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RESUMEN

La investigacion se realizé en el &mbito acuético del centro poblado de Uros Chulluni
y la Reserva Nacional del Titicaca, en el distrito, provincia y region Puno, durante los
meses de setiembre a octubre del 2017. Los objetivos especificos fueron: a) Identificar
las especies de los géneros Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter de la rizéfera de
Schoenoplectus tatora, procedentes de la localidad de Uros Chulluni y la Reserva
Nacional del Titicaca y b) Evaluar la capacidad degradativa “in vitro” de almidon,
grasas (Tributirina) y proteinas (caseina) por Ps. aeruginosa, Ps. fluorescens, B.
subtilis, E. cloacae y E. aerogenes de la rizésfera de S. tatora. Las muestras de totora,
procedieron del lago Titicaca, colectandose las raices adventicias y tallos, siendo
metodologias estandarizadas se procedieron al cultivo en agares: Pseudomonas, EMB
y Mueller Hinton, la identificacion de las especies bacterianas se realizd mediante
pruebas bioquimicas (INS); la capacidad degradativa de las bacterias rizosféricas
fueron evaluadas utilizando los sustratos almidén, azucares y lipidos en medios
especificos como el agar Tributirina y agar Caseina. Los datos fueron analizados
mediante pruebas de analisis de varianza (ANOVA), prueba de Tukey y medidas de
tendencia central. Resultados: Las bacterias aisladas de S. tatora en zonas de estudio
fueron: Pseudomonas aeruginosa, Ps. fluorescens, E. cloacae, E. aerogenes y B.
subtilis, con diferencias estadisticas entre bacterias y entre zonas (P < 0.05); B. subtilis
tuvo el efecto degradativo del almidén y las bacterias Ps. fluorescens degradaron
grasas y proteinas determinando que la capacidad degradativa de las bacterias fue
significativa segun bacterias y zonas (P < 0.05). Se concluye en que las bacterias
aisladas poseen la capacidad degradativa de almidon, grasas y caseina, variando segun
la bacteria aislada.

Palabras clave: Bacterias, biodegradacion, compuestos orgéanicos, totora.
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ABSTRACT

The research was conducted in the aquatic environment of the center of Uros Chulluni
and the Titicaca National Reserve, in the district, province and Puno region, during the
months of September to October 2017. The specific objectives were: a) ldentify the
species of the genera Pseudomonas, Bacillus and Enterobacter of the rhizosphere of
Schoenoplectus tatora, from the locality of Uros Chulluni and the Titicaca National
Reserve and b) Evaluate the in vitro degradability of starch, fats (Tributyrin) and
proteins (casein) by Ps. aeruginosa, Ps. fluorescens, B. subtilis, E. cloacae and E.
aerogenes of the rhizosphere of S. tatora. The samples of totora, came from Lake
Titicaca, collecting the adventitious roots and stems, being standardized
methodologies were proceeded to cultivation in agars: Pseudomonas, EMB and
Mueller Hinton, the identification of bacterial species was performed by biochemical
tests (INS); The degradative capacity of rhizospheric bacteria was evaluated using
starch substrates, sugars and lipids in specific media such as Tributirin agar and Casein
agar. The activities were analyzed by analysis of variance (ANOVA), Tukey test and
measures of central tendency. Results: Bacteria isolated from S. tatora in study areas
were: Ps. aeruginosa, Ps. fluorescens, E. cloacae, E. aerogenes and B. subtilis, with
statistical differences between bacteria and between zones (P <0.05); B. subtilis had
the degradative effect of starch and the bacteria Ps. fluorescens degraded fats and
proteins determining that the degradation capacity of the bacteria was significant
according to bacteria and zones (P <0.05). It is concluded that the isolated bacteria
possess the degradative capacity of starch, fats and casein, varying according to the
isolated bacterium.

Key words: Bacteria, biodegradation, organic compounds, totora.
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Las bacterias presentes en la rizésfera de la totora (Schoenoplectus tatora),
actuan purificando el agua mediante procesos aerobios de degradacion, gracias al
transportar grandes cantidad de oxigeno desde los tallos hasta las raices y rizomas,
donde es usado por dichos microrganismos, ademas del oxigeno en la zona radicular,
las bacterias son favorecidas por exudados de las plantas en la misma zona, como
fuente de nutrientes y energia, interaccionando con la planta e influyendo en su
crecimiento y en la defensa frente a fitopatdgenos, entre ellos se mencionan a los
géneros Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter, entre otros, los cuales poseen una
gran versatilidad metabdlica y se utilizan como bacterias modelo para analizar la
colonizacion competitiva de la rizosfera de diversos tipos de planta y muchas de ellas
sintetizan enzimas con capacidad degradativa de compuestos organicos, tales como los

azUcares, grasas y proteinas.

Las aguas residuales domésticas, entre los principales compuestos se pueden
hallar proteinas (40 — 60%), carbohidratos (25 — 50%) y grasas Yy aceites (10%), la urea
y el amoniaco como fuentes de nitrégeno y las proteinas, puede aportar azufre, hierro
y fosforo (5%), otros compuestos importantes son los azucares como la glucosa,
lactosa, sacarosa, fructosa y galactosa; y los acidos como el acético, propionico,
butirico, lactico y citrico, también, se pueden encontrar celulosa, almiddén y lignina,
glicerina y &cidos grasos, lo cuales pueden ser degradados por bacterias presentes en

las rizosferas de las plantas acuéticas.
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Es por ello que se aislaron, identificaron y experimentaron su capacidad
degradativa de las especies Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes a partir de la
rizésfera de la totora (Schenoplectus tatora), con la finalidad de evaluar su capacidad
degradativa de azucares (almiddn), grasas (Tributirina) y proteinas (caseina), y que en

el futuro podrian ser utilizados en procesos de biorremediacion de aguas residuales.

Los resultados de la investigacion, indica que las bacterias aisladas a partir de
la rizésfera de la totora, degradaron materia orgénica entre ellos almidon, grasas y
caseina, estos resultados contribuyen al conocimiento de la existencia de bacterias con
capacidad degradativa, las cuales podrian ser usadas en procesos de tratamiento de
aguas residuales, para la disminucion de su composicion quimica en materia organica.

Por tal razdn esta investigacion tuvo los siguientes objetivos especificos:

- ldentificar las especies de los géneros Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter de
la rizo6fera de Schoenoplectus tatora, procedentes de la localidad de Uros Chulluni

y la Reserva Nacional del Titicaca.

- Evaluar la capacidad degradativa “in vitro” de almidon, grasas (Tributirina) y
proteinas (caseina) por Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes de la rizésfera

de Schoenoplectus tatora.
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I.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

La actividad solubilizadora de fosfatos y la promocion del crecimiento vegetal
mediante la produccién de &cido indolacético por microorganismos rizosféricos de
Espeletia grandiflora y Calamagroslis effusa determinandose las bacterias
Enterobacter sp., Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa (Sanchez et al.,
2018), Pseudomonas aeruginosa en ciertos efluentes grasos recolectados de locales de
expendio de comida rapida y comprobaron que a 37 °C, un tiempo de 24 h y un pH
inicial de 7, el microorganismo producen enzimas satisfactoriamente y que a tiempos
mayores a 24 h (48 y 72 h) la actividad de enzima decrece, debido a la accion de otras
enzimas por medio de los cuales Pseudomonas consume también los acidos grasos
liberados y por consiguiente se reduce la cantidad de NaOH usada para el punto final

(Huane & Rivera, 2014).

Las bacterias lipoliticas enddégenas de un residuo graso industrial para tratar
biol6gicamente con un consorcio bacteriano preparado con las cepas de Pseudomonas
(cepas 1 y 2), Bacillus (cepas 3 y 4) y Enterobacter (cepa 5), en 21 dias y a
temperatura ambiente, degradé 341.5 mg de grasa (91.4% de degradacion), la carga
bacteriana superé 10 UFC/ml, la DBOs 20° y DQO disminuyeron en un 33.6% Yy
59.8%, por tanto, fueron efectivas en eliminar el 90% del volumen de residuos grasos
y olores desagradables de trampas de grasa de empresas procesadoras de cerdos y
aves, representando una herramienta util para el tratamiento de estos residuos
(Gonzélez et al., 2012); debido a que las lipasas son las enzimas més utilizadas en

14
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procesos biotecnoldgicos y en procesos quimicos, la investigacion se enfocé en la
busqueda de nuevos microorganismos con propiedades lipoliticas deseadas (Aceves &

Castafieda, 2012).

Se obtuvo 22 aislamientos bacterianos capaces de hacer disponible el fosforo
(P) a partir de fosfato tricalcico, de los cuales siete mantuvieron su capacidad
solubilizadora a la quinta resiembra, los cuales fueron nominados como UNBSL1 a
UNBS7 (Patifio & Sanchez, 2012); las aguas poseen contaminantes como
carbohidratos, proteinas y acidos grasos y los agentes bioldgicos poseen ventajas en la
eliminacion de estos contaminantes, y aislaron 58 cepas bacterianas de la rizésfera de
hidréfitas Typha dominguensis, para la remocidn de materia organica, de los cuales 13
cepas seleccionadas removieron el DQO, 21 cepas mostraron respuestas satisfactorias
para asimilar diferentes fuentes de carbono e hidrolizar proteinas y lipidos, en un
tiempo de 72 horas, concluyendo que dichas cepas podrian ser utilizadas
potencialmente en un sistema de tratamiento de aguas y contribuir a la remediacién de

efluentes (Salgado et al., 2012),

La totora (Schoenoplectus tatora), es (til para actuar a modo de soporte para el
desarrollo de biopeliculas de microorganismos que actian purificando el agua
mediante procesos aerobios de degradacion, transportar grandes cantidades de oxigeno
desde los tallos hasta las raices y rizomas, donde es usado por dichos microrganismos,
ademaés del oxigeno en la zona radicular, las bacterias son favorecidas por exudados de
las plantas en la misma zona (Delgadillo et al., 2010); existe un gran nimero de
microorganismos que sintetizan lipasas, solo algunas especies de bacterias se

evaluaron en la produccién de lipasas adaptadas al frio, entre las cepas productoras de
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lipasas a temperaturas bajas se tiene a Acinetobacter sp., Achromobacter lipolyticum,
Aeromonas hydrophila, Bacillus sphaericus, Photobacterium lipolyticum, Morexella
sp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Psychrobacter okhotskensis,

Serratia marcescens y Staphylococcus epidermidis (Joseph et al., 2007),

Los microorganismos con un alto potencial para producir lipasas habitan
principalmente los desechos o residuos de aceites vegetales utilizados en la
elaboracion de frituras, industrias de productos lacteos, suelos contaminados con
aceites y alimentos deteriorados, a partir de éstos nichos se han aislado bacterias,
hongos filamentosos, levaduras y actinomycetos, entre los que sobresalen los géneros
Pseudomonas, Rhodococcus, Bacillus, Staphylococcus, Rhizopus, Mucor, Aspergillus,
Candida y Geotrichum sp, por su capacidad para producir lipasas extracelulares,
facilitando la recuperacion de estas enzimas a partir del medio de cultivo (Ertugrul et
al., 2007); segln 3 cepas en un proceso de compostaje de materia organica, L1, L2 y
L3 de las cuales L1 present6 antagonismo, la cepa L3 presentd actividad enzimatica
lipolitica, el compost obtenido resultdé con N organico 1.59%, P 1.32%, K 2.53% y
respecto a Escherichia coli y Salmonella sp presentaron una disminucion en su
cantidad porque alcanzaron una temperatura maxima de 65.2 °C en la sexta semana

(Cepeda & Valencia, 2007),

El seleccionar cepas microbianas de diferente hébitat, con capacidad
amilolitica experiment6 con boniato (Ipomea batata Lam.) fresco rallado, ajustados a
pH de 4, 5, 6, 7 y 8 (con soluciones al 10% de HCl y NaOH) y se coloco en cuatro
ambientes diferentes, por un periodo de cinco dias y obtuvieron 32 cepas puras, de

ellas el 31.2% con capacidad amilolitica, de los cuales los hongos presentaron mayores
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indices de potencia seguidos por las bacterias (Rodriguez et al., 2006); grupos
bacterianos asociados a las raices de las plantas acuéaticas Pistia sp, Eichhornia sp y
Azolla sp y entre los géneros bacterianos se encuentran Acinetobacter sp, Aeromonas
sp, Citrobacter sp, Chromobacterium sp, Enterobacter sp, Flavimonas sp, Klebsiella
sp, Kluyvera sp, Pseudomonas sp, Morganella sp, Pantoea sp, Providencia sp,
Serratia sp, Stenotrophomonas sp y Rahnella sp, a algunos se les atribuye alguna
relacion con la depuracion natural de las aguas residuales especialmente en procesos

desnitrificantes y eliminacion de fosfatos y algunos son patégenos (Rojas, 2005),
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2.2 Marco teorico
2.2.1 Bacterias degradadoras de materia organica
a. Genero Pseudomonas

El género Pseudomonas sp. se identifica por ser bacilos Gram negativos rectos
o0 curvados con un tamafio de 0.5 — 1.0 x 1.5 — 5.0 um; no presentan formacion de
esporas; son aerobias habiendo algunas capaces de usar el nitrato como aceptor final
de electrones, crecen quimioorganotréficamente a pH neutro siendo bacterias
mesofillas y moviles por la presencia de uno o varios flagelos polares; este género esta
ampliamente distribuido en el medio ambiente por su capacidad de usar diferentes
fuentes de carbono y tener bajos requerimientos nutricionales; algunas especies de
estas se consideran patdgenos importantes para plantas, animales y el hombre

(Hendricks, 2000), su clasificacion taxondmica es:

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Pseudomonadales
Familia : Pseudomonadaceae
Género : Pseudomonas
Especies : Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas stutzery

Pseudomonas pseudoalcaligenes (Lopardo, 2016).
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Actualmente en el grupo fluorescente esta: P. fluorescens, P. putida, grupo
filogenético gamma de las proteobacterias, ha sido de gran interés, origina un extenso
rango de enzimas y metabolitos que pueden tener un efecto antagonico sobre
numerosos fitopatdgenos mediante la induccidon de resistencia sistémica cuando
impulsa compuestos de defensa situados en diferentes lugares donde ataca el patdgeno
(Saravanakumar et al., 2007), como es la produccién de &cido salicilico (Saikia et al.,

2003).

De igual forma estas bacterias originan el crecimiento vegetal mediante la
produccion de sideroforos, moléculas de bajo peso molecular que les permiten obtener
micronutrientes limitantes para su desarrollo y crecimiento como es el hierro
(Mercado & Bakker, 2007), produccién de fitohormonas y solubilizacion del fosfato
mineral principalmente por la elaboracion de &cidos organicos, aunque otros
mecanismos se han propuesto como la produccion de sustancias quelantes como
acidos inorganicos (acido sulfhidrico, acido nitrico y acido carboénico) (Dey et al.,
2004); asi mismo para la mineralizacion del fosforo organico se ha descrito la
elaboracion de fosfatasas acidas y fosfatasas alcalinas donde hidrolizan los enlaces

fosfoanhidrido o fosfoester de los compuestos (Rodriguez & Fraga, 1999).

b. Género Bacillus

Género Bacillus sp. es un grupo de bacilos de gran importancia, Gram
positivos rectos de tamafio de 0.5 — 2.5 x 1.2 — 10 um; tienen esporas ovales o
redondas, maviles por flagelos peritricos, aerobios o anaerobios facultativos, crecen
quimioorganotréficamente encontrandose en ambientes con diferente pH, temperatura

y salinidad presentan un metabolismo fermentativo; y son catalasa positiva; ubicuos en
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un amplio rango de habitat (Hendricks, 2000), gracias a la produccién de una pared
celular de multiples capas, se establecen esporas resistentes a condiciones de estrés,

secrecion de antibidticos y enzimas, su clasificacion taxonémica es:

Dominio : Bacteria
Filo : Firmicutes
Clase : Bacilli
Orden : Bacillales
Familia : Bacillaceae
Género : Bacillus
Especies : Bacillus subtilis

Bacillus lichiniformis
Bacillus firmus
Bacillus alvei
Bacillus sphaericus

Bacillus megaterium (Lopardo, 2016).

Especies de Bacillus sp., poseen una actividad biocontroladora frente a la
amplia clase de patdgenos, por medio de tres mecanismos: antagonismo, promocion de
crecimiento del vegetal (Rodriguez et al., 1999) o la estimulacion de las defensas de
esta (Choudhary & Johri, 2009), siendo la obtencion de toxinas y antibidticos de la
familia de las surfactinas, iturinas y fengicinas las mas significativas (Ahmad et al.,

2008).

La actividad proteolitica de las bacterias lacticas usadas como fermentos en la

elaboracion de queso no es tan elevada como la de otros grupos de microorganismos,
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como los géneros Bacillus, Proteus y Pseudomonas, sin embargo, su sistema
proteolitico es muy variado y esta formado por proteinasas y peptidasas extracelulares
(ligadas a la pared o a la membrana celular) e intracelulares, capaces de degradar
completamente las caseinas a aminoacidos (Mou et al., 1975), la actuacion del sistema
proteolitico comienza por la accion de las proteinasas extracelulares sobre las caseinas
de la leche y sobre los productos derivados de la accion del cuajo y las proteinasas de
la leche sobre las caseinas. A continuacién, los productos originados por las
proteinasas extracelulares son degradados por las peptidasas que liberan péptidos
pequefios y aminoacidos, estos productos son transportados al interior de la célula
donde se terminan de degradar por las peptidasas intracelulares y las enzimas

responsables del catabolismo de los aminoacidos (Gomez, 1996).

c. Bacterias Enterobacter

Es un género de bacterias Gram negativas facultativamente
anaerdbicas pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae. Muchas de estas bacterias
son patdgenas y causa de infeccidn oportunista, otras son descomponedores que viven
en la materia organica muerta o viven en el cuerpo humano como fraccion de una
poblacion microbiana normal (Prescott, 2004), ciertas enterobacterias patdgenas
causan infeccién especialmente al tracto respiratorio y tracto urinario, su clasificacion

taxonémica es:

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
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Género : Enterobacter
Especies : Enterobacter cloacae

Enterobacter aerogenes
Enterobacter asburiea

Enterobacter cowanii (Lopardo, 2016).

Fermentan la glucosa, reducen nitratos y nitritos, citocromooxidasa negativos y
catalasa positivos, son moviles (excepto E. asburiae) la mayoria descarboxilan la
ornitina (excepto E. cowanii), degradan los azucares en el medio TSI con produccion
de &cido en el fondo del tubo y en el pico, generalmente con abundante fabricacion de
gas, que desplaza la columna del medio de cultivo, no producen SHy, en la Tabla 1 se
observan las caracteristicas bioguimicas que distinguen las especies del género
Enterobacter, Cronobacter y Pantoea. A partir del comportamiento en las pruebas de
arginina dihidrolasa (ADH), lisina descarboxilasa (LDC) y ornitina descarboxilasa
(ODC), con un minimo namero de pruebas adicionales se pueden distinguir algunas
especies de Enterobacter. E. aerogenes y E. cloacae se diferencia por la

descarboxilacion de la lisina, positiva y negativa respectivamente (Prescott, 2002).

E. gergoviae y E. aerogenes, tienen un patron de descarboxilacion similar:
(LDC +, ODC +, ADH-), se pueden diferenciar con la hidrélisis de la urea y con el
agregado de dos azucares (adonitol y sorbitol). E. gergoviae no fermenta adonitol ni
sorbitol y es ureasa fuertemente positiva, mientras que E. aerogenes fermenta los dos
azUcares y es ureasa negativa. E. asburiae es bioquimicamente similar a E. cloacae,
pero es la Unica especie inmovil del género y da negativa la prueba de Voges

Proskauer (Lopardo, 2016).
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Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas que diferencian especies de los géneros

Enterobacter, Cronobacter y Pantoea (Lopardo, 2016).

ESPECIES LDC ADH oDC VP SAC ADO SBL RAM  ESC MEL PIG MDG
HUMANAS
E. aerogenes + - + + + + + + + + - +
p. agglomerans - - - \Y \Y - \% \% \Y \% \Y -
E. amnigenus - - \Y% + + - - + + + - \V
biogroupo 1
E. asburiae - \Y/ + - + - +
E. cancerogenus - + + + - - - + + R - _
E. cloacae subsp - + + + + \Y% + + \Y% + - \Y%
cloacae
E. cowanii - - - + + - + + _
E.gergoviae + - + + + - - + + + R R
E. hormaechei - \% + + + - - + - - - \V]

subsp hormaechei
E. kobei - + + - + - + \V + - +

C. sakazakii - + + + + - - + + + + +

AMBIENTALES

E. amnigenus - \Y + + - - + + + + - +
biogroupo 2

E. cloacae Subsp. - + + + + - + + + + - +
disolvens

E. nimipresuralis - - + + - - + + + + _ +
E. pyrinus + - + + + - - + + + - -
E. radicitans - + - + + - + + - + - _

LDC: Lisina descarboxilasa, ODC:Ornitina descarboxilasa, ARG: Arginina dihidrolasa, VP:
Voges Proskauer, SAC: Sacarosa, ADO: Adonitol, SBL; Sorbitol,RAM: L-ramnosa, ESC:
esculina, MEL, Melibiosa, PIG: Pigmento amarillo, MDG:a-metil-D-glucosido,+:>90%, V de
11 a 89%, -: <10%

E.pyrinus se diferencia de E. gergoviae por su crecimiento en caldo cianuro depotasio, la
produccidn de 4cido a partir de mio-inositol y la no fermentacion de rafinosa.

E. hormaecheies es bioguimicamente similar a E. cancerogenus excepto que es
ureasa positiva, sacarosa, positivo y esculina negativo. E. ludwigii y E. hormaechei,
especies que previamente pertenecian al complejo E. cloacae, se pueden separar de
éste mediante crecimiento en o metil — D — glucopiranosido y putrescina y 3-

hidroxibutirato, respectivamente (Farmer et al., 1989), las tres subespecies de E.
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hormaechei (que corresponden a los grupos VI, VIl y VIII del complejo E. cloacae) se
pueden separar a través de la fermentacion de adonitol, dulcitol y D-sorbitol

(Koneman, 2001).

Aln no se han consensuado marcadores moleculares especificos para la
identificacion del género Enterobacter. Como ocurre con las demés enterobacterias las
secuencias de los genes del ARNr 16S presentan similitudes mayores del 97 — 98%
razon por la cual esta molécula tiene bajo poder de discriminacién a nivel de especie
(Ryan & Ray, 2011), es recomendable realizar un analisis de secuencia de genes
adicionales que codifiquen proteinas, el andlisis de secuencia multilocus (MLSA)
basado en los genes recN (recombinacion y reparacion de proteinas), rpoA (subunidad
a de la ARN polimerasa) y thdF (oxidacion de tiofeno y furano) parece ser una

alternativa Gtil para una correcta asignacién de las especies (Brady et al., 2010).

2.2.2 Biodegradacion bacteriana de materia organica
a. Biodegradacion de azucares (almiddn)

El almidon se localiza en casi todas las plantas, estd compuesto por amilosa,
constituida por 1000 a 5000 moléculas de amilopectina y glucosa, constituido por
6000 a 20000 unidades de glucosa (Allinge et al., 1976), los microorganismos
amiloliticos utilizan enzimas reductoras para producir azlcares simples, dentro de
estos se identifican bacterias como Bacillus sp, Pseudomonas sp, y Streptomyces sp
(Sanchez et al., 2005), en el engranaje del metabolismo celular, las bacterias liberan al
medio parte de su bateria enzimatica para usar los sustratos disponibles (Sasson,

1984), la exoenzima amilasa es la que se liberan (Reddy et al., 2004), éstas
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desempefian un papel fundamental en el uso del almidon como fuente energética

(Gupta et al., 2003).

Para que obtenga dextrinas y polimeros pequefios constituido por unidades de
glucosa se hidroliza el almidon con la enzima amilasa (Gupta et al., 2003), estas
enzimas presentan aplicaciones en diferentes industrias alimentarias, textil, papelera,
de fabricacion de detergentes, entre otras (Aiyer 2005); sin embargo, estas enzimas
son producidas por eucariotas y procariota; la fuente bacteriana es elegida por la
industria por un crecimiento rapido y medios de cultivo poco exigentes, las bacterias
del género Bacillus son productora de la amilasa, entre éstas se mencionan a B.
subtilis, B. stearothermophilus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis (Prakash &
Jaiswal, 2010), hay reportes de unas bacterias amiloliticas hal6filas como
Chromohalobacter sp. (Prakash et al., 2009), Halobacillus sp. (Amoozegar et al.,
2003), Bacillus dipsosauri (Deutch 2002). Halomonas meridiana (Coronado et al.

2000) y Micrococcus sp. (Khire 1994).

Con el aumento del desarrollo industrial nace la necesidad de buscar
microorganismos nuevos que originan las amilasas eficientes con excelentes
caracteristicas cataliticas, al respecto, Babavalian et al. (2013), aislaron bacterias del
lago hipersalino Aran-Bidgol en Iran con actividad hidrolitica. Ghozlan et al. (2006),
consiguen bacterias hal6filas moderadas de otros ambientes hipersalinos en Alejandria
— Egipto con su biodiversidad y capacidad hidrolitica (Cojoc et al. 2009) y estudiaron
a bacterias que ocasionan enzimas extracelulares aisladas de una mina de sal en Slanic
Prahova — Rumania, (Sanchez et al. 2003), otras bacterias hal6filas moderadas que

causan enzimas hidroliticas de distintos ambientes hipersalinos fueron aislados en
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Espafia, asi también Prakash et al. (2009), obtuvieron la produccion y purificacion de

amilasas bacterianas.

A nivel industrial el almidon para su degradacion exige otras condiciones
cataliticas desde muy suaves hasta extremas, por eso la busqueda de bacterias
productoras de amilasas de ambientes hipersalinos que permita conseguir fuentes
alternativas de enzimas con nuevas caracteristicas, en tal sentido, este estudio describe
sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas a las bacterias amiloliticas aisladas de

Salinas de San Blas que esta ubicada en los Andes peruanos (Canales et al., 2014).

b. Biodegradacién de grasas

Se emplea para hidrolizar lipidos causando glicerol y é&cidos grasos, las
reacciones mas importantes en las cuales las lipasas con reacciones quirales estan
comprometidas debido a la posibilidad de resolver mezclas racémicas (Sanchez,
1999), el mecanismo de accion de las lipasas consiste en la hidrolisis de un acido graso
en presencia de alcohol obteniendo un éster y liberando agua, asi mismo el mecanismo
catalitico de las lipasas se basa en un sistema de intercambio de cargas que consta de 4
etapas, tras la union del sustrato, se produce el ataque nucleofilico por parte del grupo
hidroxilo de la serina catalitica en el enlace éster del lipido, lo que lleva a la rotura del
enlace y a la formacion de un intermediario entre el 4cido graso y la serina
nucleofilica, posteriormente se libera el alcohol y se produce un segundo ataque
nucleofilico por la molécula de agua que ataca el enlace éster del mediador transitorio,
lo que produce la liberacion del acido graso y la regeneracion del centro catalitico

(Bornscheuer, 2002).
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Las enzimas lipasas son de rapida produccion, poseen actualmente nuevas
aplicaciones en la industria de hidrocarburos en sintesis organica y han expandido su
penetraciéon en la producciéon farmacéutica ya que son mas faciles de producir las
lipasas bacterianas y fangicas modificado por tecnologia de DNA recombinante
(Snellman & Cowell, 2004), ambientalmente la lipasa es utilizada en inoculantes como
depurador de tratamientos cloacales y como tratamiento en residuos sélidos para
hidrolizar grasa y liquidos como una alternativa de renovacion de productos de origen

guimico (Sanchez, 1999).

Una de las grandes aplicaciones que se obtienen del uso de estos
microorganismos es la hidrolisis enziméatica como es el caso el uso de las lipasas
inmovilizadas como catalizador biolégico de materia orgéanica y grasas presentes en
los efluentes que por medio de métodos convencionales quimicos y fisicos son de
elevado costo de realizar (Prats, 2012), asi es como aparece la biotecnologia
ambiental, como una alternativa limpia y con bajo precio en comparacion a los
tratamientos convencionales que se saturaban rapidamente, se consumian recursos

internos y no cumplian con los objetivos deseados (Rodriguez et al., 2006).

Los habitats naturales de estos microorganismos son los suelos de cultivo de
palma aceitera 0 en la misma planta especificamente en el fruto de donde se extrae el
aceite; del fruto de palma se han logrado aislar la mayor diversidad de
microorganismos lipoliticos como bacteria Gram negativo y Gram positivo
pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Bacillus, respectivamente, como
productora de lipasa extracelular, como también se han encontrado hongos lipoliticos

(Flores et al., 2010) recientemente se ha logrado aislar un microorganismo del fruto de
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palma identificado como Mucor sp para producir lipasas conde fue cultivado en un
medio compuesto de sales y aceite de girasol como fuente de carbono (Hiol & Deyris

2002).

Las lipasas son un grupo de enzimas que tiene la capacidad de hidrolizar
triglicéridos y otras variedades de lipidos existentes en el aceite de la palma aceitera,
ademas son capaces de catalizar otras reacciones de transesterificacion, amindlisis,
esterificacion, transferencia de acilos (Garcia & Quintero 2000), en la actualidad los
mercados de las lipasas son de origen animal; aunque ya existen lipasas provenientes
de fuentes microbianas, que se han logrado aislar de especies como Mucor mihei,
Aspergillus niger, Geotricum candidum, Candida rugosa, Pseudomonas sp, Rhizopus

oryzae y R. niveus (Morales & Mufioz 2005).

Las lipasas bacterianas, ya comprobada su versatilidad en medios organicos, en
los Gltimos afios se ha ido incrementando el nimero de aplicaciones, pero en el campo
industrial mas significativa en la actualidad lo constituye el campo de los detergentes,
también se han empleado desde los afios noventa, en la composicién de otros
productos, como disolventes de limpieza, en la industria de productos lacteos y como
tensoactivos en muchas formulaciones de alimentos (salsas, helados, mayonesa)
(Fabian, 2015), se ha llegado a purificar y caracterizar algunas lipasas bacterianas
como las de Pseudomonas alcaligenes M-1 que secreta lipasas alcalinas las cuales
tienen excelentes caracteristicas para la remocion de manchas de grasas, la lipasa de

Pseudomonas aeruginosa LP 602 fue aislada de aguas domeésticas (Pefia, 2006).
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c. Biodegradacién de proteinas

Las enzimas proteasas son las que catalizan la degradacion de proteinas al
hidrolizar los enlaces peptidicos, de acuerdo al criterio adoptado por el Comité de
Nomenclatura de la Union Internacional de Bioguimica y Biologia Molecular, donde
las enzimas se clasifican en grupos dependiendo de la reaccién catalizadora, las
proteasas pertenecen al Grupo 3 (hidrolasas), subgrupo 4, estas enzimas se encuentran
presente en todos los organismos vivos cumpliendo diversas funciones a nivel celular
(Madigan et al., 2006), sus funciones comprenden desde los procesos generales de
digestion de las proteinas de la dieta hasta procesos especificos y muy regulados,
como la activacion de zimégenos y modulacion de la liberacion de hormonas y otros
productos bioactivos, como consecuencia de sus diversas funciones y niveles en los

que acttan (Xu et al., 2014).

Los microorganismos también producen una gran variedad de enzimas
proteoliticas, muchas de ellas con fines nutricionales, la degradacion proteica
comienza a nivel extracelular produciendo aminoacidos y péptidos de hasta 35
aminoacidos, lo que pueden utilizarse como nutrientes, a su vez, muchos
microorganismos infecciosos, como los patdgenos oportunistas, producen y secretan
proteasas como factores de virulencia que les facilitan la colonizacion de diferentes
nichos (Madigan et al., 2000), un ejemplo muy conocido es Pseudomonas aeruginosa,
esta bacteria produce y secreta varios factores de virulencia, entre ellos una proteasa
alcalina (degrada varias proteinas asociadas a la inmunidad innata en vertebrados) y la
elastasa (degradar las fibras elésticas de las paredes vasculares) (Veesenmeyer et al.,

2009).
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Ademas de su papel esencial para el desarrollo de diversos procesos
metabolicos y regulatorios, las enzimas proteoliticas son muy utilizadas a nivel
industrial, en este sentido, las proteasas microbianas (debido a su mayor estabilidad,
facilidad de manejo y menor costo de produccion) suelen preferirse frente a las
enzimas de origen animal o vegetal, en el afio 2013 el mercado de enzimas industriales
valia cerca de US$ 4.8 billones y la expectativa es que alcance los US$ 7.1 billones
para el afio 2018 segtn el reporte de la BBC Research “Global Markets for Enzymes
in Industrial Applications” (Madigan et al., 2006), dentro del mercado global de
enzimas, las proteasas son el grupo mas representado y encuentran aplicaciones en la
industria de detergentes, alimenticia, farmacéutica, textil, entre otras, se calcula que el
mercado mundial de proteasas representa el 60% del total de enzimas comercializadas

(Fullana, 2014).

Serin — proteasas. Estas proteasas se caracterizan por presentar un residuo de serina
(Ser) en su sitio activo, responsable del ataque nucleofilico sobre el carbonilo del
enlace peptidico blanco, la subtilisina Carlsberg producida originalmente por Bacillus
licheniformis es la peptidasa modelo de uno de ellos (clan SB), esta proteasa posee una
amplia especificidad de sustrato, una temperatura optima de 60 °C y se utiliza en

formulaciones detergentes (Prescott, 2002).

Los microorganismos, debido a su gran diversidad fisiolégica y bioguimica, y
su susceptibilidad a ser genéticamente manipulados, constituyen la principal fuente de
enzimas proteoliticas, estas enzimas tienen aplicaciones en diversos campos
industriales, siendo la industria de detergentes y alimenticia sus principales mercados,

a su vez, considerando las tendencias actuales de implementar tecnologias
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ambientalmente amigables (Madigan et al., 2006), la utilizacion de enzimas
proteoliticas se ha extendido a otras industrias, algunos procesos quimicos que
usualmente se realizaban en condiciones de temperatura y pH extremos, o altas
presiones, pueden realizarse por reacciones enzimaticas en condiciones mas
moderadas (Rao et al., 1998), las enzimas presentan la ventaja de catalizar reacciones
altamente especificas y tener elevada eficiencia catalitica, llevando a cabo incluso
reacciones estero selectivas, la utilizacion de enzimas permite ademas disminuir el
consumo energético y de agua en algunas industrias, asi como generar menor cantidad
de desechos y subproductos, sumado a esto, actualmente es posible, mediante técnicas
de mutacioén dirigida, mejorar la estabilidad y especificidad de los biocatalizadores

para adecuarlos a los procesos productivos (Gupta et al., 2002).

La mayoria de las proteasas incluidas en los productos detergentes son del
grupo de las subtilisinas (serin — proteasas alcalinas secretadas por las bacterias del
género Bacillus), debido a que son activas en las condiciones fuertemente alcalinas de
los mismos, laas proteasas utilizadas en este tipo de producto deben ser estables frente
a las sustancias blanqueadoras y agentes oxidantes, asi como compatibles con la fuerza
ionica de la solucion detergente (Gupta et al., 1999), actualmente, existe un interés
creciente por la identificacion de proteasas alcalinas activas en un rango amplio de
temperatura, las proteasas con elevada eficiencia catalitica a temperaturas bajas y
moderadas permiten el lavado con agua corriente, sin el calentado de la misma, lo que
implica un ahorro en el consumo energético y un menor impacto ambiental (Binod et

al., 2013).
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2.2.3 Totora (Schoenoplectus tatora)

La totora es un vegetal acuatico superior que constituye los totorales en el lago
Titicaca son importantes porque produce diversos beneficios al establecer el habitat de
proteccion y reproduccion de peces y aves que sirven de alimento a la poblacion
riberefia, y su asociacion con otras plantas acuaticas sumergidas establecen un medio
fundamental en la ecologia del lago Titicaca y humedales de la cuenca andina, asi
como para su economia de las personas. Igualmente, los totorales (PELT — ADESU,
2001), la extraccion de totora por parte de los habitantes a aumentado notablemente
para utilizarla como alimento para el ganado, abono en la agricultura, elaboracién de
balsas, artesanias, vivienda, salud y alimentacion; sin que se elaboren programas de
conservacién o reimplante del vegetal (PELT — ADESU, 2001), la clasificacion

taxondmica de la totora es la siguiente:

Dominio : Eucarya
Reino : Vegetal

Division : Faner6gamas

Subdivision : Angiospermas

Clase : Monocotileddneas
Superorden : Glumiflorales
Orden : Cyperales
Familia . Cyperaceas
Género : Schoenoplectus
Especie : Schoenoplectus tatora (Collot, 1980)

Nombre com(n : totora.
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Los rizomas toman diferentes nombres vernaculares segun el grado de madurez
como siphi, sacca (Goyzueta et al., 2009), entre otros, considerando sus
caracteristicas, se ha manifestado la presencia de diferentes tipos de rizomas o tallos

subterraneos, segun su edad y forma son:

Tallo. Segln a su situacion, se divide en dos partes
- Tallo aéreo. Es la parte del tallo que sobresale del agua, esta de un color verde
intenso pero la clorofila que presenta en su interior tiene tejido parenquimatoso
no clorofilico (tejidos simples no diferenciados), la forma de su seccion va de
triangular a circular que depende de la edad de la planta, situacién climatica,
nutrientes del sustrato del fondo, el tallo aéreo estd constituido por un tejido
parenquimatico llamado “aerenquima” que tiene aire, el cual beneficia la
circulacion del aire en el tejido esponjoso, asi como le permite flotar en el
agua, este tejido parenquimatico, desarrolla funciones de reparacion,
almacenamiento y en ciertos casos realiza la fotosintesis (PELT — ADESU,

2001).

- Tallo sumergido. Es la parte que comienza en el rizoma maduro, el tallo que
estd sumergido tiene clorofila, pero en la parte basal tiene una parte de color
blanquecina (por falta de clorofila) denominada “chullo” que almacena
disacaridos debido principalmente porque alli no inciden los rayos solares,
logrando almacenar disacaridos que dan un sabor dulce y agradable y se utiliza
como alimento humano, y alcanza hasta el pelo de agua (nivel), los tallos

pueden crecer de 30 cm a 100 cm o mas, de altura cada 4 meses,
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aproximadamente, lo que estd en funcién del substrato, habitat y medio

ambiente. llegan a alcanzar alturas de 2 a 6 m (PELT — ADESU, 2001).

Raiz. Las raices de la totora por su origen son adventicias y se producen desde el
rizoma maduro y conformada, especialmente por raices secundarias, que forman
penachos delgados. Proporcionan anclaje al vegetal en el substrato de fondo, su
desarrollo es horizontal, y crece de manera paralela a la superficie del suelo (fondo),
su diametro varia en torno a 1 mm. de grosor segun a la edad de la planta y al medio

del suelo que la sustenta (PELT — ADESU, 2001).

Rizoma. En la totora viene a ser un tallo modificado que se desarrolla después de la
raiz y también de manera paralela al suelo, la estructura interna estd formado por un
cilindro central con diversos haces libero-lefiosos, la corteza es de color blanco, con
nudos a cada 2 a 6 cm, de donde brotan las yemas que consecutivamente se convierten
en tallos, los rizomas tienen muchas sustancias de reserva y permiten a las plantas de
totora mantenerse durante la sequia (estado de latencia), cuando regresan los periodos
de humedad, rebrotan inmediatamente las yemas, las yemas y rizomas estan protegidas
por hojas modificadas de un color marrén claro amarillo, a manera de escamas
(catéfilas) (PELT — ADESU, 2001).

- Rizoma maduro. Es de color café marron brillante llamado comunmente
“saphi” o “sippi”, se caracteriza por tener un cilindro central y una capa
lignificada, en donde se encuentra bastantes haces libero lefiosos, dispuestos en
circulos concéntricos con una corteza de pigmentacion blanquecina, y cuando
envejece toma un color marrén oscuro depositando grandes sustancias de

reserva.
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- Rizoma joven o tierno. De color blanco, llamado “sacka” o “sacca”, presenta
los tejidos vegetales de un rizoma adulto, sin coloracion y no acumula
sustancias de reserva, este tipo de rizoma lo utilizan como alimento humano
que contiene altos niveles de yodo.

- Rizoma del 4pice. Es la parte terminal, apical del tallo subterrdneo que carece
de raices adventicias, siendo su tejido meristematico, con una pigmentacion
mayormente blanquecina y que esta en constante crecimiento, formando la

base de la expansion de la totora (PELT — ADESU, 2001).

Inflorescencia. De la totora es de tipo Umbela, llamada también “Pancara” o
“Panq’ara”, caracterizada porque sus primeras ramificaciones dan lugar a su vez a
otras umbelas pequefias y la umbelilla situada en sus ejes terminales, tiene un niamero
variable de flores, en el que cada eje terminal esta cubierto de una bractea escamosa de
un color café oscuro de 3 a 5 mm de longitud; la flor se encuentra rodeada por
pequefias hojas transformadas que rodean a los verticilos fértiles de las flores, que
carecen de sépalos y pétalos, sus verticilos exteriores estan representada por 4 escamas
que hacen las veces de un perigono haploide en algunas dicotiledéneas (PELT —
ADESU, 2001) y que estas serian como las glumas de las gramineas, son parecidas su
disposicion al género Triticum, el perigonio es tetramero actinomorfo; el androceo esta
dispuesto en dos verticilos, las escamas son similares a las glumillas de las gramineas
y finalmente se observa el Gltimo verticilo floral, una vez madura la inflorescencia,
forma la semilla y por el viento cae al agua, luego da lugar a una nueva planta,

siempre y cuando tenga condiciones naturales y antropicas favorables.
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El papel de la heléfitas (plantas adaptadas a condiciones de saturacién de
humedad e inundacion, siempre que el agua no las cubra completamente, es decir,
soportan una fuerte limitacion en la disponibilidad de oxigeno en el suelo, comprenden
una parte debajo del nivel del agua y otra parte aérea) en humedales artificiales, la
totora posee la utilidad de ser filtro de particulas, asimilacion de nutrientes (nitrégeno
y fésforo) y metales, asimismo, de soporte para el desarrollo de biopeliculas de
microorganismos que actlan purificando el agua mediante procesos aerobios de
degradacion, gracias al transportar grandes cantidad de oxigeno desde los tallos hasta
las raices y rizomas, donde es usado por dichos microrganismos, ademas del oxigeno
en la zona radicular, las bacterias son favorecidas por exudados de las plantas en la

misma zona (Delgadillo et al., 2010).

Bacterias en las raices de las macrofitas

Las bacterias y hongos presentes en el agua viven temporal o permanentemente
en la superficie o en el interior de las especies vegetales, asi las utilizan a las plantas
simplemente como substratos o se alimentan de sus productos metabolicos o
principios nutritivos parcial o totalmente como comensales (Grant & Long, 1989), en
especial sobre sus raices formando agrupaciones mas o menos densa, sin embargo,
otras no se produce ninguna colonizacion, debido a la presencia de sustancias
inhibitorias, los microorganismos presentes en las partes superficiales se alimentan
principalmente de excreciones de las plantas (Rheinheimer, 1987) llamado también
fitoestimulacion, entonces son muchos los lugares donde pueden habitar los
microorganismos dentro del ambiente acuatico, desempefiando diferentes funciones

segun sea este lugar, de ahi la importancia de conocer cada uno de ellos ademas de
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todos los factores y propiedades tanto fisicas como quimicas que influyen en el

crecimiento microbiano dentro de estos ambientes (Rojas 2005).

Pero el papel decisivo lo tienen los hongos y las bacterias, porque tienen poder
para degradar tanto los compuestos organicos presentes en forma solida como los
disueltos (Rheinheimer, 1987), debido al enorme importancia el papel de los
microorganismos (Alvarez, 2005), ademas, en los ultimos afios las rutas de
degradacion aerobia y anaerobia de la materia organica son hoy dia conocidas en gran
detalle (Smith & Smith, 2001), a medida que progresa la autodepuracion de las aguas,
se modifica también la poblacion microbiana, al haber menor cantidad de materia
orgédnica hay menor proporcion de bacterias y con esta, igualmente el déficit de
oxigeno a consecuencia de la reduccion paulatina de consumo, el poder de

autodepuracion de las aguas es muy variable (Rheinheimer, 1987).

Durante la etapa de crecimiento, las macrofitas absorben e incorporan los
nutrientes en su propia estructura (Henry et al., 2008) y funcionan como sustrato para
los microorganismos (Brix & Schierup, 1989) que promueven la asimilacién de estos
nutrientes a través de transformaciones quimicas, incluyendo nitrificacion y
desnitrificacion (Peterson & Teal, 1996), la principal ventaja que ofrecen estos
sistemas es la gran superficie de contacto que tienen sus raices con el agua residual, ya
que ésta les bafia por completo, lo que permite una gran actividad depuradora de la
materia organica por medio de los microorganismos adheridos a dicha superficie o por
las propias raices directamente (Condori & Delgadillo, 2010). No obstante, la

acumulacién de bacterias en las raices de las macrofitas, puede convertir la biomasa en
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una fuente de contaminacion, en cuyo caso se requiere un manejo cuidadoso de la

cosecha (Sandoval et al., 2005).

Las pseudomonas son un grupo importante de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal que pueden promover el crecimiento de plantas y protegerlas de
patdgenos, ya que poseen genes relacionados con procesos de adquisicion de
nutrientes, como la absorciéon de aminoacidos o degradacion de la xilosa, un azlcar
simple presente en exudados, otro genes estan relacionados con la respuesta al estrés,
uno de ellos en la proteccion contra dafio oxidativo (radicales de su peroxido e
hidroxilo producidos por otras bacterias de la rizosfera), y otro con resistencia al
cobre, otro gen cuya expresion se elevé esta involucrado en la secrecidn de proteinas y
su exportacion a las células vegetales, la prolina, aminoacido muy abundante en
exudados del maiz, activa la expresion de los genes put en la bacteria promotora del
crecimiento vegetal Pseudomonas putida, siendo util para colonizar las raices

(Holguin, 2008).

Particularmente las plantas macréfitas son un tipo de vegetacion acuética que
sirven para depurar el agua mediante bacterias microbianas que se ubican en sus
raices, sedimentan los contaminantes y materia organica depurandola de forma
totalmente ecoldgica y natural, ademéas de utilizarse como sistemas para depurar el
agua tienen otras posibilidades de aprovechamiento como alimento del ganado, de
peces y otros animales acuéticos o bien como fertilizante para suelos y cultivos
(Dallas, 2005), los microorganismos son la parte fundamental del mecanismo con que
la plantas macrofitas contribuyen a la remocion de los contaminantes (Llagas &

Guadalupe, 2006); sin embargo, se recomienda estudiar la biodiversidad de
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microorganismos, la distribucion hidraulica, las asociaciones de microorganismos con
los especimenes de prueba, entre otros y asi lograr una mejor comprension los

procesos fisicoquimicos y biolégicos que se llevan a cabo.

En la capacidad de absorcion de la totora, Buchholz (2007), manifiesta la
capacidad de ciertas plantas de extraer del suelo preferentemente cobre y/o zinc,
pudiéndose aplicar en la bioremediacion de biosolidos compostados, donde la
fitoextraccion se puso a prueba con cuatro especies de plantas vasculares: Brassica
napus, Helianthus annus, Zea maiz y Typha latifolia, ésta Gltima especie pertenece a la
misma familia de la S. tatora, dichas especies en contenedores de un litro de solucion

remueven metales, fosforo, nitrégeno, entre otros.

La fitorremediacion, que se fundamenta en que los compuestos presentes en el
agua son adsorbidos e incorporados dentro de la estructura de las plantas (absorcion),
logrando eliminar la contaminacion del agua y favoreciendo la restauracion de la
calidad de la misma (Olguin, 1996). La acumulacion de metales en las plantas se inicia
cuando se introducen en el simplasto de la raiz, una vez que han atravesado la
membrana plasmatica de las células endodermales de la raiz o pueden entrar en el
apoplasto de la raiz a través de los espacios entre las células. La raiz constituye el
tejido de entrada principal de metales pesados en la planta. Hasta alli los metales
pesados pueden llegar, fundamentalmente, por un proceso de difusion en el medio,
mediante un flujo masivo y por intercambio cationico. La raiz posee cargas negativas
en sus células, debido en gran medida a la presencia de grupos carboxilo del &cido
péctico. Las cargas negativas de estas células de la rizodermis interaccionan con las

positivas de los metales pesados presentes en el agua, creando un equilibrio dindmico
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que facilita la entrada hacia el interior celular. De esta forma, los cationes entran por la
pared celular, que ademas es hidrofilica, lo que facilita el transporte i6nico. (Marmiroli

et al., 2005).

40

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
: Altiplano

Il. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

Las bacterias fueron aisladas de la rizésfera de las plantas hidrofitas de la
totora (Schoenoplectus tatora), las cuales fueron recolectadas en dos zonas del lago
Titicaca, el centro poblado de Uros Chulluni en las coordenadas UTM -15.817160, -
69.988511 que esté ubicada en la zona norte de la ciudad de Puno, donde gran parte de
la poblacidn no poseen servicio de desague ni alcantarillado y la Reserva Nacional del
Titicaca en las coordenadas UTM -15.753101, -69.946897, es un area protegida y se
caracteriza por poseer totorales, asi como presencia de llachos, siendo aguas
ligeramente profundas entre 1y 1.5 m, ambas zonas se ubican en la provincia y region
Puno. Los recuentos bacterianos y experimentos de capacidad degradativa, se
realizaron en el laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.

3.2 Tipo de estudio
Descriptivo y analitico de corte transversal, los resultados describiran las

variables propuestas

3.3 Muestra

El nimero de plantas de totora fue determinada mediante un muestreo no
probabilistico por conveniencia, en cual consté de 30 plantas de totora, de tamafios de
100 a 150 cm de profundidad del lago, las plantas fueron colectadas de las zonas de
muestre de Uros Chulluni y la Reserva Nacional del Titicaca (Figura 13), divididas en
dos meses (setiembre y octubre 2017), las cuales fueron transportadas al laboratorio,
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en ellas se tomaron las raices adventicias y rizomas subterrdneas de la totora, a partir
del cual se realizaron los aislamientos, las identificaciones y la evaluacién de su

capacidad degradativa de las bacterias.

3.4 ldentificacion de las especies bacterianas

3.4.1 Aislamiento de bacterias rizésféricas

Fundamento. Este método de dilucién o vaciado en placa proporciona por lo general
placas con un numero apropiado de colonias y se basa en una dilucion
aproximadamente cuantitativa de la muestra original en un medio solido (Bail6n et al.,

2003).

Para el aislamiento y recuento bacteriano, se realizé el protocolo propuesto por
Muratova et al. (2003), removiendo el suelo rizosférico de las raices adventicias y
rizomas subterraneas de la totora, éstas fueron lavadas en 100 ml de agua destilada, la
suspension agua-suelo se sometié a un proceso de extraccion por agitacion manual
durante 30 min (Figura 14), después de lo cual se dejé sedimentar, a partir del cual se
prepararon diluciones de 10! a 10%, donde los recuentos se realizaron en las tres
altimas diluciones con la dilucion central de 107, las cuales tuvieron recuentos entre
30 y 300 colonias, un ml de cada dilucién fue transferida a placas de agar
Pseudomonas, agar EMB y Muller Hinton (Figura 15), que fue extendida con la

espatula de Digralsky previamente flameada con alcohol.

42

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

Los recuentos en UFC/ml de cada una de las bacterias, se realizd obteniendo
promedios de los recuentos de colonias en las placas de agar antes mencionados, que

oscilaban entre 30 y 300 colonias, a continuacion, se multiplicaron por la dilucién 107.

3.4.2 ldentificacion de bacterias rizosféricas

Fundamento. La identificacion fenotipica bacteriana se basa fundamentalmente en la
comparacion de las caracteristicas fenotipicas de bacterias desconocidas con aquellas
de cultivos tipo. La fiabilidad de la identificacion esta en proporcion directa al nimero
de caracteristicas similares (Cercenado, 2010). Los cultivos puros estan formados por
un solo tipo de microorganismo; y son indispensables para conocer las caracteristicas
morfoldgicas, propiedades de tincion, actividad bioquimica, patogenicidad,
sensibilidad a antibidticos e identificacién de las especies microbianas (Aquiahuatl &

Pérez, 2004).

La incubacién de las placas Petri fueron a 37 °C por 48 horas, cada dilucion
tenia 2 placas Petri constituyéndose las réplicas, el conteo bacteriano se realiz
mediante unidades formadoras de colonia (UFC/ml) (Figura 16), las bacterias aisladas
fueron caracterizados e identificadas teniendo en cuenta su morfologia, la tincion de
Gram, la tincion de esporas mediante técnica de Wirtz (verde malaquita) (Prescott,
2002), mediante la observacion al microscopio éptico compuesto (100X), las especies
bacterianas se identificaron mediante las pruebas bioguimicas de TSI, LIA, Citrato de
Simmons e Indol, para identificar especies del de los géneros Pseudomonas, Bacillus y

Enterobacter (Figuras 17 y 18).
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Para la tincion de las esporas de las bacterias esporuladas Bacillus subtilis por
el método Wirtz — Conklin, las endosporas coloreada con verde malaquita, para ello se
tomo6 un pequefio indculo del cultivo puro con la ayuda de un asa de siembra para
extenderlo en una lamina portaobjeto y se fijo con la flama de un mechero, luego se
afiadio el colorante verde malaquita que cubra bien la extension, se paso la preparacion
por encima de la llama del mechero para fijar el colorante, durante cinco minutos, se
lavé con agua destilada para eliminar el exceso de colorante, a continuacion se coloreo
con safranina, para el contraste, durante un minuto y se lavé con agua destilada hasta
eliminar el exceso de colorante, las preparaciones se observaron al microscopio 6ptico

con el objetivo de 100X, afiadiendo una gota de aceite de inmersién (Figura 19).

Para la realizacion de las pruebas biogquimicas, se eligieron colonias y se
sembrd por estria y punto en los medios TSI, LIA, Citrato de Simmons, indol, gelatina
y Endo (Figura 20). En el agar triple hierro aztcar (TSI) con el asa de siembra en
punta se cargd una colonia y se realiz6 una puntura en el fondo del medio y estrias
sobre la superficie inclinada del agar, se incubo durante 24 horas a 48 horas a 37 °C,
para el medio de descarboxilacion de lisina (LIA), se inoculd inmediatamente
realizando 2 punturas al fondo y estrias en la superficie del medio inclinado y se
incubd durante 24 horas a 37 °C, en el medio de indol, se inocul6 la colonia en el
medio para indol y se incubd durante 24 horas a 37 °C luego del cual se afiadié un ml
del reactivo de Kovac (Prats, 2012). Los resultados de las pruebas bioquimicas para
determinar especies fueron las recomendadas por Nicola (2010) y Marquez (2007),
segun sea para bacterias Pseudomonas (Tabla 2) Bacillus (Tabla 3) y Enterobacter

(Tabla 4), que se presentan a continuacion.
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Tabla 2. Clave bioquimica para la taxonomia bacteriana del género Pseudomonas
(Nicola, 2010).

(Movilidad +) Hidrolisis de
Pseudomonas ©
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P. aeroginosa + + +- o+ + + + +- o+ - -

P. fluorescens + + + - -+ + - + -* - -

P. putida + + +- - - + - - - - -

P. stutzeri + + - - + - +/- - - + -

P. mendocina + + - - + + + - - - -

P. alcaligenes + - - - +/- +/- -t - - - _

P. pseudoalcaligenes + -+ - - + +/-  + - - - -

P. luteola - + - - +/- + +- +/- - - +

P. oryzihabitans - + - - - -t -+ -+ - - -

Tabla 3. Clave bioguimica para la taxonomia bacteriana del género Bacillus
(Mérquez, 2007).

Cepa bacteriana Catalasa VF Nitrato Citrato Gas Almidon  Glucosa Manitol Xilosa Arabinosa Endoespora

Pack
B, subtilis var + \V - - + \Y + \V \Y \V 1
niger
B. cereus + \Y + - + \V + - - - 1
B.laterosporus + - + - + - + + - - 6
B. subtilis + + + - - + + + + _ 1
B. lichiniformis + + + - + + + + + - 1
B. pumilus + - - - - - + + \V - 1
B. firmus + \Y + - - + + + + - 103
B. alvei + + - - + + + - - - 304
B. + - - - + + + + - - 3
stearothermophilus
B. coagulans + + V - + - + + - - 4
B, sphaericus + \V - - - + - - - - 5
B. megaterium + - - - - + + - - - 1
B. circulans + + V - + \V + - - - 3
B. brevis + - \V + - - \V V - 4
B. cereus \var. + \V + - + + + - - - 1
Micoide
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+ Prueba positiva; - Prueba negativa; V: variable; 1: espora central; 3: espora terminal,
celula madre hinchada; 4: espora central. Célula madre hinchada: 5: espora terminal
redonda, célula madre hinchada; 6: espora lateral, celula madre hinchada fusiforme.

Tabla 4. Clave bioquimica para la taxonomia bacteriana del género Enterobacter
(Nicola, 2010).

*
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< o 3 5 £ 2 € S = £ E 8 =2 8 5 «© s © £ F _ T 2 8
o o = o £ < ] c c L n L2 T ®© T © = c = =] o X O © S O =
= g S o B = ] L = o 2 8 S 8 5 £ T © 2 = g g
=] = T 9 © < T £ = 8 5 ®@ © 9 o0 ®@ o X £ 2 v & £ T 9 a 8 =2 £ 0O
<] O] a4 0 < r @ X =2 0 n < £ o 0O O O D <« OO0 n £ x > = 0 2 I X
=]
= G AC
E. aerogenes + o+ + 4+ o+ o+ o+ + + + o+ + o+ 4+ T
E. cloacae + 4+ + o+ o+ o+ o+ + -+ - -+ + - -+ -+ + o+ o+ +

Donde: G = gas; Ac = &cido; Signo - = negativo; * = Kliger; ** =

oxidacion/fermentacion.

3.4.3 Andlisis estadistico de datos

El disefio experimental que se realizdé fue completo al azar, los tratamientos
evaluados fueron los recuentos de bacterias segin el medio de cultivo utilizado para su
identificacion por zonas de estudio, cada tratamiento presento tres repeticiones. La
variable respuesta fue el recuento bacteriano, que fue comparada entre los tratamientos
mediante un analisis de varianza (ANOVA), pruebas de Tukey y su grafico de medias,
con un nivel de confianza del 95%, el andlisis estadistico se realiz6 en el software
estadistico Infostat (version estudiantil). EI modelo matematico a utilizar fue el
siguiente:

YVij=p+1 +¢g;
i=1,2,..., t(tratamientos) y j=1, 2, ... r (repeticiones)

Donde: Yi; = observacion en la j — ésima unidad experimental, sujeto al i — ésimo

tratamiento. t = efecto del i — ésimo tratamiento. p = efecto de la media general. & =
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efecto verdadero de la j — ésima unidad experimental (réplica), sujeta al i — ésimo

tratamiento (error experimental).

3.5 Evaluacion de la capacidad degradativa in vitro de las bacterias
3.5.1 Preparacion del indculo

Las preparaciones de los inéculos se obtuvieron a partir de cultivos puros de
las bacterias previamente aisladas e identificadas. En un matraz de 100 ml, se
transfirié 50 ml de suero fisioldgico esterilizado, con un aza de siembra previamente
esterilizado a la llama del mechero, se colect6 2 colonias de cada bacteria y se inoculd
al matraz conteniendo el suero fisiologico, a continuacién, se agitd para lograr la

difusion homogénea de las células bacterianas.

A continuacion de dicha dilucién, se transfiri6 8 ml de dilucién a un tubo de
ensayo tamafio estandar esterilizado, y se compar6 con el tubo estandar McFarland
0.5, llegandose a obtener la misma turbiedad de la dilucién, con ello se obtuvo una
concentracion bacteriana de 1.5 x 108 células/ml. Todo ello se repitié para cada
bacteria identificada, posteriormente fueron transferidas a medios de cultivo como el
agar almidén, agar Tributirina y agar caseina, luego se midieron los halos de actividad

degradativa revelando con lugol en el caso del agar almidon.

Fundamento de la degradacién bacteriana

Los medios de cultivo son medios complejos que contienen sustancias
qguimicas experimentales a degradar, tales como azlcares, lipidos, proteinas,
vitaminas, entre otros, los que pueden ser degradados por un determinado

microorganismo, debido a su capacidad productora de enzimas, los cuales se
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manifiestan ante un revelador o la formacién de halos de degradacion (Gonzélez,

2010).

3.5.2 Evaluacion de bacterias del grupo fisiolégico amilolitico

Se prepararon los medios de agar Almidén, las cepas se sembraron por estrias y
por duplicado (Atlas & Parks, 1993), asimismo, se transfiri6 un ml de la solucion
salina con una concentracion bacteriana de 1.5 x 102 células/ml para evaluar el
crecimiento de colonias y se determind asi en UFC/ml, por otro lado, se dispuso de 0.1
ml de dilucion para evaluar la actividad amilolitica mediante la medicion de halos de
degradacion. El carbohidrato a experimentar fue el almidon, que es un compuesto
encontrado con frecuencia en los efluentes. La composicién del agar almidén (por
litro) fue: extracto de carne 3 g, almidon soluble 10 g, agar 15 g, pH 7.5 + 0.2. Las
bacterias fueron cultivadas a 37 °C por 24 horas de crecimiento. La lectura se realiz
mediante la formacidn de halos de degradacién del almidon, previamente se afiadio

lugol (revelador) sobre el crecimiento bacteriano.

3.5.3 Evaluacion de bacterias del grupo fisioldgico lipolitico

Se prepararon los medios de agar Tributirina, las cepas se sembraron por
estrias y por duplicado (Atlas & Parks, 1993), asimismo, se transfiri6 un ml de la
solucion salina con una concentracién bacteriana de 1.5 x 108 células/ml para evaluar
el crecimiento de colonias y se determind asi en UFC/ml, por otro lado, se dispuso de
0.1 ml de dilucion para evaluar la actividad proteolitica mediante la medicion de halos

de degradacion lipolitica.
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Se evalud utilizando el medio Agar Tributirina (Otarola et al., 2000),
compuestos por: peptona 5 g, extracto de levadura 3 g, tributirina 10 g, agua destilada
1000 ml, agar 15 g, agar 15 g, pH final 7.3 £ 0.2. En las placas Petri se inocularon
sembrando con una estria y se incubd a 37 °C durante 7 dias. Si el microorganismo fue
capaz de hidrolizar las grasas (Tributirina) aparecieron rodeadas de una zona clara

sobre el medio opaco (Pascual y Calderén, 2000).

3.5.4 Evaluacion de bacterias del grupo fisioldgico proteolitico

Se prepararon los medios de agar caseina, las cepas se sembraron por estrias y
por duplicado (Atlas & Parks, 1993), asimismo, se transfiri6 un ml de la solucion
salina con una concentracion bacteriana de 1.5 x 108 células/ml para evaluar el
crecimiento de colonias y se determind asi en UFC/ml, por otro lado, se dispuso de 0.1
ml de dilucién para evaluar la actividad proteolitica mediante la medicion de halos de

degradacion.

Se evalud la capacidad de degradacion de proteinas, utilizando dos proteinas la
caseina (Vidal et al., 2002; Xia et al., 2007) para evaluar la actividad proteolitica. La
hidrélisis de la caseina se determind sembrando en un medio con caseina en dos
fracciones: 1) TSA (20 g en 250 ml de agua destilada) y 2) Leche descremada (10 g en
250 ml de agua destilada). Cada fraccion se esterilizd por separado. La solucién de
caseina se esterilizd a 115 °C durante 30 minutos, luego se dejé enfriar hasta 45 °C, se
mezclaron y se repartio el medio en placas Petri, las cepas se sembraron mediante una
estria central gruesa y se incubaron durante 5 dias a 30 °C. La lectura de la prueba se
realiz6 observando la aparicion de un halo transparente alrededor del crecimiento

bacteriano, cuando la bacteria sea capaz de hidrolizar la caseina (Prescott, 2002).
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3.5.5 Andlisis estadistico de datos

El disefio experimental que se realizdé fue completo al azar, los tratamientos
evaluados fueron los recuentos de bacterias segin el medio de cultivo y su capacidad
degradativa en mm, por zonas de estudio, cada tratamiento presento tres repeticiones.
La variable respuesta fue el recuento bacteriano y la actividad degradativa, que fue
comparada entre los tratamientos mediante un anélisis de varianza, pruebas de Tukey
y su grafico de medias, con un nivel de confianza del 95%, el analisis estadistico se
realiz6 en el software estadistico Infostat (version estudiantil). EI modelo matemaético
a utilizar fue el siguiente:

YVij=p+1 +¢&;
i=1,2,..., t(tratamientos) y j=1, 2, ... r (repeticiones)

Donde: Yi; = observacion en la j — ésima unidad experimental, sujeto al i — ésimo
tratamiento. t = efecto del i — ésimo tratamiento. p = efecto de la media general. & =
efecto verdadero de la j — ésima unidad experimental (réplica), sujeta al i — ésimo

tratamiento (error experimental).
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Especies del género Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter de la rizosfera de
Schoenoplectus tatora

Las especies bacterianas aisladas en la investigacion fueron Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae vy
Enterobacter aerogenes (Tabla 5). En la zona de muestreo de Uros Chulluni, la
rizésfera de la Totora present6 el mayor recuento bacteriano en E. cloacae con 257.33
x 107 UFC/ml y el menor recuento en B. subtilis con 131.67 x 107 UFC/ml; mientras
tanto en la zona de muestreo de la Reserva Nacional del Titicaca (RNT), las raices de
la totora presentaron el mayor recuento de Ps. fluorescens con 209.67 x 10" UFC/ml y
el menor recuento fue de B. subtilis con 63.33 x 107 UFC/ml. Todos los recuentos
presentaron una dispersion leve por debajo del 30%, lo cual significa que los

promedios son representativos de cada uno de los recuentos bacterianos.

Tabla 5. Recuentos bacterianos (UFC/ml) de la rizosféricas aisladas en totora,

setiembre - octubre 2017.

) Muestreos
Zonas Bacterias Prom  C. V. (%)
1 2 3
Ps. Aeruginosa 175 162 158  165.00 5.39

Ps. Fluorescens 152 140 143 145.00 4.31

Uros Chulluni  B. subtilis 120 142 133  131.67 8.40
E. cloacae 276 238 258  257.33 7.39
E. aerogenes 252 240 254  248.67 3.04
Ps. Aeruginosa 108 106 111 108.33 2.32
RNT Ps. Fluorescens 210 208 211 209.67 0.73
B. subtilis 45 77 68 63.33 26.06
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E. cloacae 145 165 157  155.67 6.47
E. aerogenes 125 145 139  136.33 7.53

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.

Segun los andlisis estadisticos realizados, los recuentos bacterianos presentaron
diferencia estadistica significativa (F = 5.44; gl = 4; P = 0.0027), donde los mayores
recuentos se presentaron para E. cloacae, E. aerogenes y Ps. fluorescens con medias
de 206.50, 192.50 y 177.33 x 107 UFC/ml, respectivamente, superando las medias de

Ps. aeruginosa y B. subtilis de 136.67 y 97.50 x 107 UFC/ml, respectivamente.

232.02

A
196.79+ A
A
161.56
AB
126.33+
IB
91.09 1

E cloacae E aerogenes Ps. fluorescens  Ps. aeruginosa B. subtilis
BACTERIAS AISLADAS

RECUENTOS BACTERIANOS (x 10 E7 UFC/ml)

Figura 1. Prueba de Tukey de los recuentos bacterianos en la rizésfera de la totora,
setiembre — octubre 2017.
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206.76

187.88

169.00

RECUENTOS BACTERIANOS (x 10 E7 UFC/ml)

150.12

131.23

Urus Chulluni RNT
ZONAS DE MUESTREO

Figura 2. Prueba de Tukey de los recuentos bacterianos de la rizésfera de la totora en
dos zonas de muestreo, setiembre — octubre 2017.

Por otro lado, los recuentos bacterianos en las dos zonas de estudio presentaron
diferencia estadistica significativa (F = 7.91; gl = 1; P = 0.0089), donde el mayor
recuento se presentd en la zona de muestreo de Uros Chulluni con una media de
189.53 x 107 UFC/ml, superando la media del recuento bacteriano de 134.67 x 10’

UFC/ml en la RNT (Figura 2).

Segun las observaciones in situ, la presencia de especies bacterianas del género
Enterobacter y las demé&s bacterias se deberia a que la zona de muestreo de Uros
Chulluni viene siendo afectada por la presencia de aguas residuales producidas por la
localidad del mismo nombre, ya que gran parte de dichas familias no cuentan con
servicio de alcantarillado; mientras tanto la zona de muestreo de la Reserva Nacional

del Titicaca, es un area protegida y por tanto la presencia de aguas residuales es muy
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baja, debido probablemente a la presencia de macréfitas acuaticas como llachos,
totorales, helechos acuéticos, entre otras plantas y se constituyen un refugio para la

reproduccion de peces nativas del lago Titicaca como los del género Orestias.

Los resultados obtenidos en la identificacion de bacterias, fueron inferiores a
los obtenidos por Leal (2015), quien afirma haber aislado 17 rizobacterias y 8
enddfitas en la planta Pseudelephantopus spiralis, mientras que 18 rizobacterias y 14
enddfitas provinieron de Pennisetum purpureum entre sus potencialidades se
encontraron cepas con capacidad de trasformacion del nitrito a nitrato, por tanto
pueden ser tomadas en cuenta en un proceso de fitorremediacion de aguas con exceso
de materia organica, la presencia de éstos microorganismos; asimismo, Gonzalez et al.
(2012), aislaron bacterias lipoliticas endégenas desde residuos grasos industriales,
entre ellas las Pseudomonas (cepas 1y 2), Bacillus (cepas 3y 4) y Enterobacter (cepa
5), presentando el potencial de reducir el 90% del volumen de residuos grasos y olores

desagradables de trampas de grasa.

La presencia de los microorganismos bacterianos aislados en la investigacion,
procedieron de zonas afectadas de contaminacion fecal leve originada por las aguas
residuales de la ciudad de Puno, lo cual se corrobora de que dichos microorganismos
normalmente habitan lugares con desechos o residuos de aceites vegetales utilizados
en la elaboracion de frituras, industrias de productos lacteos, suelos contaminados con
aceites y alimentos deteriorados, y que a partir de ellos también aislaron otras
bacterias, hongos filamentosos, levaduras y actinomycetos, entre ellos los géneros
Pseudomonas, Rhodococcus, Bacillus, Staphylococcus, Rhizopus, Mucor, Aspergillus,

Candida y Geotrichum sp (Ertugrul et al., 2007), donde se coincide con los géneros
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Pseudomonas y Bacillus agregandose el aislamiento de e identificacién de la bacteria
Enterobacter sp, la cual procederia de las aguas residuales presentes en las zonas de

estudio.

Asimismo, los datos son inferiores a los mencionados por Salgado et al.
(2012), quienes aislaron 58 cepas bacterianas de la rizésfera de las hidrofitas Typha
dominguensis, su presencia en dichos habitats acuaticos, se deberia a que las cepas
poseen respuestas para asimilar diferentes fuentes de carbono e hidrolizar proteinas y
lipidos, en un tiempo de 72 horas, poseendo ventajas para la eliminacion de
contaminantes, afirmando que dichas cepas podrian ser utilizadas potencialmente en
un sistema de tratamiento de aguas y contribuir a la remediacion de efluentes; por otro
lado, Cepeda & Valencia (2007), aislaron 3 cepas (L1, L2 y L3) desde un proceso de
compostaje de materia organica, donde la cepa L3 present6 actividad enzimatica
lipolitica; asimismo, Rodriguez et al. (2006), indican que la presencia de cepas
microbianas de diferente habitat, poseen capacidad amilolitica y que en un sustrato
con camote (Ipomea batata Lam.) fresco rallado en un periodo de cinco dias
obtuvieron 32 cepas puras, de ellas el 31.2% presentaron capacidad amilolitica,

mayormente los hongos que las bacterias.

La presencia de las bacterias citadas en la rizésfera de la totora
(Schoenoplectus tatora) en los ecosistemas acudaticos evaluados, se debe a que en
dicho ambiente encuentran las unidades estructurales y las fuentes de energia
necesarias para formar y mantener su estructura y organizacion, dichos materiales son
Ilamados nutrientes entre ellos fuentes de carbono, de energia, de nitrégeno, agua y

minerales (Romero, 2000); por otro lado, el agua constituye uno de los ecosistemas
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mas diversos que permite la interaccion de los organismos vivos con su medio no
vivo, donde continuamente hay flujo de energia y se cicla la materia, en tal sentido el
medio acuatico posee las condiciones que permiten el crecimiento de organismos de
cualquier tipo, ya sean bacterias, protozoos, algas, hongos, virus, plantas y animales

(Gonzalez, 2012).

Segun Beltran et al. (2015), evaluaron la calidad de agua de la bahia interior de
Puno, y reportan valores promedios de temperatura de 15.7 °C, pH de 9.43 unidades,
alcalinidad 154.25 mg/l, dureza de 300.5 mg/l, fosfatos de 1.04 mg/l y nitratos de 0.13
mg/l, dichas condiciones acuéticas vendrian favoreciendo la persistencia de bacterias
en las aguas de dichos ecosistemas, lo cual es corroborado por Gonzaéles (2012), quien
afirma que las caracteristicas fisicas y quimicas del agua definen el tipo de
microorganismos que la habitan, de acuerdo con los requerimientos nutricionales de
éstos; tienen mucha capacidad de adaptacién por su diversidad y rapido crecimiento.
Es el caso de la bacteria Escherichia coli, quien posee un crecimiento 6ptimo a pH
entre 6.5y 7.5 y la mayoria no toleran un pH mayor a 9.5 o inferior a 4.5, lo cual
estaria dentro de los rangos mencionados por Beltrén et al. (2015), lo mismo estaria

ocurriendo con las demés bacterias aisladas en la investigacion.

Las bacterias que habitan en las raices de las plantas, poseen muchas
propiedades, un estudio realizado por Tsavkelova et al. (2007), afirma que las
bacterias enddfitas presentes en el interior de los tejidos de plantas mono y
dicotiledoneas, promueven el crecimiento de las plantas y aumentan la resistencia a los
patdgenos (Aliye et al., 2008), a sequia, salinidad e incluso a herbivoros (Pérez et al.,

2005), ya que dichas bacterias estan equipadas con mecanismos para el secuestro de
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metales disponiendo de sideroforos y acidos organicos que disminuyen la fitotoxicidad
de los contaminantes (Weyens et al., 2010). Esta caracteristica seria la que estaria
causando la presencia de plantas como la totora en zonas contaminadas como la bahia
interior de Puno, ya que las bacterias poseerian mecanismos de proteccion celular para
adaptarse a los ambientes contaminados, entre estos se encuentran el eflujo, la
secuestracion extracelular, la absorcion en superficies celulares y en espacios
intercelulares, la precipitacion, la alteracion de la morfologia celular, el incremento en
la produccion de sideréforos y la bioacumulacién intracelular, entre otros (Naik &

Dubey, 2013).

Las sustancias organicas encontradas en un agua domeéstica tipica consisten en
40 — 60% proteinas, 25 — 50% carbohidratos y 10 — 30% lipidos (Xia et al. 2007), las
plantas evaluadas en la investigacion estarian aproximadamente en estas condiciones
ya que la totora colectada habita ambientes contaminados con aguas residuales; dicho
material organico biodegradable es oxidado bioguimicamente por bacterias
heterotréficas (Madigan et al. 2006), originando ellas la hidrélisis microbiana que es
un proceso a través del cual las macromoléculas son hidrolizadas a oligomeros y
monomeros, antes de ser posteriormente degradadas, como por ejemplo aminoacidos,

péptidos, monosacaridos y largas cadenas de acidos grasos.

Las bacterias que interaccionan con la raiz de la planta, son denominan
rizobacterias y particularmente estan sujetas a un ambiente de suplementacion de agua,
oxigeno y nutrientes debido a la actividad de las plantas (Cardon & Whitbeck, 2007),
su presencia y cantidad de rizobacterias en una planta indica el papel que desempefia

la raiz de la vegetacion en los procesos de adaptacion a las condiciones de una zona de
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estudio en particular. La asociacion planta — microorganismos beneficiaria en el
manejo de la contaminacidn por parte de esta vegetacion, donde la raiz exuda una gran
cantidad y gama de compuestos organicos que estimula la actividad microbiana, éstas
a su vez colabora en la solubilizacion, degradacion y transformacién de diferentes
compuestos contaminantes y los hacen disponibles a la planta para proveerla de
nutrientes que sélo de esta forma podrian obtener o generar resistencia a estos (Cardon
& Whitbeck, 2007), las cuales estarian influenciadas por factores tales como el pH, la

salinidad y la temperatura (Madigan et al., 2006).

A pesar de poseer una gran cantidad de cepas microbianas, existe una fuerte
presion de seleccion en la rizdsfera, y muchos de los saprofitos benéficos son capaces
de promover el crecimiento vegetal y la salud de las plantas, debido a que
descomponen detritus organicos, son promotoras del crecimiento vegetal y
antagonistas de hongos y bacterias patogenos de la raiz (Marilley & Arango, 1999),
particularmente bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus como los géneros
mas comunmente descritos para el control biolégico de patdgenos, ciclos de nutrientes

y desarrollo de semillas (Barea et al., 2005).

Li et al. (2008), también afirma que la presencia de bacterias en las raices, es
gue cohabitan con ellas otorgandoles beneficios a la planta, debido al mutualismo
planta — microorganismo, originando posibilidades sobre su potencial aplicacion en
procesos de fitorremediacion, sobre la base de que muchas de estas bacterias tienen
potencial para transformar una diversidad de compuestos quimicos y mejorar la
capacidad de adaptacion de la planta en zonas con excesos de nutrientes o algun tipo

de contaminante; Hurek & Reinhold (2003), aislaron e identificaron a la bacteria
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enddfita, Azoarcus BH72, de tejidos de raices de la especie de pasto Leptochloa fusca
L. Kunth, y se atribuye la mejora de la capacidad de fijar nitrogeno para la planta,
otras ventajas fueron reportadas por Ryan et al. (2008) quienes afirman que las
bacterias endofitas promoverian el crecimiento de las plantas, suprimirian
fitopatdgenos, ayudan a remover contaminantes, solubilizan fosfatos y contribuyen a

la asimilacion bioldgica de nitrégeno.

4.2 Capacidad degradativa in vitro de almidén, grasas y proteinas por bacterias

4.2.1 Capacidad degradativa in vitro de almidon

En la degradacion in vitro de almiddn, la Unica especie que presentd la
capacidad amilolitica fue B. subtilis, las cuales presentaron recuentos promedios de
132.50 UFC/ml en la zona de muestreo de Uros Chulluni, siendo superior al recuento
promedio de la bacteria obtenido en la zona de muestreo de la Reserva Nacional del
Titicaca con 101.5 (UFC/ml), ambos recuentos presentaron una dispersion leve (Tabla
6), estadisticamente siendo mayor en la zona de muestreo de la Uros Chulluni (Figura

3).

Tabla 6. Recuento (UFC/mI) por Bacillus subtilis degradadoras de almiddn, de las

zonas de muestreo Uros Chulluni y Reserva Nacional del Titicaca, octubre 2017.

Tiempos de evaluacion

) Zonas de
Bacteria (UFC/ml) Prom C.V. (%)
muestreo
24 horas 48 horas
Bacillus Uros Chulluni 120 145 132.5 13.34
subtilis RNT 98 105 101.5 4.88

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.
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143.697

132.644

121.59+

Numero de colonias de Bacillus subtilis

110.54+

99.49
Urus Chulluni RNT

ZONAS DE ESTUDIO

Figura 3. Prueba de Tukey de los recuentos de Bacillus subtilis (UFC/ml) en agar
almidon, setiembre — octubre 2017.

La capacidad degradativa de almidon por la bacteria Bacillus subtilis, fue
reflejada con promedios de formacion de halos de actividad amilolitica de 4.59 mm en
bacterias aisladas de la zona de muestreo de Uros Chulluni, y de 4.10 mm en bacterias
aisladas de la Reserva Nacional del Titicaca, los didmetros de halos presentaron una
dispersion leve (Tabla 7), no existiendo diferencia estadistica significativa (F = 1.04;
gl = 1; P =0.3657) entre los halos de actividad amilolitica entre las bacterias aisladas

de las zonas de muestreo (Figura 4).

Tabla 7. Degradacion de almidén (UFC/mI) por Bacillus subtilis, de las zonas de

muestreo Uros Chulluni y Reserva Nacional del Titicaca, octubre 2017.

) Zonas de Actividad amilotitica (mm) C. V.
Bacteria Prom
muestreo Rep 1 Rep 2 Rep 3 (%)
Bacillus Uros Chulluni 4.15 5.26 4.35 4.59 12.90
subtilis RNT 3.58 4.02 4,71 4.10 13.88
Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.
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Figura 4. Prueba de Tukey de la capacidad degradativa de almidon por bacterias

Bacillus subtilis en dos zonas de muestreo, setiembre — octubre 2017.

Bacillus subtibilis, fue la bacteria que degradd los tres tipos de compuestos
orgénicos experimentados en la investigacion (almidon, grasas y proteinas), esta
capacidad biotecnoldgica, se deberia a que Bacillus es un género de interés con un
amplio perfil de diversidad fisioldgica (acidofilia, alcalofilia, psicrofilia, termofilia y
parasitismo), ya que pueden sintetizar sus esporas, y permitirles estar presentes en
diferentes habitats tanto acuéticos como terrestres (Restrepo et al., 2015), cuando
actia como agente rizosférico, degradar sustratos derivados de la fauna, la flora y los
compuestos de origen organico como los hidrocarburos; promueve la produccion de
antibioticos, promocion de crecimiento vegetal y los procesos de fijacion de nitrogeno

y solubilizacion de fosfatos y de forma indirecta, cuando actta en la produccién de
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sustancias antagonistas de patdgenos o induciendo mecanismos de resistencia (Cortés

etal., 2012).

Por otro lado, este género comprende una amplia diversidad de tipos
fisiolégicos, donde se destacan aquellos que poseen las caracteristicas como la
degradacion de la mayoria de los sustratos derivados de plantas y animales,
incluyendo celulosa, almiddn, pectina, proteinas, agar, hidrocarburos y otros; ademas
su capacidad para la produccién de antibi6ticos, la nitrificacion, la desnitrificacion, la
fijacion de nitrogeno, la litotrofia facultativa, la acidofilia, la alcalofilia, la psicrofilia,
la termofilia y el parasitismo, ejemplifican su capacidad de sobrevivir en diversos

ambientes (Claus & Berkeley, 1986).

Asimismo, dichas bacterias del género Bacillus sp, producen enzimas de
diferentes que actlian contra otros microorganismos presentes en su habitat, entre estas
enzimas se citan a quitinasas, hidrolasas y proteasas que actian fundamentalmente
sobre los hongos, se cuenta también que B. subtilis produce metabolitos como diversas
lipasas, proteasas y P glucanasas que act@ian sobre el patogeno fingico Fusarium
oxysporum (Gutiérrez et al., 1996), asimismo se han informado la produccion de
quitinasas por parte de Bacillus cereus, para el biocontrol de hongos fitopatdgenos
(Mabuchi et al., 2000). La capacidad que poseen todo organismo se debe a su
potencial genético que presentan, ya que la produccion de enzimas procede de la
sintesis de proteinas en el citoplasma de las células, bajo la informacion que presenta
el ARNm y eéste Ultimo poseen la informacion en el ADN del microorganismo
bacteriano (Madigan et al., 2006), en la investigacion se demostré que las bacterias

produjeron enzimas tales como amilasas, lipasas, caseinasas y gelatinasas, a diferencia
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de Escherichia coli producen lactasa mas no amilasas por lo que resulté negativa a

degradacion.

4.2.2 Capacidad degradativa in vitro de grasas

En la degradacion in vitro de grasas, la especie que presentd el mayor recuento
bacteriano fue E. aerogenes, con 165 UFC/ml y el menor con 114.5 UFC/ml en B.
subtilis, en la zona de muestreo de Uros Chulluni; por otro lado, el mayor recuento de
bacterias fue de Ps. aeruginosa con 131.50 UFC/ml y la menor en B. subtilis con
86.50 UFC/ml en la zona de muestreo de la Reserva Nacional del Titicaca, ambos

recuentos presentaron una dispersion leve (Tabla 8).

Tabla 8. Recuento (UFC/mI) de las bacterianas degradadoras de grasas, de las zonas

de muestreo Uros Chulluni y Reserva Nacional del Titicaca, octubre 2017.

Tiempo de evaluacion

Zonas Bacterias (UFC/ml) Prom  C.V. (%)
3 dias 7 dias
Ps. Aeruginosa 130 152 141.00 11.03
Ps. Fluorescens 128 160 144.00 15.71
Uros Chulluni  B. subtilis 110 119 114.50 5.56
E. cloacae 143 176 159.50 14.63
E. aerogenes 150 180 165.00 12.86
Ps. Aeruginosa 128 135 131.50 3.76
Ps. Fluorescens 115 128 121.50 7.57
RNT B. subtilis 75 98 86.50 18.80
E. cloacae 83 92 87.50 7.27
E. aerogenes 88 96 92.00 6.15

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.
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Los recuentos de colonias de las bacterias evaluadas no presentaron diferencia
estadistica significativa (F = 0.85; gl = 4; P = 0.5165), a pesar de que aritméticamente
los mayores recuentos bacterianos fueron en las especies Ps. aeruginosa, Ps.
fluorescens, E. aerogenes, E. cloacae, sobre un recuento reducido de B. subtilis
(Figura 5). Sin embargo, si existio diferencia estadistica significativa entre los
recuentos bacterianos procedentes de las dos zonas de muestreo (F = 16.96; gl =1; P =
0.0006), siendo mayor el recuento en la zona de muestreo de Uros Chulluni con

respecto a la zona de muestreo de la Reserva Nacional del Titicaca (Figura 6).

154.1519

140.10
A
A
A
126.05
A
112.00
A
97.94

Ps. aeruginosa  Ps. fluorescens E. aerogenes E. cloacae B. subtilis
BACTERIAS DEGRADADORA DE GRASAS

NUMERO DE COLONIAS

Figura 5. Prueba de Tukey de los recuentos de bacterias aisladas (UFC/ml) en agar
Tributirina, octubre 2017.
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Figura 6. Prueba de Tukey de los recuentos bacterianos (UFC/ml) en agar Tributirina

segun zona de muestreo, octubre 2017.

La capacidad degradativa de grasas, fue reflejada con promedios de formacion
de halos de actividad lipolitica, donde el mayor halo de degradacién fue 3.47 mm
producida por B. subtilis, y el menor fue de 1.50 mm de Ps. fluorescens en bacterias
aisladas de la zona de muestreo de Uros Chulluni; por otro lado, en la zona de muestro
de la Reserva Nacional del Titicaca, el mayor halo de degradacion lo presentd B.
subtilis con 4.34 mm y el menor fue de Ps. fluorescens con 1.32 mm, los diametros de

halos presentaron una dispersion leve (Tabla 9).
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Tabla 9. Degradacion de grasas (UFC/mI) de las bacterianas, de las zonas de muestreo

Uros Chulluni y Reserva Nacional del Titicaca, octubre 2017.

) Actividad lipidica (mm) C. V.
Zonas Bacterias Prom
Rep 1 Rep 2 Rep 3 (%)
Ps. aeruginosa 1.52 1.84 1.65 1.67 9.64
U Ps. fluorescens 1.12 1.75 1.63 1.50 22.30
ros
) B. subtilis 3.27 4.12 3.01 3.47 16.75
Chulluni
E. cloacae 2.98 3.74 3.48 3.40 11.36
E. aerogenes 2.58 2.68 2.23 2.50 9.46
Ps. aeruginosa 1.24 2.14 1.52 1.63 28.20
Ps. fluorescens 1.26 1.59 1.11 1.32 18.60
RNT B. subtilis 3.89 451 4.62 4.34 9.07
E. cloacae 2.84 2.54 2.48 2.62 7.36
E. aerogenes 3.01 2.54 2.86 2.80 8.56

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.

La capacidad degradativa de lipidos por las bacterias, fue reflejada con
promedios de formacién de halos de actividad lipolitica, los cuales presentaron
diferencia estadistica significativa (F = 33.50; gl = 4; P < 0.0001), siendo mayor la
media obtenida por B. subtilis con 3.90 mm y los menores halos con las bacterias Ps.
aeruginosa y Ps. fluorescens con medias de 1.65 y 1.41 mm, respectivamente (Figura
7); por otro lado, no existi0 diferencia estadistica significativa entre bacterias con
actividad lipolitica procedentes de las dos zonas de muestreo (F = 0.01; gl =1; P =
0.9229), pero ligeramente fue superior la actividad lipolitica de bacterias procedentes
de la zona de la Reserva Nacional del Titicaca con respecto a la zona de muestreo de

Uros Chulluni (Figura 8).
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Figura 7. Prueba de Tukey de los recuentos bacterianos de la rizésfera de la totora en

dos zonas de muestreo, setiembre — octubre 2017.
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Figura 8. Prueba de Tukey de los recuentos de bacterias con actividad lipolitica segun

la procedencia de la zona de muestreo, setiembre — octubre 2017.
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Los resultados obtenidos en la investigacion, concuerda con lo manifestado por
Gonzélez et al. (2012), quienes aislaron bacterias lipoliticas enddgenas desde un
residuo graso industrial y tratar biolégicamente con un consorcio integrado por
Pseudomonas (cepas 1y 2), Bacillus (cepas 3 y 4) y Enterobacter (cepa 5), en 21 dias
y a temperatura ambiente, degradé 341.5 mg de grasa (91.4% de degradacion); la
carga bacteriana super6 1010 UFC/ml, la DBO5 20° y DQO disminuyeron en un
33.6% y 59.8%, por tanto, fueron efectivas en eliminar el 90% del volumen de
residuos grasos y olores desagradables de trampas de grasa de empresas procesadoras
de cerdos y aves, representando una herramienta Gtil para el tratamiento de estos
residuos; estos resultados se deberian a que los organismos deben de adaptarse a las
condiciones donde habitan en presencia de dichos compuestos organicos (Madigan et

al., 2006).

Lo manifestado anteriormente, se reafirma con lo sefialado por Ertugrul et al.
(2007), quien indica que los microorganismos con un alto potencial para producir
lipasas habitan principalmente los desechos o residuos de aceites vegetales de frituras,
industrias de productos lacteos, suelos contaminados con aceites entre otros, entre esos
microorganismos se mencionan los géneros Pseudomonas, Rhodococcus, Bacillus,
Staphylococcus, Rhizopus, Mucor, Aspergillus, Candida y Geotrichum sp, debido a
que las lipasas son las enzimas mas utilizadas en procesos biotecnolégicos y en
procesos quimicos, la investigacion se enfocé en la bdsqueda de nuevos

microorganismos con propiedades lipoliticas deseadas (Aceves & Castafieda, 2012).

Por su parte, Joseph et al. (2007), reincide indicando que existe un gran

nimero de microorganismos que sintetizan lipasas, entre las productoras a
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temperaturas bajas se tiene a Acinetobacter sp., Achromobacter lipolyticum,
Aeromonas hydrophila, Bacillus sphaericus, Photobacterium lipolyticum, Morexella
sp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Psychrobacter okhotskensis,
Serratia marcescens y Staphylococcus epidermidis; asimismo, Salgado et al. (2012),
afirman que las aguas poseen contaminantes como carbohidratos, proteinas y acidos
grasos y los agentes bioldgicos poseen ventajas en la eliminacion de estos
contaminantes, en la rizosfera de hidrofitas Typha dominguensis se aislaron 58 cepas
bacterianas, para la remocién de materia organica, de los cuales 13 cepas
seleccionadas removieron el DQO, 21 cepas mostraron respuestas de hidrolizar
proteinas y lipidos, en un tiempo de 72 horas, concluyendo que dichas cepas podrian
ser utilizadas potencialmente en un sistema de tratamiento de aguas y contribuir a la

remediacion de efluentes.

La tarea actual como Microbi6logos debera de ser el aislar microorganismos
con capacidad degradativa en diferentes ambientes y/o sustratos, es asi que Cepeda &
Valencia (2007), aislaron 3 cepas de un proceso de compostaje de materia organica
(L1, L2 y L3), de las cuales la cepa L3 presentd actividad enzimatica lipolitica; por
otro lado, Rodriguez et al. (2006), seleccionaron cepas microbianas de diferente
habitat, con capacidad amilolitica a partir de camote (Ipomea batata Lam.) fresco
rallado, ajustados a pH de 4, 5, 6, 7 y 8 (con soluciones al 10% de HCIl y NaOH),

donde los hongos presentaron mayores indices de degradacion que las bacterias.

4.2.3 Capacidad degradativa in vitro de proteinas
En la degradacion in vitro de grasas, la especie que presentd el mayor recuento

bacteriano fue E. cloacae, con 310 UFC/ml y el menor recuento con 50.50 UFC/ml en
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la bacteria B. subtilis en la zona de muestreo de Uros Chulluni; por otro lado, el mayor
recuento de bacterias fue de Ps. aeruginosa con 192.00 UFC/ml y la menor en B.
subtilis con 27.00 UFC/ml en la zona de muestreo de la Reserva Nacional del Titicaca,

ambos recuentos presentaron una dispersion leve (Tabla 10).

Tabla 10. Recuento (UFC/mI) bacterianas degradadoras de proteinas, de las zonas de

muestreo Uros Chulluni y Reserva Nacional del Titicaca, octubre 2017.

Tiempo de evaluacion

Zonas Bacterias (UFC/ml) Prom  C.V. (%)
3 dias 5 dias
Ps. aeruginosa 280 305 292.50 6.04
Ps. fluorescens 180 198 189.00 6.73
Uros Chulluni B. subtilis 45 56 50.50 15.40
E. cloacae 300 320 310.00 4.56
E. aerogenes 280 308 294.00 6.73
Ps. aeruginosa 189 195 192.00 2.21
Ps. fluorescens 168 179 173.50 4.48
RNT B. subtilis 25 29 27.00 10.48
E. cloacae 150 162 156.00 5.44
E. aerogenes 175 187 181.00 4.69

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.

Los recuentos de colonias de las bacterias en medio de cultivo agar caseina
presentaron diferencia estadistica significativa (F = 9.15; gl = 4; P = 0.0006), donde
los mayores recuentos fueron obtenidos en las especies Ps. aeruginosa, E. aerogenes,
E. cloacae y Ps. fluorescens, con medias de 242.25, 237.50, 233 y 181.25 UFC/ml,
respectivamente, siendo superiores a B. subtilis con una media de 38.75 UFC/ml
(Figura 9), de igual modo, también existio diferencia estadistica significativa entre los

recuentos bacterianos procedentes de las dos zonas de muestreo (F =4.42; gl =1; P =
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0.0499), siendo mayor el recuento en la zona de muestreo de Uros Chulluni con una
media de 227.20 UFC/ml, con respecto a la zona de muestreo de la Reserva Nacional

del Titicaca con una media de 145.90 UFC/ml (Figura 10).
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Ps. aeruginosa E. aerogenes E. cloacae Ps. fluorescens B. subtilis
BACTERIAS DEGRADADORAS DE PROTEINAS

NUMERO DE COLONIAS

Figura 9. Prueba de Tukey de los recuentos bacterianos en agar caseina, octubre 2017.
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Figura 10. Prueba de Tukey de los recuentos bacterianos en agar caseina segin zona

de muestreo, octubre 2017.

La capacidad degradativa de proteinas, fue reflejada con promedios de
formacion de halos en el medio de cultivo agar caseina, donde el mayor halo de
degradacién fue 5.82 mm producida por Ps. aeruginosa, y el menor fue de 1.52 mm de
B. subtilis entre las bacterias aisladas de la zona de muestreo de Uros Chulluni; por
otro lado, en la zona de muestro de la Reserva Nacional del Titicaca, el mayor halo de
degradacion lo present6 Ps. fluorescens con 5.88 mm y el menor fue de B. subtilis con

1.82 mm, los didmetros de halos presentaron una dispersion leve (Tabla 11).
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Tabla 11. Degradacion de proteinas (UFC/mI) de las bacterianas, de las zonas de

muestreo Uros Chulluni y Reserva Nacional del Titicaca, octubre 2017.

) Actividad proteolitica (mm) C. V.

Zonas Bacterias Prom
Rep 1 Rep 2 Rep 3 (%)
Ps. Aeruginosa 6.01 5.94 5.52 5.82 4.55

Ps. 5.26
5.54 5.48

Uros Fluorescens 5.43 2.72
Chulluni B. subtilis 1.53 1.42 1.62 1.52 6.58
E. cloacae 2.44 2.56 2.48 2.49 2.45
E. aerogenes 2.26 241 2.21 2.29 4.54
Ps. Aeruginosa 5.24 5.57 5.59 5.47 3.60
Ps. fluorescens 5.89 5.56 6.20 5.88 5.44
RNT B. subtilis 1.84 1.89 1.74 1.82 4.19
E. cloacae 2.45 2.46 2.51 247 1.30
E. aerogenes 2.78 2.48 2.35 2.54 8.69

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.

La capacidad degradativa de proteinas por las bacterias, fue reflejada con promedios
de formacién de halos de actividad proteolitica, los cuales presentaron diferencia
estadistica significativa (F = 408.83; gl = 4; P < 0.0001), siendo mayor la media
obtenida por Ps. fluorescens y Ps. aeroginosa con 5.66 y 5.65 mm, respectivamente y
el menor halo en B. subtilis con 1.67 mm (Figura 11); por otro lado, no existid
diferencia estadistica significativa entre bacterias con actividad proteolitica
procedentes de las dos zonas de muestreo (F = 0.04; gl = 1; P = 0.8502), pero
ligeramente fue superior la actividad proteolitica en bacterias procedentes de la zona
de la Reserva Nacional del Titicaca con respecto a la zona de muestreo de Uros

Chulluni (Figura 12).
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Figura 11. Prueba de Tukey de la capacidad degradativa (mm) de bacterias en agar

caseina, octubre 2017.
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Figura 12. Prueba de Tukey de la capacidad degradativa de bacterianos segin zona de

estudio, octubre 2017.
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La finalidad de la investigacion, fue la de aislar bacterias de la rizosfera de la
totora y evaluar su potencial biodegradador de azucares, grasas y proteinas, debido a
que las aguas residuales son portadoras de ellas y asi generar una biotecnologia
bacteriana para el tratamiento de aguas residuales, lo cual concuerda con los reportado
por Leal (2015), quien afirma que existe una accion conjunta de la vegetacion y los
microorganismos en mitigar efectos negativos provocados en el recurso hidrico, dicho
investigador obtuvo 17 rizobacterias y 8 enddfitas de Pseudelephantopus spiralis,
entre sus potencialidades encontrd cepas con capacidad de trasformacion del nitrito a
nitrato, por tanto pueden ser tenidas en cuenta en un proceso de fitorremediacion de
aguas con exceso de materia organica; asimismo Huane & Rivera (2014),
determinaron que Pseudomonas aeruginosa en ciertos efluentes grasos de expendio de
comida rapida produjeron enzimas satisfactoriamente y que a tiempos mayores a 24

horas (48 y 72 horas) la actividad de la enzima decrece.

La importancia en la produccion de enzimas a partir de bacterias, radica en que
son catalizadores bioldgicos con un amplio espectro de aplicaciones en la industria y
en otras areas relacionadas, su utilizacion ha llevado a mejorar los procesos y
productos de la empresa, son ecoldégicamente mas favorable que otras formas de
produccion, beneficiando tanto a operarios como al medio ambiente, reduciendo el
consumo de quimicos y compuestos toxicos, lo que finalmente disminuye costos e
impacto ambiental (Espina, 2010); en la investigacion se reportaron mayormente
bacterias Gram negativas que positivas, lo cual concuerda con Hallberg & Johnson
(2005), quienes afirma que la mayor representacion de bacterias fueron Gram
negativas, y con morfologia bacilar en los aislamientos realizados a partir de la

rizosfera de plantas; no obstante, que existe diferencia en la presencia de ciertas
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bacterias segun las raices de la planta acuatica, por lo que estd primariamente
determinada por las especies de plantas junto con los factores ambientales (Muratova
et al. 2003) presentes en su habitat, en tal sentido los aislamientos no presentaran

obligatoriamente iguales resultados.

En la investigacion se determind la presencia de bacterias degradadoras de
azucares esencialmente el almidon, lo cual puede varias segun la dependencia del
compuesto en cuestion, el 95% de las cepas crecen en presencia de glucosa como
fuente de carbono, el 64% en manosa, el 62% en xilosa, el 64% en lactosa y el 81% en
almidon, el mayor porcentaje generalmente es la glucosa ya que es la fuente de
carbono utilizada por un amplio nimero de bacterias, por presentar enzimas
constitutivas para su utilizacion, a diferencia de lo que ocurre para otros carbohidratos,
cuando solo en presencia de estos se induce en la célula la sintesis de las enzimas

involucradas en su catabolismo (Madigan et al. 2006).

Las bacterias estudiadas presentaron una versatilidad en la utilizacion de
fuentes de carbono para su crecimiento, teniendo en cuenta la variedad de
carbohidratos estudiados, monosacaridos (glucosa, manosa y xilosa), disacaridos
(lactosa) y polisacaridos (almiddn), las aguas residuales presentan carbohidratos en el
40% de la composicion organica (Jarusutthirak et al. 2002), por lo que es importante la
obtencion de cepas con capacidad variada para la utilizacion de estos compuestos,
logrando que el 41% de las cepas mostraron la asimilacion de los cinco carbohidratos
estudiados y el 76% asimild al menos tres de los carbohidratos ensayados, dichos
resultados se parecen a los obtenidos en la investigacion; de similar forma, Xia et al.

(2007), estudiaron gran numero de los aislados bacterianos y el 47% hidroliz6 la
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caseina, el 36% hidroliz6 la gelatina y el 38% hidrolizd el Tween 80, estos resultados
se deben a que las bacterias presentan la capacidad para hidrolizar proteinas y lipidos,
por lo que resultan atractivas para su utilizacion en el posible tratamiento de estos
compuestos, que en ocasiones resultan, dificiles de eliminar de las aguas, haciéndose

mas importante aun contar con microorganismos que eliminen estos contaminantes.
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V. CONCLUSIONES

- Las especies bacterianas identificadas en la rizosfera de totora (Schoenoplectus
tatora) procedentes de las zonas de muestreo de Uros Chulluni y la Reserva
Nacional del Titicaca son Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Enterobacter cloacae, Enterobacter. Aerogenes y Bacillus subtilis, presentando
diferencia entre los recuentos bacterianos y entre las zonas de muestreo (P <

0.05).

- La capacidad degradativa in vitro de almidon fue determinada con bacterias
Bacillus subtilis, y las grasas (Tributirina) y proteinas (caseina) por Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae y
Enterobacter aerogenes existiendo diferencia entre las actividades degradativas

entre bacterias y las zonas procedencia de las muestras de totora (P < 0.05).
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V. RECOMENDACIONES

- A los investigadores (tesistas, profesionales, entre otros) realizar la
identificacion bioquimica y molecular de las especies de bacterias de la
rizosfera de las macrofitas existentes en el lago Titicaca y su capacidad

degradativa de compuestos organicos.

- A'la Municipalidad Provincial de Puno, aplicar microorganismos degradadores

de compuestos organicos de manera experimental en la laguna de oxidacion de

aguas residuales — Espinar.
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ANEXOS

Anexo 1. Galeria de fotos.

Figura 13. Toma de muestra de las raices adventicias y rizomas subterraneas de
Schoenoplectus tatora de los Uros Chulluni y la Reserva Nacional del Titicaca,

setiembre - octubre 2017.
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Figura 14. Lavado de las raices adventicias y rizomas subterraneas de la tora y las
diluciones, laboratorio de Microbiologia de los alimentos, octubre — noviembre 2017.

Figura 15. Medios de cultivo preparadas para la identificacion bacteriana, laboratorio

de Microbiologia de los alimentos, octubre — noviembre 2017.
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Figura 16. Colonias aisladas en agar Pseudomonas (izquierda) y agar EMB (derecha),

laboratorio de Microbiologia de los alimentos, durante el mes de setiembre, 2017.
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Figura 17. Conservacion de géneros aislados en tubo de ensayo con agar Muller
Hinton inclinado a 4 °C, laboratorio de Microbiologia de los alimentos, setiembre
2017.
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£

Figura 18. Bateria de coloracion Gram y procesamientos de muestras para la
observacién de morfologia y Gram, laboratorio de Microbiologia de los alimentos,
setiembre 2017.
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Figura 19. Observacién microscopica bacilos Gram negativos (izquierda), bacilos
Gram positivos (centro), bacilos con esporas sefialadas por la flecha amarilla

(derecha), laboratorio de Microbiologia de los alimentos, octubre — 2017.

Figura 20. Cultivo de las bacterias en pruebas bioquimicas para su identificacion,
laboratorio de Microbiologia de los alimentos, octubre 2017.

Figura 21. Pruebas bioguimicas de identificacion del género Pseudomonas,

laboratorio de Microbiologia de los alimentos, octubre 2017.
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Figura 22. Crecimiento del género Enterobacter aerogenes en agar ENDO (izquierda)
y Escherichia coli (derecha), laboratorio de Microbiologia de los alimentos, setiembre
2017.

Figura 23. Crecimiento de bacterias en agar almidén (izquierda) y su revelado con
lugol en la produccién de amilasas (derecha), laboratorio de Microbiologia de los
alimentos, octubre - 2017.

Figura 24. Crecimieno de bacterias en agar Tributirina y zonas de degradacion de

grasas (flechas rojas), laboratorio de Microbiologia de los alimentos, octubre - 2017.
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Figura 25. Crecimiento de bacterias en agar caseina y zonas de degradacion de la

proteina (flechas rojas), laboratorio de Microbiologia de los alimentos, octubre - 2017.

Figura 26. Formacion de halos de degradacion de almiddn (F, izquierda) y de caseina

(C, derecha), laboratorio de Microbiologia de los alimentos, octubre - 2017.
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Anexo 2. Fluxograma para aislar bacterias.

1 mI
Muestra / \ / \
lavada
9mld
9 mi de 9 mlde g
agua agua : agua -
i destilad ; |
destilada destilada R
\
1 o -6 1 o -7 { 1 0 -8
\ .
Incubar a 37°C por 48 |
Agar Pseudomonas ‘01—| Agar Pseudomonas — l
m 1

f

Agar EMB -

Aislamiento de las colonias

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.
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Anexo 3. Pruebas de identificacion bioquimica bacteriana.

GRUPO I HIDROGENO SULFURADO (H2S) POSITIVO

ANAEROGENICOS (GASNEGATIVO)

TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS
KIA - -0+ K/IK - - - + Salmonella typhi
AEROGENICOS (GAS POSITIVO)
TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS
KIA 2+ 4+ K/IK - + - + Salmonella
K/A 0 2+ 4+ K/K - + - + Arizona
AIA
K/A 0 2+ 4+ KIA - + - + Citrobacter
AIA
K/A 0 2+ 4+ R/A -0+ D + + Proteus
AIA
KIA 2+ 4+ K/IK + - - + Edwarsiella

GRUPO Il HIDROGENO SULFURADO (H2S) NEGATIVO

ANAEROGENICOS (GASNEGATIVO)

TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS
K/IA - - KIA -0+ - - - Shigella
KIAo - - K/Ko + - - \% Escherichia
AIA KIN
K/A 0 - - KIA -0+ + D +oV Enterobacter
AIA
AIA - - K/IK - + - +oV Serratia
KI/IA - - R/IA + D + + Proteus
K/A - - R/A + -0+ Providencia
AlIA - - A/A 0 -0+ - \Y \Y Yersinia
K/IA
AEROGENICOS (GAS POSITIVO)
TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS
AlAo 2+ - K/K o + - - \Y Escherichia
K/IA KIA
AIA 4+ - K/IK -0+ + - Klebsiella
AlAo 3+ - K/K o - + D +oV Enterobacter
KI/IA KIA
K/A o 2+ - K/IK - + - +oV Serratia
AIA
KI/IA + - K/IA o + D + + Proteus
R/IA
K/A + - K/A 0 - + - \% Paratyphi A.
A/A
NOFERMENTADORES
TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS
K/K o - - K/IA - + - + Pseudomonas
KIN
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Tabla de identificacion de Enterobacterias

Microorganismos

Descarboxilasa

Produccion de

Descarboxilasa
*| Motilidad

Indol

Desaminasa
<| Ornitina

de Lactosa
Gas (glucosa)
H,S (TSI)
Lisina
Lisina
Citrato
Voges-
Proskauer
<| <] Ureasa
Gelatinasa

* 1 Produccion de
<| Produccién de
*| Utilizacion del

Citrobacter
freundii
Citrobacter
diversus
Enterobacter
aerogenes
Enterobacter +
cloacae
Escherichia coli +
Hafnia alvei -
Klebsiella oxytoca | +
Klebsiella +
pneumoniae
Morganella -
morganii
Proteus mirabilis -
Proteus vulgaris -
Providencia -
alcalifaciens
Providencia - - - - + + - + + - + -
rettgeri
Providencia - - - - + + - \% + - \ -
stuartii
Salmonella spp - + + + - - + + ¥ B _ ;
Salmonella typhy | - - + + - - - + - - - -
Salmonella - + - - - - + + - - - -
paratyphi A
Serratia - \% - + - - + + + + vV +
marcescens
Shigella spp - - - - - \Y - - - - - -
Shigella sonnei - - - - - - + - - - - -
Yersenia - - - - - \V + - - - \V; -
enterocolitica
Yersenia pestis - - - - - - - - - - - -
Yersenia - - - - - - - - - - + -
pseudotuberculosis
(+) 90% de aislamientos positivos; (-) 90% de aislamientos negativos; (V) reaccion

variable

<| <] Fermentacion

+

1

]

1
+
+
+
=+

1

+
“+
1
+

1

1
=+
“+
+
+

]

1

+
|

|

|

|
+
+
+
+
<
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1
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+
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Anexo 4. Resultados de los andlisis estadisticos.
Hueva tabla : 2471272018 - 14:11:30 - [Version : 02/03/2018]
Analisis de la varianza

Variable N E®* ER® &3 CW
RECUENTCS 30 0.47 0.35 Z8.8%

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 47685.53 4 115%21.38 5.44 0.0027
BACTERIAS 47685.53 4 11921.38 5.44 0.0027
Error 5481%9.17 25 Z1%2.77
Total 102504.70 28

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=T79.40000
Error: Z192.7667 gl: =25

BACTERIAS Medias n E.E.
E. cloacae Z06.50 € 15.1Z &
E. aerogenes 182.50 & 15.1Z &
Ps. fluorescens 177.33 € 15.1Z &
Ps. aeruginosa 136.67 & 19,12 A B

B. subtilis 87.50 6 15.1Z2 B

Medias con una letra comin no son significativamente difsrentes (p > 0.05)

Analisis de la varianza

Variable N k= R® Aj CW
REECOENTOS 30 0.22 0.15% 32.56

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S gl CH F p—valor
Modelo. 22577.63 1 22577.63 7.51 0.008%9
ZOHLS 22577.63 1 22577.63 T7.91 0.008%5
Error T75927.07 28 2854.54

Total 102504.70 Z9

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=39.96258
Error: Z8b4.5381 gl: E£28

ZOMNARS Medias n E.E.
Urus Chulluni 189%.53 15 13.80 &
RNT 134.67 15 13.80 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0E5)

Analisis de la wvarianza

Variable N RE* R* L3 CW
RECUENTOS 4 0.74 0.61 11.08

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo. 961.00 1 5€1.00 5.70 0.13%6
ZOHRS S9¢1.00 1 261.00 5.70 0.13%¢
Error 337.00 2 168.50

Total 1293.00 3

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=55.80365
Error: 168.5000 gl: 2

ZCHAS Medias n  E.E.
Urus Chulluni 132.50 2 9.18 A
RNT 101.50 2 9.18 R

Medias con una letra comin no son significativamente difsrentes (p > 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable N E* R® Lj CW
RECUENTOS 6 0.21  0.01 13.37

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-wvalor

Modelo. 0.35 1 0.35 1.04 0.3657
ZONAS 0.35 1 0.35 1.04 0.3657
Error 1.35 4 0.34

Total 1.70 5

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.31647
Error: 0.3372 gl: 4

ZOMAS Medias n E.E.
Urus Chulluni 4.5% 3 0.34 A
RNT 4.10 3 0.34 2

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

NUMERC DE COLONIAS 20 0.18 0.00 24.69

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—valor
HModelo. 3155.70 4 T758.93 0.85 0.51&5
BACTERIZS 3155.70 4 T758.593 0.85 0.51&5
Error 14128.50 15 541.90
Total 17324.20 1%

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=67.01223
Error: 941.8000 gl: 15
BLCTERILS Medias n E.E.

Ps. asruginosa 136.25 4 15.35 A
Ps. fluorescens 132.75 4 15.35 A
E. aesrogenes 12Z8.50 4 15.35 &R
E. cloacae 123.50 4 15.35 B
B. subtilis 100.50 4 15.35 A

Madias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Analisis de la varianza

Variable ) E® R® A3 CW
NUMERC DE COLONIAS 20 0.4% 0.46 17.91

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CcH F p—valor
Modelo. 8405.00 1 8405.00 1le.%& 0.000&
ZCHAS DE MUESTREC £405.00 1 2405.00 l6.5%¢€ 0.000&
Error 8919.20 18 485.51
Total 17324.20 19

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=20.91470
Error: 485,5111 gl: 18

ZCHAS DE MUESTREQ Mediaszs n E.E.

Trus Chulluni 144.80 10 7.04 A
BENT 103.80 10 7.04 B

Medias con una letra comin no son significativaments diferentes (p > 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable N E= ER= nj CW
RECUENTCS 30 O0.84 0.82 17.08

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo. 24.9%4 4 6.23 33.50 <0.0001
BACTERIAS Z24.%4 4 ©.23 33.50 «<£0.0001
Error 4.65 25 0.19
Total Z28.559 29

Test:Tonkey Alfa=0.05 DMS=0.73147
Error: 0.18&61 gl: =25

BACTERTIRS Medias n E.E.
B. subtilis 3.80 & 0.13 A
E. cloacae 3.01 & 0.18 B
E. aerogenes 2.685 & 0.18 B
P=s. aeruginosa 1.65 & 0.18 C
Ps. fluorescens 1.41 & 0.18 C

Medias con una lektra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Analisis de la wvarianza

Variakle N E= R® B3 CW
RECUENTIOS 30 3.4E-04 0.00 40.71

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo. ©0.01 1 0.01 0.01 0.9229

ZOMAS 0.01 1 0.01 0.01 0.9225

Error 2Z9.58 28 1.06

Total 28.59 28

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.76881
Error: 1.05€5 gl: Z8

ZONAS Medias n E.E.
ENT 2.54 15 0.27 &
Urus Chulluni Z.51 15 0.27 A

Medias con una lstra comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)

Analisis de la varianza

Variable N R* ER® &j CW
NUMERO DE COLONIAS 20 0.71 0.63 30.55

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sSC gl CM F p—valor
Modelo. 118515.70 4 Z25728.83 9.15 0.0006
BACTERIAS 118915.70 4 Z9728.5%3 S5.15 0.0006
Error 483735.25 15 324%5.0Z2
Total 167650.95 19

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=124.45938
Error: 3248.01&67 gl: 15

BACTERILS Medias n E.E.
Ps. aeruginosa 242.25 4 Z28.50 A
E. asrogenes 237.50 4 23.50 &
E. cloacae 233.00 4 Z8.50 4
Ps. fluorescens 181.25 4 Z85.50 &
B. subtilis 38.75 4 28.50 B

Medias con una lebtra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable N R®= R® Lj Cw
NOMERC DE COLONIAS 20 0.20 0.15 46.35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl CH F p-valor
Modelo. 33048.45 1 33048.45 4.42 0.049%
ZONAS DE MUESTREC 33048.45 1 33048.45 4.42 0.049%
Error 134602.50 18 7477.92
Total 167650.95 19

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=81.24E848

Error: 7477.8187 gl: 18

ZONAS DE MUESTREC Medias n E.E.

Urus Chulluni 227.20 10 27.35 A

ENT 145.590 10 27.35 B

Msdias con una lstra comuin no son significativamentes diferentes (p > 0.05)

Analisis de la varianza

Variable N R ER* Bj CWV
RECUENTCS 30 0.98 0.98 €.51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl CM F p-valor
Modelo. g3.59%9 4 22,15 408.83 «£0.0001
BACTERIAS B88.59 4 22.15 408.83 <0.0001
Error 1.35 25 0.05
Total §5.94 29

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.39465
Error: 0.0542 gl: Z5

BACTERIAS Medias n E.E.
Ps. fluorescens 5.66 € 0.10 A&
Ps. aeruginosa 5.65 & 0.10 &
E. cloacae 2.48% &€ 0.10 B
E. aerogenes 2.42 6 0.10 B
B. subtilis 1.67 & 0.10 c

Msdizs con una lestra comin no son significativamente difersntss (p > 0.05)

Analisis de la wvarianza

Variable N R* E® &3 CW
RECOENTOS 30 1.3E-03 0.00 50.11

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl CM F p—-valor
Modelo. ©.12 1 0.12 0.04 0.8502
ZONAS 0.12 1 0.12 0.04 0.8502

Error 89.83 28 3.21
Total 89,594 28

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=1.33971
Error: 3.2081 gl: =28
ZONAS Medias n E.E.
ENT 3.64 15 0.46 A
Urus Chulluni 3.51 15 0.496 A
M=dias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p = 0.05)
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Anexo 5. Constancia de ejecucion de tesis en el laboratorio de Microbiologia de los

Alimentos.

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, JEFE DEL LABORATORIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS DE LA UNA - PUNO.

HACE CONSTAR:

Que la bachiller: LISBETH MARQUEZ QUISPE, egresado de la
escuela profesional de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, ha
realizado su trabajo de investigacion titulado * CAPACIDAD DEGRADATIVA in vitro DE
AZUCARES, GRASAS Y PROTEINAS POR BACTERIAS Pseudomonas, Bacillus y
Enterobacter DE LA RIZOSFERA DE Schoenoplectus tatora DEL LAGO TITICACA,
2017 en el laboratorio de microbiologia de los alimentos de la escuela profesional de

biologia, entre los meses de setiembre a noviembre del 2017.

Se emite la presente constancia a la solicitud del interesado para los

fines que se estime por conveniencia.

Puno, 30 de diciembre del 2017.
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