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RESUMEN

En la presente investigacion se planteo aislar cepas de Bacillus nativas de suelos y
compost de la provincia de Pichincha, y comprobar el efecto acaricida de estos aislados
hacia Tetranychus urticae. Este estudio es la primero de este tipo en el Ecuador

Se realizaron conteos bacterianos de las ocho muestras recolectadas. Los analisis
estadisticos muestran que existen diferencias significativas en los conteos (F=3,8 ; p<
0,05; gl=7). En total se obtuvieron 166 aislados que se clasificaron en 15 grupos
morfolégicos. En general se encontrd6 una gran variacion en la diversidad de las
bacterias presente en cada muestra y en cada ambiente. Ademas, se evalud la accion
acaricida, el efecto en la oviposicion y el efecto sobre las ninfas de 22 de las bacterias
aisladas, incluyendo un control positivo y uno negativo en total se evaluaron 24
tratamientos, con 5 repeticiones por tratamiento. Se evaluaron los datos a las 120 y 168
horas después de la aplicacion de los cultivos bacterianos.

De los 22 aislados evaluadas en la capacidad acaricida, las cepas P1.14(B), 11.23(A),
C2.4(E) y 11.5(K), mostraron mayor nimero de individuos muertos, a las 120 horas y
estas fueron escogidas como cepas con alto potencial acaricida. Se concluy6 que las
cepas P1.23(E), C2.4(E), y 11.23(A) tuvieron efecto negativo en la oviposicion de las
hembras tratadas a las 120 horas. Las cepas C2.4(E) y P1.23(E) mostraron efecto sobre
las ninfas a las 168 horas.

La bacteria control BtC y el aislado C2.4(E) se identificaron por medio de
secuenciacion como Bacillus thuringiensis serovar kurstaki lo que se correlaciona con
las observaciones por microscopia. El secuenciamiento del aislado 11.5(K) dio como
resultado la bacteria Pseudomonas aeruginosa, pero esto no concordd con las
caracteristicas fenotipicas de dicho aislados. El aislado P1.14(A) corresponde a Bacillus
subtilis 1o que concuerda con las caracteristicas fenotipicas de este aislado observado a
un aumento de 100x.



ABSTRACT

The goal of this research was isolate native Bacillus strains from soils and compost in
the province of Pichincha in Ecuador, and to test for acaricidal effect of these isolates
against Tetranychus urticae. This kind of study is pioneer in Ecuador.

Bacterial counts were conducted for the 8 samples collected. The statistical analysis
showed significant differences in bacterial counts (F=3,8; p < 0,05; gl=7). In total 166
isolates were obtained and they were classified into 15 morphological groups. In general
there was great variation in the diversity of bacteria present in each sample and each
environment.

The variables evaluated were acaricide effect, inhibition of oviposition and the
larvicidad action of 22 bacterial isolates. In addition to the positive control BtC and the
negative control that was T3 pure medium. A total of 24 treatments were evaluated.
Five replicates per treatment were done. Data at 120 and 168 hours after application of
the bacterial cultures was evaluated. Of the 22 strains tested on the acaricide effect at
120 hour, isolates P1.14(B), [1.23(A), C2.4(E) and I1.5(K), showed the largest number
of dead individuals, these were chosen as strains with high acaricide potential. It was
concluded that P1.23 (E), C2.4(E), and 11.23(A) isolates had a negative effect on
oviposition of females treated at 120 hours. The C2.4(E) and P1.23(E) strains had an
effect in inhibiting nymph’s infestation at 168 hours.

The positive control bacteria BtC and C2.4(E) isolate were identified by molecular
sequencing as Bacillus thuringiensis serovar kurstaki, which correlates with the
microscopic observations of these isolates. The sequencing of the isolate I1.5(K)
resulted as the bacterium Pseudomonas aeruginosa, but this was not consistent with the
phenotypic characteristics of this isolated. The isolated P1.14(A) proved to be Bacillus
subtilis that matches with the phenotypical characteristics observed at 100x
magnification.
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1. Introduccion

1.1 Antecedentes

Los biopesticidas son productos que contienen un microorganismo como ingrediente
activo o son compuestos que se extraen de un ser vivo mediante procedimientos que no
alteran su composicion quimica. Entre ellos estan los enemigos naturales de la plaga,
organismos entomopatdgenos, pesticidas derivados de las plantas y hormonas de
insectos (Attathom, 2002). Pueden estar constituidos por una parte o la totalidad de la
sustancia extraida, dicha sustancia o compuesto puede estar concentrada o adicionada a

sustancias coadyuvantes (Fernadez y Juncosa, 2002).

El 30 % de todos los biopesticidas son producidos en base a bacterias. De estos la
mayoria son formulados en base del genero Bacillus, y la especie mas usada es Bacillus
thuringiensis, que representa el 70% de las ventas de todos los biopesticidas a base de

bacterias (Cawoy y otros, 2011)

Las bacterias del genero Bacillus son Gram positivas, producen endoesporas y crecen en
presencia de O, Las endoesporas son generadas por las células vegetativas en respuesta
a un factor ambiental limitante de la division celular, generalmente por escases de
alimento (Todar, 2012). Cuando las condiciones ambientales vuelven a ser favorables
las endoesporas germinan y producen células vegetativas. Las endoesporas son células
muy durables, y en su estado de dormancia pueden permanecer viables por largos
periodos de tiempo, son resistentes a altas temperaturas, radiacion, aplicacion de acidos
y desinfectantes, entre otros. Debido a la resistencia de las endoesporas estas bacterias
son organismos cosmopolitas y se encuentran en la mayoria de ambientes, pero se

acepta como su habitat natural el suelo (Todar, 2012).

La primera referencia de un aislamiento de Bacillus data de 1901, cuando el cientifico
japonés Shagetane Ishiwata, aislé una bacteria de larvas de gusanos de seda que habian
muerto, a esta bacteria la llamé Bacillus sotto. Después, en el afio 1911 el cientifico
aleman Ernst Berliner aisld una cepa parecida de larvas muertas de polilla mediterranea
de la harina, Berliner observé mediante tinciones unos cuerpos paraesporales

adyacentes a la endoespora (Ibrahim y otros, 2010). Veinticinco afios después se
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descubre que estos cuerpos paraesporales son los responsables de la toxicidad de los
Bacillus y los llaman cristales paraesporales. Finalmente en el afio 1955 Thomas Angus,
Philip Fitz-James y Hannay, descubren que los cristales toxicos son formados por
proteinas (Federici y otros, 2006, Ibrahim y otros, 2010). Estas proteinas se cristalizan
formando grandes inclusiones paraesporales poliédricas que conforman hasta un 30%
del peso seco celular. Cuando el insecto plaga susceptible a la toxina ingiere las
inclusiones paraesporales estas se disuelven y las proteinas se rompen liberando las

toxinas (Federici y otros, 2006).

El 92% de las bacterias presentes en el suelo corresponde a Bacillus, las bacterias de
este género han demostrado ser utiles para el biocontrol de plagas y enfermedades
(Vardhan y otros, 2013).Varias especies y cepas de Bacilus son comercializados como
biopesticidas, Tres especies han sido producidas en masa y comercializadas: Bacillus
sphaericus, Bacillus thuringiensis y Paenibacillus popilliae, anteriormente conocida
como Bacillus popilliae (Molina y otros, 2010). La especie mas conocida y usada del
género Bacillus es Bacillus thuringiensis, las toxinas producidas por esta bacteria tienen
un bajo rango de accion, por lo tanto no afectan a poblaciones benéficas (Molina y
otros, 2010). Bacillus thuringiensis (Bt), fue usado por primera vez para control de
plagas en 1920, luego en el afio 1938 sale al mercado en Francia la primera formulacion
a base de esporas de Bt para controlar polilla de la harina. A principios de la década de
los 80 se inicia la produccion comercial de Bz. En el ano 1976 se asilan las subespecies
Bt israelensis y Bt tenebrionis, lo que lleva al descubrimiento de nuevos usos y la
apertura de nuevos mercados para estos biopesticidas (Ozcan, 2008). Otras especies de
Bacillus como B. subtilis, son usadas en el control de enfermedades (Cawoy y otros,

2011).

Algunas cepas de Bacillus thuringiensis producen una [-exotoxina, Ilamada
thuringiensina, que se ha demostrado tiene actividad insecticida en contra de
Tetranychus urticae (Royalty y otros, 1990). En el Ecuador no se han realizado estudios
en los que se haga aislamientos de Bacillus a partir de muestras de suelo, la presente
investigacion es la primera de este tipo en el pais. En las investigacion en aislamientos
de bacterias del género Bacillus que se han hecho en el Ecuador se han realizado los
aislamientos a partir de acaros (Larrea, 2014, Valencia, 2014). Gracias a estudios

realizados en otros paises se sabe que el suelo es una buena fuente para aislar bacterias
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del género Bacillus (Carrera, 2009, Dias y otros, 1999, Ruiz de Escudero y otros, 2004,
Vardhan y otros, 2013). Estos asilados pueden ser utiles para controlar plagas y
enfermedades, y ser usadas en la industria. En la presente investigacion se plante6 aislar
cepas de Bacillus nativas de la provincia de Pichincha, y comprobar el efecto acaricida

de estos aislados hacia Tetranychus urticae.

El acaro Tetranychus urticae es una plaga muy comun tanto en invernaderos como en
cultivos al aire libre, uno de los mayores problemas que presenta esta plaga es que su
poblacion puede aumentar rapidamente durante periodos secos y de altas temperaturas,
ademas es dificil hacer una deteccion temprana y los costos asociados a la aplicacion de

acaricidas suelen ser altos (Hossain y otros, 2006).

El proceso de alimentacién de este acaro produce alteraciones en los procesos
fisiologicos de las plantas como la fotosintesis y la respiracion, y por lo tanto afectan el
crecimiento, la floracion y la fructificacion en las plantas que infestan (Forero y otros,
2008). Se sabe que densidades entre 10 y 50 acaros por hoja de rosa, causan una
reduccion del largo del tallo de la flor entre 17% y 26%, cuando se comparan con

plantas que no tienen presencia de acaros fitéfagos (Forero y otros, 2008).

El 4caro Tetranychus urticae es considerado actualmente una de las plagas mas
importantes en cultivos bajo invernadero (Forero y otros, 2008). Su control se realiza
casi exclusivamente con agroquimicos; sin embargo, el mayor problema al que se
enfrenta el control quimico, es su rapida habilidad para desarrollar resistencia después
de pocas generaciones (Cerna y otros, 2009, Flores y otros, 2011). Ademas los
insecticidas reducen el numero de enemigos naturales del dcaro lo que permite que la
plaga se desarrolle mas rapidamente (Hossain y otros, 2006). Idealmente un pesticida
deberia ser letal solo para la plaga objetivo, pero este no es el caso y muchas veces tiene
efectos toxicos en otros organismos, incluido el ser humano. Ademds de matar otros
insectos los pesticidas con alto rango de accidon pueden ser toxicos para peces y aves

(Aktar y otros, 2009)

Seglin el estudio de Van Leeuwen y otros (2010) 7. urticae es el artrépodo que presenta
mayor resistencia a pesticidas, basado en el nimero de ingredientes activos unicos para

los que se ha reportado resistencia (92) (Tabla 1). El manejo integrado de acaros frena
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la creacion de resistencia y reduce los costos asociados al control de la plaga (Hoy y
Ouyang, 1987). Actualmente hay nuevos acaricidas en el mercado pero tiene un alto
costo asociado a su uso y a las restricciones de aplicacion para prevenir el desarrollo de

resistencia de la plaga (Hossain y otros, 2006).

Tabla 1: Listado de los 10 artrépodos mads resistentes, con base en el nimero de
ingredientes activos unicos para los que se ha reportado resistencia y el nimero de casos

notificados.

. Tipode |. # Qe
Especie laga 1ngrec}1entes # de casos
plag activos
Tetranychus urticae cultivo 92 367
Plutella xylostella cultivo 81 437
Myzus persicae cultivo 73 320
Leptinotarsa decemlineata cultivo 51 188
Musca domestica urbana 47 195
Blattella germanica urbana 43 213
Boophilus microplus ganado 43 252
Helicoverpa armigera cultivo 42 608
Bemisia tabaci cultivo 42 281
Panonychus ulmi cultivo 42 181

Fuente: (Van Leeuwen y otros, 2010).

Las plagas y enfermedades en las plantas causan considerables pérdidas de cultivos, y
es por esto que inclusive hoy en dia, los agricultores dependen principalmente de
pesticidas quimicos para su control. Los pesticidas quimicos son efectivos, baratos y
relativamente faciles de usar, pero se sabe que el uso y abuso de los mismos ha causado
muchos problemas. Entre ellos estdn, la contaminacion de suelos y reservorios
subterraneos de agua, la acumulacion de quimicos indeseables en la cadena alimenticia,
la generacion de cepas o variedades con resistencia a los pesticidas y problemas en la

salud de los agricultores (Cawoy y otros, 2011).

El significativo aumento del uso de pesticidas quimicos ha creado preocupacion debido
a las consecuencias adversas que pueden tener en la salud humana y el ambiente, esto es
particularmente importante en paises donde el conocimiento del agricultor sobre el
manejo de pesticidas es inadecuado (Ozcan, 2008). Encuestas realizadas en el Ecuador
demostraron la ausencia de proteccion personal de los agricultores al momento de las
aplicaciones de pesticidas y la falta de conocimiento en cuanto a los sintomas de

envenenamiento (Crissma y otros, 1994).
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1.2 Justificacion

Los biopesticidas poseen muchas ventajas por sobre los controles fitosanitarios
convencionales. Debido a la multiplicidad de mecanismos de acciéon que poseen, los
biopesticidas compiten por nutrientes y espacio con el patdgeno, presentan antagonismo
directo e inducen inmunizaciéon de la planta (Cawoy y otros, 2011). También son
biodegradables y no se bioacumulan (Ozcan, 2008). Comparados con organismos
genéticamente modificados (GMOs), los biopesticidas tiene una mayor aceptacion por
parte de los consumidores. A pesar de ello la venta de biopesticidas representd
solamente un porcentaje de 2.5% en el mercado mundial de los pesticidas (afio 2005),
Pero el interés en estos productos ha aumentado con un crecimiento anual del 15%

(Cawoy y otros, 2011).

La busqueda de mejores practicas agricolas y la implementaciéon de programas de
manejo integrado de plagas y enfermedades (MIPE), también aporta al incremento de
uso de biopesticidas, ya que estos estan legalmente aceptados dentro de agricultura

organica.

Contrario a los pesticidas quimicos convencionales los biopesticidas son relativamente
faciles de producir a una escala apropiada con tecnologia que esta al alcance de paises
en vias de desarrollo (Attathom, 2002). Un conocimiento avanzado en biotecnologia y
biologia molecular ayudard en un futuro a alcanzar la produccion de biopesticidas mas
eficientes y econdémicamente asequibles para una agricultura moderna (Alvarez y del
Valle, 2012) Segun estudios realizados por Sachidanadham y otros (1997) Bacillus
thuringiensis es el insecticida microbiano mas barato en términos de produccion. Las
bacterias del género Bacillus tienen aptitud para ser tratadas industrialmente para la
produccion masiva y la aplicaciéon en el campo como insecticida microbiologico
(Garcia, 2011). La capacidad de Bacillus de producir endoesporas hace que sea factible
transformar los cultivos bacterianos después de la fermentacion a productos de facil
utilizacion en el campo como formulaciones de polvo mojable, ademas la vida en
percha de biopesticidas a base de bacterias esporulantes es mas larga y requiere menos
precauciones en el almacenaje. Las bacterias de este género no requieren de
suplementos nutricionales especificos por lo que son relativamente faciles de producir
industrialmente (Cawoy y otros, 2011). Aln asi, es necesario hacer investigacion para

optimizar el medio de fermentacion de estas bacterias (Ozcan, 2008).
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La deteccion de nuevos aislamientos de Bacillus ha llevado al descubrimiento de cepas
con actividad téxica contra una amplia gama de 6rdenes de insectos. Ademas de la
mortalidad directa que generan, la toxinas de Bacillus también tiene otros efectos como
la reduccion en la fecundacion de las hembras tratadas, inhibicion de la alimentacion,
deformidad en el aparato bucal y desaparicion de apéndices en individuos en fase de
crecimiento (Royalty y otros, 1990). En general Bacillus es una de las alternativas mas

prometedoras para reducir el uso de pesticidas quimicos (Beron y Salerno, 2006).

A pesar de los esfuerzos realizados, es necesario buscar mas aislados toxicos para poder
controlar mas plagas y proveer alternativas para superar el problema de la resistencia en
insectos, hacia compuestos quimicos y con respecto a la expresion de genes de B.
thuringiensis que codifican proteinas insecticidas en plantas transgénicas.(Alvarez y del
Valle, 2012). Se sabe que hay diferencias en la diversidad genética de las cepas de
Bacillus dependiendo de las regiones de donde fueron aisladas (Berén y Salerno, 2006,
Centinkaya, 2002). Por esta razon muchos centros de investigacion se han concentrado
en el aislamiento de especies nativas de B. thuringiensis, creando colecciones de estas
bacterias en todo el mundo (Uribe y otros, 2003). Este estudio tiene como objetivo
unirse a esos esfuerzos y realizar aislamientos de nuevas cepas de Bacillus nativas de la
provincia de Pichincha en el Ecuador. Para el control de plagas de importancia
econdémica en el pais, haciendo frente al problema de la resistencia de estas plagas a

ciertos pesticidas.

2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Aislar, identificar y comprobar la eficacia de cepas de Bacillus nativas de la provincia

de Pichincha para biocontrol del acaro Tetranychus urticae.

2.2 Objetivos especificos

e Aislar Bacillus de muestras de suelo de 8 ambientes: 2 invernaderos rosas, 2

paramos andinos, 2 suelos cultivados fuera de invernadero y 2 compost.
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* Evaluar diferencias poblacionales de Bacillus mediante conteos de muestras
provenientes de dichos ambientes.

e Separar en grupos morfologicos los aislados bacterianos mediante tincion Gram
y tincién de endoespora.

* Escoger un cultivo bacteriano representativo de cada grupo morfoldgico de 4 de
las 8 muestras se suelos analizadas

* Realizar bioensayos con las cepas escogidas para evaluar la efectividad de las
cepas sobre la mortalidad de hembras adultas y poblacion relativa de huevos y
ninfas.

* Caracterizar molecularmente la region 16S ADNTr de las cepas que presenten un
efecto antagonico contra el acaro plaga, con la finalidad de identificar las

especies encontradas.

3. Hipéotesis

Las cepas de Bacillus obtenidas e identificadas pueden emplearse eficazmente para el

control del &caro Tetranychus urticae

4. Marco Teorico

4.1 El acaro Tetranychus urticae

Los acaros en general son pequefios artropodos pertenecientes a la clase Arachnida y al
subphylum Chelicerata. Los acaros se diferencian de los insectos en que no poseen
antenas, mandibulas ni maxilares. Al igual que las arafias tiene 4 pares de patas en etapa
adulta pero a diferencia de las mismas solo tienen 6 pares de patas cuando son larvas.
Tetranycus urticae pertenece al grupo conocido como acaros arafa, porque elaboran

telaraias. Estos dcaros corresponden a la familia Tetranychidae y al orden Prostigmata

(Zhang, 2003).

T. urticae es una de las plagas mds importantes en cultivos a nivel mundial, esto
debido a que es la especie mas polifaga dentro de la familia Tetranychidae. Cuenta con
cerca de 800 especies de plantas hospederas, entre las que estan verduras, frutas, maiz,

algodon y una amplia gama de plantas ornamentales (Van Leeuwen y otros, 2010).



20

T. urticae generalmente pone sus huevos en grupos en el envés de la hoja, estos son
esféricos, translucidos y de color palido (Figura 2). A medida que se desarrollan toman
una coloraciéon mas amarillenta. Al eclosionar, salen del huevo larvas de 6 pares de
patas cortas y con cuerpo ovoide. Al desarrollarse las ninfas tienen 8 pares de patas y
presentan las manchas dorsales caracteristicas de esta especie. Las hembras adultas
miden entre 400-500 pm y los machos son mds pequefios y tienen el idiosoma
terminado en punta. Las hembras en su forma de verano tienen una coloracion entre
amarilla y verde con las dos manchas laterales en el dorso, pero se ponen mas oscuras
tomando un color entre anaranjado y rojo en la forma de hibernacion. El color de estos

acaros puede depender de la planta hospedera y de otros factores (Zhang, 2003).

Figura 1: Esquema de una hembra adulta de 7. urticae

Fuente: (Zhang, 2003)

La especie T. urticae puede desarrollarse en temperaturas entre 12 a 40°C. La
temperatura es un factor decisivo en el tiempo de desarrollo de huevo a adulto; a mayor
temperatura el tiempo disminuye. A una temperatura 6ptima entre 30 y 32°C solo le
toma a un huevo una semana para crecer hasta ser un adulto, los machos se desarrollan

un poco mas rapido que las hembras (Zhang, 2003).
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Grafico 1: tiempo de desarrollo de huevo a adulto dependiendo de la temperatura
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Fuente: (Zhang, 2003)

Las hembras pueden empezar a poner huevos a los dos dias de ser adultas, una hembra
promedio puede poner 10 huevos al dia y producir mas de 100 huevos durante 2
semanas, las tasas de ovoposicion varian dependiendo de la planta huésped y de la
temperatura (Zhang, 2003). Las hembras son el resultado de un huevo fecundado es
decir son diploides, los machos son resultado de huevos sin fertilizar, es decir son

haploides (Macke y otros, 2011).

Figura 2: Esquema ciclo de vida de Tetranychus urticae
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T. urticae por lo general se alimenta de los cloroplastos en el envés de la hoja, lo que
genera manchas caracteristicas de color blanco y amarillo en el haz de la hoja, dichas
manchas pueden tornarse cafés si la infestacion continua. A medida que los 4caros se
mueven en la planta, se pueden ver telaranas en las hojas y alrededor de los tallos.
Danos graves pueden llevar a que las hojas se caigan, que la planta se cubra de telarana

y finalmente muera prematuramente (Zhang, 2003).

Aunque el control bioldgico de 7. urticae ha demostrado su eficacia en muchos cultivos
en invernaderos, el uso de insecticidas y acaricidas quimicos es la principal forma de
control en cultivos extensivos. Un gran nimero de compuestos con una estructura
quimica diferente y modo de accion se han utilizado, incluyendo insecticidas
neurotdxicos, como organofosforados y piretroides, también se usan acaricidas
especificos como los inhibidores del transporte mitocondrial de electrones o METI 's
por su siglas en ingles y compuestos organicos de estafio. Recientemente también se han
desarrollado compuestos como cetoenoles. Desafortunadamente, 7. wurticae tiene
capacidad de desarrollar resistencia rapidamente. Esto se debe a su alta fecundidad y
ciclo de vida muy corto que resulta en muchas generaciones por afio, sobre todo en

condiciones mas célidas (Van Leeuwen y otros, 2010).

Los insecticidas organofosforados fueron los primeros en ser usado para el control de
T. urticae. Hay estudios que afirman que el acaro desarrolld resistencia a estos
pesticidas desde sus primeros usos en la década de los 50. Desde entonces 7. urticae ha
desarrollado resistencia a mas de 30 insecticidas organofosforados y carbamatos en 40
paises. T. urticae presenta altos niveles de resistencia a los piretroides, se han reportado
en poblaciones de todo el mundo niveles de resistencia sobre 2.000 veces la aplicacion

normal (Van Leeuwen y otros, 2010).

Actualmente el control bioldgico con acaros depredadores de la familia Phythoseiidae
es usado ampliamente. Las especies mas comunes son: Phytoseiulus persimilis,
Phytoseiulus micropilis, Neoseiulus californicus, Neoseiulus fallacis, Neoseiulus
longispinosus 'y Galemdromus occidentalis. Tambien se usa la mosca Feltiella
acarisuga 'y crisoperlas. (Zhang, 2003). En Ecuador se encuentran productos
comerciales en base a Macrolophus pygmaeus, Neoseiulus californicus (anteriormente

conocido como Amblyseius californicus), Neoseiulus cucumeris (anteriormente
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conocido como Amblyseius cucumeris), Feltiella acarisuga, Phytoseiulus persimilis
(Koppert, 2012). Asi mismo, hongos entomopatégenos pueden usarse como
biocontroladores. Dos especies se destacan: Entomophthora thaxteriana y E. adjarica.
Estos hongos pueden controlar eficientemente las poblaciones de 7, urticae solo si se
puede mantener la humedad cerca de la saturacion dentro del lugar de aplicacion
(Zhang, 2003). En cuanto al uso de bacterias como biocontroladores de este acaro se
sabe que algunas cepas de Bacillus thuringiensis producen una B-exotoxina, llamada
thuringiensina, que se ha demostrado tiene actividad insecticida en contra de

Tetranychus urticae (Royalty y otros, 1990).

4.2 Bacterias del género Bacillus

Las bacterias del género Bacillus son gram-positivas, aerobias estrictas y anaerobias
facultativas, poseen una morfologia parecida a un baston, tiene la caracteristica
particular de formar endoesporas bajo condiciones de estrés, esto les permite ser
relativamente faciles de cultivar y las hace apropiadas para la formulacién de productos
viables y estables para el control bioldgico. Algunas especies son agentes naturales de
control bioldgico y han sido utilizadas como base de varios insecticidas bioldgicos
comerciales. Las especies mas usadas son: Bacillus thuringiensis, Lysinibacillus
sphaericus, Bacillus laterosporus, Paenibacillus larvae, Paenibacillus lentimorbis, y
Paenibacillus popilliae. Sin embargo, B. thuringiensis es la especie mas usada en
programas a gran escala y de la que se tiene mds conocimiento cientifico (Garcia,

2011).

Bacillus thuringiensis es una bacteria que produce cantidades masivas de una o mas
proteinas que cristalizan intracelularmente durante la fase de esporulacion. Estas
proteinas son toxicas especialmente para larvas de insectos de los 6rdenes Lepidoptera,
Diptera y Coledptera. También se han descubierto recientemente aislados que presentan
toxicidad hacia insectos de los o¢rdenes: Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera y
Mallophaga también contra nematodos, acaros y protozoos (Attathom, 2002). Las 2
variedades de B. thuringiensis mas usadas comercialmente son B. thuringiensis subsp.
kurstaki (Btk) que presenta toxicidad a una amplia gama de especies de lepidopteros, y
B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti), que se usa para el control de mosquitos y larvas

de mosca (Nester y otros, 2002).
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Tabla 2: Cepas de Bacillus usadas en el manejo de plagas y enfermedades

PLAGAS

Especie Subespecie plaga objetivo
Bacillus thuringiensis | Kurstaki lepidopteros
Bacillus thuringiensis | israelensis larvas de mosquito
Bacillus thuringiensis | israelensis mosca negra
Bacillus thuringiensis | israelensis mosca de los hongos
Bacillus thuringiensis | Aizawai larvas de lepidopteros
Bacillus thuringiensis | Tenebrionis Leptinotarsa decemlineata
Bacillus thuringiensis | Tenebrionis Xanthogaleruca luteola
Bacillus thuringiensis | Japonensis escarabajos

ENFERMEDADES
Especie Subespecie enfermedad que controla
Bacillus subtilis amyloliquefaciens | Rhizoctonia
Bacillus subtilis amyloliquefaciens | Fusarium
Bacillus licheniformis Hongos
Bacillus pumilus Rhizoctonia
Bacillus pumilus Fusarium
Bacillus pumilus Hongos

Fuentes: (Cranshaw, 2009, EPA, 2014, Yul y otros, 2007).

Durante el ciclo de vida de B. thuringiensis se presentan dos fases principales, el
crecimiento vegetativo y la fase de esporulacion. En el crecimiento vegetativo las
bacterias se duplican por biparticiéon y en la fase de esporulacion se desarrolla la
endoespora y los cristales proteicos insecticidas. Esta fase consta de 7 estadios los
cuales se inician cuando hay limitacion de nutrientes y termina con el estadio de lisis en
donde la células se rompen liberando asi la endospora, exoespora y cristales (Garcia,

2011).

Los cristales proteicos insecticidas, estan constituidos fundamentalmente de proteinas
llamadas d-endotoxinas, son producidos durante la fase de esporulacion del crecimiento
de Bacillus. Los niveles de sintesis de cristales proteicos son controlados por una
variedad de mecanismos (Centinkaya, 2002). El conteo de esporas no se correlaciona
directamente con la toxicidad (WHO, 1999). El grupo de las d&-endotoxinas estd
compuesto por dos grupos de proteinas: las proteinas Cry (del inglés “Crystal”) y las
proteinas Cyt (del inglés “Cytolitic”’). Cada d-endotoxina tiene un espectro de actividad
insecticida caracteristico, con un rango de accion limitado a pocas especies,
generalmente de un mismo orden. El rango de actividad insecticida de cada cepa de B.
thuringiensis depende de las diferentes d-endotoxinas que este genera (Bernhard y

otros, 1997). La morfologia de los cristales puede ser muy diversa y normalmente se la
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relaciona con el tipo de endotoxina que lo componen. Se han reportado cristales

romboides, bipiramidales, heterogéneos, esféricos, irregulares y cubicos (Garcia, 2011).

Los insecticidas en base a B. thuringiensis no funcionan por contacto, si no que deben
ser ingeridos por la plaga objetivo para ser efectivos (Nester y otros, 2002, Van Rie,
2000). La accion primaria de las proteinas insecticidas es romper las células epiteliales
del intestino medio de la plaga objetivo. Una vez digeridos, los cristales toxicos son
solubilizados en el ambiente alcalino del lumen del intestino y activados por las
proteasas del huésped (Alvarez y del Valle, 2012). El resultado de este proceso es la

muerte del insecto por inanicion y/o septicemia (Garcia, 2011).

Durante la fase de crecimiento activo algunas cepas de B. thuringiensis producen
compuestos extracelulares que pueden contribuir a la virulencia de la bacteria. Esos
compuestos incluyen fosfolipasas, P-exotoxinas, proteasas, quitinasas, proteinas
insecticidas vegetativas, y compuestos antibiodticos con actividad anti flingica
(Centinkaya, 2002). Se cree que todos estos factores ayudan a la bacteria en la invasion

del insecto (Garcia, 2011).

La B-exotoxina producida por varias cepas de B. thuringiensis, también conocida como
thuringiensina, es una toxina termoestables y soluble en agua. La B-exotoxina es un
nucledtido compuesto de adenina, ribosa, glucosa y acido allarico fosforilado
(Taborsky, 1992). Es un analogo nucledtido de ADN a la cual se le atribuye accion
insecticida sobre Lepiddpteros, Dipteros, Coledpteros, Hemipteros, ademas de acaros,
nematodos, protozoarios y platelmintos (Garcia, 2011). Su toxicidad se debe a que
inhibe la ARN polimerasa generando el bloqueo de la mitosis celular (Royalty y otros,

1990).

En el estudio realizado por Hall y colaboradores preparaciones compuestas por B.
thuringiensis y sus toxinas fueron ensayadas en laboratorio en contra de dacaros
fitéfagos, se determino que las esporas y el cristal paraesporal eran inocuos para
Tetranychus urticae, en cambio se encontrd que el derivado soluble en agua y estable al
calor conocido como B-exotoxina es altamente efectivo para el control de este 4caro

(Hall y otros, 1971).
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Una desventaja de la B-exotoxina de B. thuringiensis es el intervalo de tiempo entre la
aplicacion del tratamiento y el inicio de la mortandad, se han reportado periodos de
espera para lepidopteros de 6 dias en bioensayos con Spodoptera exigua y de 7 dias para
Heliothis virescens. Una actividad lenta se ha registrado también en bioensayos con

acaros (Royalty y otros, 1990).

Las condiciones de la fermentacion y la optimizacion de los medios de cultivo para cada
especie es necesaria ya que cada cepa puede tener diferentes necesidades nutricionales
para alcanzar una produccion optima. Por ejemplo la optimizacién de la fermentacion
de B. thuringiensis no se hace solamente para alcanzar altas densidades de poblacion si
no también para alcanzar altas concentraciones de cristales proteinicos y por lo tanto
alcanzar alta toxicidad (Ozcan, 2008). En el pasado se pensaba que lo importante era
alcanzar un alto porcentaje de esporulacion, pero estudios recientes han demostrado que
una alta tasa de esporulacion no esta necesariamente correlacionada con la produccion

de cristales y toxicidad (Rampersad y Ammons, 2005).

El crecimiento de Bacillus ocurre en un rango de pH de 5.5 a 8.5. Por lo general el pH
inicial es de 6.8 a 7.2, luego decrece a 5.8 ya que se va liberando acetato, y luego sube
entre 7.5 y 8, cuando el acetato se consume. Se puede usar este pH para saber que la
fermentacion ha finalizado (Ozcan, 2008). En la fermentacién de Bacillus tener una
fuente de carbono es muy importante, pero hay que tener cuidado con dicha fuente ya
que algunos tipos de azicar como: glucosa, fructosa, ribosa, melaza, almidon, dextrina,
harina de trigo e inulina pueden producir acidez dentro del medio lo que lleva a la
represion de ciertos genes que actGian en la formaciéon de toxinas (Ozcan, 2008).
Estudios realizados demuestran que concentraciones de glucosa iguales o mayores a
10g/L inhiben la produccion de toxinas, también se ha demostrado que el exceso de
glucosa puede prolongar el crecimiento vegetativo y asi mismo minimizar la produccion
de toxina. Se ha visto que algunas fuentes de carbono como: sacarosa, lactosa e inulina
soportan muy bien la produccién de toxinas especificas contra lepidopteros, lo que
lleva a pensar que el tipo de fuente de carbono genera mayor o menor produccion de

toxinas especificas (Ozcan, 2008).

En cuanto a las fuentes de nitrégeno, se ha demostrado que la mayoria de variedades de

Bacillus son incapaces de utilizar solo fuentes inorganicas de nitrégeno, por lo que se
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recomienda utilizar también fuentes orgdnicas. Como minimo debe estar presente un
aminoacido dentro del medio, que puede ser: glutamato, aspartato, valina, leucina,
serina o teonina. Se debe tener cuidado con la cisteina y cistina ya que se ha visto que
inhiben el crecimiento, esporulacion y toxicidad. Algunos estudios sugieren que el
agotamiento del nitrégeno dentro del medio desencadena la esporulacion de estas
bacterias y por tanto la expresion de su toxicidad. Otro componente importante para la
produccion de cristales proteicos es el ion potasio K+, en el estudio de Wakisaka y otros
(1982) se ve que la produccion de cristales aumentd en presencia de sales de potasio,
pero en cambio no se observd el mismo efecto con sales de sodio. Otros estudios
sugieren que la presencia de fosfato inorganico dentro del medio aumenta el mARN de
las toxinas Cry, y es considerado esencial en la expresion proteica y en el crecimiento

celular (Ozcan, 2008).

Los genes que codifican proteinas insecticidas en B. thuringiensis son conocidos como
genes cry. Se han clasificado 30 grupos diferentes de estos genes segun las secuencias
de proteinas que codifican. La manipulacion genética de estos genes puede generar
productos biopesticidas mas eficaces y rentables. Entre las desventajas de aplicaciones
en spray de B. thuringiensis en el campo estan que tiene una baja persistencia, €s poco
estable, y puede ser lavado por las lluvias y degradado por la luz UV (Nester y otros,
2002). Esto se estd mejorando con un técnica llamada “cell cap technology” en la que
los genes que generan toxicidad en B. thuringiensis se clonan en una bacteria
colonizadora de plantas como Pseudomonas fluorescens, dejando las proteinas
insecticidas encapsuladas lo que aumenta la persistencia en el campo de dichas toxinas.

Estas formulaciones proporcionan bioinsecticidas mas estables (Attathom, 2002).

Desarrollos recientes han hecho posible la construcciéon de cepas recombinantes de
B. thuringiensis mejorando asi el espectro de la actividad insecticida. Actualmente
productos en base a B. thuringiensis genéticamente modificados ya estan disponibles
comercialmente. También se han introducido genes de Bt en plantas, confiriendo a estas
resistencias a plagas, en cultivos de cereales, vegetales de hoja, forrajes y arboles

(Attathom, 2002).
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5. Materiales y Métodos

5.1 Muestreo

El muestreo de suelo se realizd6 en 8 ambientes: 2 invernaderos rosas, 2 paramos
andinos, 2 suelos cultivados fuera de invernadero y 2 compost. Se tomd 15 submuestras
para cada muestra. Las submuestras se obtuvieron de los 5 a 10 cm de profundidad,
después de quitar la capa superior de vegetacion de ser necesario (Dias y otros, 1999).

Todas las submuestras fueron extraidas con un barreno de 17 cm de diametro.

La muestra 1 de compost se la tomd de la finca floricola Ponte-Tresa, ubicada en
Cayambe. La muestra 2 de compost se tomo en finca floricola Agritab-Farms ubicada
en Tabacundo. Las muestras de paramo fueron colectadas en Paluguillo cerca de
Papallacta y en Cayambe cerca de la comunidad de Cariacu. Las muestras de
invernadero se recolectaron en la floricola Ponte-Tresa y en un invernadero de la finca
floricola Attar Roses en Machachi. Las muestras de cultivos se los tomd en un cultivo
de moras en Guépulo y en la finca productora de citricos de la compaiia Citrus Apianda

en Tumbaco.

Figura 3: Mapa de Pichincha con los sitios de muestreo

° Compost 1 Ponte-Tresa
o Compost 2 Agritab-Farms
e Paramo 1 Paluguillo

P2 Paramo 2 Cayambe

o Invernadero 1 Ponte-Tresa
o Invernadero 2 Machachi
e Cultivo 1 Mora

e Cultivo 2 Naranja
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5.2 Conteos y aislamientos

Se uso el protocolo de aislamiento ya preestablecido por Travers y otros (1987), con un
ligero cambio en el tratamiento térmico, el mismo que se usé en el estudio de Molina y
otros (2010). Se coloco 0,5 g de la muestra de suelo en 10 ml del medio Luria broth
acetato de sodio 0,25 M (Anexo 1), se incubd por 4 horas a 250 rpm y a 30 °C, se
obtuvieron muestras de 1,5 ml de la solucién y se aplico el tratamiento de calor en bafo
maria a 80 °C por 3 min, se realizaron diluciones seriadas de 1 a 7 de esta solucion, se
sembraron por triplicado 100 pl de cada disoluciéon y de la solucidon pura en cajas petri
con Luria agar o L agar, se incubaron las cajas petri por 24 horas a 30 °C. Finalmente se
realizaron los conteos de colonias de cada caja, para el andlisis estadistico se
consideraron las cajas que tuvieran entre 30 y 300 unidades formadoras de colonias o
UFC, los conteos que sobrepasaron las 300 UFC se anotaron como incontables. Para
calcular las unidades formadoras de colonia por ml de solucion se uso la siguiente

formula.

Figura 4: Formula para calcular UFC/ml

UFC/m|= #decolonias en la placa x FOD

Volumen sembrado

donde FDD es el factor decimal de dilucion, que es igual a 10 elevado al nimero de la

dilucion, es decir si se usa la dilucion 3 o 10° el FDD seria 1000.

Para transformar este calculo a UFC/g se dividié cada resultado para 0,05 que es la

cantidad de gramos de suelo en los 100 pl de cultivo sembrados en caja.

5.3 Clasificacion en grupos morfologicos

Para realizar los aislamientos se escogid las cajas con 10 a 30 colonias bien distribuidas,
cada colonia se resembrd por estriado en cajas petri con medio T3 agar (Anexo 1)
(Molina y otros, 2010). Para su conservacion en refrigeracion se resembro cada colonia
en tubos de ensayo con medio T3 liquido (Anexo 1) y se los mantuvo a 4 °C. Para la
conservacion a largo plazo se incubaron los aislados escogidos hasta que la mediciéon de

absorbancia del espectrofotometro a 600nm sea igual 0.5. Luego se tomo6 100 pl del
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cultivo y se lo diluyd 50 veces anadiendo 4.9 ml de glicerol al 20% (v/v); se tom6 200ul
del cultivo diluido y se los guardé en tubos eppendorf a -80°C (Ozcan, 2008).

A las bacterias aisladas se les dio un c6digo para su mejor clasificacion, este codigo esta
formado por una letra que representa de donde fue obtenida la muestra. Siendo: “C” de
compost, “P” de paramo, “I” de invernadero, y “Q” de cultivo. Seguido por el numero 1
0 2 que representa el nimero de muestra, seguido de un punto y un niumero del 1 al 29
que es el nimero que se asigno al momento de hacer el aislamiento. Al final se agregd

en paréntesis una letra, que representa el grupo morfolégico al que corresponde.

Se resembrd en T3 agar cada aislado bacteriano que se mantuvo en refrigeracion y se
incubaron las cajas petri por 72 horas a 30 °C (Reinoso y otros, 2006). Se hicieron
tinciones Gram (Anexo 2) y tincién de endoespora con verde de malaquita (Anexo 3) a
cada uno de los cultivos bacterianos; se observd al microscopio con el lente de
inmersion de 100X (Centinkaya, 2002). Se clasificaron los aislados como hermanos
clonales, cuando presentaban la misma morfologia y provenian de la misma muestra
(Rampersad y Ammons, 2005). A los aislados se los clasificd en grupos morfolédgicos,
para dicha clasificacion se tomo en cuenta: tamafio de las bacterias, forma y posicion de
la endoespora, y si la bacteria se deforma cuando hay esporulacion. Se hizo una tabla de
los grupos morfoldgicos de cada muestra con sus caracteristicas y numero de aislados

que se encuentran en cada grupo.

Figura 5: Esquema de posicion y forma de la endoespora en bacterias de Bacillus

Forma endoespora

Elipsoidal

Subterminal] Terminal
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5.4 Bioensayos

5.4.1 Reproduccion de Tetranychus urticae

Para la reproduccién de los acaros que se usaron en el ensayo, se mantuvieron en
macetas 3 plantas de pepino dulce (Solanum muricatum) las cuales fueron infestadas a
diferentes tiempos. Los acaros para realizar la primera infestacion se obtuvieron de la
floricola “Rosen Tantau” ubicada en la via Pintag km 6, las otras plantas fueron

infestadas con las generaciones posteriores de la primera infestacion.

5.4.2 Fermentacion de las bacterias

Siguiendo el método de Garcia (2011), con algunas modificaciones, las cepas aisladas y
escogidas fueron cultivadas aerdbicamente en medio liquido T3 a 30 °C en un
incubador orbital a 240 rpm por 72 horas. La relacion entre el volumen del matraz
Erlenmeyer y el volumen del cultivo para el crecimiento de las bacterias debe ser de
5:1; ya que los Erlenmeyer en los que se cultivé eran de 100 ml, se puso 20 ml de medio
T3 en cada uno. Luego de la fermentacion los cultivos fueron activados durante minimo

96 horas a 4 °C (Garcia, 2011).

5.4.3 Aplicacion de los tratamientos

Basado en el protocolo de Knight y otros (1990), con algunas modificaciones, se
tomaron hojas de plantas sanas de pepino dulce, Solanum muricatum, a las que se les
realiz6 un lavado con agua corriente, se dejaron secar al ambiente y se cortaron circulos
de hoja de 4,5 cm de diametro, se colocaron los discos de hoja con el envés hacia arriba
sobre algodon con agua destilada estéril dentro de vasos de vidrio de 2 onzas, todo el
material fue previamente esterilizado. El material de vidrio en autoclave por 1 hora a 15
psi, y el material de plastico con exposicion a luz UV por al menos 40 minutos. Cada
vaso de vidrio se cubri6 con un vaso plastico de 10 onzas hacia abajo con una pequeia
ventana en la base cubierta con gasa para permitir la evaporaciéon del agua. Se
trasladaron 15 hembras adultas a cada uno de los disco de hoja, desde hojas infectadas

de Solanum muricatum. Se aplico el tratamiento con sprays de gota fina, se realiz6 dos
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descargas del spray para cada tratamiento, con un volumen aproximado de descarga de
0,25 ml.

Figura 6: Esquema del protocolo de aplicacion de los tratamientos

Se Lavany secan

las hojas
Se cortan circulos
de 4,5 cm de diametro

Se pasan 15
hembras adultas

Se aplica las V\ -

bacterias N

5.4.4 Bioensayo preliminar

Se realizd un bioensayo previo para determinar qué medio de cultivo se iba a utilizar en
el ensayo con todos los tratamientos. Se evaluaron dos medios de cultivo liquido, un
medio general para bacterias Luria Broth o LB y un medio minimo de esporulacion de
Bacillus conocido como T3 (Anexo 1) (Molina y otros, 2010). Para evaluar estos medio
se uso una bacteria con eficacia comprobada contra 7. urticae como control positivo, de
ahora en adelante para propositos del estudio se le llamara a esta bacteria BtC. Como

control negativo se uso6 el medio T3 puro.

Para este bioensayo se hicieron 4 repeticiones. Se tom¢ datos a las 72, 120 y 168 horas
después de la aplicacion, y se reaplicd los tratamientos a las 72 horas. Para cada dia se
conto y registrd los individuos vivos, muertos y desaparecidos. Los acaros que no se
movieron al pincharlos suavemente con un pincel fueron contados como muertos
(Royalty y otros, 1990). Solo se tomaron en cuenta los individuos muertos de cada dia

para realizar los analisis estadisticos.
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5.4.5 Bioensayos con aislados bacterianos

Se escogid un aislado bacteriano de cada grupo morfolégico (Itoua-Apoyolo y otros,
1995) de 4 de las 8 muestras de suelo que se recolectaron. Se escogio la muestra que
dentro del mismo tipo de suelo mostré mayor cantidad de grupos morfoloégicos. Los
escogidos fueron: 1)compost 2 “Agritab-Farms”, 2)Paramo 1 “Paluguillo”,
3)Invernadero 1 ‘“Ponte-Tresa” y 4)Cultivo 1 “Naranja”. Se escogié un aislado
representativo de cada grupo morfologico de cada muestra de suelo seleccionada. Con

estos aislados se realizaron los bioensayos.

La toma de datos y la reaplicacion se hizo igual que el bioensayo previo, adicionalmente
se tomo datos de la poblacion relativa de huevos y ninfas, en una escala del 1 al 5 en la

que:

1=no hay huevos /ninfas

2= hay muy pocos

3= hay pocos

4= hay una poblaciéon normal

5= hay muchos

Solo se tomaron en cuenta los individuos muertos y la poblacion relativa de ninfas y

huevos a las 120 y 168 horas para realizar los analisis estadisticos.

Para poder hacer comparaciones entre los datos de mortalidad obtenidos, en esta
investigacion e investigaciones anteriores, se corrigieron los datos obtenidos con la
formula de Abbot, que mide el efecto directo del tratamiento sin tomar en cuenta el
efecto de la muerte de los &caros ocasionada por factores incontrolables dentro del

bioensayo (CDC).

Formula de Abbot:

Mortalidad corregida = Mortalidad del tratamiento (%) — Mortalidad del control (%) x 100

100 — Mortalidad del control (%)
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5.4.6 Analisis estadistico

Los datos finales se analizaron mediante el programa estadistico SPSS® haciendo una
comparacion de medias con ADEVA de un factor, y un andlisis posterior de Tukey al

95% de confiabilidad, para apreciar las diferencias entre rangos estadisticos.

5.5 Identificacion Molecular

Las cepas aisladas que mostraron toxicidad contra 7. urticae fueron escogidas para la
identificacion molecular. Estas se sembraron en medio T3 liquido en agitacion a 240
rpm y a 30 °C por una noche, luego se midid la densidad Optica a 560 nm, se ajustd
mediante diluciones a una absorbancia entre 0,200 y 0,300 nm. En lugar de ADN para
realizar la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) se utilizé directamente el cultivo
celular liquido ajustado, siguiendo la técnica de cell PCR (Brito, 2014, Lee y otros,
2004). La identidad de las cepas se confirmé por amplificacion de la secuencia parcial
de el gen 16s ADNr. Para la amplificacion se usaron los primers universales 16SF(5’-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 16SR (3’-GCCATTGTAGCACGTGTGCA-5).
Se hicieron muestras de 50 pl para realizar la PCR, los reactivos utilizados se detallan

en la tabla 3.

Tabla 3: Reactivos usados para una reaccion de PCR de 50 pl

REACTIVOS CANTIDAD CONCENTRACION
Cultivo celular 2 pl 200 a 300 nm
Buffer 5l 10 X
Cloruro de Mg 4 ul 50 mM
dNTPs 1,5 pl 10 mM
Tag 1 ul 5 U/ul
Primer 16SF 2 ul 10 mM
Primer 16SR 2 pl 10 mM
Agua PCR 32,5 ul

Fuente: (Laboratorio Biotecnologia Agricola y Alimentos USFQ, 2015)

Una vez listos los tubos con las muestras se llevaron al termociclador para hacer la

PCR, que const6 de 30 ciclos. En la tabla 4 se detalla el programa que se uso.
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Tabla 4: Programa de PCR

FASE TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion previa 95 °C 5 minutos
Desnaturalizaciéon 94 °C 1 minuto
Hibridacion 55 °C 2 minutos 30 ciclos
Extension 72 °C 5 minutos
Extension Final 72 °C 10 minutos

Fuente: (Laboratorio Biotecnologia Agricola y Alimentos USFQ, 2015)

Después se visualizod los productos de la PCR en geles de agarosa al 1% sometido a
electroforesis por 40 minutos a 80 mV. Para hacer el gel de agarosa se disolvio 0,6
gramos de agarosa en 60 ml de TAE 1X, a este se le agregd 2 ul de SYBR® safe y

finalmente se le dejo solidificar al gel y se cargaron las muestras en los pocillos.

Las muestras que presentaron una sola banda definida de 1500 bp se purificaron
mediante el kit de Purelink de Invitrogen. Luego se realiz6 la medicion de la
concentracion de las muestras usando el NanoDrop, para poder enviar la muestra a

secuenciarla concentracion debe ser mayor a 20 ng/pl.

Las muestras se enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen en Corea, una vez
obtenidas las secuencias se analizaron los cromatogramas. Los que tenian buena
calidad, con picos definidos y poco ruido se analizaron por medio de la herramienta
“Basic Local Alignment Search Tool” o BLAST, en la pagina web del “National Center
for Biotechnological information” o NCBI comparandolas contra la base de datos

GenBank (Alvarez y del Valle, 2012).

La herramienta BLAST compara las secuencia obtenida con las secuencias registradas
en sus bases de datos por medio de un algoritmo optimizado. La secuencia obtenida se
compara usando una matriz de substitucion, esta matriz genera una puntuacion basada
en la significacion estadistica de la similitud existente entre la secuencia obtenida y las
secuencias existentes en la base de datos. En base a esta similitud se genera el puntaje

total y el valor del error (Fassler, 2011).
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6. Resultados
6.1 Conteos bacterianos de las muestras de suelo provenientes de 8 localidades

Los conteos se realizaron por triplicado y solo se tomaron en cuenta las cajas que
tuvieran entre 30 a 300 UFC en caja (ver materiales y métodos). En la figura 7 se ven
las cajas Petri con los conteos de las UFC, con un circulo rojo estan marcadas las cajas
con las disoluciones que se tomaron en cuenta para hacer el conteo (entre 30 y 300

UFC) y el analisis posterior.

Figura 7: Evaluacién y conteo bacteriano de las cajas petri en las que se sembro las

diluciones seriadas de las 8 muestras de suelo.
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En la figura 7 observamos en las columnas a las muestras de suelo y en las filas a las

disoluciones seriadas. Aqui podemos ver que la muestra Paramo 2 “Cayambe” es la que
mayor cantidad de bacterias presenta, ya que se tomo en cuenta las disolucion 10° para
el calculo de UFCs, y que la muestra que menos cantidad de bacterias presenta es
Paramo 1 “Paluguillo”, ya que se tomd en cuenta la solucion pura para hacer los conteos

bacterianos.
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Los andlisis estadisticos muestran que existen diferencias significativas en los conteos
bacterianos entre las muestras (F=3,8 ; p < 0,05; gl=7) (Anexo 5). En orden ascendente
se obtuvieron conteos bacterianos de 4,01x10" para la muestra Paramo 1 “Paluguillo”,
1,22 x10° para Cultivo 2 “Naranja”, 1,82 x10° para Invernadero 1 “Ponte-tresa”, 2,28
x10°® para Invernadero 2 “Machachi”, 7,53 x10° para Cultivo 1 “Mora”, 4,53 x10’ para
Compost 2 “Agritab-Farmas”, 2,11 x10° Compost 1 “Ponte-Tresa”, y por ultimo la

muestra que tuvo el conteo mas alto fue Paramo 2 “Cayambe” con 3,00 x10° UFC/g.

Grafico 2: Evaluacion de los conteos de UFC/g de las 8 muestras de suelo
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En el grafico 2 se puede ver que los conteos de la muestra de suelo de Paramo 2
“Cayambe” fueron diferentes estadisticamente al resto de muestras, esta tuvo un conteo
de 3,00 x10° UFC/g. El resto de muestras se encuentran en el mismo rango por lo que se
concluye que estas no tienen diferencias significativas. Los conteos bacterianos por
gramo de muestra de este grupo van desde 4,01 x10* UFC/g. correspondiente a la
muestra de Paramo 1 “Cayambe” y el conteo correspondiente a Compost 1 “Ponte-

Tresa” que fue de 2,11 x10° UFC/g.



6.2 Clasificacion de grupos morfologicos

La clasificacion en grupos morfoldgicos se realizoé por el método microscopico con el
lente de inmersion de 100X. Se tomo6 en cuenta parametros, como: el tamafio de las
bacterias, tincion Gram, la forma y posicion de la endoespora, deformacién celular por
esporulacion, y presencia o ausencia de cristal bipiramidal. Para poder observar mejor
se tomaron fotos de cada una de las bacterias (Anexos 6 a 14). .Se realizo una tabla

general con los grupos morfologicos obtenidos (Tabla 5). Esta clasificacion generd 15

grupos morfologicos de los 166 aislados obtenidos del total de muestras analizadas.

Tabla 5: Clasificacion de grupos morfolégicos

PRESENCIA
MORCI}:I({)[I{IC")%SICOS FORMA POSICION DE CRISTAL
GRAM | ESPORA ESPORA DEFORMACION | BIPIRAMIDAL

A - XXX XXX XXX no
B + elipsoidal central no no
C + elipsoidal subterminal | no no
D - XXXX XXX XXX no
E + elipsoidal subterminal | no si
F + elipsoidal subterminal | no no
G + cilindrica subterminal | si no
H + circular central si no
I - elipsoidal XXXX XXXX no
J + elipsoidal central no no
K + elipsoidal central no no
L + circular (x2) | central no no
M + elipsoidal central no no
N + elipsoidal central no no
0 + elipsoidal subterminal | no no

En la tabla 5 se puede observar las caracteristicas de cada grupo morfoldgico obtenido,

solo el grupo E mostrd cristales bipiramidales observables al microscopio.

La figura 8 muestra una bacteria representativa de cada grupo morfologico
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Tabla 6: Numero de aislados de cada grupo morfolégico presentes en cada muestra de

suelo analizada
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# DE AISLADOS
NUMERO DE AISLADOS POR GRUPO
MORFOLOGICO
A 1 16 51 10 1 1 3 37
B 13 5 8| 11 14| 12 8| 11 82
C 1 2 3
D 3 3
E 1 1 1 2 5
F 1 1
G 10 10
H 3 3
I 2 7 1 10
J 2
K 1 3
L 1 1
M 2 1 3
N 2 2
0 1
# DE AISLADOS
1 1 1 1 1
POR MUESTRA 5 26 | 29 | 28 9 5 6 8
TOTAL 166
# DE GRUPOS AISLADOS
MORFOLOGICOS | 3 5 6 3 4 3 7 5
POR MUESTRA

Existe una gran variacion en la diversidad de las bacterias presente en cada muestra y

por tanto presente en cada ambiente (Tabla 6). Asi mismo, se puede ver que el grupo

morfoldgico B esta presente en todas las muestras de suelo, y que es el que mas aislados

presentd. El grupo que le sigue en abundancia es el grupo A, que estuvo presente en 7

de las 8 muestras de suelo analizadas, y presenté 37 aislados bacterianos. Hay grupos

morfoldgicos que solo estan presente en una muestra de suelo, por lo que se puede

pensar que las caracteristicas propias de dicho suelo hacen posible la vida de esa

bacteria en ese ambiente.
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6.3 Bioensayos

6.3.1 Bioensayos preliminares del efecto de los medios de cultivo en la mortalidad

del acaro T. urticae

Se realizaron bioensayos preliminares para evaluar el efecto acaricida de la bacteria
control fermentada en dos medios de cultivo. Estos medios fueron T3 liquido y Luria
Broth (Anexo 1). Como control negativo se us6 el medio T3 puro sin bacteria, y como
tratamientos se uso la bacteria control BtC en medio T3 y en medio LB. Lo que gener6
un total de 3 tratamientos. Se tomaron datos a las 72, 120 y 168 horas y se realiz6 una
reaplicacion de los tratamientos a las 72 horas. Se realizaron andlisis de varianza

(ADEVA) para cada dia de los conteos de individuos muertos (Anexo 15).

Grafico 3: Evaluacion del efecto acaricida de BtC en T3 y BtC en LB a las 72, 120 y
168 horas.
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La tendencia general tanto de los tratamientos como el control negativo es que los
individuos vayan muriendo, de una poblacioén inicial de 15 hembras adultas de T.

urticae.
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Los analisis estadisticos muestran que a las 72 horas si hubo diferencia significativa
entre los tratamientos (F=6,88; p < 0,05; gl=2) (Anexo 15). Pero después vemos que a
las 120 horas ya no hay una diferencia (F=2,30; p >0,05; gl=2) (Anexo 15) . Es al final
de la evaluacion, a las 168 horas, que se ve una diferencia entre los tratamientos con la
bacteria control y el medio puro (F=12,35; p >0,01; gl=2) (Anexo 15). En el grafico 3 se
puede ver que no existe una diferencia significativa a las 168 entre los tratamientos de

BtC en medio LB y BtC en T3, ya que se encuentran en el mismo rango.

En las evaluaciones de las poblaciones de huevos y ninfas a las 168 horas (Figura 9) se
observo que en las hojas tratadas con BtC en T3 no habia o era muy baja la poblacion
de huevos y de ninfas. En contraste, en las hojas tratadas con BtC en LB si habia
algunos huevos y ninfas. Ademas los 4caros tratados con BtC en T3 se veian secos en
comparacion con lo observado en el tratamiento con medio LB. La decision de usar el
medio T3 en los bioensayos, se toma a partir de la ausencia de huevos y ninfas a las 168

horas en las hojas tratadas con BtC en medio T3.

Figura 9: Evaluacion del estado de huevos y ninfas en el medio puro, y los tratamientos

de BtC en medio T3 y BtC en medio LB a las 168 horas.

BtC en T3 BtC en LB
= o : ar &

"~y iy

a) Control negativo: medio puro sin bacterias, se ve acaros vivos, y presencia de huevos y ninfas.

b) Tratamiento BtC en medio T3, se observan dcaros muertos secos, la hoja esta limpia, sin signos de
alimentacion de los acaros y sin presencia de huevos o ninfas.

c)Tratamiento BtC en LB, se ven pocos acaros vivos y hay presencia de huevos y ninfas, en menor cantidad
que en el control negativo.




6.3.2 Bioensayos con aislados bacterianos

A partir de las observaciones realizadas en el bioesnayo previo se decidi6 hacer la
fermentacion de los aislados bacterianos en el medio T3. La aplicacion y los conteos de
individuos muertos se realizaron igual que en el bioensayo previo, y ademas se evalud
la poblacion relativa de huevos y ninfas. En total se evalu6 la accion acaricida de 22 de
las bacterias aisladas, correspondientes a 4 de las 8 muestras de suelo colectadas (Tabla
7), mas el control positivo con BtC y el control negativo que fue medio T3 puro sin

bacteria. En total se evaluaron 24 tratamientos. Se realizaron 5 repeticiones por

tratamiento.

Tabla 7: Aislados bacterianos escogidos para realizar los bioensayos

8 2 o <«
S nE -2 (22 -
23 Z< 82 B2 92«
&0 O & NE SN RSEN 2 o
2 EEEEEEEE
) ) 5 A o ¢
= = z &
AISLADOS ESCOGIDOS
A C2.13 |P1.29 |11.23 |Q1.2
B €220 |P1.14 |11.12 |Q1.10
C
D C2.6
E C24 |P1.23 Ql.4
F C2.23
G P1.15
H P1.5
I P1.21 Q1.13
J 1.2
K 11.5 |Ql.14
L Q1.7
M 1.8
Q TOTAL
N AISLADOS
0 ESCOGIDOS
# DE GRUPOS
MORFOLOGICOS | 3 6 4 7 22
POR MUESTRA

* mas el control positivo con la bacteria BtC y el control negativo,

medio T3 puro sin bacteria son en total 24 tratamientos.
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En la tabla 7 se ven las bacterias elegidas representativas de cada grupo morfologico de
las 4 muestras de suelo. Se eligieron mas bacterias del mismo grupo morfolégico
provenientes de diferentes muestras de suelo, para evaluar el efecto acaricida dentro del

mismo grupo morfoldgico.

6.3.2.1 Evaluacion del efecto acaricida

Una vez escogidas las bacterias, se realiz6 la fermentacion en medio T3, descrita en los
materiales y métodos. Se realizaron los analisis estadisticos de los datos tomados a las
120 y 168 horas. Se observdo que los tratamientos si presentaron diferencias

significativas en ambos tiempos evaluados (Anexo 16).

Grafico 4: Evaluacion de la accion acaricida de la aplicacion de los aislados bacterianos

a las 120 horas
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El analisis de ADEVA mostré que el nimero de individuos muertos varia dependiendo
de la aplicacion de los tratamientos (F=6,88; p < 0,0001; gl=23) (Anexo 16). Los
aislados P1.14(B), 11.23(A), C2.4(E) y I1.5(K) tiene un efecto acaricida igual o
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inclusive mayor que el control positivo. En el grafico 4 se observa que los aislados
P1.29(A) y C2.23(F) también tienen un efecto acaricida, ya que no comparten rango con

el control negativo , pero menor al de la bacteria control BtC.

Grafico 5: Evaluacion de la accidn acaricida de la aplicacion de los aislados bacterianos

a las 168 horas
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Los andlisis estadisticos mostraron que las 168 horas también hay diferencia entre los
tratamientos (F=7,51; p <0,0001; gl=23) (Anexo 16). Las cepas P1.29(A), C2.4(E) y
I1.5(K) muestran mayor niimero de individuos muertos, por sobre el control BtC
(Gréfico 5). En comparacion con el analisis a las 120 horas las cepas P1.14 (B) y
11.23(A) presentan una toxicidad menor que BtC pero estadisticamente aun comparten
rango con el control positivo. A su vez la cepa P1.29(A) que no estaba entre los aislados
de la evaluacion a las 120 horas, aparece por encima del BtC. Las cepas P1.14(B),
C2.23(F), y I1.23(A) son interesantes porque al no compartir caracteristicas grupales
con el control negativo demuestran que si tienen un efecto acaricida aunque en menor

grado que la bacteria control BtC.
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6.3.2.2 Analisis de la oviposicion de hembras de 7. urticae

En este analisis se evalud la posible inhibicion de la oviposicion de las hembras tratadas

debido a la aplicacion de los cultivos de los aislados bacterianos. Para esto se evaluo la

poblacion relativa de huevos haciendo una observacion comparativa entre los

tratamientos y se le asignd el nimero en la escala correspondiente a la infestacion

observada (1=no huevos, 5= muchos huevos). Igual que en el andlisis de individuos

muertos se evalu6 estadisticamente los datos tomados a las 120 y 168 horas. Después de

realizados las evaluaciones estadisticas los tratamientos presentan diferencias
significativas tanto a las 120 (F=5; p <0,0001; gl=23) y 168 horas (F=9,10; p < 0,0001;
gl=23) (Anexo 17).

Grafico 6: Evaluacion del efecto en la oviposicion a las 120 horas
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En el andlisis de oviposicion a las 120 horas el control negativo y el control positivo

comparten rango. vemos que las cepas P1.23(E), C2.4(E), y I1.23(A) presentan la

poblacion relativa de huevos mas baja de los tratamientos (Grafico 6).
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Grafico 7: Evaluacion del efecto en la oviposicion a las 168 horas
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A las 168 horas ya se ve una diferencia entre los rangos estadisticos del el control
negativo y positivo, pero también se ve una mayor uniformidad entre los tratamientos
ya que mas del 50% de estos pertenecen al rango “a”. Si comparamos el grafico 7 con
el de los datos a las 120 horas, vemos que de las cepas que mostraron una fuerte
inhibiciéon antes: P1.23(F), C2.4(C), y I1.23(E), solo la ultima la cepa perdid su

capacidad de frenar la oviposicion, ya que no se encuentra dentro del grupo “a”.

6.3.2.3 Evaluacion del efecto sobre larvas y ninfas

En este andlisis se evalud la posible inhibicion en el desarrollo de los huevos y el efecto
acaricida de los tratamientos hacia las larvas y ninfas de T. urticae. Al igual que en la
evaluacion de la poblacion relativa de huevos, se hizo una observacion comparativa
entre los tratamientos y se le asigno el nimero que correspondiera a la infestacion de
ninfas en ese momento (1=no ninfas, 5= muchas ninfas). Los andlisis estadisticos
mostraron que si hubo diferencia significativa a las 120 (F=5,41; p <0,0001; gl=23) y
168 horas (F=11,45; p <0,0001; gl=23) (Anexo 18).
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Grafico 8: Evaluacion del efecto sobre larvas y ninfas a las 120 horas
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8 se puede ver que los controles negativo y positivo no comparten

de rango. La cepa C2.4(E), inhibe mas la infestacion de ninfas que el

control positivo y la cepa P1.23(F) presenta el mismo desempeiio que BtC. Los demas

tratamientos comparten caracteristicas de rango con el control negativo, es decir no hay

un efecto inhibidor sobre las ninfas del resto de las cepas evaluadas.
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Grafico 9: Evaluacion del efecto sobre larvas y ninfas a las 168 horas
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En el grafico 9 se puede observar que a las 168 horas, igual que en la evaluacion a 120
horas, si hay una diferencia entre los rangos del control positivo y negativo. Ademas se
ve que hay 5 cepas: P1.23(E), C2.4(E), Q1.2(A), Q1.8(M), Q1.4(E) que presentan una
poblacion relativa inferior de ninfas a la de BtC. El resto de cepas comparten

caracteristicas de rango con el control negativo.

6.4 Caracterizacion molecular

6.4.1 Visualizacion en geles de agarosa

Se escogieron los aislados que mostraron mayor efecto acaricida en comparacion al
control positivo BtC a las 120 horas: P1.14(B), 11.23(A), C2.4(E) y 11.5(K), Se realiz6
la amplificacion del fragmento 16S ADNr por medio de PCR para posterior
caracterizacion en base a secuenciamiento Sanger. Se observaron las bandas en gel de
agarosa. Las cepas P1.14(B), C2.4(E) y I1.5(K) mostraron una banda definida y fuerte

de 1500 pares de bases, mientras con la cepa 11.23(A) no se pudo obtener un fragmento



50

definido aunque se hicieran varios intentos en optimizar la técnica. Por esta razon solo
se hizo la purificacion de ADN y la secuenciacion de las cepas P1.14(B), C2.4(E) y
I1.5(K).

Figura 10: Productos de PCR de las muestras de BtC, P1.14(B), C2.4(E), 11.5(K) y
I1.23(A) usando los primers 16SR y 16SF

- <——1500 bp
4—- Doble

banda

1. Marcador
2.BtC
3.11..23

1. Marcador
2. BtC 4.11.23
3.C24 5.11.5

d 6.11.5
4.P1-14 g 7. Marcador

En la figura 10 se puede ver que de todas las muestras se pudo obtener una sola banda
bien definida excepto de la cepa 11.23 (A), se ve también que las bandas estan en el

peso indicado de 1500 pares de bases.

6.4.2 Secuenciamiento

Las cepas que mostraron una sola banda bien definida fueron purificadas y se enviaron
las muestras a MACROGEN en Corea para hacer la secuenciacion mediante Sanger

capilar.
La cantidad de ADN en la muestras se midi6 mediante NanoDrop (Anexo 4).

Se enviaron a secuenciar 2 muestras de BtC y de 11.5(K), y se envio solo una muestra

de C2.4(E) y de P1.14(B).

La empresa MACROGEN realiz6 el secuenciamiento tanto en sentido delantero en el
que la secuenciacion va en el sentido 5° - 3 y en sentido reverso es decir la
secuenciacion va en el sentido 3’ - 5’ de la direccion estructural de ADN. De estos

secuenciamientos se analizd los cromatogramas y se usé la mejor secuencia para
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determinar la identidad de los aislados de interés.

Ya que los dos cromatogramas de la bacteria control BtC tenian muy buena calidad
(Anexo 19 y 20) se usaron las dos secuencias alineadas para obtener una secuencia mas
completa (Secuencia consenso) y asi conseguir un andlisis mas confiable. Para la cepa
C2.4(E) solo se uso la secuencia en sentido delantero porque el sentido reverso presentd

un cromatograma con demasiado ruido.

Figura 11: Cromatograma en direccion delantera de la secuencia de el aislado C2.4(E)
que presento buena calidad
MACROJGEN

File: C2-4-A_16SF abl Run Ended: 2015/3/25 8:58:58 Signal G:904 A:1060 C:1152 T:896 Ad
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La figura 11 muestra un cromatograma de buena calidad, con los picos definidos y con
poco ruido, esta es la calidad que se espera de los cromatogramas obtenidos para poder

realizar una secuenciacion confiable.
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Figura 12: cromatograma en reverso de la secuencia de el aislado C2.4(E) que presento

mala calidad
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En la figura 12 se ve un cromatograma de muy mala calidad, se ve demasiado ruido
tanto asi que a los 210 pares de base se corta la secuenciacion, este ruido puede ser
resultado de una muestra contaminada o que hubo alguna interferencia en el proceso de

la PCR.

Para el aislado P1.14(B) se usaron las dos secuencias por separado y produjeron los
mismos resultados, los dos cromatogramas tenian buena calidad (Anexo 21 y 22). La
cepa I1.5(K) presenté una baja calidad de su cromatograma de la secuencia en
delantero, y una pésima calidad del cromatograma en reversa (Anexo 23 y 24) aun asi
se uso la parte que presentaba mejor calidad de la primera secuencia para la

identificacion.

Adtvernc omg through Genomics



Tabla 8: Resultados del analisis de las secuencias en BLAST
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Aislado Resultado pltl:tt;Je cobertura| Error | identidad | Fenotipo
#
Bacillus thuringiensis "+ %
serovar kurstaki str. s " (
&
BtC YBT-]SZO, COITlplCIC 24060 100% 0.0 100% S
Control | genome \\ 4 ‘.
of
‘ L .7
Y
Bacillus thuringiensis “’ ; 4
C24 serovar kurstaki str. 19348 100% 0.0 100% / 0‘ , ,
YBT-1520, complete * <
genome - "‘
v A
& 4
L
Pseudomonas
1.5 |aeruginosa 4529 | 99% | POOE-1 g9y, (S - '
VRFPA04, complete 158 , .
genome !
w L -
N
4 i
Bacillus subtilis subsp. o 4 ;
7. (‘ -
P1.14 |subtilis str. 168, 12367 | 100% 0.0 99% ohes e o
complete genome Se3S
>
“‘f‘,
<

Fuente: Herramienta BLAST.

La bacteria BtC se identifico como Bacillus thuringiensis serovar kurstaki por lo que se

asume que esta es la especie y variedad a la que corresponde la bacteria que se uso

como control positivo en este estudio. El aislado bacteriano C2.4(E) igual correspondid

a Bacillus thuringiensis serovar kurstaki. La cepa 11.5(K) corresponde a la bacteria

Pseudomonas aeruginosa, El aislado P1.14(B), resulto ser Bacillus subtilis.

7. Discusion

El 4caro Tetranychus urticae es una de las plagas mas graves en los cultivos bajo

invernadero, su amplio espectro de plantas afectadas y su rapida reproduccion hace de

esta plaga dificil de controlar. En el caso de Ecuador es de vital importancia buscar
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alternativas de manejo de 7. urticae ya que es una plaga principal del cultivo de rosa, el
cual es de gran impacto comercial en las exportaciones del pais. En este contexto la
generacion de nuevas tecnologias amigables con al ambiente y econdmicamente
rentables para el control del 4caro es practicamente una necesidad en el pais. El uso de
biopesticidas como es el caso de los producidos en base a Bacillus es una alternativa

viable.

Esta investigacion tuvo como objetivo aislar y caracterizar una coleccion de aislados de
Bacillus de muestras recogidas en diferentes localidades dentro de la provincia de
Pichincha con el fin de encontrar nuevas cepas con accion acaricida. Se aislaron 166
bacterias que fueron clasificadas en 15 grupos morfoldgicos. Se evalud el efecto
acaricida, la inhibicion de la oviposicion y el efecto en las ninfas de 22 de las bacterias
aisladas. De esta evaluacion se aprecid6 que 4 aislados mostraron alto potencial
acaricida: P1.14(B), 11.23(E), C2.4(C) y I11.5(D). Las cepas P1.23(F), C2.4(C), y
I1.23(E) tuvieron un efecto negativo en la oviposicion de las hembras tratadas a las 120
horas y las cepas C2.4(E) y P1.23(F) tuvieron un efecto en la inhibiciéon de la

infestacidon de ninfas a las 168 horas.

En el estudio de Vardhan y otros (2013) se obtuvieron conteos bacterianos de Bacillus
de entre 3x10*y 72 x10* UFC/g de muestra de suelo. En el presente estudio se
obtuvieron conteos entre 4,01x10° y 1,22x10". Si se comparan ambos estudios se
aprecia que en la investigacion de Vardhan y otros (2011) el rango en el que se
encuentran los conteos es mucho mdas definido, y los conteos son menores que los
registrados en esta investigacion. Las diferencias en los conteos pueden deberse a las
diferencias en las caracteristicas de los suelos analizados y el método de aislamiento de

Bacillus usado.

En este estudio se aislaron 166 bacterias en total, y de estas 5 cepas mostraron una
morfologia igual a la bacteria control BtC presentando cristales de forma bipiramidal,
muy probablemente estas 5 cepas pertenecen a la especie B. thuringiensis. Para evaluar
la eficiencia al aislar cepas de B. thuringiensis se usa el indice de Bt, el cual es el
niamero de cepas de la especie thuringiensis dividido para el niimero de aislados
obtenidos. Para este estudio el indice Bt fue de 0,03 lo cual significa que se obtuvo un
3% de B. thuringiensis del total de aislados. En las investigaciones realizada por Carrera

(2009) y Ruiz de Escudero y otros (2004) el indice de Bt obtenido fue 0,55. En estas,
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los aislados fueron identificados como B. thuringiensis por la presencia de cristales de
diferentes formas. En el estudio de Hastowo y otros (1992) se reportaron frecuencias de
5-8% de B. thuringiensis es decir un indice de entre 0,5 y 0,8. Y en la investigacion de
Beron y Salerno (2006) el indice de B. thuringiensis fue de 0,027 un indice mucho mas
parecido al obtenido en este estudio. Asi mismo Dias y otros (1999) consiguieron un
indice de 0,016 que es mucho menor que el obtenido en la presente investigacion.
Basandose en estos datos se puede concluir que el indice de B. thuringiensis en las
muestras varia ampliamente segun el protocolo de aislamiento usado, el parametro
usado para identificar a Bacillus thuringiensis, y el tipo y numero de muestras que se
esta analizando. El bajo porcentaje reportado en esta investigacion puede deberse al
método de aislamiento que se usd, o porque los métodos de tincidon de bacterias no

permitieron un clara observacion de cristales mas pequefios.

La abundancia de grupos morfoldgicos presentes dentro de las muestras manifiestan que
el método de aislamiento generd aislados con gran diversidad dentro del género
Bacillus. Pero si lo que se busca es aislar especificamente B. thuringiensis seria
apropiado buscar otros protocolos de aislamiento y otros métodos de diferenciacion de

especies.

En general las comunidades microbianas del suelo y la rizosfera, son las mas dificiles de
caracterizar debido a su gran diversidad (Garbeva y otros, 2003). En la presente
investigacion se realizaron aislamientos y caracterizaciones de bacterias dentro del
género Bacillus provenientes de muestras de suelo, para hacer los aislamientos se uso el
protocolo de Molina y otros (2010) en el que las bacterias se cultivan en medio T3 y
LB en cajas petri. En la investigaciéon de Garbeva y otros (2003) se plantea que hay
algunas bacterias presentes en el suelo que no tienen la capacidad de ser cultivadas en
cajas petri, por lo que se asume que debido al método de aislamiento usado en esta
investigacion se podria haber perdido cepas de Bacillus presentes en los suelos
analizados y que la biodiversidad es mucho mas alta que la reportada en este estudio.
Por esta razon durante la tltima década se han desarrollado técnicas que se basan en la
amplificacion por PCR extrayendo ADN directamente de las diluciones de suelo, sin la
necesidad de realizar cultivos bacterianos en caja, lo que se recomienda para futuros

estudios similares.
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En el estudio de Garbeva y otros (2003) se realizaron muestreos de 3 parcelas: pasto
permanente, tierra cultivada por corto tiempo y tierra cultivada por largo tiempo. De
estas 3 muestras la que mayor biodiversidad mostr6 fue la muestra de pasto permanente
con 16 especies de Bacillus seguida por las de tierra de cultivo por corto tiempo, con 10
especies y por ultimo la tierra de cultivo por largo tiempo con 7 especies. Analizando
estos datos se puede concluir que a mayor alteracion en el suelo hay menor
biodiversidad. Asumiendo que cada uno de los grupos morfologicos obtenidos en la
presente investigacion corresponde a una especie diferente de Bacillus se habran
obtenido 15 especies de Bacillus de las 8 muestras de suelo evaluadas. En la presente
investigacion la muestra con mayor diversidad fue el cultivo 1 “mora” con 7 grupos
morfoldgicos seguido de Paramo 1 “Paluguillo” con 6 grupos, luego estan las muestras
de Cultivo 2 “Naranja” y Compost 2 “Agritab-Farms” que generaron 5 grupos
morfoldgicos y el resto de muestras tuvieron entre 3 y 4 grupos morfologicos.
Analizando estos datos se puede apreciar que hay una gran diferencia en la
biodiversidad de las muestras, y que no necesariamente se relaciona la alta
biodiversidad con suelos poco alterados. Si fuera ese el caso ambos paramos deberian
presentar el mayor numero de grupos morfoldgicos, y la muestra de Paramo 2

“Cayambe” solo generd 3 grupos morfoldgicos.

En el estudio de Garbeva y otros (2003) usando el método de amplificacion directa del
gen 16S ADNr sin usar cultivo en cajas petri, se obtuvieron 16 especies de Bacillus. En
comparacion a esta investigacion en el estudio indicado se obtuvieron aproximadamente
la misma cantidad de especies evaluando menos muestras. Esta diferencia puede ser
consecuencia de la diferencia en la metodologia usada en los aislamientos, o también
puede ser porque algunas de las bacterias clasificadas dentro de un mismo grupo
morfoldgico en esta investigacion correspondan a mas de una especie de Bacillus. Para
poder asegurar cuantas especies de Bacillus se obtuvieron en este estudio se sugiere

hacer secuenciaciones de todos los aislados obtenidos.

En cuanto a los bioensayos con 7. urticae, en la mayoria de estudios, se evalua
directamente la mortalidad causada por la B-exotoxina producida por Bacillus
thuringiensis sobre acaros y no el efecto directo de todo el cultivo bacteriano como se
realizé en esta investigacion. En el estudio de Royalty y otros (1990) la mortalidad se
evalu6 a los 7 y 12 dias después de la aplicacion, en ese estudio concluyen que la

aplicacion tiene un efecto lento, pero al final controla todos los estadios del 4caro T.
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urticae. En el estudio de Shoushtari y otros (2011) se evalud la mortalidad al primero,
segundo y tercer dia después de la aplicacion de los tratamientos, no encontrando efecto
acaricida hacia los adultos de 7. urticae. Esto pudo deberse a que no se esperd el
suficiente tiempo para que la B-exotoxina hiciera efecto. En la presente investigacion
también se encontrd que la bacteria tiene un efecto lento en la mortalidad del 4caro, ya
que se tomaron datos a los 72, 120 y 168 horas, es decir a los 3, 5 y 7 dias y al final se
uso solamente los datos tomados a los 5 y 7 dias después de la aplicacion, ya que a los 3
dias todavia no se observo una diferencia significativa entre los tratamientos. Al saber
que la B-exotoxina es una toxina de efecto lento es mejor realizar los conteos de

individuos muertos después de las 72 horas de aplicacion.

En esta investigacion el control negativo mostrdé una mortalidad del 14,66 % y en el
estudio de Royalty y otros (1990) tuvieron un mortalidad de 2,5%. El alto porcentaje
obtenido en esta investigacion puede deberse a que el protocolo de aplicacion de los
tratamientos fue diferente. En el estudio de Royalty y colaboradores, primero
sumergieron las hojas en los tratamientos previo al traspaso de las hembras adultas, en
contraste en esta investigacion se asperjaron los cultivos bacterianos directamente a las

hembras adultas de 7. urticae

En el estudio de Hall y otros (1971) se prob¢ el efecto acaricida de la B-exotoxina en el
acaro Panonychus citri, en varias concentraciones. En la dilucién de la f-exotoxina al
0,01% al quinto dia (120 horas) después de la aplicacion obtuvieron una mortalidad
corregida del 44%, un poco mas baja que la obtenida en esta investigacion, que para el
control positivo con la bacteria BtC fue de 54,10%. Para los aislados bacterianos que
mostraron mayor efecto acaricida que la bacteria control las mortalidades corregidas
estuvieron entre 54,10% y 62,30%. Cabe recalcar que en el estudio de Hall y
colaboradores cuando usaron la B-exotoxina pura se registro una mortalidad del 100% a
los 3 dias de aplicacion. Esto sugiere que si se incrementa la concentracion de la

B-exotoxina de las bacterias aisladas, se podrian alcanzar un mayor efecto acaricida.

En la investigacion realizada por Shoushtari y otros (2011) se evalu6 el efecto de la
B-exotoxina en la oviposicion de las hembras de 7. urticae y en el porcentaje de
eclosion de los huevos. Para esto contaron los huevos que puso cada hembra tratada
durante un periodo de 3 dias. En ese estudio observaron que la B-exotoxina tiene efecto

inhibiendo la oviposiciéon de huevos pero no tiene un efecto en la eclosion de los
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mismos. En el presente estudio también se evalud el efecto de la aplicacion de las
bacterias aisladas en la oviposicion, se observo que algunas de las cepas mostraron un
efecto inhibidor. De la evaluacion de la oviposicion a las 120 horas se deduce que los
aislados P1.23(E), C2.4(E), y I1.23(A) pueden tener un efecto de inhibicién en la
oviposicion (Grafico 6). Cabe aclarar que se necesita hacer otros estudios para poder
asegurar la capacidad de inhibir la oviposicion de 7. urticae de estas 3 cepas. En el
estudio a las 168 horas mas del 50% de los tratamientos se encuentra en el rango “a”,
esta uniformidad entre los tratamientos puede deberse a que para esta etapa del ensayo
muchos de los huevos que pusieron las hembras tratadas ya habian eclosionado. En este
estudio no se evaluo el porcentaje de eclosion de los huevos si no la cantidad de ninfas
presentes en las hojas, se observd que algunas cepas mostraron poblaciones
relativamente menores a las de los otros tratamientos, por lo que se concluye que estas
cepas puede tener un efecto sobre las larvas y ninfas. En cuanto a la evaluacion del
efecto en las ninfas de los tratamientos a las 120 horas se aprecia que las cepas C2.4(E)
y P1.23(E) tiene un efecto toxico igual al de la bacteria control BtC. En el analisis a las
168 horas se observa que 5 aislados: P1.23(E), C2.4(E), Q1.2(A), Q1.8(M), Q1.4(E)
mostraron poblaciones bajas de ninfas. En estos analisis los aislados P1.23(E) y C2.4(E)

tienen un efecto sobre larvas y ninfas mas fuerte que el resto de aislados evaluados.

Correlacionando el andlisis de efecto sobre larvas y ninfas con el de la inhibicion de la
oviposicion a las 120 horas, se puede inferir que de las cepas: P1.23(E), C2.4(E), y
I1.23(A) que mostraron una efecto inhibidor de la oviposicion, las 2 primeras: P1.23(E),
C2.4(E), también tienen un efecto larvicida. Esto hace de las cepas P1.23 y C2.4

aislados promisorios en el control de las poblaciones jovenes de 7. urticae.

El secuenciamiento del gen 16S ADNr es una herramienta eficiente para hacer una
clasificacion detallada entre algunos grupos de Bacillus, pero entre las especies B.
anthracis, B. cereus and B. thuringiensis debido a que tienen una similaridad muy alta
(>99%) es necesario usar otras técnicas (Mohamed y otros, 2007). Entre estas técnicas
esta 16S ARDRA por su siglas en ingles “Amplified Ribosomal DNA Restriction
analysis” (Garbeva y otros, 2003, Vardhan y otros, 2011, Vardhan y otros, 2013).
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La bacteria control BtC y el aislado C2.4(E) se identificaron por medio de
secuenciacion como Bacillus thuringiensis serovar kurstaki lo que se correlaciona con
las observaciones por microscopia de estos aislados. El secuenciamiento del aislado
I1.5(K) dio como resultado la bacteria Pseudomonas aeruginosa, pero esto no
concuerda con las caracteristicas fenotipicas de dicho aislados, probablemente porque al
momento de realizar la PCR esta muestra pudo estar contaminada con Pseudomonas. El
aislado P1.14(A) resulté ser Bacillus subtilis 1o que concuerda con las caracteristicas

fenotipicas de este aislado observado a un aumento de 100x.

8. Conclusiones

* La muestra de Paramo 2 “Cayambe” presenta conteos bacterianos de 3x10° y fue
estadisticamente diferente en el analisis frente a las otras muestras de suelo.

* A pesar de que no se encontrd diferencias significativas en cuanto a la cantidad
de bacterias, en el resto de las muestras se observaron diferencias en cuanto a la
morfologia y diversidad de los aislados.

* En total se catalogaron 166 aislados bacterianos de las 8 muestras de suelo
provenientes de diferentes ambientes en 15 grupos morfologicos.

* De las 22 cepas evaluadas en la variable capacidad acaricida, las cepas P1.14(B),
I1.23(A), C2.4(E) y 11.5(K), mostraron mayor nimero de individuos muertos, a
las 120 horas y estas fueron escogidas como cepas con alto potencial acaricida.

* Las cepas P1.23(E), C2.4(E), y 11.23(A) tuvieron un efecto negativo en la
oviposicion de las hembras tratadas a las 120 horas.

* Las cepas C24(E) y P1.23(E) tuvieron un efecto en la inhibicion de Ia
infestacion de ninfas a las 168 horas.

* A partir de la identificacion molecular por medio de los secuenciamientos, se
concluyo6 que la bacteria usada como control positivo BtC y el aislado C2.4(E)
corresponden a Bacillus thuringiensis serovar kurstaki. La cepa P1.14(B)

correspondio a la bacteria Bacillus subtilis.
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9. Recomendaciones

* Se recomienda probar otros métodos de aislamiento para obtener mayor cantidad
de cepas y mayor cantidad de aislados productores de cristales.

* Hacer tinciones de los aislados obtenidos con azul de comassie que permiten una
mejor diferenciacion de los cristales al observarlos al microscopio.

* Ya que en el estudio de Carozzi y otros (1991) se observaron que algunos de los
aislados bacterianos de Bacillus solo produjeron cristales cuando se les realizod
el aislamiento con acetato por segunda o tercera vez, se recomienda utilizar este
procedimiento con los aislados de bacterias que no mostraron cristales.

* Hacer aislamientos de Bacillus de muestras diferentes al suelo, como por
ejemplo granos almacenados, insectos muertos y de telarafias.

* Hacer una estudio de otros medios de cultivo mas ricos en nutrientes que el
medio T3, para evaluar si el aumento en los nutrientes afecta positivamente en la
toxicidad de los aislados.

* Se recomienda realizar optimizaciones de los medios de cultivo para cada cepa
que se encontrd toxica en este estudio, y a su vez buscar alternativas como
fuentes de nutrientes para los medios de fermentacion que sean economicamente
mas rentables.

* Evaluar el efecto en la mortalidad de 4caros depredadores de T. urticae con
aplicaciones de los aislados P1.14(B), 11.23(A), C2.4(E) y I1.5(K) que en esta
investigacion mostraron un efecto acaricida fuerte.

* Hacer bioensayos especificos para evaluar el efecto que tiene la aplicacion de
los aislados en la oviposcion de las hembras de 7. urticae.

* Hacer bioensayos especificos para evaluar el efecto sobre las ninfas. que tiene la
aplicacion de los aislados.

¢ Realizar la caracterizacion molecular de un aislado de cada grupo morfolégico
que no se caracterizaron en esta investigacion, para tener una mayor informacion
de la diversidad de los aislados presentes en cada muestra y las posibles
utilidades de cada uno de estos.

* Se recomienda usar otras herramientas genéticas ademas de la caracterizacion
del 16S ADNr, para poder confirmar los resultados obtenidos en esta

investigacion. Como por ejemplo la caracterizacion del gene 23S ADNr, y



61

técnicas moleculares como electroforesis de enzimas multi-locus, analisis AFLP
(Alvarez y del Valle, 2012, Chapman y Hoy, 1991, Ibrahim y otros, 2010). Y la
region espaciadora intergenica (intergenic spacer region “ISR”) entre los genes
16S y 23S ADNr.

Hacer caracterizaciones moleculares de las toxinas producidas por cada cepa
aislada, de esta forma es mas facil diferenciar las cepas que podrian llegar a
presentar toxicidad de las que no son toxicas.

A pesar de que muchas de los bacterias aisladas mostraron ser inocuas para
T. urticae estas podrian presentar toxicidad a otras plagas, por lo que se

recomienda hacer bioensayos con otros artrépodos.
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11. Anexos

Anexo 1: medios de cultivo usados en esta investigacion

1. L Broth Acetato de Sodio 0,25 M (1 Itr)

INGREDIENTES CANTIDAD
Triptona 10g

Extracto de Levadura 5¢g

NaCl 10g

Acetato de Sodio 20,51 g

2. L agar (1 Itr)

INGREDIENTES CANTIDAD
Triptona 10g
Extracto de Levadura 5¢g

NaCl 10g

Agar 15¢g

3. T3 liquido (1 Itr)

INGREDIENTES CANTIDAD
Triptona 3g
Triptosa 2g

Extracto de Levadura 1,5¢g
Fosfato de Sodio 69¢g

MnCl 0,005 g

4. T3 Agar (1 Itr)

INGREDIENTES CANTIDAD
Triptona 3g

Triptosa 2g

Extracto de Levadura 1,5¢g
Fosfato de Sodio 69¢g

MnCl 0,005 g
Agar 15¢g
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5. Luria Broth o LB (1 Itr)

INGREDIENTES CANTIDAD
Triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g

NaCl 10g

Anexo 2: Protocolo para realizar tincion Gram

Una vez listos los frotis bacterianos que se van a tefiir se cubre los frotis con una
solucion de cristal violeta por 1 minuto, al terminar el minuto se lava la placa con agua
corriente evitando que el chorro de agua caiga directamente sobre el frotis, luego se
cubre el frotis con lugol por un minuto, al terminar se repite el lavado, luego se lava la
placa con solucion decolorante o alcohol cetona por 10 segundos, se lava nuevamente la
placa y se cubre el frotis con solucion de safranina por 1 minuto, por ultimo se deja
secar la placa y se observa al microscopio, las bacterias Gram positivas se veran de

color violeta y las Gram negativas se veran de color rojo carmin (Royalty y otros, 1990)

Anexo 3 : Protocolo para realizar a tincion de endoespora

Una vez listos los frotis bacterianos que se van a tefiir se pone el colorante verde de
malaquita sobre cada placa y se aplica calor de vapor de agua por 5 minutos para que el
colorante entre en la endoespora. Se hace un lavado con agua evitando que el chorro
caiga directamente sobre el frotis, en este lavado el colorante se queda en las
endoesporas pero no en el resto de la células. Luego se realiza una tincion de contraste
con safranina por un minuto y se lava. Por ultimo se observa al microscopio. Las

endoesporas se veran verdes y las células vegetativas se veran rojas (Zapata, 2008)
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Anexo 4: medicion de la concentracion de ADN de las muestras que se enviaron a

secuenciar.

Tabla #: Concentracion de ADN medida en NanoDrop

Muestra | Concentracion ADN
BTB-1 39,9 ng/ul
BTB-2 63,3 ng/ul
C2.4-1 31,5 ng/ul
P1.14-1 78,9 ng/ul
11.5-1 22,6 ng/ul
I1.5-2 20,7 ng/ul

Anexo 5: ADEVA evaluacion de conteos bacterianos de las 8 muestras de suelo

analizadas
ADEVA de un factor
UFC/g
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2,31E+19 7 3,30E+18| 3,808 | 0,013

Intra-grupos
Total

1,39E+19 16
3,70E+19 23

8,68E+17

Anexo 6: Fotografias de la tincion Gram y tincion de endoespora de la bacteria

control BtC (200x)
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Anexo 7: Fotografias de todos los aislados bacterianos de la muestra Compost 1
“Ponte-Tresa” (200x)
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Anexo 8: Fotografias de todos los aislados bacterianos de la muestra Compost 2
“Agritab-Farm” (200x)
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Anexo 9: Fotografias de todos los aislados bacterianos de la muestra Paramo 1
“Paluguillo” (200x)
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Anexo 10: Fotografias de todos los aislados bacterianos de la muestra Paramo 2

“Cayambe” (200x)
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Anexo 11: Fotografias de todos los aislados bacterianos de 1a muestra Invernadero

1 “Ponte-Tresa”

GRUPO MORFOLOGICO A

*Bioensayo



GRUPO MORFOLOGICO B

*Bioensayo

i1.16

81



I1.17 I1.18
GRUPO MORFOLOGICO J
1.2

*Bioensayo

GRUPO MORFOLOGICO K

=2

*Bioensayo

I1.14

L

82



83

Anexo 12: Fotografias de todos los aislados bacterianos de 1a muestra Invernadero

2 “Machachi” (200x)
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Anexo 13: Fotografias de todos los aislados bacterianos de la muestra Cultivo 1
“Mora” (200x)
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Anexo 14: Fotografias de todos los aislados bacterianos de 1a muestra Cultivo 2
“Naranja” (200x)
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Anexo 15: ADEVASs evaluacion de efecto acaricida de la bacteria control BtC en

b

medio Lb y BtC en medio T3, a las 72, 120 y 168 horas

ADEVA de un factor
Individuos muertos 72 horas
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 19,500 9,750 | 6,882| 0,015
Intra-grupos 12,750 1,417
Total 32,250 11
ADEVA de un factor
Individuos muertos 120 horas
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 38,000 19,000 | 2,303 | 0,156
Intra-grupos 74,250 8,250
Total 112,250 11
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ADEVA de un factor
Individuos muertos 168 horas
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 87,167 43,583 | 12,354 | 0,003
Intra-grupos 31,750 9 3,528
Total 118,917 11
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Anexo 16: ADEVAs evaluacion de efecto acaricida de los cultivos bacterianos a las
120 y 168 horas

ADEVA de un factor

Individuos muertos 120 horas

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1086,400 23 47,235| 9,209| 0,000
Intra-grupos 492,400 96 5,129
Total 1578,800 | 119

ADEVA de un factor
Individuos muertos 168 horas

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 921,167 23 40,051 7,510 0,000
Intra-grupos 512,000 96 5,333
Total 1433,167| 119

Anexo 17: ADEVAs evaluacion del efecto en la oviposicion a las 120 y 168 horas

ADEVA de un factor

infestacion huevos 120 horas

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 125,567 23 5,459 | 5,001| 0,000
Intra-grupos 104,800 96 1,092
Total 230,367| 119

ADEVA de un factor
infestacion huevos 168 horas

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 182,367 23 7,929 9,105| 0,000
Intra-grupos 83,600 96 ,871
Total 265,967| 119




Anexo 18: ADEVAs evaluacion del efecto sobre las larvas y ninfas de los cultivos

bacterianos a las 120 y 168 horas

91

ADEVA de un factor
infestacion Ninfas 120 horas
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 99,192 23 4313 5,419| 0,000
Intra-grupos 76,400 96 0,796
Total 175,592 119
ADEVA de un factor
infestacion Ninfas 168 horas
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 177,792 23 7,730 11,452 0,000
Intra-grupos 64,800 96 0,675
Total 242,592 | 119

Anexo 19: Cromatograma en delantero de la bacteria control BtC

File: BTB-A_I6SF abl Run Ended: 2015/3/25 8:58:58 Signal G:4086 A:6018 C:6697 T:5479

Sample: BTB-A_16SF Lane: 7 Base spacing: 15026907 1202 bases in 14566 scans Page 1 of2
10 0 0 0 %0 % 100 110 120
GTGC C C ¥ GTTAGCGGCGGACGGGTG GTGC G TAAGACTGGG CTCCGGC
130 140 1 160 17 180 190 00 210 220 230 240
CGGAGC cCea ( IAAATTGAAAGGC GG GGC TC GGATGC GCGTCGCATTAGE TAGTTGGTGAGGTAACGGE TCACCANGG
50 60 270 280 300 10 320 330 340 350 360
GATGCGTAGC CG ACC GGGTG 3G GG C GCCCAC GGG AGGC AGC AGTAGGC C GGACC GTCTGACGGAG &
L i
370 80 3%0 100 40 .2 130 40 150 160 170 180 190
GCGTGAGTGATG MGG GGGTCG GTTG GGG \G GTGCTAGTTG GC T GG G ACGC TAACCAC GCCACGGCT CGTC GC G
1 L
500 510 520 530 0 550 $60 0 80 590 600 610
CCGCGG CGTAGGTGGC AAGCG GG GGGCG GCGCGCGCAGGTGG [ GTCTGATGTG e CGC CCGTGGAGGGTCATTGG CTGGGAG
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Anexo 20: Cromatograma en reversa de la bacteria control BtC

MACROJGEN
File: BTB-A_I6SRabl ~ Run Ended: 2015/3/25 8:58:58  Signal G:426 A:488 C:689 T:517 Advencing resih Genomics

Sample: BTB-A_16SR Lane: 9 Base spacing: 150084305 1124 bases in 12780 scans Page I of 2

20 30 0 0 0 7 80 90 100 110 120
GG AMA@GGA VAL ANTT GCGTOTCOCOWCCTTOCTCCGGTTTGTCWC CGGCAGTCCC T TAGAGTGCCCANCT TAATGATGGCANC TAAGATCAAGGGTTGCGC TCG TTGCGGG ACTTANCC

Anexo 21: Cromatograma en delantero del aislado P1.14(B)

MACROYGEN
File: P1-14-A_I6SF.abl ~ Run Ended: 2015/3/25 7:0:43  Signal G:809 A:1379 C:1589 T:1318 Advancig theoigh Gonomics

Sample: P1-14-A_I6SF Lane: 84 Base spacing: 15276845 1085 bases in 12663 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 s 60 70 80 90 100 110 120
MG TOCG MGEG@ACA AT GEGLGCTT GCT COCT G T GITAGC GOCGGCGGGT GAGT ACAC GTGGGT A CCTGCCTG TG ACTGGG ATAACTCCG GG AN CCGGGGCTAATACCGG

150 17 220 230 240 250
maﬂorrm -\CCOC TGG TTCAAACATA OO‘I'OOC‘I"I'CCOCY\CC C‘l"l’ C\ﬂ ATGG \L‘CCOCGCNC TT AGC TA GTTOOTO AGGTAACGGC TCACCAAGGC AACGATGE ATAGCCT ACCTGA

i wm i uLm W

GAGGG'IG TCG«:C-\CACTOGG t‘l’G (‘C(.‘GMCC ACTCCT ocoamcux AGTACGG A TCTTCC(!Z MTGGACG AGTCTOACGG OC\/\CGCC ‘CGNAGTO TG GG’I‘TTTCGG ATCG

.Ammmmm. ST ‘h ‘Mhmh u“hlm i) m.u “nhu “Mn lﬂu m lmlu

TA a:‘rcrm‘rarr \aca AAGAS ‘C GT CCGTTCG AATA MGGI'I‘CTTG\CGGT\CCT ‘CC MG OCC ACGGCTA \CT ca‘rmcu}c MCGCGGT T ACGTA GG’I'GGC MGTTGTCCO

hH ki Mu Al

G TT TTOO@GT uooocrcoc OOCWTTI'CTT AMGTCTG! 'rara G:CCCCOGCTC J\CCGOOG \OOGTC ATTGG A \CTOOOG mTG AGTGCAGA G GG 0\01'00 TTCC\COTGT
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Anexo 22: Cromatograma en reversa del aislado P1.14(B)

MACROJGEN
File: P1-14-A_I6SR.abl Run Ended: 2015/3/25 7:0:43 Signal G:1110 A:1016 C:1509 T:1097 Advancing through Genomics
Sample: P1-14-A_I6SR Lane: 86 Base spacing: 154216 1250 bases in 14700 scans Page 1 of2

10 20 30 40 S0 60 R 80 90 100 10 120 130
AA GG GGG AAGAAAAA TTMG CG TCATCCCC ACCTTOCTOGGTTTGICCOG GCGTCCCT TAGAGTOCCCAAC TGAATGE TGGCANC TAAAATCAAGGGT TGCGC TCG TTGCGGGACT TAACCCAAC

Anexo 23: Cromatograma en delantero del aislado 11.5(K)

File: 11-5-B_16SF .abl Run Ended: 2015/3/25 8:58:58 Signal G:89 A:90 C:89 T:77 Advencing through Genomics
Sample: 11-5-B_I6SF Lane: 12 Base spacing: 14.87705 1431 bases in 16300 scans Page 1 of 2

10 20 30 “0 o 60 kL 80 90 100 1o 120
AAAMAG GG AVWAE TACOT G VM @TICGAGT GGTTC AGAGGOCTTOCTTICTGIT TTTCGAGG (GG ACGGGIG G TCATGTTT ATGA TCTGC CTGGTAGAGGGGGAT ANC GIG CG GAVO @G

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
TC TCTAATACCGCCTACGTCCT GAGGG AGAAAGC GGG GG ATCTTCGGACCTOGCGE TATCAGATGAGC CTAGGT CGGATTAGC TAGT TGGT GGGGTAA AGGCCTACCAAGGCGACGATC CAGTAACT
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T “Mlk,Jmh‘.J.MHwh,h‘m T

TCTTCGG \TTGT AAAGC \CTTT AJ \G'I'I'GOO \GG A\GGGT GT AATTAAT CCCTG(.TGI‘TTTQ\CO‘H‘ \CC AACAGAATA/ \m \CCGOCT \.\C'I'I'TOTOL‘C\CC \OCCOCGOT AATACCA/ \000

L Ol Jum b Sl M A
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Anexo 24: Cromatograma en reversa del aislado 11.5(K)

MACROJGEN
File: 11-5-B_16SRab]  Run Ended: 2015/3/25 8:58:58  Signal G:41 A:49 C:60 T:57 Advancing throigh Genomics
Sample: 11-5-B_I65R Lane: 14 Base spacing: 15.06518 195 bases in 16301 scans Page I of 2

10 20 30 0 0 60 T 80 920 100 110 120
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\




