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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aislar y caracterizar fenotipica vy
genotipicamente bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivo
de arroz de Rioja, San Martin (Peru). Para ello, las bacterias fueron seleccionadas
sobre agar Luria-Bertani suplementado con tributirina 1% v/v a 37 °C por 48 h.
Después, las bacterias productoras de esterasas se caracterizaron mediante
pruebas fisiolégicas, bioquimicas, nutricionales y sensibilidad antimicrobiana. Asi,
se aislaron seis bacilos Gram negativos, tres Gram positivos y un coco Gram
positivo, todas son mesofilas, crecen a pH entre 4 a 10 y presentan baja
halotolerancia. Seis bacterias fermentaron fructuosa, glucosa y sacarosa; y cuatro
no metabolizaron estos azucares. Todas las cepas hidrolizaron aceite de oliva y
fueron sensibles a cefoxitina, eritromicina y cloranfenicol. Del anélisis de las
secuencias de los genes ribosémicos 16S, estas bacterias pertenecen a los
géneros Acinetobacter (3), Staphylococcus (1), Bacillus (3), Comamonas (1) y
Aeromonas (2). Las bacterias caracterizadas presentan gran potencial como
inéculos para la produccion de enzimas, exopolisacaridos, estimulantes de

crecimiento vegetal y tratamiento de suelos contaminados.

Palabras claves: cultivos de arroz, esterasas, Staphylococcus, Acinetobacter,
Comamonas.



SUMMARY

The aim of this study was to isolate and characterize phenotypically and
genotypically esterase-producing bacteria isolated from rice paddy soil from Rioja,
San Martin (Peru). For that, bacteria were selected on Luria-Bertani agar
supplemented with 1% v/v tributyrin at 37 °C for 48 h. Afterwards, esterase-
producing bacteria were characterized by physiological, biochemical, nutritional,
and antimicrobial-sensitivity tests. Thus, six Gram negative bacilli, three Gram
positive and one Gram positive cocci were isolated, all of them are mesophilic, grow
at pH between 4 and 10 and, have a low halotolerance. Six bacteria fermented
fructose, dextrose and sucrose; and four did not metabolize these sugars. All strains
hydrolyzed olive oil and were sensitive to cefoxitin, erythromycin and
chloramphenicol. From 16S ribosomal gene sequencing analysis, isolated bacteria
belong to the genus Acinetobacter (3), Staphylococcus (1), Bacillus (3),
Comamonas (1) and Aeromonas (2). These characterized bacteria have a huge
potential as inoculums for enzyme production, exopolysaccharides, plant-growth

promotion, and contaminated soil treatment.

Keywords: rice paddy, esterase, Staphylococcus, Acinetobacter, Comamonas

Xi



. INTRODUCCION

Oryza sativa (arroz) es considerado uno de los cultivos mas importantes en la costa
y zonas tropicales, asi como, una fuente de energia de la dieta en Peru y en
diversos paises. A nivel global, los campos de cultivo estan en el continente asiatico
con mas del 90% del area cultivable, siendo China e India los mas
representativos’2.

Con referencia a las condiciones de cultivo del arroz y las caracteristicas de sus
suelos, parte de la biota de estos ambientes ha sido estudiada en el continente
asiatico, logrando identificar una gran diversidad de microorganismos que cumplen
distintos roles como es la fijacion de nitrégeno atmosférico, la solubilizacion de
minerales, la producciéon de metabolitos para el control de fitopatégenos, entre
otros34. Asimismo, los microorganismos aislados de estos ambientes han sido
descritos como productores de enzimas de interés biotecnolégico®®.

En Perq, los terrenos de cultivo de arroz estan ubicados principalmente en los
departamentos de Lambayeque, Piura y San Martin, destacando la provincia de
Rioja como uno de los mayores productores’. Gran parte de estos ambientes es
sometida a plaguicidas quimicos con el objetivo de mejorar su produccion,
destacando aquellos de tipo organofosforados y carbamatos que contienen enlaces
éster en su estructura quimica®?®. Esta exposicién ha generado la adaptacién de los
microorganismos a la produccion de esterasas, enzimas que actuan sobre un
amplio espectro de sustratos'®'". Sin embargo, en Per(, son escasos los estudios
relacionados con la microbiota de estos suelos de cultivo y sus caracteristicas, los
cuales podrian representar un reservorio de nuevas fuentes microbianas
productoras de enzimas como las esterasas que permitirian la biorremediacién de
estos terrenos de cultivo, impactando de manera positiva en su fertilidad. Por tanto,
el objetivo del presente estudio consisti6 en aislar, caracterizar e identificar
bacterias productoras de esterasas provenientes de suelos de cultivo de arroz en
Rioja, San Martin (Peru).



II. HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNA
Las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivos de
arroz de Rioja pertenecen a diferentes géneros.

HIPOTESIS NULA
Las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivos de

arroz de Rioja pertenecen al mismo género.



lll. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las bacterias
productoras de esterasas aisladas de muestras de suelos de cultivos de
arroz de Rioja.

Objetivos especificos
1. Aislar y seleccionar bacterias productoras de esterasas a partir de
muestras de suelos de cultivos de arroz.
2. Determinar las caracteristicas fenotipicas de bacterias productoras de
esterasas aisladas de muestras de suelos de cultivos de arroz.
3. Determinar las caracteristicas genotipicas de las bacterias
productoras de esterasas aisladas de muestras de suelos de cultivos

de arroz mediante técnicas moleculares.



IV. MARCO TEORICO

4.1. Bacterias aisladas de cultivos de arroz

A nivel global, el arroz es considerado uno de los cultivos mas importantes cuya
produccion y consumo se distribuye aproximadamente en un 90% en el continente
asiatico. Es cultivado en diversos entornos, desde tierras altamente irrigadas hasta
aquellas que son de secano y, su crecimiento, se encuentra favorecido bajo
condiciones himedas y célidas''2'3. Estos cultivos representan el habitat de
bacterias, distribuyéndose tanto en los tejidos vegetales como en el suelo
permitiendo asi el desarrollo y crecimiento vegetal.

Los terrenos de cultivo de arroz pasan por periodos en los cuales son sometidos a
procesos de inundaciones temporales o permanentes (anegamiento), existiendo
una mayor probabilidad de encontrar microorganismos anaerdbicos como son las
bacterias metanogénicas, las cuales cumplen un papel clave en la descomposicion
de los residuos de la planta de arroz, emitiendo metano hacia la atmésfera® 1415,

A continuacion, se describe algunas especies de bacterias anaerdbicas aisladas de

suelos de cultivos de arroz:

a) Methanoculleus chikugoensis, bacteria Gram negativa metanogénica,
anaerobia estricta, inmévil con morfologia de cocos irregulares aislada en
Japén con capacidad de usar H2/CO2, 2-propanol/CO2, formiato, 2-
butanol/CO2 y ciclopentanol/CO2 como sustratos. En cuanto a sus
condiciones 6ptimas de crecimiento, se reporta una temperatura entre 25 y
30 °C, pH entre 6,7 y 7,2 y NaCl de 0,1 M. El estudio de este tipo de
microorganismos metandégenos permite comprender las emisiones de
metano provenientes de campos de cultivo de arroz’®.

b) Propionicimonas paludicola, bacilo Gram positivo también aislado en Japo6n
y que pese a ser considerado como anaerdbico facultativo, se ha observado
que presenta un mejor crecimiento en ausencia de oxigeno. Catalasa,
oxidasa y reduccién de nitratos negativo, esta especie es productora de
propionato, un importante intermediario en la descomposicion metanogénica
de materia organica en los suelos de arroz sometidos a condiciones

anoxicas. El crecimiento de este microorganismo se desarrolla a condiciones



optimas de 35 °C, pH 6,5 y NaCl menor del 2% p/v. Como productos de la
fermentacion de glucosa en presencia de cianocobalamina genera acetato,
lactato, propionato, succinato y CO:zy, es capaz de utilizar arabinosa, xilosa,
fructuosa, galactosa, glucosa, manosa, celobiosa, maltosa, sacarosa,
trehalosa, glicerol y manitol como fuentes de carbono y, en menor cantidad,
ribosa y lactosa. Asimismo, puede crecer en presencia de piruvato y lactato,
mientras que, con malato, fumarato y succinato, su crecimiento es débil?.

c) Especies del género Paludibacter, bacilos Gram negativos, metanogénicos,
anaerobios estrictos no formadores de esporas e inmdviles. Catalasa,
oxidasa y reduccion de nitratos negativos. Los miembros de este género
utilizan diversos azucares generando acetato, propionato y succinato como
productos finales de la fermentacién. Dos especies mesofilas destacan en
este género: P. jiangxiensisy P. propionicigenes, aisladas de suelos de arroz
en China y Japdn respectivamente, capaces de utilizar arabinosa, xilosa,
celobiosa, fructuosa, galactosa, glucosa, manosa, maltosa y almidéon como
sustratos de crecimiento. Al igual que con otras especies anaerobias, el
estudio de este tipo de bacterias permite comprender la biotransformacion
de los residuos vegetales'*'.

Como se ha mencionado, en suelos de cultivo de arroz existe una mayor
probabilidad de aislar bacterias anaerdbicas; pero también existen aerdbicas
debido a la liberacién de oxigeno a partir de las raices de la planta del arroz y a la
formacion de una capa de 6xido en la superficie del suelo. Algunos de estos
microorganismos, contribuyen en el crecimiento del cultivo, a la vez que influyen
significativamente en la fertilidad del suelo. Tal es el caso de las bacterias
diazotréficas, conocidas como fijadoras de nitrégeno que juegan un rol importante
en el ciclo del nitrégeno en estos terrenos al fijar hacia el suelo este elemento, el
cual se encuentra presente en la atmdsfera bajo su forma molecular e insoluble Nz,
para posteriormente ser reducida a amoniaco (NHs3), producto que sera utilizado por
las bacterias oxidantes de amonio en un proceso denominado nitrificacion,
generando de este modo éxidos de nitrégeno solubles como nitritos (NO2) y nitratos

(NOg), formas que seran aprovechadas por el cultivo como nutriente3415.



Entre los microorganismos aerdbicos reportados en suelos de arroz que

evidenciaron actividad esterasa, se encuentran:

a)

Arenimonas taoyuanensis, bacilo Gram negativo flagelado y mévil aislado en
China. De colonias blanco-amarillentas, circulares, convexas y opacas con
margenes regulares. Oxidasa positiva, catalasa y reduccién de nitratos y
nitritos negativo. Su crecimiento éptimo se lleva a cabo a 28 °C, pH 7,0 y
menos de 1% p/v de NaCl. Presenta actividad hidrolitica para Tween 20 y
gelatina, pero no sobre almiddn ni celulosa. En cuanto a sus actividades
enzimaticas, es positivo para esterasa, fosfatasa alcalina, fosfatasa acida y
tripsina, pero negativo para lipasa, ureasa, a-galactosidasa, B-galactosidasa,
a-glucosidasa y B-glucosidasa’®.

Paraburkholderia azotifigens, bacilo Gram negativo, diazotréfico, no mévil
aislado en Corea del Sur. De colonias cremas, circulares, lisas y convexas.
Catalasa, oxidasa y reduccién de nitratos positivo con condiciones éptimas
de crecimiento entre 25 y 30 °C, pH 7,0 y NaCl menor a 2% p/v. Asimismo,
es positivo para produccién de fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, esterasa,
B-galactosidasa, B-glucosidasa y ureasa, pero negativo para lipasa. Sin
capacidad de hidrdlisis sobre almidén, celulosa, caseina ni ADN'.
Parasegetibacter terrae, bacteria Gram negativa, no flagelada de morfologia
variable aislada en Corea del Sur. Presenta colonias amarillas, redondas y
convexas. Catalasa y oxidasa positiva, mientras que reduccién de nitratos
negativa. Sus condiciones éptimas de crecimiento son entre 28 y 30 °C, pH
7,0 y NaCl menor del 2% p/v. Hidroliza ADN y caseina, pero no almidon,
celulosa, Tween 80 ni gelatina. Presenta actividades enzimaticas de tripsina,
fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, a-galactosidasa, B-galactosidasa, a-
glucosidasa, B-glucosidasa y esterasa pero no lipasa ni ureasa?.

Bacillus praedii, Gram positivo, movil aislado en China. Presenta colonias
circulares y lisas de color ligeramente amarillo. Catalasa y reduccion de
nitratos positivo y oxidasa negativa. Sus condiciones 6ptimas de crecimiento
son 30 °C, pH 9,0 y NaCl 4% p/v. En cuanto a sus actividades enzimaticas,
es positivo para fosfatasa alcalina, esterasa y a-glucosidasa, pero negativo



para B-galactosidasa, B-glucosidasa, fosfatasa &cida, tripsina y lipasa.

Asimismo, posee capacidad hidrolitica sobre gelatina?'.

Otras especies de los géneros Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Serratia,
Ochrobactrum, Lysinibacillus, Burkholderia, Brevundimonas, Herbaspirillum,
Novosphingobium, Sphingomonas, Xanthomonas'y Azorhizobium también han sido
reportadas en suelos de cultivo de arroz en Corea del Sur con capacidad de fijacion
de nitrégeno y con potencial aplicacion como inoculantes para los sembrios de
arroz permitiendo una agricultura sostenible?.

El segundo grupo de microorganismos aislados de cultivos de arroz son las
bacterias endofiticas. Estas bacterias son ubicuas en la mayoria de las especies
vegetales y se encuentran tanto en la superficie de los tejidos como dentro de ellas
debido a su capacidad de invadir tejidos internos como los vasos del xilema
permitiendo su diseminacion sistémica. Algunas ejercen efectos beneficiosos como
la estimulacion del crecimiento, la fijacidn de nitrégeno y la induccion de resistencia
a patégenos. Su diversidad y cantidad poblacional se ve influenciada en parte por
la seccidon de la planta a estudiar, encontrandose generalmente las mayores
poblaciones bacterianas en las raices???4. En la planta del arroz, se ha aislado
comunmente Pantoea a partir de las semillas, Methylobacterium de los brotes,
Azospirillum y Herbaspirillum de tallos y raices, y Burkholderia y Rhizobium de
raices?.

Algunas bacterias endofiticas pueden ser de tipo diazotroficas permitiendo un
cultivo mas sostenible y menos dependiente de fertilizantes quimicos. A

continuacioén, se menciona algunos estudios:

a) Prakamhang y col (2009)2? aislaron bacterias diazotréficas endofiticas en
raices, tallos y hojas de plantas de arroz desarrolladas en diferentes
condiciones de suelos en Tailandia y evaluaron su capacidad de fijacion de
N2 tanto en consorcio como individualmente evidenciando que la poblacién
bacteriana se ve afectado por el tipo de suelo, la etapa de crecimiento y la
parte del arroz. Algunas de ellas se encontraron estrechamente relacionadas
con Enterobacter dissolvens, Brevundimonas aurantiaca, Pantoea

agglomerans 'y Pseudomonas sp.



b) Ji y col (2013)2 aislaron bacterias endofiticas de hojas, tallos y raices de
plantas de arroz en Corea del Sur, identificando a 12 de ellas como
diazotréficas pertenecientes a los géneros Paenibacillus, Microbacterium,
Bacillus y Klebsiella. Asimismo, observaron que las semillas de arroz
tratadas con estas bacterias diazotréficas mostraban un mejor crecimiento,
mayor altura y peso seco ademas de poseer efectos antagénicos contra
fitopatdgenos fungicos, demostrando asi el potencial de estos in6culos como
alternativas a los fertilizantes quimicos y pesticidas.

Por otro lado, estas bacterias endofiticas aisladas de los tejidos vegetales de arroz
también pueden ser productoras de hidrolasas con potencial aplicacion
biotecnoldgica. Asi, Elbeltagy y col (2000)23 aislaron bacterias endofiticas en tallos,
semillas y hojas de variedades silvestres y cultivadas de arroz en Japén, la mayoria
pertenecen a los géneros Methylobacterium y Curtobacterium, observando que
gran parte de estos aislados producian pectinasas y celulasas, enzimas que
desempefarian un rol en los mecanismos de ingreso intracelular y diseminacién
dado que las paredes celulares de esta especie vegetal estdn constituidas

principalmente por celulosa y pectina.

4.2. Bacterias productoras de esterasas

Las bacterias son consideradas como fuente superior de esterasas en comparacion
con otros seres vivos. Poseen la capacidad de producir estas enzimas ya sea de
forma inducible o constitutivamente y, debido a la facilidad con la cual pueden ser
cultivadas y manipuladas genéticamente, son de gran interés en el campo
biotecnoldgico. Estos microorganismos se distribuyen en todo tipo de ambiente,
desde habitats con un rango de temperatura moderada hasta aquellas
consideradas como extremas, dando la posibilidad de identificar esterasas con
diversas caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas?>-?7,

Se sabe que una gran parte de esterasas que actualmente son usadas a nivel
industrial son obtenidas de bacterias meséfilas. Sin embargo, la mayoria de las
reacciones de esterificacion tienen lugar bajo condiciones fisicoquimicas extremas
como altas temperaturas y baja actividad de agua (en presencia de solventes
organicos) por lo que la busqueda de nuevas esterasas mas robustas y con mejores



propiedades para aplicacién industrial continia siendo una tarea urgente con
considerable atencidn. Por tanto, aquellas esterasas cuyas fuentes se encuentran
adaptadas a ambientes extremos generan bastante atencién dado que tendrian un
buen desempefo bajo condiciones fisicoquimicas extremas que son necesarias
para aplicaciones industriales?528.

Las bacterias productoras de esterasas han sido aisladas de diversos ambientes y
su capacidad de produccion es determinada mediante la presencia de halos claros
en las zonas préximas a las colonias en placas de agar suplementado con
tributirina, sustancia resultante de la esterificacién de glicerol y acido butirico;
mientras que, la actividad y especificidad de las esterasas microbianas obtenidas
es determinada a través de la hidrélisis de ésteres de p-nitrofenol y cuantificado
mediante espectrofotometria®®2®. Sin embargo, se ha estimado que los
microorganismos cultivables representan menos del 1% de la microbiota por lo que
existen microorganismos que no pueden ser cultivados ni caracterizados en
laboratorio por los métodos microbiologicos y bioquimicos tradicionales pero que
representarian una enorme reserva de estas enzimas con potencial aplicacion
biotecnoldgica e industrial3-31,

En la tabla 1 se expone algunas de las bacterias identificadas como productoras de
esterasas y su respectiva fuente de aislamiento. Resulta importante destacar que
estos microorganismos se distribuyen en diversos ambientes pudiendo ser
mesofilos o extremofilos, determinando, en la mayoria de los casos, las

caracteristicas bioquimicas de la esterasa producida.



Tabla 1. Especies bacterianas productoras de esterasas y su fuente de aislamiento.

Especie bacteriana

Pyrobaculum calidifontis

Fuente

Aguas termales

32

Referencia

Pyrococcus furiosus

Sedimentos marinos

33

Roseateles depolymerans

Muestras de agua

34

Alicyclobacillus tengchongensis

Aguas termales

11

Halobacillus sp.

Suelos salinos

35

Bacillus subtilis

Aguas termales

36

Archaeoglobus fulgidus

Aguas termales marinas

37,38

Sulfolobus solfataricus

Aguas termales volcéanicas ricas

en azufre

39

Streptomyces scabies

Suelos de cultivos de tubérculos

40

Pseudomonas aeruginosa

Bacteria ambiental ubicua

41

Pseudoalteromonas arctica

Hielo marino

42

Alkalibacterium sp.

Sedimentos de lagos alcalinos

43

Streptomyces lividans Suelos =
Pseudomonas putida Suelos 44
Psychrobacter cryohalolentis Permafrost =

Geobacillus thermodenitrificans

Aguas termales

46

Thermotoga maritima

Sedimento marino

47

10



4.3. Esterasas

Las esterasas (o0 carboxilesterasas) son un grupo de enzimas hidrolasas ubicuas
distribuidas en animales, plantas y microorganismos. Clasificadas segun el sistema
Enzyme Commission como 3.1.1.1 (tabla 2), catalizan la ruptura y formacién de
enlaces éster de acilgliceroles de cadena corta, las cuales son definidas,
generalmente, como aquellos acilgliceroles (ya sea mono, di o triacilgliceroles) que

poseen una longitud de cadena menor a diez &tomos de carbono?%:3248,

Tabla 2. Clasificacion de las esterasas segun el sistema de Enzyme Commission*®

3.-.-. - Hidrolasas

3.1.-.- Hidrolasas que actuan sobre enlaces éster
3.1.1. - Hidrolasas de ésteres carboxilicos
3.1.1.1 Carboxilesterasas

Son consideradas enzimas lipoliticas al igual que las lipasas (triacilglicerol lipasas
E.C. 3.1.1.3) quienes, a diferencia de las esterasas, poseen como sustrato a los
acilgliceroles de cadena larga (mayor o igual a diez &tomos de carbono)3242,

4.3.1. Mecanismo de accion de las esterasas

Las esterasas catalizan diferentes tipos de reacciones. La principal reaccion
catalizada por estas enzimas es el clivaje del enlace éster existente entre un acido
carboxilico y un alcohol en medio acuoso. No obstante, en medios no acuosos o
solventes organicos, esta reaccion de hidrolisis se puede revertir liberando agua o
dando lugar a reacciones de transesterificacion e interesterificacion46:50:51,

El mecanismo de hidrdlisis representado en la figura 1 se resume en la formacion
y degradacion de un intermedio acil-enzima. La hidrélisis se produce inicialmente a
través de un primer ataque nucleofilico generado por el grupo hidroxilo de la serina
sobre el carbono del grupo carbonilo del enlace éster. Esta reaccion ocurre debido
a que la histidina, quien actia como base, toma el protén del grupo hidroxilo de la
serina. Esta histidina protonada se estabiliza mediante puente de hidrégeno con el
acido glutdmico (o &cido aspartico). Estos dos aminoéacidos cataliticos, His-Glu
(Asp), a menudo se denominan sistema de relevos de carga (charge relay) porque
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trabajan juntos para activar la serina. El ataque nucleofilico inicial produce el
primero de dos intermedios tetraédricos que se estabilizan por puentes de
hidrégeno con los atomos de nitrégeno del grupo amida de dos aminoacidos que
se encuentran cercanos al sitio activo formandose lo que se conoce como el centro
oxianiénico (oxyanion hole). Este intermedio tetraédrico es rapidamente
desestabilizado por la histidina protonada, que actua como un acido, para producir
un complejo acil-enzima mientras se libera el componente alcohdlico del éster.
Luego, ocurre un segundo ataque nucleofilico donde una molécula de agua
activada por histidina actua sobre el complejo acil-enzima generando el segundo
intermedio tetraédrico y que, tras un rapido reacomodo de este intermedio, la
enzima se regenera y el componente acido se libera®-5.

Para las reacciones de transesterificacion e interesterificacién el mecanismo de
reaccion es similar con la diferencia de que el segundo ataque nucleofilico esta
dado por un alcohol o un éster respectivamente, los cuales también son activados

por la histidina®%-31.
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4.3.2. Diferencia entre esterasas y lipasas

Si bien es cierto, los términos “esterasa” y “carboxilesterasa” connotan actividad
hidrolitica sobre enlaces de tipo ésteres producto de la reacciéon entre un acido
carboxilico y un alcohol, seria valido considerar a las lipasas como un tipo de
esterasas dado que estas también actian sobre enlaces tipo éster, por lo que se
dificultaria la discriminacién entre ambas enzimas. Esto ha sido motivo de que
algunos autores propongan una nueva clasificacion de las enzimas lipoliticas. De
este modo, basado en el hecho de que los lipidos son compuestos biolégicos que
por definicion son insolubles en agua, algunos autores prefieren denominar a las
lipasas como esterasas lipoliticas®?>%6. No obstante, lipasas y esterasas poseen
diferentes propiedades fisicoquimicas y bioquimicas resumidas en la tabla 3.

Tabla 3. Diferencias entre esterasas y lipasas?®.

Esterasas Lipasas

Propiedad (carboxilesterasas) (triacilglicerol lipasas)

E.C. 3.1.1.1 E.C.3.1.1.3
Acilgliceroles de cadena @ Acilgliceroles de cadena

Sustrato corta. larga.
Estandar: tributirina Estandar: trioleina
Hidrofobicidad de ,
Baja Alta
sustrato

Activacion interfacial /

Presencia de estructura No En su mayoria
“lid”
o Obedecen la cinética de | No obedecen la cinética
Cinética _ _ _ _
Michaelis — Menten de Michaelis — Menten.
Estabilidad en solventes Alto a bajo Alto
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4.3.3. Aplicacion de las esterasas

Las esterasas son utilizadas como biocatalizadores en diversos procesos
industriales debido a la versatilidad de sus caracteristicas como el amplio rango de
sustrato, la alta estereoespecificidad, actividad independiente de cofactores,
tolerancia a solventes organicos, entre otras. Esto les permite resistir las exigentes

condiciones de bioconversion industriald!-%7,

A. Sintesis de compuestos opticamente puros

La mayoria de los productos quimicos se comercializan bajo la forma de
mezclas racémicas y, en muchos casos, solo uno de los isbmeros Opticos
posee la actividad deseada, mientras que, la otra forma, puede ser inactiva
o tener un efecto contrario a lo buscado®®. Es asi que, la alta regio—y
estereoespecificidad que presentan las esterasas ha permitido que estas
enzimas sean de utilidad en los procesos de sintesis organica dado que
participan en la cinética de resolucion de mezclas racémicas y en la
produccién de enantiémeros puros de alcoholes y acidos carboxilicos?%-31.
Entre los ejemplos de esta aplicacion destaca la carboxilesterasa NP (NP
de naproxeno) de Bacillus subtilis utilizada en la industria farmacéutica.
Esta enzima actua sobre (R,S)-naproxeno metiléster permitiendo que la
reaccion se oriente hacia la obtencién de (S)-naproxeno con una alta
pureza Optica a la vez que se produce la resolucion de la mezcla
racémica®®%8, De igual forma, se han reportado esterasas de
Pseudomonas fluorescens y Geobacillus stearothermophilus con actividad
sobre (R,S)-ketoprofeno metiléster®®.

B. Biodegradacion de pesticidas
Las esterasas son utilizadas en la biorremediacion debido a su capacidad
de biodegradar aquellos pesticidas que poseen enlaces tipo éster en su
estructura como organofosforados, carbamatos y piretroides permitiendo
la desintoxicacién de aquellos ambientes contaminados con estos
residuos. Asi, las esterasas de Alicyclobacillus tengchongensis,
Brevibacillus sp. y Bacillus cereus son capaces de degradar malation, un

pesticida organofosforado perjudicial a nivel del sistema nervioso en los
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humanos. Asimismo, entre los microorganismos degradadores de
piretroides destacan Pseudomonas fluorescens, Vibrio hollisae,
Burkholderia picketti y Erwinia carotovora aisladas de suelos y rios!%11:59,
Este proceso de biorremediacion basada en la ruptura de los
contaminantes gracias a las esterasas microbianas es considerado un

método seguro, menos dafino, limpio y econémico?6:5,

. Industria alimentaria

La reaccion de hidrélisis catalizada por esterasas es aprovechada en la
fabricacion de quesos y derivados lacteos. Estas enzimas mejoran las
propiedades organolépticas en la industria lactea. Por ejemplo, las
esterasas de Propionibacterium freudenreichii y Lactobacillus casei,
intervienen en el proceso de maduracion de los quesos?66061, |a actividad
hidrolitica también es aprovechada para la liberacibn de compuestos
acumulados como ésteres y que son necesarios como aditivos
alimentarios®.

. Despolimerizacion de plastico

Las esterasas microbianas pueden hidrolizar varios poliésteres de manera
efectiva por lo que tienen un rol importante en la despolimerizacion del
plastico disminuyendo su impacto en la contaminacién ambiental. De este
modo, se han reportados esterasas de Roseateles depolymeransy de los
géneros Comamonas, Pseudomonas y Bacillus capaces de realizar esta

degradacién?6-3462.63
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V. METODOLOGIA

5.1. Aislamiento y seleccion de bacterias productoras de esterasas

5.1.1. Recoleccion de la muestra

Muestras de suelos de cultivos de arroz ubicados en los margenes de la carretera
Fernando Belaunde Terry en el distrito de Rioja, provincia de Rioja, departamento
de San Martin en enero del 2019 fueron recolectadas en el periodo postcosecha
previo al arado de la tierra, con lo cual se inicia el nuevo cultivo (Figura 2). Las
muestras fueron recolectadas bajo condiciones de esterilidad y transportadas en
frio en una caja térmica al Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos para su
posterior estudio y analisis.

Figura 2. Terreno de cultivo de arroz en periodo de postcosecha en el distrito de Rioja,

provincia de Rioja, San Martin
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5.1.2. Aislamiento de bacterias

A un matraz conteniendo 90 mL de caldo tripticasa de soya (TSB) se anadié
aproximadamente 10 g de suelo, después se homogenizé e incub6 a 30 °C por 48
h. En seguida, en tubos de ensayo se realizaron diluciones sucesivas de 1 mL del
pre-enriquecimiento con 9 mL de buffer fosfato salino (PBS) estéril. Este
procedimiento se realiz6 hasta obtener la dilucién de 108. De las tres ultimas
diluciones, se tomaron 100 pL de cada muestra y esparcieron con el asa de
Drigalsky sobre placas de agar tripticasa de soya (TSA) por duplicado (método de
extension en placa). Después, se procedié a incubar las placas a 37 °C por 24 h.
Luego de ello, se seleccionaron las colonias con caracteristicas morfoldgicas
diferentes tanto en forma, color, tamafo y consistencia. Asimismo, a colonias de
cultivos frescos de menos de 18 h de incubacion a 37 °C se les realiz6 la tincién
Gram y se observo al microscopio a un aumento de 100X utilizando aceite de
inmersion. Cada colonia fue sometida a tres pasajes sucesivos placa a placa en
TSA a 37 °C por 24 h con el objetivo de obtener cultivos puros. Del ultimo pasaje,
una colonia se sembré en TSB a 37 °C por 12 h. Finalmente, a un microtubo se
anadio el cultivo con glicerol hasta 20% v/v y conservo a -20 °C.

5.1.3. Seleccion de bacterias productoras de esterasas

La produccion de esterasas por los aislados bacterianos se determiné utilizando la
tributirina como sustrato estandar. Para ello, se obtuvieron cultivos jévenes de cada
cepa mediante la reactivacion de los aislados en caldo TSB a una proporcion de
1/100. Posterior a ello, se siguidé la metodologia descrita por Mourey y Kilbertus
(1976) con algunas modificaciones®*. Las bacterias se sembraron en agar Luria-
Bertani (LB) pH 7,0 suplementado con triburitina al 1% y fueron incubadas a 37 °C
por 48 h. La presencia de halos traslicidos alrededor de las colonias fue reportada
como positivos para la produccién de esterasas y se procedioé con la medicién del
diametro del halo con la finalidad de determinar la cepa con mayor produccion de
esterasas. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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5.2. Caracterizacion fenotipica

5.2.1.

A.

5.2.2.

Pruebas fisiolégicas

Prueba de concentracion de sales

A caldos de TSB se les suplementé NaCl 0,5; 5,0; 10,0; 15,0 y 20,0% p/v e
incub6 a 37 °C durante 24 h. El incremento de biomasa (turbidez) fue
determinado por espectrofotometro a 600 nm. Esta prueba se realizé por
duplicado.

Prueba de temperatura

Los aislados fueron incubados en caldos TSB a 4, 20, 37 y 45 °C durante 24
h. El incremento de biomasa (turbidez) fue determinado por
espectrofotdmetro a 600 nm. Esta prueba se realiz6 por duplicado.

Prueba de pH

Los aislados fueron incubados en caldos TSBa37°CapH4,5,6,7,8,9y
10 durante 24 h. El pH de los caldos fue ajustado con HCI 1M o NaOH 1M,
el incremento de biomasa (turbidez) fue determinado por espectrofotdmetro
a 600 nm. Esta prueba se realiz6 por duplicado.

Pruebas bioquimicas

Prueba de catalasa
En una gota de peroxido de hidrogeno al 3% v/v se resuspendié una colonia
de cada aislado. La prueba se realizd por duplicado y la produccién de

burbujas fue reportado como positivo para la produccion de catalasa?’.

Prueba en agar Triple Sugar Iron (TSI)

El uso del agar TSI determiné la fermentacion de los hidratos de carbono
glucosa, lactosa y sacarosa; la produccion de sulfuro de hidrégeno (H2S) y
gas como resultado de la fermentacion de los sustratos por las bacterias
aisladas. La preparacion del agar, asi como el proceso de siembra e
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5.2.3.

incubacion se realizd siguiendo las indicaciones del fabricante. La
interpretacion de resultados se realizé de la siguiente manera: (a) pico rojo
y fondo amarillo (alcalino / 4cido), la bacteria solo fermenta glucosa; (b) pico
amarillo y fondo amarillo (acido / acido), la bacteria fermenta glucosa,
sacarosa Yy/o lactosa; (c) pico rojo y fondo rojo (alcalino / alcalino), la bacteria
no fermenta ninguno de los tres azucares; (d) oscurecimiento del medio, la
bacteria produce H2S y (e) presencia de burbujas o ruptura del agar, la
bacteria produce gas como resultado de la fermentacion.

Prueba en medio Sulfide Indole Motility (SIM)

En el medio semisélido SIM se evalu6 la motilidad, la produccion de indol y
H2S de cada una de las bacterias aisladas. La preparacién del agar, asi como
el proceso de siembra e incubacioén se realizé siguiendo las indicaciones del
fabricante. La interpretacion de resultados se realiz6 de la siguiente manera:
(a) crecimiento mas alla de la linea de siembra, positivo para motilidad; (b)
oscurecimiento del medio, la bacteria produce H2S y (c) generacion de un
anillo color rojo al agregar 3 gotas de reactivo de Kovacs, positivo para

produccion de indol.

Prueba de metabolismo de citrato

En agar citrato de Simmons se determiné si cada una de las bacterias
aisladas eran capaces de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono. La
preparacion del agar, asi como el proceso de siembra e incubacion se realizo
siguiendo las indicaciones del fabricante. La generacién de un color azul
intenso en el pico del tubo fue reportada como positivo.

Hidrolisis de macromoléculas

Aceite de oliva
Se utilizé el medio agar LB-rodamina cuya composicion fue de agar LB,
aceite de oliva al 2,5% y 0,1 mg/L de rodamina B. Se sembré6 una colonia de

cada bacteria aislada y se incub6 a 37 °C por 48 h. La presencia de una
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coloracion rosa brillante sobre luz UV a 350 nm fue reportado como positivo

para la hidrélisis de aceite de oliva®®.

. Almidén

Se utilizé6 un medio conteniendo almidén al 2%, peptona al 0,05% y sales.
Se sembré una colonia de cada bacteria aislada y se incub6 a 37 °C por 48
h. Posterior a ello se procedié con el revelado mediante la incorporacion de
reactivo de lugol a cada placa. La presencia de halos claros alrededor de la
colonia fue reportada como positivo para la hidrélisis de almidén debido a la

produccion de amilasas®®.

Proteinas

La capacidad de hidrolizar las proteinas se determiné utilizando tres
sustratos: Skim milk, caseina y gelatina. Estos medios fueron preparados de
acuerdo con la metodologia descrita en el Handbook of Microbiological
Media®’. Para todos los casos se sembré una colonia de cada bacteria
aislada y se incub6 a 37 °C por 48 h.

a) Skim Milk
Este medio de cultivo contenia Skim milk 8 g/L y agar 15 g/L. La
formacion de halos claros alrededor de la colonia fue reportada como
positivo para la hidrélisis de proteinas debido a la produccion de

proteasas.

b) Caseina
Este medio de cultivo contenia caseina 10 g/L, extracto de levadura 2
g/Ly agar 15 g/L. La formacién de halos claros alrededor de la colonia
fue reportada como positivo para la hidrdlisis de proteinas debido a la
produccion de proteasas.

c¢) Gelatina

Este medio de cultivo contenia gelatina porcina 15 g/L, peptona 4 g/L,

extracto de levadura 1 g/L y agar 15 g/L. Pasado el tiempo de
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incubacion, se procedi6 con el revelado, para lo cual se agreg6 acido
tricloroacético (ATC) al 10% v/v a cada placa. La formacién de halos
claros alrededor de la colonia fue reportada como positivo para la
hidrélisis de proteinas debido a la produccién de proteasas.

D. ADN
Se procedio con la preparacion del agar ADN segun las especificaciones del
fabricante. Se sembré una colonia de cada bacteria aislada y se incubé a 37
°C por 48 h. Posterior a ello, se procedié con el revelado mediante la
incorporacion de HCI 0,1 N a cada placa. La presencia de halos claros
alrededor de la colonia fue reportada como positivo para la hidrélisis de ADN.

E. Celulosa

Se utilizé el medio constituido por carboximetilcelulosa 0,3%, extracto de
levadura 0,1%, sales, micronutrientes y agar 2,0%. Se sembr6 una colonia
de cada bacteria aislada y se incub6 a 37 °C por 48 h para luego proceder
con el revelado mediante la incorporacion de una solucién de indicador rojo
de Congo 0,1% p/v a cada placa. La presencia de halos claros alrededor de
la colonia fue reportada como positivo para la hidrdlisis de celulosa debido a
la produccién de celulasas?3.

F. Pectina

Se utilizé el medio conformado por pectina de manzana 0,5%, extracto de
levadura 0,15%, sales, micronutrientes y agar 2,0%. Se sembré una colonia
de cada bacteria aislada y se incubd a 37 °C por 48 h. Posteriormente, se
realiz6 el revelado mediante la incorporacion de una solucién de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) al 2% a cada placa. La formacién de halos
claros alrededor de la colonia fue reportada como positivo para la hidrélisis
de pectina debido a la produccién de pectinasas?.

G. Lactosa

La hidrdlisis de lactosa es llevada a cabo por la B-galactosidasa, la cual se

produce por la presencia de este azucar. La actividad enzimatica se
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determind seglin Smale (2010) con algunas modificaciones®®. Las cepas se
sembraron en caldo lactosado a 37 °C por 24 h. En seguida, la biomasa se
concentr6 mediante centrifugacion, lavada dos veces con NaCl 0,85%;
luego, las células se lisaron por sonicacion por 5 min (1 s de sonicadoy 5 s
de enfriado) a una amplitud del 30% con el propésito de liberar la enzima.
Después, el homogenizado se centrifugd y trabajé con el sobrenadante
(extracto crudo), al cual se adicioné el reactivo de orto-nitrofenil-B-
galactésido (sustrato analogo de la lactosa) e incubd a 37 °C por 2 h. La

formacion de un complejo amarillo fue reportada como positivo.

5.2.4. Pruebas nutricionales

Para la prueba nutricional de metabolismo de azucares se utilizé el caldo base de
rojo de fenol suplementado con azucares especificos segun lo descrito en el
Handbook of Microbiological Media®’. El medio de cultivo estaba constituido por
peptona de caseina 10 g/L, NaCl 5 g/L, azucar 10 g/L y rojo de fenol 18 mg/L. Los
azucares utilizados fueron arabinosa, celobiosa, fructuosa, galactosa, glicerol,
glucosa, maltosa, manitol, manosa, sacarosa, sorbitol y xilosa. Se procedi6 con la
inoculaciéon por duplicado de cada aislado bacteriano y se incub6 a 37 °C. Las
lecturas se realizaron a las 24 h. El viraje del medio de cultivo a amarillo fue
reportado como positivo para el metabolismo del azucar. Asimismo, se determiné
la produccién de gas mediante la formacién de burbujas en el tubo invertido de

Durham.

5.2.5. Sensibilidad antimicrobiana

Para la prueba de sensibilidad a antimicrobianos, se utilizé la prueba de difusion en
disco descrita por Bauer y col (1966) con algunas modificaciones®. Se prepar6 una
suspension bacteriana en solucion salina al 0,85% p/v y a una turbidez equivalente
a 0,5 en la escala de McFarland. Posterior a ello, se sumergié un hisopo esteéril
dentro de la suspensidn para proceder con el sembrado en superficie sobre placas
de Agar Mueller-Hinton. Seguidamente, se colocaron los discos con los agentes
antimicrobianos presionando firmemente cada uno de ellos para asegurar el
contacto con la superficie del agar. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h. Los
antimicrobianos utilizados fueron: ampicilina 10 pg, cefoxitina 30 pg, clindamicina 2
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Hg, cloranfenicol 30 pg, eritromicina 15 ug, estreptomicina 10 pg, gentamicina 10
Hg, kanamicina 10 pg, novobiocina 5 pg, penicilina G 10U, tobramicina 10 ug y
vancomicina 30 pg. Pasado el tiempo se procedié a medir los halos de inhibicién
generados. Los resultados fueron reportados como sensible (S) o resistente (R).

5.3. Caracterizacion genotipica

5.3.1. Extraccion de ADN gendmico

La extraccion de ADN gendémico se llevo a cabo utilizando el método descrito por
Chavez (2010)7%; en tres etapas: lisis, purificacion y precipitacién.

Para la etapa de lisis, se centrifugaron 2 mL de cultivo fresco de 18 h a 10000 rpm
por 10 min. El precipitado celular fue lavado dos veces con 1 mL de solucion PBS
1X para posteriormente ser centrifugado a 10000 rpm por 5 min. En seguida, se
agregaron 600 pL de TSE 1X, 60 uL de SDS al 10% y 10 pL de proteinasa Ky se
llevo a incubacion por 56 °C por 2 h homogenizando con vortex cada 30 min.

En la etapa de purificacion, se agregaron 600 uL de mezcla fenol—cloroformo—
alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1, se homogenizé por inversién y se llevé a
centrifugar a 10000 rpm por 5 min. Posterior a ello, se separo el sobrenadante y se
afiadié 600 pL de cloroformo. Se homogenizé y centrifugé a 10000 rpm por 5 min.
Finalmente, la fase acuosa que contenia el ADN fue separada.

Para la etapa de precipitacién, se anadi6 a la fase acuosa 100 pyL de acetato de
sodio 3 My 600 uL de etanol absoluto refrigerado y se dej6 en reposo a -20 °C por
2 h para luego ser centrifugada a 10000 rpm por 15 min. Después, el precipitado
fue lavado dos veces con 500 pL de etanol al 70% refrigerado y centrifugado a
10000 rpm por 10 min. Se sec6 a 37 °C durante 5 min y el ADN fue disuelto en 50
uL de tampén TE a 37 °C.

Finalmente, la extraccidén y pureza del ADN se verific6 mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% con tampdn TAE 1X. El gel que contenia el ADN se tifd con
bromuro de etidio y se observé en transiluminador UV.

5.3.2. Amplificacion de los genes ribosémicos 16S

Este proceso se realizé mediante el uso de cebadores universales para bacterias

siguiendo la metodologia descrita por Canales y col (2014)7". La reaccién para PCR
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tuvo un volumen final de 25 L. Esta mezcla contenia KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM,
triton X-100 0,1% v/v, MgCl2 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 20 pmol de cada
cebador, Taqg ADN polimerasa 1,5 Uy 50 ng de ADN.

La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador modelo SimpliAmp™ (Applied
Biosystems™, USA) en donde se llevé a cabo una desnaturalizacion inicial a 94 °C
por 4 min, seguido de 35 ciclos de las siguientes etapas: desnaturalizacion, 94 °C
por 45 s; hibridacion, 55 °C por 1 min y extensién, 72 °C por 45 s. Se finaliz6 con
una extension de 72 °C por 7 min.

La extraccion y pureza de los amplificados fue verificado mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% con tampén TAE 1X. El gel que contenia los amplificados se
tind con bromuro de etidio y se observé en transiluminador UV7°.

5.3.3. Secuenciacion de los genes ribosomicos 16S

La secuenciacion fue realizada por electroforesis capilar por la empresa GenScript
(USA). Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron analizadas y comparadas
con aquellas que se encuentran depositadas en el GenBank del NCBI

(www.ncbi.nim.nih.gov) utilizando el algoritmo bioinformatico BLASTn.
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V. RESULTADOS

6.1. Aislamiento de bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos
de cultivos de arroz de Rioja

A partir de muestras de suelos de cultivos de arroz de Rioja se aislaron 10 bacterias

productoras de esterasas en agar LB conteniendo tributirina. Las colonias

presentaron caracteristicas diferentes en forma, tamafno y consistencia (Figura 3).

Estas bacterias fueron designadas como MA1, MA2, MA3, MA4, MA5, MA6, MAS,

MA9, MA10, MA12 y se criopreservaron en medio de cultivo TSB suplementado

con glicerol al 20% v/v a -20 °C.

Figura 3. Bacterias aisladas de suelos de cultivo de arroz de Rioja en agar TSA (Primera
parte).
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Figura 3. Bacterias aisladas de suelos de cultivo de arroz de Rioja en agar TSA
(Segunda parte).

6.2. Seleccion de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos
de cultivos de arroz en Rioja

De las 10 bacterias, los aislados MA9 y MA12 presentaron halos de hidrélisis mayor
a 5 cm, y MA2 y MA3 exhibieron halos entre 2 y 4 cm. Por otro lado, los aislados
MA1, MA5, MA6, MA8 y MA10 evidenciaron halos menores de 2 cm, mientras que
MA4 mostré halo menor a 1 cm (Figura 4 y Tabla 4).

Asimismo, se determiné el radio de hidrdlisis de cada aislado bacteriano definida
como la relacién entre el halo de hidrélisis y el tamafno de la colonia. El aislado
bacteriano MA2 present6 el mayor radio con un valor de 10,25; los aislados MA1,
MAS5 y MA8 evidenciaron un radio entre 2,00 y 3,00; mientras que los aislados MA3,
MA4, MA6, MA9, MA10 y MA12 exhibieron un radio menor a 2,00 (Tabla 4).
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Figura 4. Halos de hidrolisis en agar tributirina de bacterias aisladas de suelos de cultivos
de arroz de Rioja
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Tabla 4. Halos y radio de hidrdlisis de las cepas productoras de esterasas de suelos de
cultivos de arroz de Rioja a las 48 h de incubacion en placas de agar tributirina.

Tamano de halo de
Radio de hidrodlisis

hidrélisis (mm)

MA1 12,0 3,00
MA2 21,5 10,75
MA3 37,5 1,42
MA4 6,0 1,20
MA5 13,5 2,70
MAG 14,0 1,87
MAS8 14,0 2,15
MA9 63,0 1,43
MA10 14,0 1,75
MA12 53,0 1,39

6.3. Caracterizacion fenotipica de las bacterias productoras de esterasas
aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja.

6.3.1. Caracterizacion microscoépica y macroscopica.
De los 10 aislados bacterianos productores de esterasas, seis fueron bacilos Gram
negativos, tres bacilos Gram positivos y un coco Gram positivo (Figura 5). La

caracterizacion macroscoépica de los aislados se describe en la tabla 7.
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= Bacilos Gram negativos = Bacilos Gram positivos = Cocos Gram positivos

Figura 5. Distribucién de las bacterias productoras de esterasas aisladas de cultivos de

arroz de Rioja en funcion a sus caracteristicas microscoépicas.

6.3.2. Caracteristicas fisiologicas

A. Tolerancia salina

Todos los aislados crecieron en NaCl 0,5% p/v; mientras que siete cepas
crecieron en 5,0%. Cuatro exhibieron crecimiento en 10,0% de salinidad y
solo la cepa MA2 presenté crecimiento en 15,0 y 20,0% de NaCl (Figura 6).
En la tabla 5, se evidencia que la cepa MA2 presentdé mejor crecimiento en
5,0% p/v de NaCl mientras que las cepas MA1, MA5 y MA8 mostraron menor
crecimiento bajo esta misma condicién. Por otro lado, en la tabla 6, la cepa
MAZ2 evidencié mejor crecimiento en comparacién con las cepas MA3, MA9
y MA12 bajo una concentracién de 10,0% p/v de NaCl.

30



12

10
(%))
S 8 S
[0}
o 6
S 6
o 9 9
£
S 4
Z I
2
0 i [
0.5 5,0 10,0 15,0 20,0

NaCl (% p/v)

Figura 6. Bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivo de
arroz de Rioja cultivadas a diferentes concentraciones de NaCl. Crecimiento:

Positivo (M), negativo (™).

Tabla 5. Crecimiento de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos
de cultivo de arroz de Rioja en NaCl 5,0% p/v.

Cepas Densidad Optica (DO)

MA1 0,139 + 0,059¢
MA2 1,508 £ 0,0332
MA3 0,739 +0,113°
MA5 0,097 + 0,016¢
MAS8 0,093 + 0,009¢
MA9 0,575 £ 0,207
MA12 0,189 + 0,079
Valor-P 0,0000

Media + DS de densidad Optica. Las diferentes letras en superindice representan

las diferencias significativas de los crecimientos a un nivel de confianza del 95%.

31



Tabla 6. Crecimiento de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos
de cultivo de arroz de Rioja en NaCl 10,0% p/v.

Cepas Densidad Optica (DO)

MA2 1,498 £ 0,074
MA3 0,351 + 0,015
MA9 0,253 + 0,194P
MA12 0,215 + 0,036°
Valor-P 0,0007

Media + DS de densidad Optica. Las diferentes letras en superindice representan
las diferencias significativas de los crecimientos a un nivel de confianza del 95%.

. Prueba de temperatura

El 100% de las cepas bacterianas tuvieron la capacidad de crecer entre 20
y 37 °C. Adicionalmente, ninguna de las cepas crecid a 4 °C y solo las cepas
MAS, MA9 y MA12 crecieron a 45 °C (Figura 7).
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Figura 7. Bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivo de
arroz de Rioja cultivadas a diferentes temperaturas.

Crecimiento: Positivo (M), negativo ()
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C. Prueba de pH
Las cepas bacterianas presentaron un vasto rango de pH de crecimiento,
predominantemente entre 5 y 10. Las cepas MA2, MA3, MA9 y MA12
también crecieron a pH de 4 (Figura 8).
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Figura 8. Bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivo de
arroz de Rioja cultivadas a diferentes valores de pH.

Crecimiento: Positivo (®), negativo (H).
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Tabla 7. Caracteristicas fenotipicas de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja.

Caracteristica

Aislados bacterianos

B—galactosidasa

MA1 MA2 MA3 MA4 MA5 MAG6 MAS8 MA9 MA10 MA12
Morfologia ) ) ) . .
Bacilo Coco Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
celular
Tincion Gram - + + - - - - + - +
Forma de la
loni Redonda Redonda Redonda Redonda Redonda Redonda Redonda Redonda Redonda Redonda
colonia
Mediana,
; Mediana, ; ; Mediana, ; Mediana, .
Mediana Pequena Mediana Mediana Mediana | Grande de traslicida
Aspecto de la secay de mucosa y mucosa y
. de bordes | de bordes de bordes | de bordes de bordes bordes mucosa y
colonia bordes de bordes . de bordes
regulares | regulares regulares | regulares regulares | irregulares de bordes
regulares regulares regulares
regulares
Catalasa + + + + + + + + + +
Citrato - + + + - - = = = +
Indol - - - - - - - - -
Motilidad - - + + - + - + + +
H2S - - - - - - - - -
Metabolismo de
- + + - - +/G - + +/G +
glucosa
Produccioén de
- + - - - + - - + -

(+) Positivo (-) Negativo (+/G) Positivo con produccion de gas




6.3.3. Perfiles de actividades hidroliticas

Se identificaron cinco perfiles hidroliticos en las cepas bacterianas (tabla 8). Asi,

las cepas MA3, MA9 y MA12 hidrolizaron gelatina, skim milk, caseina, aceite de

oliva, almidén, celulosa y pectina; las cuales se agruparon en el perfil 1ll. Ademas,

las actividades lipoliticas y proteoliticas fueron prevalentes en la mayoria de cepas
(Figura 9).

Tabla 8. Perfiles hidroliticos de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos

de cultivo de arroz de Rioja.

‘ Perfil Macromoléculas hidrolizadas Cepa
| Aceite de oliva MA1, MA5, MAS8
Il Gelatina, Skim Milk, Aceite de oliva MA2
Gelatina, Skim Milk, Caseina, Aceite de oliva,
[ MA3, MA9, MA12
Almidén, Celulosa, Pectina
v Gelatina, Aceite de oliva, AlImidon MA4
Vv Gelatina, Skim Milk, Caseina, Aceite de oliva, ADN MAG6, MA10
12
10
8
[} 7 7
T 6 8
o
(0]
£y
4
0
Gelatina Skim Milk Caseina Aceite de  Almidén Celulosa Pectina

Oliva
Sustratos

Figura 9. Actividades hidroliticas de las bacterias aisladas de suelos de cultivos de arroz

de Rioja. Hidrdlisis: Positivo (M), negativo (™).
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6.3.4. Perfiles fermentativos de azucares

Con base en las capacidades fermentativas de los azucares, se obtuvieron seis
perfiles (tabla 9). Ningun aislado fermenté sorbitol ni xilosa. Por otro lado, las cepas
MA1, MA4, MA5 y MA8 no metabolizaron ninguno de los azlucares evaluados (perfil
VI).

Tabla 9. Perfiles del metabolismo de azlcares de las bacterias productoras de esterasas

aisladas de suelos de cultivo de arroz de Rioja.

Perfil Azucares metabolizados
I Fructuosa, Galactosa, Glucosa, Maltosa, Sacarosa MA2
Celobiosa, Fructuosa, Glicerol, Glucosa, Manitol,
! Manosa, Sacarosa MA
Arabinosa, Fructuosa@®, Galactosa, Glicerol,
]| Glucosa®, Maltosa®, Manitol@, Manosa®@, MA6, MA10

Sacarosa®@

Arabinosa, Celobiosa, Fructuosa, Glicerol, Glucosa,
IV MA9

Maltosa, Manosa, Sacarosa

Celobiosa, Fructuosa, Glicerol, Glucosa, Maltosa,
Vv MA12

Manitol, Manosa, Sacarosa

MA1, MA4, MAS5,

VI No fermentan ningun azucar evaluado
MAS

@ produjeron gas

En la figura 10 se presenta el numero de aislados bacterianos con capacidad
fermentativa sobre arabinosa, celobiosa, fructuosa, galactosa, glicerol, glucosa,
maltosa, manitol, manosa, sacarosa, sorbitol y xilosa. Cabe destacar que las cepas
MA1, MA4, MA5, MA8 no fermentaron ningun azucar.
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Figura 10. Metabolismo de azlcares de las bacterias aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja.

Hidrdlisis: Positivo (H), negativo (=).
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6.3.5. Perfiles de sensibilidad antimicrobiana

Las cepas bacterianas fueron clasificados en funcion a su sensibilidad
antimicrobiana, asi se obtuvieron cinco perfiles (Tabla 10). Por otro lado, las cepas
fueron distribuidas por su sensibilidad a cada antimicrobiano (Figura 11). Todas las
cepas presentaron sensibilidad a cefoxitina, eritromicina y cloranfenicol. Los
aislados MA3, MA9 y MA12 presentaron sensibilidad a todos los antimicrobianos,
mientras que, el aislado MA4, fue el que tuvo mayor perfil de resistencia.

Tabla 10. Perfiles de sensibilidad antimicrobiana de las bacterias productoras de esterasas
aisladas de suelos de cultivo de arroz de Rioja.

‘ Perfil Antimicrobiano Cepa
I AMP, FOX, C, E, S, CN, K, NV, P, TOB, VA MA1, MA5, MA8
| AMP, FOX, DA, C, E, S, CN, NV, P, TOB, VA MA2
11 AMP, FOX, DA, C, E, S, CN, K, NV, P, TOB, VA MA3, MA9, MA12
v FOX, C, E, K, NV MA4
\Y FOX, C, E, S, CN, K, TOB MAG6, MA10

Antimicrobiano: AMP, ampicilina; FOX, cefoxitina; DA, clindamicina; C, cloranfenicol; E,
eritromicina; S, estreptomicina; CN, gentamicina; K, kanamicina; NV, novobiocina; P, penicilina;
TOB, tobramicina; VA, vancomicina.
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Figura 11. Sensibilidad antimicrobiana de bacterias aisladas de suelos de cultivo de arroz de Rioja. Sensible (M), resistente (™). Antimicrobiano:
AMP, ampicilina; FOX, cefoxitina; DA, clindamicina; C, cloranfenicol; E, eritromicina; S, estreptomicina; CN, gentamicina; K, kanamicina; NV, novobiocina;
P, penicilina; TOB, tobramicina; VA, vancomicina.
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6.4. Caracterizacion genotipica de bacterias productoras de esterasas
aisladas de suelos de cultivo de arroz de Rioja
En la figura 12 se muestra los ADN gendmicos extraidos de las cepas bacterianas.

A su vez, en la figura 13, se evidencia la amplificacion de los genes ribosémicos
16S.

Figura 12. Gel de agarosa conteniendo ADN gendmico de bacterias productoras de
esterasas aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja

Figura 13. Gel de agarosa conteniendo los genes ribosémicos 16S amplificados de
bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja
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6.4.1. Distribucion genotipica y porcentajes de similitud de los aislados
bacterianos

El analisis bioinformatico a través del algoritmo BLASTn de las secuencias parciales

de los genes ribosomicos 16S de las cepas bacterianas con actividad esterasa

aisladas de suelos de cultivo de arroz de Rioja agrupa a estos aislados en cinco

géneros, siendo Acinetobactery Bacillus las de mayor prevalencia (Tabla 11).

Tabla 11. Porcentaje de similitud de las secuencias parciales de los genes ribosémicos

16S de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivo de arroz de

Rioja.
Aislado bacteriano Similitud (%)

MA1 Acinetobacter 100,00
MA2 Staphylococcus 100,00
MA3 Bacillus 100,00
MA4 Comamonas 100,00
MA5 Acinetobacter 99,86
MA6 Aeromonas 99,86
MAS Acinetobacter 99,72
MA9 Bacillus 99,29

MA10 Aeromonas 99,86

MA12 Bacillus 99,86
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VIl. DISCUSION

San Martin es uno de los departamentos con mayor produccién de arroz a nivel
nacional segun el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego; presenta una extension
de siembra de cultivo de mas de 100 000 ha, siendo Rioja la segunda provincia con
mayor participacién con un 24,3%’-72. Estos suelos de cultivo estan ubicados en la
Selva Alta a 820 m de altitud aproximadamente, donde existe gran diversidad
biolégica, en especial la microbiana.

En esta investigacién se aislaron y caracterizaron microorganismos aerébicos o
anaerobicos facultativos debido a la produccién de catalasa (Tabla 7), enzima
responsable de la descomposicion de perdxido de hidrégeno (H202), ausente en
bacterias anaerdbicas estrictas. En este aspecto, los terrenos destinados al cultivo
de arroz son sometidos a periodos de inundaciones temporales (anegamiento), lo
cual contribuye a la generacion de condiciones anoxicas que permiten el
crecimiento de microorganismos anaerobicos, los cuales poseen un rol en la
descomposicién de residuos vegetales generados por el arado de la tierra. Sin
embargo, también es posible el desarrollo de bacterias aerébicas o anaerébicas
facultativas gracias a la difusiéon del oxigeno a través del agua de inundacién y la
liberacién de este gas de las raices vegetales, las cuales contribuyen con la
fertilidad del suelo*'415,

De los 10 aislados productores de esterasas, seis fueron identificados como bacilos
Gram negativos y tres bacilos Gram positivos; y un coco Gram positivo (Figura 5).
Todos presentan crecimiento 6ptimo a concentraciones salinas de 0,5% p/v. Sin
embargo, el crecimiento disminuye cuando las sales se incrementan (Figura 6).
Asimismo, estas bacterias crecieron entre 20 y 37 °C; y solo tres toleran los 45 °C
(Figura 7). Cabe resaltar, que todas las bacterias crecieron en el rango de pH entre
5y 10 (Figura 8); estas condiciones de crecimiento estan relacionadas con las
caracteristicas de los suelos de cultivo de arroz, las cuales son de baja salinidad
dado que su exceso perjudica el crecimiento de la planta, con un pH entre 5,5y 7,2
dependiendo de la forma de cultivo (secano o bajo riego) siendo el pH 6ptimo 6,6

para el desarrollo del arroz; ademas las temperaturas oscilan entre los 18 y 35
oC73,74_
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Estudios sobre bacterias aisladas de los suelos de cultivos de arroz se han
realizado en el continente asiatico. Asi Zhang y col (2015) identificaron por primera
vez a Arenimonas taoyuanensis a partir de suelos de cultivo de arroz en la ciudad
de Taoyuan, China, bacilo aerébico Gram negativo no fermentador de glucosa,
productor de esterasa y con capacidad de hidrolizar gelatina, sus condiciones
Optimas de crecimiento son 28 °C, pH 7,0 y NaCl menor a 1%'8. Por otro lado, Choi
e Im (2018) identificaron a Paraburkholderia azotifigens en Anseong, Corea del Sur;
bacilo aerébico Gram negativo, fermentador de glucosa, productor de esterasa y B-
galactosidasa, cuyas condiciones 6ptimas de crecimiento son de 25 a 30 °C, pH
7,0 y concentracion de NaCl menor de 2% p/v'®. Asimismo, Liu y col (2017) aislaron
un bacilo Gram positivo aerdbico proveniente de suelos de cultivo de arroz en
Linshan, China; las condiciones Optimas de crecimiento son 30 °C, pH 9,0 y
salinidad menor de 4% p/v. Esta bacteria fue Bacillus praedii, fermentadora de
glucosa con capacidad de hidrolizar gelatina y de producir esterasas y lipasas?'.
Ademas, Ding y col (2019) identificaron por primera vez a Bacillus aciditolerans en
suelos de cultivo de arroz en Jietou, China; bacilo mévil, Gram positivo con
condiciones éptimas de crecimiento a 37 °C, pH 7,0 y NaCl 1,0% p/v. Esta especie
es catalasa positiva, productora de indol, pero H2S negativa; hidroliza gelatina, pero
no almidoén ni caseina, a la vez presenta actividad B-galactosidasa, pero no
lipolitica. En cuanto al metabolismo de azucares, es positivo para galactosa vy
manosa, y negativo para glucosa, arabinosa, celobiosa, fructuosa, maltosa,
sacarosa, xilosa, glicerol, sorbitol y citrato”>.

Los aislados bacterianos a partir de suelos de cultivo de arroz de Rioja presentaron
actividad hidrolitica sobre tributirina, sustrato estandar para la determinacién de
actividad esterasa?. En la tabla 4, se describe el tamafio de los halos y radios de
hidrélisis, definido como la proporcién que existe entre el tamafno del halo de
hidrélisis y el tamafo de crecimiento de la colonia’. Asi, las cepas MA3, MA9 y
MA12 pertenecientes al género Bacillus presentan un halo de hidrélisis grande. Sin
embargo, su radio es cercano a 1; por el contrario, la cepa MA2 identificada como
Staphylococcus sp. presenta un radio de hidrélisis de 10,75, y per se una mayor
actividad esterasa. En este aspecto, Punitha y Rose (2018) aislaron e identificaron
una cepa de Staphylococcus sp., productora de esterasas intracelulares, capaz de
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degradar plaguicidas organofosforados, a partir de campos agricolas contaminados
en Karnataka, India’”’.

En Perl, los sembrios de arroz son sometidos a plaguicidas organofosforados y
carbamatos para mejorar su produccion®®78. Estos compuestos contienen enlaces
ésteres en su estructura quimica, razén por la cual, los microorganismos aislados
de estos ambientes estarian adaptados a los compuestos e inclusive los utilizarian
como fuente de carbono. Por tanto, dada la capacidad de produccion de esterasas,
las bacterias aisladas se podrian utilizar para la biorremediacion de suelos y aguas
de cultivos de arroz y otros cultivares'®'". En este contexto, Pailan y col (2015)
aislaron un bacilo aerdbico Gram positivo no movil proveniente de la rizosfera de
terrenos de cultivo de arroz en Narigram, India; identificado como Bacillus
aryabhattai capaz de degradar paration y clorpirifos”®.

En la tabla 11 se presenta los 10 aislados agrupados en los géneros Acinetobacter,
Bacillus, Aeromonas, Comamonas Yy Staphylococcus segun el analisis
bioinformatico de las secuencias parciales de los genes ribosémicos 16S (Figura
13). En este aspecto, Onwona-Kwakye y col (2020) estudiaron la diversidad
bacteriana en suelos de cultivos de arroz en Akuse, Ghana después del uso de
pesticidas; ellos describen que los géneros Aeromonas, Comamonas,
Staphylococcus, Enterobacter, Stenotrophomonas y Bordetella disminuyen en
areas expuestas a pesticidas; por el contrario, los géneros Acinetobacter, Bacillus,
Domibacillus y Pseudomonas se incrementan’8,

Las bacterias cumplen un rol importante en la nutricién de los suelos, contribuyen
a una agricultura sostenible’®80, Asi, las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal producen fitohormonas, solubilizan minerales, fijan nitrégeno, producen
metabolitos contra fitopatégenos, entre otros. Una de las funciones mas
importantes de este grupo de bacterias, es la de promover la solubilizacion del
fosfato inorganico, de esta forma, el fésforo liberado favorece el crecimiento
vegetal®'-83,

Las cepas del género Aeromonas disuelven fosfato inorganico, cumplen un rol
importante en el equilibrio microbiano de los suelos”®8!. Son bacterias anaerdbicas
facultativas, catalasa positiva y utilizan la glucosa como fuente de carbono con o
sin produccion de gas y también de otros carbohidratos. En ese sentido, los

aislados MA6 y MA10 generaron gas como resultado del metabolismo de algunos
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azucares como glucosa, fructuosa y sacarosa (Tabla 9). Asimismo, son reductoras
de nitratos a nitritos y producen diversas enzimas extracelulares como lipasas y
proteasas®. Por ejemplo, Aarab y col (2015) aislaron nueve bacterias con
capacidad de solubilizar diversas formas minerales de fosfato a partir de la rizosfera
de cultivos de arroz en Marruecos; las cuales pertenecen a los géneros Aeromonas,
Pseudomonas y Enterobacter’>. En un estudio posterior, estos mismos
investigadores utilizaron a tres cepas de Aeromonas como biofertilizantes con el fin
de solubilizar el fosfato inorganico para el cultivo de arroz, ademas estas bacterias
presentaron actividad antagoénica frente a fitopatégenos®!. Por su parte, Mehnaz y
col (2001) aislaron cuatro bacterias promotoras de crecimiento vegetal
provenientes de campos de arroz en Gujranwala, Pakistan, las cuales evidenciaron
efectos positivos como inéculos sobre el crecimiento de estos cultivos. Uno de estos
aislados fue identificado como Aeromonas veronii, bacilo mévil Gram negativo,
fermentadora de glucosa con produccién de gas y positivo para la produccién de
acidos a partir de sacarosa, manitol, maltosa y sorbitol. Este microorganismo, al
igual que las cepas MA6 y MA10, fue negativo para la produccién de H2S e indol,
positivo para la produccion de B-galactosidasa, resistente frente a la ampicilina y
sensible a gentamicina, kanamicina y estreptomicina®.

En esta investigacidn, los aislados MA3, MA9 y MA12 pertenecen al género
Bacillus, cuyas especies son descritas como bacilos aerdbicos o anaerdbicos
facultativos Gram positivos formadores de endosporas®. En este contexto, Xie y
col (2003) identificaron cepas de B. azotoformans, B. licheniformis, B. cereus, B.
pumilus, B. megaterium, B. brevis 'y B. subtilis a partir de suelos de cultivo de arroz
en la llanura del rio Yangtze en China, las cuales presentaron capacidad de fijacion
de N2%7. Por su parte, Chawngthu y col (2020) aislaron bacterias solubilizantes de
fosfato pertenecientes a los géneros Paenibacillus, Burkholderia'y Bacillus a partir
de la rizosfera de cultivos de arroz en North Vanlaiphai, India; siendo este ultimo
género el que presentdé mayor numero de especies, tales como B. thuringiensis, B.
cereus, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. wiedmanniiy B. siamensis®8.

El género Bacillus es considerado el mas abundante en la rizosfera como
promotores de crecimiento vegetal al liberar metabolitos que influyen de manera
positiva en los cultivos ya sea al permitir el incremento de la disponibilidad de

nutrientes o por evidenciar un efecto antagénico sobre fitopatdgenos®®%. Asi, se ha
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descrito a B. subtilis y B. cereus en los suelos de cultivo de arroz con efecto
promotor de crecimiento vegetal®3°'. Ademas, Chung y col (2015) aislaron dos
bacterias del género Bacillus a partir de raices de plantas de arroz de Jinju, Corea
del Sur con capacidad promotora de crecimiento vegetal y efecto antagénico sobre
Xanthomonas oryzae pv. oryzae y Burkholderia glumae. Las cepas pertenecen a B.
oryzicola, bacilo Gram positivo, mévil y catalasa positivo con crecimiento 6ptimo
entre 28 y 30 °C, pH 7,0 y tolerancia a NaCl entre 1 y 13% p/v. Sus caracteristicas
fisioldégicas son similares a los aislados MA3, MA9 y MA12, los cuales presentaron
crecimiento a 45 °C, pH entre 4 y 10 y concentracion salina de hasta 10%. En
cuanto al metabolismo de azucares, la cepa MA12 present6 un perfil similar a B.
oryzicola al utilizar glucosa, fructuosa, manosa, manitol, celobiosa, maltosa,
sacarosa Yy citrato como fuente de carbono. Sin embargo, el perfil hidrolitico y de
sensibilidad antimicrobiana de B. oryzicola fue diferente. Esta cepa fue positiva para
la hidrélisis de caseina, gelatina y almidén y negativo para CMC, asimismo,
present6 actividad esterasa, pero no lipasa ni 3-galactosidasa, en contraposicion a
la cepa MA12 que hidrolizé CMC y presenté actividad lipasa. En cuanto a su perfil
de sensibilidad antimicrobiana, B. oryzicola fue sensible a ampicilina, penicilina,
gentamicina, kanamicina y vancomicina y, en contraposicion a la cepa MA12,
presento resistencia a cloranfenicol y estreptomicina®.

Por otro lado, Bao y col (2016) aislaron e identificaron a B. oryziterrae en suelos de
cultivo de arroz en Dehong, China, capaz de reducir nitratos, o que permite que las
plantas logren asimilar nitrégeno para su nutricion. Asimismo, B. oryziterrae redujo
los selenitos, incrementando la biodisponibilidad de selenio en los suelos para la
posterior fortificacion del arroz. El aislado fue caracterizado como bacilo mévil Gram
positivo y anaerobico facultativo formador de endosporas con crecimiento éptimo
entre 30 y 40 °C, pH 7,0 y NaCl menor a 1,1% p/v. No presentd capacidad hidrolitica
sobre caseina, almiddn ni gelatina. En cuanto a su metabolismo de azucares, fue
positivo para glucosa y maltosa, pero no para manosa, manitol ni xilosa®:.

Con base a lo descrito anteriormente, las cepas MA3, MA9 y MA12 pertenecientes
al género Bacillus, tendrian gran potencial como biofertilizantes para los cultivos de
arroz. Ademas, estos aislados muestran el mayor rango de hidrolisis de
macromoléculas (Tabla 8), en consecuencia, estas bacterias se podrian utilizar en

la produccion de diversos metabolitos de interés industrial. En este aspecto,
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Sriariyanun y col (2016) aislaron una cepa de Bacillus con alta actividad celulésica
a partir de suelos de cultivos arroz en Ayutthaya, Tailandia con potencial aplicacion
en la biorrefineria®. Asimismo, Roy y col (2020) aislaron a Bacillus flexus a partir de
la rizosfera de cultivos de arroz en Purba Bardhaman, India, catalasa positiva e
indol negativo capaz de producir gelatinasa y lipasa ademas de amilasa. En cuanto
a su metabolismo de azucares, esta bacteria utiliza glucosa, fructuosa, xilosa,
celobiosa y manosa como fuentes de carbono, pero no maltosa, sacarosa,
galactosa, sorbitol, manitol ni arabinosa. Asimismo, B. flexus evidenci6 sensibilidad
a gentamicina, kanamicina, eritromicina y cloranfenicol, mientras que, a diferencia
de los aislados MA3, MA9 y MA12, fue resistente a penicilina y ampicilina®.

Con respecto al género Staphylococcus, agrupa a especies que promueven el
crecimiento vegetal. Asi, Susilowati y col (2015) estudiaron la diversidad funcional
de bacterias aisladas de suelos costeros de areas de produccion de arroz en
Indonesia. Dos cepas bacterianas (Ptb | B3.10 y Er |l B3.8) identificadas como S.
gallinarum fijaron N2, pero no solubilizaron fosfato. Solo la cepa Ptb | B3.10
presentd actividad celuldsica, en contraposicion a la cepa Er |l B3.8 que, al igual
que MA2, no presento esta actividad®*. Por otro lado, Dutta y col (2017) aislaron e
identificaron a S. sciuri a partir de campos de arroz contaminados con cromo en
Sundarbans, India®>. De este modo, la cepa MA2 perteneciente al género
Staphylococcus, con actividad esterasa, se podria aplicar en la biorremediacién de
suelos.

Con referencia al género Acinetobacter, cocobacilos aerdbicos estrictos Gram
negativos, no fermentadores, no moviles, catalasa positivas siendo A. baumannii,
patdgeno oportunista responsable de diversas infecciones intrahospitalarias®. Los
principales habitats de Acinetobacter spp. son los suelos de cultivo, areas
contaminadas por hidrocarburos, lodos, aguas residuales, vertederos, entre otros;
asi como vegetales, animales y humanos, razdn por la cual, son microorganismos
ubicuos capaces de ocupar varios nichos ecolégicos bajo un amplio rango de
condiciones ambientales por periodos extendidos de tiempo®%. Asi, Carr y col
(2003) describen siete especies del género Acinetobacter aisladas de lodos
activados en Victoria, Australia; identificadas como A. baylyi, A. bouvetii, A.
tjernbergiae, A. grimontii, A. towneri, A. tandoiiy A. gerneri. Todas las cepas fueron

caracterizadas como cocobacilos Gram negativos, aerdbicos estrictos, crecen
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hasta 44 °C. Al igual que los aislados MA1, MA5 y MAS8, no hidrolizaron gelatina ni
produjeron acidos a partir de sacarosa, manitol y maltosa. Sin embargo, las
caracteristicas de A. bouvetii, A. towneri, A. tandoiiy A. tjernbergiae se asemejaron
a las de los aislados MA1, MA5 y MA8 dado que no produjeron acidos a partir de
glucosa, arabinosa, xilosa, celobiosa y manosa; ni tuvieron la capacidad de asimilar
el citrato®.

Por otro lado, Choi y col (2012) identificaron Acinetobacter a partir de muestras
ambientales de diferentes localidades de Corea del Sur, las cuales fueron
identificadas como Acinetobacter sp., A. parvus, A. calcoaceticus 'y A. tandoi'®. En
un estudio posterior (2013), se describe a A. kookii, cuyas caracteristicas se
asemejan a las cepas MA1, MA5 y MAS8, al presentar un rango de crecimiento entre
24 y 41 °C, sin capacidad de utilizar arabinosa, glucosa ni citrato; asi como, no
producen gelatinasa®. Asimismo, Kim y col (2008) aislaron A. soli a partir de suelos
forestales en Mt. Baekwoon, Corea del Sur, cuyas condiciones Optimas de
crecimiento son 30 °C, pH de 6,0 a 8,0 y NaCl entre 0,5 y 1%. Esta bacteria no
hidrolizé caseina ni almidén, sin embargo, mostré actividad lipolitica'®!. Al respecto,
Snellman y Colwell (2004) describen a Acinetobacter como fuente de lipasas, lo
cual explicaria la presencia de esta actividad en las cepas MA1, MA5 y MA8'%2,
Asimismo, cepas del género Acinetobacter degradan compuestos organicos
ambientales®’. Tal es el caso de A. oleivorans, designada como DR1T aislada de
suelos de cultivo de arroz en Deok-So, Corea del Sur. Esta bacteria se caracteriza
por ser un cocobacilo aerébico Gram negativo con motilidad a diferencia de otras
especies del mismo género debido a la presencia de fimbrias alrededor de su
superficie celular. En cuanto a sus caracteristicas fisiolégicas, presenta crecimiento
optimo a 30 °C, pH entre 6,0 y 8,0 y NaCl menor a 1% p/v. Asimismo, los aislados
MA1, MA5 y MA8 producen lipasas; pero no gelatinasas ni amilasas. Sin embargo,
A. oleivorans, a diferencia de los aislados MA1, MA5 y MAS8, produjo &cidos a partir
de celobiosa, glucosa, manosa y citrato'93194  Asimismo, cepas del género
Acinetobacter aisladas de la rizosfera de cultivos de arroz, tales como A. tandoii,
promotora de crecimiento vegetal con capacidad antag6nica sobre Macrophomina
phaseolina'®. Asimismo, Gandhi y col (2016) aislaron especies de Acinetobacter
de la rizosfera de cultivos de arroz en Cuddalore, India; capaces de solubilizar el

zinc, micronutriente vital en procesos metabdlicos de las plantas’.
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Con referencia a cepas del género Comamonas bacilos aerdbicos o anaerdbicos
facultativos Gram negativos; algunas presentan flagelos en su estructura. Sin
embargo, C. koreensis'y C. zonglianii son inmoviles'%’. Cepas de este género han
sido aisladas de una gran variedad de habitats tales como lodo, aguas residuales,
suelos, humedales, minas, sedimentos marinos, entre otros'%®. En este aspecto,
Sun y col (2013) aislaron e identificaron a C. jiangduensis de suelos agricolas en
Jiangdu, China; bacilo aerébico Gram negativo, movil, productora de
biosurfactantes y crece 6ptimamente a 37 °C, pH entre 7,0y 7,5; y NaCl al 1% p/v.
El aislado MA4, al igual que C. jiangduensis, no produce H2S, indol ni B-
galactosidasa; pero produce esterasas. Asimismo, ambas bacterias son negativas
para la asimilacion de glucosa, arabinosa, manosa, manitol y maltosa. Sin embargo,
difieren tanto en la produccion de lipasa y gelatinasa como en la asimilacion de
citrato, las cuales son positivas para MA4. Con respecto a su perfil de resistencia a
antimicrobianos, C. jiangduensis es resistente a ampicilina, penicilina G,
gentamicina y estreptomicina, al igual que MA4, el cual presentd el mayor perfil de
resistencia (Tabla 10)109

Por su parte, Huang y col (2020) aislaron a C. testosteroni a partir de suelos de
cultivos de arroz en Jiangtang, China. Esta bacteria incrementa la biodisponibilidad
de Se en los suelos y, por tanto, incrementa su concentracion en las plantas de
arroz mediante la reduccién de este elemento, permitiendo asi la fortificacion del
arroz, el cual es un micronutriente importante para la salud humana. Esta bacteria
es un bacilo anaerdbico facultativo Gram negativo, con un crecimiento 6ptimo entre
25y 30 °C y a pH 7,0; negativo para la produccion de B-galactosidasa y Hz2S, con
capacidad de asimilar citrato, pero no sacarosa ni xilosa, caracteristicas similares
al aislado MA4; sin embargo, C. testosteroni asimila maltosa''®. De igual forma,
MA4 presenta caracteristicas similares a C. zonglianii aislada de suelos
contaminados con fenol en Nanjing, China, es bacilo aerébico Gram negativos no
mdavil, con crecimiento 6ptimo de 25 a 37 °C, pH de 7 a 8 y NaCl menor a 1% pl/v.
Esta bacteria hidroliza gelatina y produce lipasas y esterasas, asimila citrato, pero
no glucosa, arabinosa, manosa, manitol ni maltosa. Ademas, no produce indol ni 8-
galactosidasa. En cuanto a sus perfiles de resistencia a antimicrobianos, presenta

resistencia frente a ampicilina, penicilina G, gentamicina y estreptomicina’.
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VIll. CONCLUSIONES

. Se aislaron 10 bacterias productoras de esterasas a partir de suelos de
cultivo de arroz de Rioja en el departamento de San Martin, la cepa MA2
presentd la mayor actividad hidrolitica sobre tributirina.

. De los aislados, seis fueron bacilos Gram negativos, tres Gram positivos y
un coco Gram positivo, todos son mesdfilos y crecen en amplio rango de pH.

. La caracterizacién nutricional y la sensibilidad antimicrobiana indican que las
cepas MA1, MA5 y MA8 pertenecen a un grupo diferente al de las cepas
MA6 y MA10. Ademas, se identificaron cinco perfiles hidroliticos, siendo las
cepas MA3, MA9 y MA12, las que presentaron amplio rango de sustratos.

. Los aislados bacterianos fueron identificados mediante secuenciaciéon de los

genes ribosémicos 16S como Acinetobacter (MA1, MA5, MAS),
Staphylococcus (MA2), Bacillus (MA3, MA9, MA12), Comamonas (MA4) y
Aeromonas (MA6 y MA10).
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IX. RECOMENDACIONES

Identificar la especie bacteriana de los aislados mediante pruebas
confirmatorias como perfil lipidico de membrana, calculo de contenido de G
+ C e hibridacion de ADN-ADN, asi como uso de otros cronémetros

moleculares.

Producir y caracterizar las esterasas de Staphylococcus sp MA2.

Evaluar la produccion de otras enzimas por las cepas bacterianas para su
uso en diversos sectores productivos.

Determinar la capacidad promotora de crecimiento vegetal de las cepas
bacterianas con el propésito de ser utilizadas como bioestimulantes de los

cultivos de arroz.

Evaluar la utilizaciéon de pesticidas como fuente de carbono de las cepas

bacterianas para una posterior aplicacién en la biorremediacion de suelos.
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Xl.

ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas fisioldgicas de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja.

Condiciones de crecimiento ‘

Temperatura (°C) pH Salinidad (% p/v)

4 20 37 45 4 7 8 9 10 0.5 5 10 15 20

MA1 - + + - - + + + +/- + +/- - - -

MA2 - + + - + + + + + + + + + +

& MA3 - + + + + + + + + + + + - -
é MA4 - + + - - + + + + + - - - -
% MA5 - + + - - + + + +/- + +/- - = =
§ MAG6 - + + - - + + + + + - - - -
§ MAS - + + - - + + + +/- + +/- - - -
:T:, MA9 - + + + + + + + + + + + - -
MA10 - + + - - + + + + + - - - -
MA12 - + + + + + + + + + + + - -

(+) Presencia de crecimiento microbiano (+/-) Débil crecimiento microbiano (-) Ausencia de crecimiento microbiano
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Anexo 2. Capacidad hidrolitica de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja.

Macromoléculas

Cepas .

LGETCHERELE  Gelatina Skim Milk Caseina Ac::it:ade Almidon CcMC Pectina ADN
MA2 + + = + - - - -
MA3 + + + + + + + -
MA4 + - - + + - - -
MAS - - - + - - - -
MAG6 + + + + - - - +
MAS - - - + - - - -
MA9 + + + + + + + -

MA10 + + + + - - - +
MA12 + + + + + + + -

(+) Positivo para hidrdlisis de la macromolécula (-) Negativo para la hidrélisis de la macromolécula
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Anexo 3. Metabolismo de azlcares de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja.

Cepas bacterianas ‘

Azucares
MA1 MA2 MA3 MA4 MA5 MAG6 MAS8 MA9 MA10 MA12
Arabinosa NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG F /NG NF /NG F /NG F /NG NF /NG
Celobiosa NF / NG NF / NG F /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG F /NG NF /NG F /NG
Fructuosa NF /NG F/NG F/NG NF /NG NF /NG F/G NF /NG F /NG F/G F/NG
Galactosa NF / NG F /NG NF /NG NF /NG NF / NG F /NG NF /NG NF / NG F /NG NF / NG
Glicerol NF /NG NF /NG F /NG NF /NG NF /NG F /NG NF /NG F /NG F /NG F /NG
Glucosa NF /NG F /NG F /NG NF /NG NF /NG F/G NF /NG F /NG F/G F /NG
Maltosa NF /NG F/NG NF /NG NF /NG NF /NG F/G NF /NG F /NG F/G F /NG
Manitol NF /NG NF /NG F /NG NF /NG NF /NG F/G NF /NG NF /NG F/G F /NG
Manosa NF /NG NF /NG F /NG NF /NG NF /NG F/G NF /NG F /NG F/G F/NG
Sacarosa NF /NG F /NG F /NG NF /NG NF /NG F/G NF /NG F /NG F/G F /NG
Sorbitol NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG
Xilosa NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF /NG NF / NG NF / NG

(NF) Negativo para la fermentacion del azicar (NG) Negativo para la produccion de gas (F) Positivo para la fermentacion del azlcar (G) Positivo para la
produccién de gas
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Anexo 4. Sensibilidad antimicrobiana de las bacterias productoras de esterasas aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja.

Cepas bacterianas

Antimicrobiano
MA1 MA2 MA3 MA4 MA5 MA6 MA8 MA9 MA10 MA12
Ampicilina S S S R S R S S R S
AMP10
Cefoxitina S s S S S S S S S S
FOX30
Clindamicina R S S R R R R S R S
DA2
Cloranfenicol S S S = S S S S S S
C30
Eritromicina S s S S S S S S S S
E15
Estreptomicina S S = R S S S S S S
S10
Gentamicina S S S R S S S S S S
CN10
Kanamicina S R S S S S S S S S
K30
Novobiocina S s S S S R S S R S
NV5
Penicilina G S S S R S R S S R S
P10
Tobramicina S S S R S S S S S S
TOB10
Vancomicina S S S R S R S S R S
VA30

(R) Resistente (S) Sensible
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Anexo 5. Secuencias parciales de los genes ribosémicos 16S de las bacterias productoras
de esterasas aisladas de suelos de cultivos de arroz de Rioja.

MA1:

ATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCGTTAGCTGC
GCCACTAAAGCCTCAAAGGCCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTATTAGGCCAGATGGCTGCCTTCGCCATCGG
TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCATCCTCTCCCATACTCTAGCTG
ACCAGTATCGAATGCAATTCCTAAGTTAAGCTCAGGGATTTCACATCCGACTTAATCAGCCGCCTACGCA
CGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTA
GCCGGTGCTTATTCTGCGAGTAACGTCCACTCATCAAGGGTATTAACCTTAAGAGCCTCCTCCTCGCTTA
AAGTGCTTTACAACCAAAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTCCGCCCATTGTCC
AATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCGGATCATCCT
CTCA

MA2:

ATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGC
AGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTT
TTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGC
GCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCATAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAAC
AGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGA
AGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTC
TCA

MAS:

ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGC
AGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTT
CCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCG
AGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAAC
AACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGC
GGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACC
CTCTCA
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MA4:

ATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTC
GTTACTGAGTCAGTTAAGACCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTGCAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGT
GTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCCCTCTGCCGCACTCTAGCCT
TGCAGTCACAATGGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACCACTGTCTTACAAAACCGCCTGCGC
ACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGGTGCTTATTCTTACGGTACCGTCATGACCCGGGGATATTAGCCCCAGGCTTTTCGTTCCGTACAA
AAGCAGTTTACAACCCGAGGGCCTTCATCCTGCACGCGGCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTC
CAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCC
TCTCA

MAS5:

ATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCGTTAGCTGC
GCCACTAAAGCCTCAAAGGCCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTATTAGGCCAGATGGCTGCCTTCGCCATCGG
TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCATCCTCTCCCATACTCTAGCTG
ACCAGTATCGAATGCAATTCCTAAGTTAAGCTCAGGGATTTCACATCCGACTTAATCAGCCGCCTACGCA
CGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTA
GCCGGTGCTTATTCTGCGAGTAACGTCCACTCATCAAGGGTATTAACCTTAAGAGCCTCCTCCTCGCTTA
AAGTGCTTTACAACCAAAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTCCGCCCATTGTCC
AATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAAGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCGGATCATCCT
CTCA

MAG:

ATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGC
CCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCTC
CGGAAGCCACGTCTCAAGGACACAGCCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACC
GGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGC
TGGACAGTTTTAAATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTAACTTATCCAACCGCCTGCG
TGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAG
TTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCACAGTTGATACGTATTAGGCATCAACCTTTCCTCCTCGCT
GAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGGTTTCCCCCATTGT
GCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCTGTGTGGCTGATCATCC
TCTCA
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MAS:

ATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCGTTAGCTGC
GCCACTAAAGCCTCAAAGGCCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTATTAGGCCAGATGGCTGCCTTCGCCATCGG
TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCATCCTCTCCCATACTCTAGCTG
ACCAGTATCGAATGCAATTCCTAAGTTAAGCTCAGGGATTTCACATCCGACTTAATCAGCCGCCTACGCA
CGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTA
GCCGGTGCTTATTCTGCGAGTAACGTCCACTCATCAAGGGTATTAACCTTAAGAGCCTCCTCCTCGCTTA
AAGTGCTTTACAACCAAAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTCCGCCCATTGTCC
AATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAAGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCAGATCATCCTC
TCA

MA9:
ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGC
AGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTT
CCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCG
AGCCCTTTACGCCCAATAATTCCAGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAAC
AACACAGCTTTACGATCCAAAGACCTTCATCACTCAAGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGC
GGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCCATCACC
CTCTCA

MA10:

ATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGC
CCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCTC
CGGAAGCCACGTCTCAAGGACACAGCCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACC
GGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGC
TGGACAGTTTTAAATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTAACTTATCCAACCGCCTGCG
TGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAG
TTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCACAGTTGATACGTATTAGGCATCAACCTTTCCTCCTCGCT
GAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGGTTTCCCCCATTGT
GCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCTGTGTGGCTGATCATCC
TCTCA
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MA12:

ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGC
AGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTT
CCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCG
AGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTTGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAAC
AACAGAGCTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGC
GGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACC
CTCTCA
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