutrientes con un 5% de sangria, inhiben el crecimiento
de bacterias gramnegativas, esto permite el crecimiento de cocos grampositivos.
e Agar Mackonkey, medio muy selectivo utilizado para el aislamiento e identificacion

de enterobacterias (bacilos gramnegativos) (Teomitzi, 2014).
3.2 Metodologia de MALDI-TOF

Para la identificacion de las bacterias hasta género y especies, se seleccionaron

inicialmente los morfotipos diferentes, las cepas fueron enviadas de acuerdo a las
especificaciones técnicas del laboratorio para la identificacion a través de la metodologia
MALDI-TOF, que es una técnica de espectrometria de masas basadas en ionizacion suave
tales como la Desorcién/ionizacion por laser asistida en matriz (Shah, Keys, Schmid, &
Gharbia, 2002).

3.3 Identificacion de agentes biolégicos de interés ambiental

Los resultados de la identificacién taxon6mica de las cepas bacterianas cultivables del
suelo del bosque nativo y bosque de pino fueron comparados para establecer las
diferencias en cuanto a la riqueza. Ademas, en base a revision bibliografica se caracteriz
la funcionalidad y posibles aplicaciones en biorremediacion y biotecnologia de las cepas

bacterianas.

3.4 Indices de diversidad

Los indices de diversidad son un analisis de riqueza, abundancia y distribucion de
especies detectadas en un muestreo. Para el andlisis de las bacterias aisladas del suelo
de los bosques se escogié un método al azar. Los datos fueron analizados, segun los

siguientes indices.

3.4.1 indice de Shannon.

“Se utiliza para cuantificar la diversidad especifica, el indice refleja la
heterogeneidad de una comunidad sobre la base de dos factores el nimero de especies

presentes y su abundancia relativa” (Pla, 2006).

H = —1Xpi * In(pi).
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pi. Representa la porcion de la abundancia.
i en relacion a la abundancia de todas las especies detectadas en un muestreo.

El valor minimo puede aproximarse a cero y el valor maximo en teoria no tiene
limites (Carmona, 2013).

3.4.2 indice de diversidad de Pielou.

Determina la equitatividad de la distribucién de la abundancia de las especies en un

ecosistema, es decir si entre las especies hay igual dad de abundancia (Sonco, 2013).

~ log2S

J

S= Numero de especies.
H’= indice de Shannon.
3.4.3 Indice de diversidad y uniformidad de Simpson.

El indice de Simpson (D) mide la probabilidad de que dos individuos seleccionados
al azar en un habitad sean de la misma especie, es una medida de dominancia, depende
de la riqueza de especies, como de la comunidad con que los individuos estén distribuidos
entre las especies (Ferriol & Merle, 2012).

1
Ipi?

D =

Equidad.
D 1 1

Dmax Zpi® "

n= ndmero total de organismos de una especie.
N= numero total de organismos de todas las especies.
3.4.4 indice de Sorenson Cuantitativo.

El indice de Sorenson indica si es que existe o no similitud entre las especies en
comun de los ecosistemas que se estén estudiando en este caso el bosque nativo y el

bosque de pino.

2C
SA+SB
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C= Numero de especies comunes en ambas comunidades.
SA= Numero de especies de la comunidad A.
SB= Numero de especies de la comunidad B.

3.4.1indice de Sorenson Cualitativo.

Ausencia y presencia de especies en cada comunidad (Saquicela, 2010).

IS = * 100

IS: indice de Sorenson.
A: Numero de especies encontradas en la comunidad A.
B: NUumero de especies encontradas en la comunidad B.

C: Numero de especies comunes en ambas comunidades C.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS DISCUSION.

4.1 Recuento de Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

En la tabla 3 se indica el numero de unidades formadoras de colonias que existe por
mililitro, como se puede observar en el suelo del bosque nativo existen un 14x10° nimero

de bacterias viables, en el bosque de pino 174x102.

Tabla 3 UFC/ML.

Numero Volumen de
de la simbra
Colonias [Dilucién | (ml) UFC/ML
Bosgue Nativo
140] 102 1] 14x10°
Bosque de Pino
174]  107?| 1] 174x10°

Fuente. Jessica Calle.

Los resultados obtenidos indican que existe mayor densidad bacteriana en el bosque
nativo que en el bosque de pino, esto se puede deber a que en el bosque nativo existe
mayor riqueza tanto de especies animales como vegetales, lo que concuerda con Chang
et al. (2002) quien menciona que un ecosistema rico en vegetacion ayuda aumentar la
densidad microbiana que se encuentra en el suelo. Este estudio es soportado por
Matsumoto et al. (2005) quien concluye que el crecimiento vegetal esta relacionado
directamente con la composicion de la comunidad bacteriana y la funcionalidad de las

bacterias en el suelo.
4.2 lIdentificacion de las cepas bacterianas cultivables
4.2.1 Descripcion morfolégica de las bacterias

En las tablas de la 4 a la 15 se describe morfol6gicamente las cepas bacterianas
cultivables ver anexos C y D, aisladas e identificadas mediante la técnica MALDI-TOF ver

anexo E.



Tabla 4 Aeromonas encheleia.

Cepa Bacteriana Bosque Nativo y Bosque de Pino.

Nombre Cientifico: Aeromonas encheleia.

Familia; Aeromonadaceae.

Genero. Aeromonas.

Especie: encheleia.

Morfologia.
Bacterias gram negativas, forman colonias grandes,

con superficie convexa, forma circular, bordes

redondeados, aparenta un color crema brilloso.

Fuente Jessica Calle.

Tabla 5 Buttiauxella ferraguliae.

Cepa Bacteriana Bosque Nativo.

Nombre Cientifico: Buttiauxella ferraguliae.

Familia. Enterobacteriaceae.

Genero. Buttiauxella.

Especie. ferraguliae.

Morfologia.
Bacterias gram negativas, forman colonias

pequefias, con superficie plana, forma irregular,

bordes redondeados, aparenta un color crema

opaco.

Fuente Jessica Calle.

Tabla 6 Buttiauxella gaviniae.

Cepa Bacteriana Bosque Nativo.

Nombre Cientifico: Buttiauxella gaviniae.

Familia: Enterobacteriaceae.

Género: Buttiauxella.

Especie: gaviniae.

Morfologia.
Bacterias gram negativas, forman colonias grandes,

con superficie plana, forma circular, bordes

ondulados, aparenta un color crema opaco.

Fuente Jessica Calle.
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Tabla 7 Yersinia enterocolitica.

Cepa Bacteriana Bosque Nativo.

Nombre Cientifico: Yersinia enterocolitica.

Familia: Yersiniaceae.

Género: Yersinia.

Especie: enterocolitica.

Morfologia.
Bacterias gram negativo, forman colonias grandes, con

superficie plana convexa, forma fusiforme, bordes

ondulados, aparenta un color crema brilloso.

Fuente Jessica Calle.

Tabla 8 Paenibacillus stellifer.

Cepa Bacteriana Bosque Nativo.

Nombre Cientifico: Paenibacillus stellifer

Familia. Paenibacillaceae.

Genero. Paenibacillus.

Especie. stellifer.

Morfologia.
Bacterias gram negativo, forman colonias grandes, con
superficie plana convexa, forma fusiforme, bordes

ondulados, aparenta un color crema brilloso.

Fuente Jessica Calle.

Tabla 9 Serratia proteamaculans.

Cepa Bacteriana Bosque Nativo.

Nombre Cientifico: Serratia proteamaculans.

Familia. Yersiniaceae.

Genero. Serratia.

Especie. proteamaculans.

Morfologia.
Bacterias gram negativas, forman colonias grandes,

con superficie plana, forma irregular, bordes
onduladas, aparenta un color marréon brilloso.

Fuente Jessica Calle.

-24 -



Tabla 10 Serratia plymuthica.

Cepa Bacteriana Bosque Nativo.

Nombre Cientifico: Serratia plymuthica.

Familia. Yersiniaceae

Genero. Serratia

Especie. plymuthica

Morfologia.
Bacterias gram negativas, forman colonias medianas,

con superficie plana convexa, forma irregular, bordes

ondulados, aparenta un color crema brilloso.

Fuente Jessica Calle.

Tabla 11 Bacillus muralis.

Cepa Bacteriana Bosque Pino.

Nombre Cientifico: Bacillus muralis.

Familia. Bacillaceae

Genero. Bacillus

Especie. muralis

Morfologia.

Bacterias gram positivo, forman colonias grandes,

con superficie plana, forma fusiforme, bordes

ondulados, aparenta un color crema opaco.

Fuente Jessica Calle.

Tabla 12 Mycobacterium sp.

Cepa Bacteriana Bosque de Pino.

Nombre Cientifico: Mycobacterium

Familia: Mycobacteriaceae.

Genero. Mycaobacterium

Especie. mycobacterium

Morfologia.
Bacterias gram positivas, forman colonias medianas,
con superficie plana, forma fusiforme, bordes

redondeados, aparenta un color amarillo opaco.

Fuente Jessica Calle.
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Tabla 13 Yersinia kristensenii.

Cepa Bacteriana Bosque de Pino.

Nombre Cientifico: Yersinia kristensenii.

Familia. Yersiniaceae.

Genero. Yersinia.

Especie. kristensenii.

Morfologia.
Bacterias gram negativo, forman colonias medianas,

con superficie plana convexa, forma irregular, bordes

ondulados, aparenta color blanco opaco.

Fuente Jessica Calle.

Tabla 14 Bacillus pumillus.

Cepa Bacteriana Bosque Pino.

Nombre Cientifico: Bacillus pumillus.

Familia. Bacillaceae.

Genero. Bacillus.

Especie. pumilus.

Morfologia.
Bacterias gram positivo, forman colonias pequefias,

con superficie plana convexa, forma fusiforme, bordes

ondulado, aparenta un color blanco semitransparente.

Fuente Jessica Calle.

Tabla 15 Aeromonas molluscorum.

Cepa Bacteriana Bosque Pino.

Nombre Cientifico: Aeromonas molluscorum.

Familia. Aeromonadaceae.

Genero. Aeromonas.

Especie. molluscorum.

Morfologia.
Bacterias gram negativas, forman colonias grandes,

con superficie convexa, forma irregular, bordes

lobulados, aparenta color palo de rosa brilloso.

Fuente Jessica Calle.
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En el bosque nativo las bacterias aisladas son 100% gram negativas mientras que
en el bosque de pino encontramos el 50% de bacterias gram negativas y el 50% de
bacterias gram positivas, un estudio realizado en bosque de pino revela la presencia de
bacterias gram negativas a cuyos géneros se les atribuye la capacidad de fijar nitrégeno y

solubilizar fosforo (Teomitzi, 2014).

4.2.1 Identificacién d las cepas bacterianas cultivables mediante la técnica
MALDI-TOF.

Se aislaron un total de 40 cepas bacterianas de las cuales 25 pertenecen al bosque
nativo y 15 al bosque de pino, mediante la técnica MALDI-TOF se agruparon en 12

especies descritas en la tabla 16.

Tabla 16 Especies de bacterias cultivables del suelo de un bosque nativo y bosque nativo en la

Microcuenca del Machangara.

Nombre Cientifico Numero Bosque Bosque

de cepas  Nativo de Pino

Aeromonas encheleia 21 16

Buttiauxella ferraguliae

Buttiauxella gaviniae

Yersinia enterocolitica

Paenibacillus stellifer

Bacillus pumillus

Aeromonas molluscorum

Bacillus muralis

Micobacterium sp.

Yersinia kristensenii

Serratia proteamaculans

R R R R W N W R W N R
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Serratia plymuthica

Total.

N
(@)
N
ul
'_\
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Fuente. Jessica Calle.

En la tabla 16 podemos observar que la especie mas abundante y la Unica que se
encuentra presente en los dos bosques es la Aeromonas encheleia con 16 y 5 cepas
respectivamente. En el bosque nativo la segunda especie mas abundante fue Yersinia
enterocolitica, seguida de Buttiauxella gaviniae, Buttiauxella ferraguliae, Paenibacillus
stellifer, Serratia proteamaculans, Serratia plymuthica obteniendo un total de 7 especies

registradas. En el bosque de pino se registraron 5 especies exclusivas entre las cuales
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podemos encontrar,

Micobacterium sp, Yersinia kristensenii.

Bacillus pumillus, Aeromonas molluscorum, Bacillus

Numero de especies bacterianas cultivables.

Cepas
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Bosque de Pino

llustracién 5 Abundancia de las especies en el bosque nativo y bosque de pino.

Fuente Jessica Calle.

muralis,

Las bacterias identificadas se pudieron agrupar en 6 familias en el bosque de pino

y nativo (tabla 17), en el caso de la familia Yersiniaceae se registrarén cuatro especies, de

las familias Aeromonadaceae, Bacillaceae, Enterobacteriaceae se registraron dos

especies de cada una respectivamente y una sola especie de las familias Mycobacterium,

y Paenibacillaceae.

17 Familias de Bacterias.

Familia

Especies

Aeromonadaceae

Aeromonas encheleia.

Aeromonas molluscorum.

Enterobacteriaceae

Buttiauxella ferraguliae.

Buttiauxella gaviniae.

Paenibacillaceae

Paenibacillus stellifer.

Bacillaceae

Bacillus pumillus.

Bacillus pumillus.

Mycobacterium

Mycobacterium sp.

Yersiniaceae

Yersinia kristensenii.

Serratia proteamaculans.

Serratia plymuthica.

Yersinia enterocolitica.

Fuente Jessica Calle.
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En funcion de lo planteado, mediante técnicas dependientes de cultivo, se lograron
aislar y purificar 12 especies bacterianas, que se agruparon en 6 familias (Tabla 16). La
familia Aeromonadaceae representada por dos especies la A.enchelia y A.molluscorum, la
Ultima especie es importante en procesos de remediacion ambiental de areas
contaminadas por TBT (Tribultytin)!, usado por estas bacterias como fuente de carbono.
Ademas, se evidencid que, al inocular cepas de este género en suelos contaminados, no
se afecta la comunidad bacteriana existente (Cruz, Henriquez, Correia, Suzuki, & Mendo,
2010) . En cuanto a la A. enchelia, se caracteriza por la capacidad de degradar nitratos a
nitritos. Sin embargo, estos géneros de Aeromonas son citados como patbégenos y se
pueden encontrar en restos de alimentos, en excrementos de animales, en el suelo,
cuerpos de agua, entre otros. Estudios sugieren que puede encontrarse en el tracto
digestivo de los animales (Latif, 2015, Jada, et al. 1996 y Cazares, 2019). Lo que sustenta
el registro de A. enchelia, en ambos bosques, que al encontrase en la misma zona y tener

conectividad pueden ser visitados por la fauna habitual de estos ecosistemas.

La familia Bacilleceae en su mayoria tienen la capacidad de desintegrar proteinas,
enzimas proteasas y juegan un papel importante en el ciclo del nitrdgeno que contribuye a
la fertilidad del suelo (Aslim et al. 2002), dentro de esta familia bacteriana se encontraron
dos especies: B.pumilus, que ha sido reportada por varios autores por ser potencialmente
biodegradadora de HAP (Hidrocarburos aromaticos policiclicos) importantes
contaminantes ambientales que afectan a la salud humana y vegetal (Khanna et al. 2014,
Hernandez et al. 2017 y Toledo et al. 2005) , estos autores consideran que la actividad
microbiana es importante para la degradacién de los HAP ya que usan estos contaminantes
como principal fuente de carbono, por tanto, representan una solucién potencial a los
problemas medioambientales que estos contaminantes producen. Por otra parte, B.muralis
€s una cepa bacteriana caracterizada por crecer en suelos con alto contenido de mercurio,
sin embargo, también ha sido reportada por el beneficio que aporta en el crecimiento

vegetal, no obstante, ha sido poco estudiada (Yadav et al. 2016 y Calzada, 2016).

Dentro de la familia Mycobacterium se registré una sola especie Mycobacterium.sp,
de interés en biorremediacién por su capacidad de degradar hidrocarburos aromaticos
policiclicos (Boldrin, Tiehm, & Fritzsche, 1993).

Dentro de la familia de las Paenibacillaceae se identificé la bacteria P.stellifer es
una bacteria patdgena de origen ambiental que causa infecciones humanas (Heggendornn

et al. 2019). Sin embargo, en la investigacion realizada por Jin et al. (2011) mostraron la

! Hidrocarburo policiclico.
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capacidad de fijaciébn de nitrégeno de esta especie que fue aislada de la rizosfera de

diferentes plantas.

Se identificaron cuatro especies dentro de la familia Yersiniaceae, las bacterias S.
plymuticay S. proteamaculans, capaces de promover el crecimiento y la salud de la planta,
demuestra actividades antifingicas, tienen un papel potencial en biotecnologia ya que son
utilizadas como agente de control bioldgico, juegan un papel clave en entornos agricolas.
(Vleesschauwer & Monica, 2007, Berg, 2000 y Benhamou et al. 1999) Y. entercoliticay Y.
kristensenii se caracterizan por ser patdogenos que afectan a la salud humana y animal

aisladas de eses de ovinos (Zamora et al. 1997 y Borie et al. 1996)

Dentro de la familia Enterobacteriaceae se identificaron dos especies B.gaviniae,
B.ferraguliae que al igual que algunas especies mencionadas anteriormente se
caracterizan por ser patégenos, probablemente son transportadas por animales, estas dos
especies son muy poco estudiadas (Ferragup et al. 1981 y Laukova et al. 2018). También
se les atribuye ser fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfato segin el estudio de

guien aislé géneros de esta familia en un bosque de pino.

En el caso de las especies de bacterias que se han identificado como degradadoras
de hidrocarburos, no se las puede relacionar directamente con su funcionalidad en el suelo
del bosque de pino del que fueron aisladas, sin embargo, se las puede asociar al
requerimiento de un pH &cido, bacterias acidéfilas, que encuentran es este suelo las
condiciones propicias para su desarrollo (pH 3). Sin descartar que pudieran estar

cumpliendo otros roles en la dinamica del suelo de este ecosistema.

Por otra parte, las especies que se les atribuye un rol en el ciclo del nitrégeno, y
aportes en el crecimiento vegetal, fueron registradas en el bosque nativo, cuyo suelo
presenta un pH cercano a 6, que segun (Prosser, 1989) estaria dentro del rango 6ptimo
para el desarrollo de bacterias nitrificantes. Sumado a esto la diversidad de flora dentro de

este ecosistema que amplia la posibilidad de la asociacion planta-bacteria.

Algunas de las especies registradas en este estudio, perteneces a los géneros
bacterianos mas estudiados para procesos de biorremediacién (Bacillus, Serratia) (Castillo,
More, Cornejo, Ponce, & Mialhe, 2020).
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4.3 Diversidad de bacterias presentes en el bosque nativo y bosque de pino de

la Microcuenca del Machangara

Los valores que se presentan en la tabla 18, indican la relacion o diferencia entre los
bosques, riqueza, abundancia y los indices de diversidad, equidad y dominancia de las

bacterias ver anexo F.

Los mayores valores de abundancia se presentaron en el bosque nativo con 25 cepas
bacterianas, en el bosque de pino se registraron 15 cepas. En cuanto a la riqueza existié
diferencia debido a que en el bosque nativo se encontraron 7 especies y en el de pino 6, lo
que representa que el 15,38% de especies se comparten segun el valor del indice de

Sorenson cualitativo.

El indice de Shannon (H) present6 valores entre 1,2571 en el bosque nativo y 1,6397
en el bosque de pino revelando que estos bosques son poco diversos con respecto a las
bacterias cultivables. Los valores del indice de Simpson 0,32 y 0,65 respectivamente,
indican que en el bosque pino existe dominancia de especies bacterianas cultivables en

las muestras analizadas.

El indice de Pielou (J) present6 valores entre 0,646 y 0,9151 respectivamente, esto

indica que hay una distribucion uniforme ver anexo F.

Tabla 18 indices de Diversidad especifica.

Bosque | Riqueza | Abundancia | Shannon(H) | Pielou(d) | Simpson ()| Sorenson
cualitativo
Nativo 7 25 1,2571 0,646 0,32
Pino 6 15 1,6397 0,915 0,65
_ _ _ _ _ _ 15,38%

Fuente Jessica Calle.

Estos resultados permiten determinar la composicion de la comunidad bacteriana
en ambos bosques, misma que difiere en cuanto a la abundancia de especies que la
conforman, presentado un mayor nimero de bacterias en el bosque nativo, lo que
concuerda con el estudio realizado por (Melgarejo, 2003) donde los resultados indican que
la mayor poblacion de bacterias se desarroll6 bajo la cubierta de un bosque nativo que en
el bosque de Pinus patula y Eucalyptus globulus. Segun se registr6 mayor cantidad de
bacterias en un bosque seco que en un (Meriles, y otros, 2009) sistema silvopastoril y
pastizal, hallazgos que reflejan que el cambio del uso del suelo disminuye la diversidad
bacteriana o juega un rol importante en la composicion de la comunidad bacteriana y para

la abundancia.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

El presente estudio pone en evidencia la falta de informacién sobre el rol de las
bacterias en la dinamica ecosistémica, sin embargo, existen investigaciones que nos

permiten concluir sobre el uso potencial de las bacterias en procesos de biorremediacion.

Se aislaron un total de 40 cepas puras de las cuales 25 pertenecen al bosque nativo
y 15 al bosque de pino lo que determina diferencia en la abundancia de cepas bacterianas
cultivables entre los bosques. Mediante la técnica MALDITOF se logré identificar 12
especies bacterianas de las cuales 7 se encuentran en el bosque nativo y 6 en el bosque
de pino haciendo énfasis en que una sola especie (A.enchelia) se identificd en los dos

bosques.

La revision bibliografica permiti6 determinar el uso potencial de las bacterias
aisladas, estableciendo que en el suelo del bosque de pino existe mayor presencia de
bacterias de interés ambiental que podrian ser de utilidad en procesos de biorremediacion
de suelos con presencia de hidrocarburos o excesivo uso de agroguimicos. Asi como, en

el tratamiento de aguas residuales.

En el bosque nativo se identificaron especies capaces de promover el crecimiento
y salud de la planta, ya que se las atribuye la capacidad de fijar nitrégeno y solubilizar
fosfato por lo que su uso potencial serd como bioestimulante en la agricultura. No obstante,
se identifico la presencia de especies bacterianas patégenas, esto responde a que en el

bosque nativo podria existir mayor presencia de fauna que podrian ser portadores.
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CAPITULO VI
6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de las cepas bacterianas identificadas con el
objetivo de valorar la efectividad y eficiencia de estas bacterias orientadas a
biorremediacion y agricultura.

Realizar nuevos muestreos en diferentes zonas para ampliar el cerapio de
bacterias que tiene el laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion
Innovacion y Transferencia de Tecnologia (CHITT) de la Universidad Catdlica de

Cuenca.
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Anexos A Disefio de cuadricula en el Bosque Nativo.
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Anexos B Disefio de cuadricula en el Bosque de Pino.
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Anexos C Morfologia de las bacterias presentes en el Bosque Nativo.

Registro de caracteristicas fenotipicas de colonias de bacterias Bosque Nativo.

Caracteristica A-1 |A-6 |A1-9 [A-10|B2-3R [B2-5 |B1-8 [B-9 |B1-11 |B2-11[B-13 |C-1 |C2-2R |C2-2 |C1-4R |C-5R |C2-5R[D-1 |D-5 |D1-5R |D2-5R |E-3R |F-1 |G2-3|C2-1 |B1R14

pH 6 7 7 7 6 7 6 7 6 6 7 7 7 7 7 7 7 71 7 7 7 70 7 7 7 7

Plana X X X X X X X X X X X X

Planaconvexa X X X X X X X X

Convexa X

Superficie. -
Acuminada

Umbilicada X X X

Papilada X

Puntiforme X X X

Irregular X X X X X X X

Circular X X X

Forma —
Rizoide

Filamentosa

Fusiforme X X X X X X X X X X X (X X

Redondeado X X X X X X X [X

Espiculado

Ondulado X X X X X X X X X X X X X

Borde -
Filamentoso

Lobulado X X X X

Rizoide X

Blanco X X X X X X X X X X

Rosado

Amarillo X

Color
Palo de Rosa X X

Crema X X X X X X X X X

Marron X X X X

Brillosa X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Tonalidad |Opaca X X X X X

Semitransaparente X X X

Grandes X X X X X X X X X X X X X

Tamafio [Medianas X X X X X X X X X

Pequeiias X X X X

Fuente Jessica Calle.
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Anexos D Morfologia de las bacterias presentes en el Bosque de Pino.

Registro de caracteristicas fenotipicas de colonias de bacterias Bosque de Pino.

Caracteristica

a-4

b1-2R

b2-2R

b-3R

b-5R [ b-6R |b-7R

b1-7R

b1-8R

b2-8R

b1-9R

b2-9R

b2-14R

c2-R3

e-2

f-2

pH

7

7

7

7

7

7 7

7

7

7

7

7

7

Superficie.

Plana

Planaconvexa

Convexa

Acuminada

Umbilicada

Papilada

Forma

Puntiforme

Irregular

Circular

Rizoide

Filamentosa

Fusiforme

Borde

Redondeado

Espiculado

Ondulado

Filamentoso

Lobulado

Rizoide

Color

Blanco

Rosado

Amarillo

Crema

Marron

Palo de Rosa

Tonalidad

Brillosa

Opaca

Semitransaparente

Tamafio

Grandes

Medianas

Pequefias

Fuente Jessica Calle.




Anexos E Analisis técnica de MALDITOFF.

Quien suscribe el presente certifica que las siguientes muestras
fueron analizadas bajo la técnica de MALDI-TOF (Espectrometria de

masas)

Muestra Microrganismo Encontrado Fecha de Analisis
1 Aeromonas encheleia 08/10/2020
2 Buttiauxella ferraguliae 08/10/2020
3 Buttiauxella gaviniae 08/10/2020
4 Aeromonas encheleia 08/10/2020
5 Aeromonas encheleia 08/10/2020
6 Aeromonas encheleia 08/10/2020
7 Yersinia enterocolitica 08/10/2020
8 Bacillus muralis 08/10/2020
9 Aeromonas encheleia 08/10/2020
10 Aeromonas encheleia 08/10/2020
11 Buttiauxella gaviniae 08/10/2020
12 Staphylococcus epidermidis 08/10/2020
13 Paenibacillus stellifer 08/10/2020
14 Aeromonas encheleia 08/10/2020
15 Aeromonas encheleia 08/10/2020
16 Aeromonas encheleia 08/10/2020
17 Aeromonas encheleia 08/10/2020
18 Aeromonas encheleia 08/10/2020
19 Aeromonas encheleia 08/10/2020

20 Yersinia enterocolitica 08/10/2020
21 Aeromonas encheleia 08/10/2020
22 Yersinia enterocolitica 08/10/2020
23 Aeromonas encheleia 08/10/2020
24 Aeromonas encheleia 08/10/2020
25 Aeromonas encheleia 08/10/2020
26 Aeromonas encheleia 08/10/2020
27 Aeromonas encheleia 08/10/2020
28 Aeromonas encheleia 08/10/2020
29 Bacillus pumillus 08/10/2020
30 Aeromonas encheleia 08/10/2020
31 Bacillus pumillus 08/10/2020
32 Bacillus pumillus 08/10/2020
33 Aeromonas molluscorum 08/10/2020
34 Bacillus muralis 08/10/2020
35 Bacillus muralis 08/10/2020
36 Yersinia kristensenii 08/10/2020
37 Aeromonas encheleia 08/10/2020
38 Staphylococcus epidermidis 08/10/2020
39 Micobacterium sp. 08/10/2020
40 Aeromonas molluscorum 08/10/2020
44 Paenibacillus stellifer 08/10/2020
45 Serratia proteamaculans 08/10/2020




| 49 | Serratia plymuthica 08/10/2020

El analista se responsabiliza exclusivamente de los analisis realizados, el resultado es valido solo para
la muestra recibida por el laboratorio.

Lcda. Nadia Villavicencio Apolo, Esp.

Analista Técnica

Anexos F Calculos de diversidad del bosque nativo y bosque de pino.

Bosque Nativo

Numero de

individuos

de cada
Especies especie Pi Pi*InPi Pin2
Aeromonas encheleia 16| 0,64 -0,2856 | 0,4096
Buttiauxella ferraguliae 1|0,04 -0,1288 | 0,0016
Buttiauxella gaviniae 210,08 -0,2021 | 0,0064
Yersinia enterocolitica 30,12 -0,2544 | 0,0144
Paenibacillus stellifer 1|0,04 -0,1288 | 0,0016
Serratia proteamaculans 110,04 -0,1288 | 0,0016
Serratia plymuthica 1|0,04 -0,1288 | 0,0016
Total 25 1| -1,2571| 0,4368
Numero de especies (s) 7

Fuente Jessica Calle.

indice de Shannon (H).

H = —1Zpi * In(pi) = —1 % —-1.2571 = 1.2571

indice de Simpson (D).

1

D = =
Ipi?  0.4368

= 2.2893
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D 1 1 1 1 0.32
= = —% — = k — = .
Dmax Xpi* s 04368 7
indice de Pielou (J).
_ H _ 1.2571 — 0.6460
/= log*(s)  In(7)
Bosque de Pino.
Numero de
individuos
de cada
Especies especie Pi Pi*InPi Pin2
Aeromonas encheleia 510,333 -0,3662 | 0,1111
Bacillus pumillus 3 0,2 -0,3219| 0,0400
Aeromonas molluscorum 210,133 -0,2687 | 0,0178
Bacillus muralis 3 0,2 -0,3219 | 0,0400
Micobacterium sp. 10,067 -0,1805 | 0,0044
Yersinia kristensenii 1(0,067 -0,1805 | 0,0044
Total 15 1 -1,6397| 0,2178
S 6

indice de Shannon (H).

H = —1Zpi * In(pi) = —1 * —1.6397 = 1.6397

indice de Simpson (D).

1
D= = = 4.8571
Zpi® 0.2178
D 1 1 1 1
E= - * == 0.6559

“Dmax  Ipi® s 02178 6

indice de Pielou (J).
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H 1.6397

]=log2(s)= (e =0.9151

Numero |Bosque |Bosque

Nombre Cientifico de cepas |Nativo |de Pino
Aeromonas encheleia 21 16 5
Buttiauxella ferraguliae 1 1 0
Buttiauxella gaviniae 2 2 0
Yersinia enterocolitica 3 3 0
Paenibacillus stellifer 1 1 0
Bacillus pumillus 3 0 3
Aeromonas molluscorum 2 0 2
Bacillus muralis 3 0 3
Micobacterium sp. 1 0 1
Yersinia kristensenii 1 0 1
Serratia proteamaculans 1 1 0
Serratia plymuthica 1 1 0
40 25 15

indice de Sorenson cualitativo.
ISCuali = L * 100 = & = 0.1538 * 100 = 15.38%
SA+ SB 7+6 ' '
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