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RESUMEN

El andlisis metagendmico es muy valioso, ya que nos permite obtener la
informacion genética de los microorganismos presentes en una muestra. El
objetivo principal, fue determinar la diversidad de las comunidades
microbianas en los suelos y aguas del Area de Concesion para la
Conservacion Cuenca Alta rio Itaya (CCCARI). El criterio de seleccion de las
muestras de suelos fue su tipologia, topografia y relieve, para las muestras de
agua, estas fueron colectadas de quebradas cochas y el rio Itaya, se
determinaron los pardmetros fisicoquimicos de ambas muestras. El ADN
metagendmico de suelos y aguas fueron purificados con métodos estandares,
se prepararon las librerias para luego ser secuenciados en la plataforma de
lllumina NextSeq™ 550. Las secuencias se procesaron utilizando el servidor
MG-RAST. Los resultados indican que los suelos son de clase textural franco
y ligeramente acidos. Las muestras de agua presentaron caracteristicas
fisicoquimicas tipicas de aguas negras. Adicionalmente, el secuenciamiento
masivo nos indica una alta diversidad microbiana en los suelos y aguas del
CCCARI con predominancia de bacterias. En conjunto, estos resultados nos
indican que la diversidad microbiana registrada en las muestras de suelo y
aguas del CCCARI en parte se atribuyen a las caracteristicas fisicoquimicas
de estos ambientes.

Palabras clave: ADN, Metagendmas, Microbioma, Secuenciamiento.



ABSTRACT

Metagenomic analysis is very valuable because it allows us to obtain the
genetic information of the microorganisms present in a sample. The main
objective was to determine the diversity of microbial communities in the soils
and waters of the Upper Itaya River Basin Conservation Concession Area
(CCCARI). The selection criteria for the soil samples were their typology,
topography and relief; for the water samples, these were collected from cochas
streams and the Itaya River, and the physicochemical parameters of both
samples were determined. Metagenomic DNA from soils and water were
purified with standard methods, libraries were prepared and then sequenced
on the lllumina NextSeq™ 550 platform. The sequences were processed using
the MG-RAST server. The results indicate that the soils are of loam and slightly
acidic textural class. The water samples exhibited physicochemical
characteristics typical of black waters. Additionally, the massive sequencing
indicates a high microbial diversity in the soils and waters of the CCCARI with
a predominance of bacteria. Taken together, these results indicate that the
microbial diversity recorded in the CCCARI soil and water samples is partly
attributed to the physicochemical characteristics of these environments.

Keywords: DNA, Metagenomes, Microbiome, Sequencing.
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INTRODUCCION

Se calcula que en nuestro planeta habitan millones de microorganismos @,
los cuales son capaces de habitar en ambientes extremos de la tierra @,
logrando ser encontrados en el suelo, el agua, fuentes termales, minas de
carbén y ecosistemas gélidos ). Pero de toda esta cantidad de microbios,
solamente se ha logrado cultivar, identificar y utilizar algunas especies en
procesos biotecnolégicos . El Per es uno de los pocos paises, que
posee una gran diversidad de ecosistemas, divididas en sus regiones
geogréaficas de costa, sierra y selva ®. En la selva se encuentra la
Amazonia, la cual por su ubicacion, es considerada una zona prometedora
para identificar nuevas especies ©), algunos factores naturales como la
variabilidad del pH de los suelos, influye mucho en la abundancia de

microfauna ),

La obtencion y aprovechamiento de la biomasa microbiana puede ser una
fuente generadora de material genético, el cual puede ser utilizado como
materia prima para la elaboracién de diversos metabolitos de interés
comercial ®), Todo esto, debido a que, tradicionalmente nuestra region ha
dependido econ6micamente de la extraccién directa de sus recursos
naturales, el cual en el tiempo tiene como resultados una serie de
problemas ambientales que son dificiles y costosos de tratar . Estos
problemas van desde la deforestacion de los bosques provocado por la
extraccion de madera 19, |a contaminacién de los suelos y aguas por
derrames de hidrocarburos y la mineria ilegal - 12, Debido a ello es
importante encontrar alternativas que nos permitan explotar nuestros

recursos con actividades que sean rentables y amigables con el ambiente.

Una alternativa que viene teniendo mucho interés en la actualidad, es la
identificacion de microorganismos que presenten principios activos y
puedan ser utilizados por la bioindustria 3. Pero aln existen limitaciones
para lograr aislar y cultivar nuevas cepas bacterianas, el desconocimiento
de los requerimientos nutricionales y la medicion de los parametros de
crecimiento son factores claves que determinan que una especie pueda ser

o no utilizada ¥, Ademas, a esto se suma que el estudio de la microfauna



en la Amazonia peruana es incipiente, en el registro de los bancos de genes
a nivel mundial, no se reportan muchas especies que se hayan descritas
en este lugar, convirtiendo esta falta de estudio en una necesidad urgente,
que debe ser resuelta por la comunidad cientifica local y nacional. El
estudio e identificacion de los microorganismos hoy es posible, gracias a la
tecnologia de Secuenciamiento de Préxima Generacion (NGS) 19, Entre
ellos se encuentra los andlisis metagenémicos, el cual es una técnica que
se utiliza en biologia molecular, para lograr la identificacion de especies
nuevas, a partir de estudiar el material genético (%) Esta técnica es
independiente del cultivo, por lo que disminuye el tiempo que se requiere
para estudiar la comunidad microbiana de cualquier ecosistema, ademas
te permite conocer los potenciales metabolitos que son de interés en el

mercado ¢,

Actualmente la Universidad Cientifica del Perd, cuenta con un area en
concesion cedida por el estado para ser utilizada en el desarrollo de
investigacion cientifica por un periodo de diez afios, este predio consta de
mas de diez mil hectareas de bosques, ubicada en la cuenca media-alta del
rio Itaya, la cual presenta diferentes estratos de suelos y cuerpos de aguas
en los que habitan diversos microorganismos que necesitan ser estudiados,
ya que muchos de estos podrian presentar enzimas claves para desarrollar
plataformas biotecnolégicas, que nos pueden servir como soporte para
realizar futuras investigaciones, en beneficio de la poblacién local y

nacional.

Debido a esto, nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:
¢,Cual es la diversidad de las comunidades microbianas en los suelos y
aguas del Area de Concesion para la Conservacién Cuenca Alta rio Itaya?,
y como Objetivo general: Determinar la diversidad de las comunidades
microbianas en los suelos y aguas del Area de Concesion para la
Conservacion Cuenca Alta rio Itaya, y como Objetivos especificos; Evaluar
las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos y aguas del Area de
Concesiéon para la Conservacion Cuenca Alta rio Itaya y, Estimar la
diversidad de las comunidades microbianas en los suelos y aguas del Area

de Concesion para la Conservacion Cuenca Alta rio Itaya.



CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes.

Los resultados de diversos estudios cientificos indican que
aproximadamente la mitad de la biomasa de la tierra procede de microbios,
estos microbios estan determinados por las propiedades fisicoquimicas del
suelo 8, Los microorganismos juegan un papel importante dentro de los
ciclos biogeoquimicos, del suelo influyendo en la nutricion de las plantas,
la estructura y fertilidad del suelo, sin embargo, se estima que solamente el
1% de estos microrganismos son cultivables @9, es decir, la gran mayoria
aun no estan descritas y por lo tanto no se puede acceder a la informacion
genética y conocer sus potencialidades.

Desde los afios noventa se viene desarrollando la metagendmica, una
técnica totalmente independiente del cultivo 9. Esta técnica puede
describirse como el estudio de toda la comunidad microbiana y de los
metabolitos, los cuales son aisladas directamente del medio natural. Al ser
un método que no necesita del cultivo, nos ofrece una gran oportunidad
para estudiar el ADN de todo un ecosistema. Solamente se necesita que el
material genético presente buena cantidad y calidad, y con ella se pueden
preparar las librerias y posteriormente secuenciarlas ®. Ademas, al
secuenciar las regiones variables de genes bacterianos, altamente
conservados, nos permite determinar la composicién taxonémica de un
microbioma. Al compararlos con las bases de datos existentes, se puede
determinar a qué organismos pertenecen las secuencias, y evaluar el perfil
y las proporciones bacterianas @9,

En este sentido, desde finales de la década de los noventa, cuando se
comenzo a utilizar el término metagendmica, para denominar a los analisis
estadisticos de metaanalisis y genémica ??, esta técnica ha servido para
multiples investigaciones, desde la identificacion de nuevos compuestos
naturales o genes relacionados con la biocatalisis a partir de muestras
ambientales, y basados en sus funciones 3. Ademéas de lograr el
secuenciamiento completo de algunas especies bacterianas y de algunos
organismos mas complejos, llegando incluso a secuenciar el genoma

humano completo @4,



Por lo que; la metagendmica se ha convertido sin lugar a dudas en una
herramienta valiosa para la identificacion de especies, particularmente en
los ecosistemas que presentan caracteristicas Unicas, como, por ejemplo;
los bosques de arena blanca de la Amazonia peruana. En una
investigacion, Castro et al, 3, realizaron andlisis metagenémicos 16S, en
donde evaluaron el perfil de la diversidad bacteriana a partir de muestras
de suelos, encontrando que los filos mas representativos fueron las
actinobacterias, con un 21,21%, seguida de planctomicetos con un 16,61%
y proteobacteria 11,01%, siendo estos tres los filos mas abundantes.

Asi mismo en 2015, como resultado de la secuenciacion de metagenémas
de comunidades microbianas de sitios antropogénicos de suelos oscuros
de la Amazonia Brasilefia, utilizando la secuenciacion de lllumina-Miseq,
se encontré un total de 3, 716, 966 secuencias directas, siendo los filos mas
abundantes Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Acidobacteria ().
En ese mismo afio una investigacion realizada en el bioma del cerrado en
Brasil, utilizando secuenciacion de 16S rRNA, para determinar la
diversidad, obtuvieron como resultado que las arqueas en las gradientes
de vegetacion diferian en todos los tipos de suelos estudiados, logrando
concluir que, los filos con mayor predominancia fueron; Crenarcheota,
Nitrosphaerales, NRPJ y Euryachaeota, incluidas las clases Metanocellales
y Methanomassiliicoccaceae.

De igual forma, investigadores de Estados Unidos, Reino Unido y Brasil,
recolectaron muestras de suelos intactos de tres tipos de uso de la tierra
(bosque lluvioso primario, pastos y bosque lluvioso secundario) de dos
areas geograficamente distintas de la Amazonia brasilefia (Santarém, Para
y Ariguemes, Rondénia) y realizaron sondeos de isétopos estables de ADN
junto con metagendmica para identificar los metanétrofos y metandégenos
activos, llegando a la conclusion que la conversion de bosque lluvioso en
pastos estimula la metanogénesis del suelo en la esos lugares 7). Ademas,
en el 2018 Kroeger et al. ?®; en la investigaciéon denominada “Nuevos
conocimientos bioldgicos sobre como la deforestacion afecta a las
comunidades microbianas del suelo en la Amazonia, utilizando andalisis
metagendmicos”, lograron ensamblar 28 metagendémas, abarcando 10

filos, entre ellos los mas representativos fueron; acidobacterias,

4



Melainabacteria, Microgenomates y Parcubacteria, los cuales fueron
encontradas en las muestras provenientes de areas utilizados como pastos
para ganado, mientras que el género Candidatus Rokubacteria, fue
predominante en los suelos de la selva tropical adyacente.

Los analisis realizados en suelos rizosféricos asociados al cultivo de mani
en Sudafrica, utilizando la tecnologia de secuenciacion de lllumina-Miseq,
de genes emparejados de 16S dio como resultado que las muestras del
suelo a granel tenian el porcentaje de filos promedio mas bajo, mientras
gue las muestras en la etapa de madurez de la semilla tenian el porcentaje
de filos promedio mas alto. La diversidad alfa en p = 0,05 fue el mas alto en
esta etapa en comparacion con los otros y el control. Rubrobacter fue el
género mas predominante, después del cual se encuentran Acidobacterium
y Skermanella @2,

La metagendmica también viene siendo aplicada para identificar la valiosa
informacion comparativa de los microeucariotas del suelo. Esta
investigacion arrojo 52 grupos no clasificados y 96 familias bacterianas que
ya estan registrados en el Gen Bank (0,

Los analisis metagendmicos realizadas a partir de muestras de aguas, nos
demuestra que esta técnica puede ayudarnos a dilucidar los ecosistemas
Unicos, como es el caso de una investigacion llevada a cabo por el
Laboratorio de micologia y biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria
la Molina, quienes colectaron muestras procedentes de aguas termales, los
cuales presentaban temperaturas entre 45 a 90°C, logrando clasificar 58
géneros de bacterias y 2 géneros de Arqueas. También, mediante analisis
metagenomicos, se descubrid que las Proteobacterias eran los filos mas
representados (88,06%), seguidos de Thermi (6,43%), Firmicutes (3,41%)
y Aquificae (1,10%), respectivamente, Mientras que Crenarchaeota y
Euryarchaeota fueron los unicos 2 filos de arqueas detectados con menor
abundancia GV,

De igual forma, una investigacion realizada en aguas pristinas del rio
Amazonas, en el cual los taxones microbianos encontrados fueron
dominados claramente por el linaje cosmopolita de agua dulce de las
actinobacterias, Crenarchaeay el grupo hermano de agua dulce del clado

marino SAR11, LD12, estos se encontraron junto a taxones de agua dulce

5



mas exclusivos y conocidos, como Polynucleobacterk ©2. Asi mismo,
cuando se analizaron la microbiota en la temporada de inundaciones de los
lagos de la cuenca del amazonas, utilizando secuenciacion de préxima
generacion (NGS QC Toolkit v2.3.3) de Roche, encontraron 95,2% de
bacterias y 0,7% de arqueas, los filos con mayor frecuencia fueron
Proteobacteria, Actinobacteria y Cianobacteria, estimando una diversidad
alfa de 13,5% (33,

Ademas cuando se analiz6é por medio del amplicon del gen 16S rRNA la
regulacion del pulso de inundacion de la composicién de la comunidad de
bacterioplancton en un lago de llanura aluvial amazénica 4, encontraron
diferencias significativas de la presencia de Actinobacterias vy
proteobacterias, durante la vaciante y creciente de los rios. Caso similar fue
lo encontrado por Camara dos Reis et al. %, quienes al realizar analisis
metagendmico de alto rendimiento (lllumina MiSeq), en el lago Curuai, el
cual estq conectado al rio Amazonas y presenta una temperatura y pH
promedio de 30°C y 7,5 respectivamente, evidenciéo que los filos méas
abundantes presentes en este cuerpo de agua son las Actinobacterias,
Cianobacterias, Proteobacterias y Planctomicetos.

Asi mismo, el proyecto denominado, “Avanzando en la evaluacion
metagendmica de la salud del suelo y la calidad del agua dulce, llevado a
cabo en Canada en afio 2019”, tuvo por finalidad aplicar la metagenémica
para caracterizar mejor la biodiversidad microbiana e invertebrada para
avanzar en las actividades de evaluacién, monitoreo y remediacion
ambiental, obteniendo como resultado el inicio de dieciséis proyectos de
investigacion bajo los temas Microbioma del suelo, Microbioma acuéatico y
Zoobioma de invertebrados. Toda esta informacién obtenida, permitira al
gobierno de dicho pais planificar una mejor gestion de los recursos suelo y
agua principalmente ),

De igual forma, en el afio 2019 investigadores de la Universidad de Offa en
Nigeria, abordaron un proyecto denominado; Conocimientos
metagendmicos sobre la diversidad y las funciones de los conjuntos
microbianos en los lagos, con la finalidad de conocer la diversidad y las
funciones de los conjuntos microbianos en los lagos de agua dulce.

Comenzaron si investigacion con la aplicacién y revision de diversas

6



técnicas de estudios, concluyendo que en varios estudios metagendmicos
en lagos de agua dulce, se incluyen floraciones de algas, cianobacterias
toxicas, metagenomica viral, metagenomica procariota y genes resistentes

a los antibidticos ©7,

1.2. Bases teoricas

Los microorganismos que habitan la tierra estan formados por una variedad
microscoépica de miles de millones de bacterias, hongos, protozoos y virus,
estos presentan multiples tamafios y formas. No todos los microbios son
perjudiciales para el hombre, muchos de ellos cumplen un rol importante
en los procesos biogeoquimicos del planeta; proporcionando oxigeno a la
biosfera, descomponiendo la materia organica, mineralizando los
componentes para beneficio de los productores y reinsertandolo de nuevo
al ciclo de la materia 8,

A lo largo de la historia, los microorganismos siempre han sido
considerados como fuente importante para la elaboracion de productos de
interés comercial, y recientemente se han convertido en materia prima para
la biotecnologia. Estos procesos normalmente se basaban en los principios
activos de los microorganismos, los cuales son cultivados en los
laboratorios utilizando medios de cultivo como fuente nutricional. Esta
forma tradicional de cultivo, solamente permite utilizar aquellos
microorganismos que ya fueron estudiados vy analizados su
comportamiento y nutricibn, dejando de lado a todos aquellos
microorganismos de los que no se tiene informacién @,

En la busqueda continua de técnicas alternativas que ayuden a identificar
microorganismos sin ser cultivados, los cientificos pasaron por varias
etapas. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RPC) y la electroforesis,
para estudiar el gen 16S, fueron algunos de ellos. Pero la mejora de las
técnicas de aislamiento, la extraccion del material genético, descubrir la
secuenciacion y el ensamblado de las secuencias, han sido factores claves
para encontrar alternativa: es decir, la metagendmica. Esta técnica permite
analizar los metagenémas, estudiar el material genético de diversos
microorganismos que estan presentes en un determinado habitat. En la

tltima década, esta tecnologia ha revolucionado el estudio de la diversidad



microbiana, la obtencién de metabolitos y el entendimiento de la dinamica
de poblaciones microbianas ©9).

Esta técnicas se ha convertido en una herramienta poderosa, buscando
nuevos antibidticos, enzimas, rutas metabdlicas y cualquier otra
caracteristica de importancia biotecnolégica. Todo comienza con
seleccionar cuidadosamente la muestra ambiental, extraer el ADN, la
preparacion de librerias y la seleccion de la tecnologia de secuenciamiento.
Estos analisis nos pueden revelar tanto la diversidad microbiana, como los
genes que codifican enzimas de diversas vias metabdlicas y proteinas de
interés 2,

Ademas, los genes encontrados pueden ser clonados y expresadas para
inducir la producciéon de los metabolitos y/o crear nuevas cepas de
organismos con mayores capacidades para sintetizar biomoléculas activas
(20)_

1.3. Definicion de términos basicos

ADN: es el nombre quimico de la molécula que contiene la informacion
genética en todos los seres vivos. La molécula de ADN consiste en dos
cadenas que se enrollan entre ellas para formar una estructura de doble
hélice. Cada cadena tiene una parte central formada por azlcares
(desoxirribosa) y grupos fosfato. Enganchado a cada azucar hay una de las

siguientes 4 bases: adenina (A), citosina (C), guanina (G), y timina (T) “9,

Agua: es la sustancia mas abundante en la tierra y es la Unica que se
encuentra en la atmosfera en estado liquido, sélido y gaseoso. Sus
moléculas estan formadas por dos atomos de hidrégeno y uno de oxigeno,
constituye el componente mas abundante de la superficie terrestre y el
mayoritario de todos los organismos vivos. La mayor reserva de agua esta
en los océanos, que contienen el 97% del agua que existe en la tierra, el 3

% restante esta contenida en los rios, lagos, etc. “9,

ARN: Es una molécula similar a la del ADN. Es de cadena sencilla, una
hebra de ARN tiene un eje constituido por un azlcar (ribosa) y grupos de
fosfato de forma alterna. Unidos a cada azlcar se encuentra una de las

cuatro bases adenina (A), uracilo (U), citosina (C) o guanina (G). Hay



diferentes tipos de ARN en la célula: ARN mensajero (ARNm), ARN
ribosomal (ARNr) y ARN de transferencia (ARNt). Mas recientemente, se
han encontrado algunos ARN de pequefio tamafio que estan involucrados

en la regulacion de la expresion génica 2.

Bacterias: Son microorganismos procariotas unicelulares, pertenecientes
al grupo moneras y carecen en general de pigmento asimilador; se
reproducen por biparticiobn, posee un solo cromosoma disperso por el
protoplasma (carecen de membrana nuclear); en algunos casos, existe un
pequefio fragmento adicional denominado plasmido. Se encuentran en casi
todas las partes de la Tierra. Son vitales para los ecosistemas del planeta.
Algunas especies pueden vivir en condiciones realmente extremas de

temperatura y presion “9).

Biodiversidad: Se refiere a la pluralidad de seres vivos, mas precisamente
microorganismos, plantas y animales, que interactian entre si. Se estima
que la variedad de especies que habitan el planeta tierra supera los treinta

millones “4),

Bioinformatica: Es una subdisciplina de la biologia y las ciencias
computacionales que se encarga de adquirir, almacenar, analizar y
diseminar la informacion biolégica, en gran parte correspondiente a las
secuencias de ADN y aminoacidos. La Bioinformatica utiliza programas
informaticos que tienen muchas aplicaciones, como por ejemplo:
determinar las funciones de genes y proteinas, establecer relaciones

evolutivas y predecir la conformacion tridimensional de las proteinas “%),

Biotecnologia: Se refiere a toda aplicacion tecnoldgica que utilice sistemas
biolégicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o

modificacion de productos o procesos para usos especificos (“6),

Comunidades microbianas: Son asociaciones microbianas naturales de
dos 0 mas especies que actian como una comunidad, beneficiandose cada
uno de ellos de la actividad de los demas. Es decir, se trata de sistemas

naturales en los que microorganismos de distintas especies, a menudo de



distintos géneros, coexisten espacialmente y cooperan, posibilitando asi la
supervivencia de todos ellos “7),

Concesién: Otorgamiento del derecho de explotacién, por un periodo
determinado, de bienes y servicios por parte de una Administracién publica

0 empresa a otra, generalmente privada ),

Librerias gendmicas: O también llamados genotecas, es una coleccion de
fragmentos de ADN de un organismo, cada uno portado por un plasmido o
un virus y clonado en un huésped adecuado. Para escrutar una genoteca

de ADN Yy localizar una secuencia especifica se utiliza una sonda de ADN
(49)

MetagenOmica: Es la obtencibn de secuencias del genoma de los
diferentes microorganismos, que componen una comunidad, extrayendo y
analizando su ADN de forma global. Permite acceder al genoma sin ver a

los microorganismos ni cultivarlos 9,

Microorganismos: Organismo vivo unicelular, animal o vegetal,
sumamente pequefio, invisible a simple vista. Son microorganismos las
bacterias, algunos hongos, los protozoos y (en alguna clasificacién) los

virus D),

Secuenciacion de ADN: Es una técnica de laboratorio utilizada para
determinar la secuencia exacta de las bases (A, C, Gy T), en una molécula
de ADN. La secuencia de bases de ADN lleva la informacion que una célula
necesita para ensamblar proteinas y moléculas de ARN. La informacién de
la secuencia de ADN es importante para los cientificos que investigan las

funciones de los genes ©2).

Suelo: Material no consolidado compuesto por particulas inorganicas,
materia organica, agua, aire y organismos, que comprende desde la capa

superior de la superficie terrestre hasta diferentes niveles de profundidad
(53),
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CAPITULO II: VARIABLES E HIPOTESIS

2.1. Variables y su operacionalizacién.

Variables Operacionalizacion Indicadores indice

Numero de especies Especies Diversidad

X1 microbianas bacterianas microbiana
Diversidad de las identificadas identificadas alfa de las

comunidades mediante el andlisis secuencias
microbianas metagenomico. obtenidas: 100

a 500 especies

Caracteristicas

fisicas:
Textura, Franco, limo,
arcilloso
Conductividad
eléctrica, 0a5dS/m
Temperatura 15-25°C
Y1

. . Andlisis IS

fisicoquimicas de fisicoquimicos de los animieas:

los suelos vy g pH 4av

suelos y aguas. ,

aguas Solidos Totales
Disueltos 5— 25 ppm
Nitrato (NOs3) 0—10 ppm
Amonio (NHy) 0—10 ppm
Materia organica 0—10 %
Fosforo (P) 0 - 10 ppm
Potasio (K) 50 — 200 ppm

2.2. Formulacion de la hipotesis

Hipotesis general

La diversidad de las comunidades microbianas es variable y esta
relacionada con las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos y aguas del

Area de Concesioén para la Conservacion Cuenca Alta rio ltaya
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion se desarrolld mediante el enfoque de la investigacion
cuantitativa, del tipo analitico.

El disefio de la investigacion corresponde a un disefio experimental, el cual
consistid6 en la recoleccion de muestras mixtas de suelos y aguas,
procedentes de los diferentes tipos de bosques y cuerpos de agua del Area

de Concesion para la Conservacion, Cuenca Alta rio Itaya.

3.2. Poblacion y muestra

La poblacion estuvo constituida por todas las comunidades microbianas
presentes en los suelos y aguas del Area de Concesién para la
Conservacion Cuenca Alta Rio Itaya.

652800

O
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ir

850800 651200 651600 652000 652400 52800

Figura 1. Mapa de ubicacion del Area de Concesion para la Conservacion Cuenca

Alta Rio Itaya, donde se ubican los puntos de colecta.

La muestra estuvo constituida por 1,5 kg de suelo y una muestra mixta de
aguas (1,5 L) provenientes del CCCARI.

El principal criterio de seleccion para las muestras de suelo, fue la clase
textural (limoso, franco limoso, franco arenoso, arcilloso, limo arcilloso,

etc.), topografia y relieve (Ver anexos). Para las muestras de agua; los
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puntos de muestreo se realizaron en diferentes cuerpos de agua: rio Itaya,
cochas y quebradas.

Las unidades de analisis fueron: las muestras representativas de suelos y
cuerpos de agua, el ADN metagendmico integro, librerias de ADN limpias
y el secuenciamiento de alta calidad.

Se realizé el muestreo por conveniencia, de acuerdo a los criterios de la

investigacion.

3.3. Técnicas e instrumentos

Para el cumplimiento de los objetivos de la investigacion se establecio las
técnicas para la colecta, purificacion de ADN y Secuenciamiento de las
muestras:

Los instrumentos que se utilizaron fueron los siguientes:

a) Ficha de registro datos de campo (Ver Anexo)

b) Ficha de evaluacion de muestras en el Laboratorio (Ver Anexo)

Los equipos que se utilizaron, fueron los siguientes.

e Bomba de presién y Vacio Millipore, Merck, K48ZZFFD378 a 30 In
Hg), para el filtrado de las muestras de agua.

e Centrifuga Thermo Scientific, Thermo Micro CL21R), para la
centrifugacion de las muestras.

e Espectrofotometro UV/Vis (Thermo Scientific, NanoDrop 2000. Para
cuantificar las absorbancias del ADN metagendémico.

e Fluorémetro Qubit ™ (Thermo Fisher Scientific, dSDNA HS Assay
Kit). Para cuantificar la cantidad y calidad del ADN.

e Termociclador (Eppendorf Mastercycler Nexus gradient). Para la
amplificacion del ADN.

e Secuenciador masivo (lllumina NextSeq™ 550), se utilizd6 para

realizar el secuenciamiento masivo de las muestras.

3.4. Procedimientos de recoleccion de datos

La investigacion se desarroll6 de la siguiente manera:
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3.4.1. Obtencién de muestras de suelo

Para la obtencidbn de una muestra representativa de la diversidad
microbiana del suelo, se realiz6 un orificio en el suelo de 10 cm de diametro
y de profundidad de cada estrato de bosque (Cima, ladera y valle), y se
realizo de la siguiente manera: el primer punto de muestreo fue designado
como el punto principal de donde se tomoé las coordenadas geograficas.
Los puntos de colecta restantes se muestrearon a intervalos de 5 metros
en cada direccién cardinal, obteniendo 3 puntos de muestreo de cada
direccién (Ver anexo). Se unieron las 15 muestras de cada punto de
referencia y se homogeniz6 en una sola muestra de suelo de cada estrato
de bosque y se pasaron por un tamiz de malla de 2 mm. Las muestras de
suelos tamizadas se conservaron temporalmente a -20 °C y se realizo la

purificacion del ADN metagenomico.

3.4.2. Obtencion de muestras de agua

Las muestras de agua se colectaron utilizando galones de plastico estériles
con filtros acoplados de 20 um para atrapar la carga particulada de mayor
tamafio. Se recogié 5 litros de agua de los tres puntos de muestreos
seleccionados (quebrada, cocha y rio) (Ver anexo). Seguidamente se
monté el sistema de filtracion (Bomba de presién y vacio Merck Millipore,
K48ZZFFD3780 a 30 In Hg), en el cual se colocé filtros de 11 um-47 mm
de policarbonato y se dejé pasar 300 mL de la muestra de agua
homogenizada de cada punto de muestreo. Se repitid este proceso con
filtros de 5 y 3 pum, con la finalidad de remover microalgas y material
particulado. Con la ayuda de una pinza estéril se puso un filtro de 0,22 um
(Millipore, Durapore PVDF Membrane). Se filtr6 la muestra de agua y el
filtro, el cual contenia las células bacterianas, se transfirié a una placa petri
estéril y se afiadio 3 mL de tampon TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH
8) y con la ayuda de una pipeta, se lavo el filtro para remover las bacterias
atrapadas. Posteriormente, el filtro se secciono en cuatro partes y transfirid
a un tubo falcon estéril y resuspendié con tampdén TE. Se homogenizé en
vortex a maxima velocidad por 10 minutos y el sobrenadante se transfirio a
microtubos de 2 mL para ser centrifugados a 21 000 xg por 5 min

(Centrifuga Thermo Scientific, Thermo Micro CL21R). Se descarto el
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sobrenadante y al precipitado se sometié a varios lavados, para la

eliminacion de acidos humicos.

3.4.3. Analisis fisicoquimico del suelo

Los andlisis fisicoquimicos del suelo, como el: pH, Materia Organica,
Fosforo, Potasio, Carbonatos, Capacidad de Intercambio Cationico,
Textura, Conductividad Eléctrica, Microelementos solubles (Fe, Cu, Zn, Mn)
y elementos pesados Solubles (Pb, Cd, Cr); fueron analizados en el
Laboratorio de Agua, Suelo, Medio Ambiente y Fertirriego del
Departamento de Recursos Hidricos de la Facultad de Ingenieria Agricola

de la Universidad Nacional Agraria la Molina ¢4,

3.4.4. Analisis fisicoquimico del agua

Las propiedades fisicoquimicas de las muestras de agua, tales como: el pH
y temperatura, fueron medidos en un potenciémetro (Hanna Instruments,
HI12210-01), Hierro total, Nitrégeno amoniacal, hierro ferroso, nitritos,
alcalinidad, Conductividad eléctrica, potencial de Oxido reduccion, y
salinidad fueron medidos utilizando kits de medicién (LaMotte Company,

Inc.; Industrial Test System, eXact iDip).

3.4.5. Purificacién de ADN metagenémico

Para la purificacion del ADN metagenomico de las muestras de suelo y
agua, primero se eliminaron los acidos humicos mediante lavados. Para
ello, el precipitado bacteriano se resuspendi6 con 1,5 mL de tampdn TE, se
centrifugd a 12 000 x g por 3 minutos y descartd el sobrenadante. El
proceso de lavado se continué con dos tampones (TL1 [Tris-HCI 50 mM,
EDTA 100 mM, NaCl 200 mM, Fosfato de Sodio 50 mM, PVP-40 1 %, Triton
X-100 0,2 %]y TL2 [Tris-Hcl 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 200 mM, Triton X-
100 0,05 %] y un lavado final con TE.

Después de obtener las células bacterianas sin acidos himicos, se purificé
el ADN metagenémico utilizando el DNeasy® PowerSoil® Pro Kit
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante ©5).

La calidad y cantidad del ADN metagendmico purificado fue determinado

mediante espectrofotometria con un espectrofotometro UV/Vis (Thermo
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Scientific, NanoDrop 2000) y fluorometria con el Qubit™ dsDNA HS Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific) empleando un fluorbmetro Qubit 4
(Invitrogen). El analisis electroforético, se realizé en un gel de agarosa al 1
% y se corrio a 100 V por 30 min en un equipo de electroforesis horizontal.
Para corroborar la calidad del ADN metagendémico purificado, este fue
amplificado mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa (RCP) de una
region perteneciente a los genes ribosomales 16S (ADNr). La reaccion se
realiz6 empleando el Platinum PCR Super Mix (Invitrogen), los cebadores
degenerados 515F (5'-TGTGNCAGCMGCCGCGGTAA-3) y 926R (5'-
CCGTCAATTCMTTRAGT-3), bajo las siguientes condiciones:
denaturacion inicial a 95,0°C x 5 min, 35 ciclos a 95,0°C x 40 s, 55,0°C x
40 sy 72,0°C x 1 min y una extension final a 72,0°C x 7 min que fueron
programadas en un Termociclador (Eppendorf Mastercycler Nexus

gradient) (Ver anexos).

3.4.6. Preparacion de librerias y secuenciacién masiva

A partir del ADN metagenomico obtenido de las muestras mixtas de suelo
y agua se procedié a preparar las dos librerias empleando el Nextera™
DNA CD indexes (Illlumina) y Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(illumina) en base a las indicaciones del fabricante. Luego, las librerias
obtenidas se cuantificaron usando el Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) con un fluorémetro Qubit 4 (Invitrogen). Posteriormente,
las librerias se normalizaron y mezclaron para su secuenciacién masiva de
extremos emparejados con el NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (300
Ciclos) y empleando como plataforma de secuenciacion el NextSeq™ 550

de lllumina.

3.5. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Los datos de los andlisis fisicoquimicos fueron almacenados en Microsoft
Excel y exportados al programa SPSS v25 ©6), para los analisis estadisticos
basicos. Entre los andlisis realizados tenemos, la Prueba de Kolmogorov-
Smirnov ©7:%8) para determinar si los datos tienen una distribuciéon normal y

posteriormente se determinaron el promedio y la desviacion estandar.
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Los datos de secuenciacion crudas emparejadas se cargaron como
archivos FASTQ y se analizaron utilizando el servidor MG-RAST v4.0.3 9,
Las lecturas obtenidas tras el control de calidad se sometieron a un analisis
taxondmico mediante la comparacion con diferentes bases de datos de
ARN ribosémico utilizando la estrategia de seleccion de unidades
taxonomicas operativas (OTU). Las OTU se clasificaron utilizando la base
de datos de referencia Greengene 13 _8 16S ®9. Las asignaciones
taxondmicas se hicieron a cada OTU utilizando el clasificador RDP ©1, y
Silvangs ©2), Por Ultimo, la cobertura de la secuencia mediante el analisis
de rarefaccién y la diversidad alfa de las especies se produjo mediante el
pipeline MG-RAST ®9), Las vias metabdlicas microbianas se determinaron
a partir de los datos del gen 16S rDNA utilizando el software Parallel-Meta3
v 3.5.3. ©3),
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos y aguas del CCCARI
4.1.1. Suelos
De acuerdo a los analisis realizados, los resultados obtenidos nos
muestran que los suelos del CCCARI, tienden a clasificarse como
suelos extremadamente acidos. Segun los porcentajes de clasificacion

de arena, limo y arcilla, esta dentro de la clase textural de suelo Franco.

Tabla 01: Andlisis de los parametros fisicoquimicos de las muestras de suelos
colectadas del CCCARI. Las tres muestras de suelos estan representadas por
las claves Slal S3.

Unidad

Parametros dg S1 S2 S3 Promedio DEeSStVéisgﬁn
medida

Conductividad Eléctrica (Relacion 1:1) (dS/m) 0,12 0,10 0,12 0,11 0,01
Arena (%) 48,24 49,24 49,24 48,9 0,58

Anélisis Limo (%) 31,28 40,28 38,28 34,78 4,95
mecanico Arcilla (%) 20,48 10,48 12,48 14,48 5,29

Textura - Franco Franco Franco
pH (Relacién 1:1) . 4,05 4,26 4,18 4,16 0,11
Materia Organica (MO) (%) 2,82 2,23 2,36 2,47 0,31
Fésforo (P) ppm 1,15 1,61 1,98 1,58 0,42
Potasio (K) ppm 100,40 77,40 88,20 88,67 11,51
Carbonato de calcio (CaCO?) (%)

Cic 19,45 18,26 6,49 14,73 7,16

Calcio (Ca™) 0,80 1,30 1,55 1,22 0,38

Magnesio (Mg™) (Cmol 0,20 0,38 0,35 0,31 0,10

Cambiables . )/

Sodio (Na”) Ka) 0,26 0,07 0,06 0,13 0,11

Potasio (K*) 0,20 0,07 0,08 0,12 0,07

AlS+H™ 18,00 16,45 4,45 12,97 7,42

Hierro (Fe) 246,30 235,40 229,70 237,13 8,43

Microelementos ~ <°PTe (CU) 0,88 0,74 0,85 0,82 0,07
solubles Zinc (Zn) pem 2,56 2,03 2,28 2,29 0,27
Manganeso (Mn) 35,45 24,03 50,53 36,67 13,29

Elementos Plomo (pb) <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
pesados Cadmio (Cd) ppm <0,012 <0,012 <0,012 <0,012 <0,012
solubles Cromo (Cr) <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

El porcentaje de materia organica disponible en las muestras de suelo,
fue > a 2, el cual nos indica que es de fertilidad media, y la cantidad de

fosforo y potasio que es de fertilidad baja.
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4.1.2. Aguas
Los resultados del analisis fisicoquimico de las muestras de aguas, nos
indican que el pH, tiende hacer ligeramente &cida.

Tabla 02: Pardmetros fisicoquimicos de las muestras de agua colectadas del
CCCARI. Las tres muestras estan representadas por las claves Al al A3. Los

datos fueron medidos utilizando el Kit LaMotte y Test System.

Unidad L
Desviacion
Parametros de Al A2 A3 Promedio
) Estandar
medida
pH 6,5 6,0 6,0 6,17 0,29
Oxigeno (05) ppm 5,6 6,8 6,4 6,27 0,61
Temperatura (T) °C 25 26 26 25,67 0,58
Solidos Totales
ppm 18,7 8,2 7,4 11,43 6,31
Disueltos (STD)
Alcalinidad (Alc.) ppm 12 52 8 24,00 24,33
Conductividad eléctrica
us 26,3 11,3 10,7 16,10 8,84
(CE)
Hierro ferroso (Fe*?) ppm 0,5 0,5 0,5 0,50 0
Nitrato (NO3) ppm 1 1 1 1,00 0
Amonio (NH,) ppm 0,05 0,05 0,05 0,05 8,5E-18

La cantidad de Solidos totales Disueltos no superd en promedio el 12
%. Asi mismo la cantidad de Hierro, nitrato y amonio, presentaron

niveles de concentracién minimos.

4.2. Diversidad de las comunidades microbianas de los suelos del
CCCARI
Para lograr la estimaciéon de la diversidad microbiana de los suelos y
aguas del CCARI, el primer paso fue purificar el ADN metagenémico,
logrando obtener valores aceptables de cantidad, calidad e integridad
del material genético para preparar las librerias y ser secuenciadas (Ver
Anexo).
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Con la secuenciacion masiva de las muestras de suelo, obtuvimos 12
344 131 534 pb de secuencias, con una longitud promedio de 150 = 7
pb de secuencias. A nivel de dominios (Figura 2), los resultados nos
sefialan que mas del 98% de las secuencias obtenidas correspondieron
a bacterias y el resto de secuencias pertenecieron a otros tipos de

microorganismos (Arqueas, Eucariotas, etc).

M Bacteria — 22, 153,982 (98,83%)

B Arquea — 123, 005 (0,55%)

" Eucariota — 100, 179 (0,45%)

B Secuencias no clasificadas — 34,527 (0,15%)
M Virus — 4, 774 (0,02%)

M Otras secuencias — 216 (0,00%)

Figura 2. Dominios de microorganismos identificados en las muestras de

suelo del CCCARI por secuenciacién masiva.

Con respecto a los filos (Figura 3), las proteobacterias fueron las mas
abundantes (>53%), seguido por Acidobacteria (15%) y Planctomicetos
(6,63%). Es preciso indicar que las proteobacterias son Gram negativas

y morfolégicamente pueden ser cocos o bacilos.

M Proteobacteria — 9,237,947 (53,74%)

B Acidobacteria — 2,579,574 (15,00%)

! Actinobacteria — 2,379,738 (13,84%)

M Planctomicetos — 1,139,704 (6,63%)

M Verrucomicrobia — 371,733 (2,16%)

B Chloroflexi — 294,622 (1,71%)

B Firmicutes — 243,877 (1,42%)

M Cianobacteria — 204,781 (1,19%)

B Bacteroides — 153,954 (0,90%)

M Sin clasificar (derivados de bacterias — 122,551 (0,71%)
M Nitrospira — 59,876 (0,35%)

M Euriarqueotas— 48,694 (0,28%)

I Gemmatimonadetes— 40,773 (0,24%)

M Deinococcus — Thermus — 37,848 (0,22%)

Figura 3. Filos de microorganismos identificados en las muestras de suelo del

CCCARI por secuenciaciéon masiva.
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Con respecto a los géneros (Figura 4), el género Candidatus solibacter
represento el 13,47%, seguidos por Mycobacterium, Bradyrhizobium,

Candidatus koribacter, entre otros.

M Candidatus solibacter - 1,246,096 (13,47%)

M Micobacteria - 562,812 (6,08%)

% Bradirizobio - 525,466 (5,68%)

B Candidatus Koribacter - 473,885 (5,12%)

B Gemmata - 452,652 (4,89%)

M Burkholderia - 340,346 (3,68%)

M Acidobacteria - 273,773 (2,96%)

B Metilobacteria - 227,848 (2,46%)

B Streptomyces - 191,276 (2,07%)

W Ktedonobacter - 174,761 (1,89%)

M Planctomyces - 152,260 (1,65%)

B Rhodopseudomonas - 145,455 (1,57%)

I Sin clasificar (derivado de la subdivisiéon verrucomicrobia)
M Sin clasificar (derivado de bacteria) - 111,362 (1,20%)

Figura 4. Géneros de microorganismos identificados en las muestras de suelo

del CCCARI por secuenciaciéon masiva.

El analisis de rarefaccion nos muestra que la secuenciacion tuvo la
suficiente profundidad, permitiéndonos asi detectar la mayor cantidad
de especies presentes en la muestra de suelo (Figura 5). Asimismo, el

analisis de diversidad alfa nos indica que este fue de 406 especies.

14,000
12,600 —-
11,200 =

9,800 -

7,000 =

spacies count

5,600 —-
4,200 =

2,800

I B e e o LI e e e |
0 9,000,000 18,000,000 27,000,000 36,000,000 45,000,000 54,000,000 63,000,000 72,000,000 81,000,000 90,000,000

number of reads

07 204.06 469,98

Figura 5. Andlisis de rarefaccién y Diversidad microbiana alfa de la muestra

de suelo obtenido por secuenciacién masiva.
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4.3. Diversidad de las comunidades microbianas de las aguas del
CCCARI.
Los resultados de la secuenciacion masiva nos dieron como resultados
9 432 726 661 pb de secuencias, los cuales presentaron una longitud
promedio de 149 + 8 pb.
Las bacterias fueron los microorganismos con mayor abundancia en las
muestras de agua (Figura 6), representando mas del 98% de las
secuencias obtenidas. El 1% restante pertenecieron a otros tipos de

microorganismos (Eucariotas, Arqueas, Virus, etc).

M Bacteria — 24,133,071 (98,98%)
M Eucariota — 147,878, (0,61%)
Arquea — 69,866, (0,29%)
M Virus — 15,034, (0,06%)
B Secuencias no clasificadas — 14,877 (0,06%)
M Otras secuencias — 275 (0,00%)

Figura 6. Dominios de microorganismos identificados en las muestras de

agua del CCCARI por secuenciacion masiva.

Los filos con mayor abundancia (Figura 7), fueron las proteobacterias
(>77%), seguido por las actinobacterias (11,23%), bacteroidetes (3,83
%), Firmicutes (1,32%), etc. Cabe sefalar que las proteobacterias
juegan un papel importante en la fijacion de nitrégeno y oxidacion de
amonio para producir, productos quimicos importantes en el desarrollo
de las plantas.
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M Proteobacteria — 16,563, 335 (77,69%)
M Actinobacteria — 2,394,232 (11,23%)
I Bacteroidetes — 8,16,780 (3,83%)

M Firmicutes — 280,498 (1,32%)

M Verrucomicrobia — 260,324 (1,22%)

M Planctomicetos — 231,381 (1,09%)

M Acidobacteria — 164,586 (0,77%)

M Cianobacteria — 91,135 (0,43%)

M Sin clasificar (derivado de bacteria) — 63,824 (0,30%)
M Chloroflexi — 59,986 (0,28%)

W Euriarqueota — 49,833 (0,23%)

B Clamidia — 45,144 (0,21%)

I Clorobi — 35,462 (0,17%)

M Ascomicota — 26,581 (0,12%)

Figura 7. Filos de microorganismos identificados en las muestras de agua

del CCCARI por secuenciaciéon masiva.

En el caso de los géneros (figura 8), los que presentaron mayor
dominancia fueron Polynucleobacter (>14%), Acinetobacter,
Methylocystis, etc.

B Polinucleobacter — 1,159,457 (14,02%)
M Acinetobacter — 556,947 (6,73%)
I Metilocistis — 373,548 (4,52%)

M Burkholderia — 205,386 (2,48%)
M Decloromonas — 166,270 (2,01%)
B Polaromonas — 165,281 (2,00%)
M Metilobacteria — 162,764 (1,97%)
M Bradirizobio — 148,388 (1,79%)
M Micobacteria — 144,587 (1,75%)
M Pseudomonas — 143,561 (1,74%)
M Streptomyces — 132,794 (1,61%)
M Quitinofaga — 124,053 (1,50%)

1 Acidovorax — 109,506 (1,32%)

M Variovorax — 89,870 (1,09%)

Figura 8. Géneros de microorganismos identificados en las muestras de agua

del CCCARI por secuenciaciéon masiva.

Los analisis de rarefaccion, tuvieron una profundidad muy buena, el
cual nos indicé que la secuenciacion fue correcta permitiéndonos
detectar la mayor cantidad posible de especies presentes en la muestra

de agua (Figura 9). El andlisis de la diversidad alfa fue de 470 especies.
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Figura 9. Analisis de rarefaccién y Diversidad microbiana alfa de la

muestra de agua obtenido por secuenciacion masiva.
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CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La diversidad biolégica del planeta esta constituida aproximadamente por
dos tercios de microorganismos, casi todos los procesos que ocurren en el
mundo vivo, esta relacionado con algun tipo de microbio. Asi mismo, en la
actualidad la biotecnologia utiliza microorganismos en diferentes procesos,
como por ejemplo; La mejora de la produccion agricola, la seguridad
alimentaria, elaboracion de productos farmacéuticos y la biorremediacion
de contaminates del suelo y agua (4. Debido a esto, la metagenémica, hoy
en dia sin lugar a dudas se ha convertido en una herramienta muy
importante para el estudio e identificacion de microorganismos, sin importar
si estos estén aislados o no, solamente conociendo sus potencialidades, se

pueden aprovechar para desarrollar plataformas biotecnoldgicas.

5.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos y aguas del CCARI
En esta investigacion, los resultados evidenciaron que las caracteristicas
fisicoquimicas de los suelos y aguas, tienen relacién con la diversidad de
microorganismos. Uno de los factores mas influyentes es el pH, con
respecto a los factores abidticos, en la disponibilidad de nutrientes y
solubilidad de los metales alcalinotérreos tales como magnesio, calcio,
bario, etc. y lo mas relevante es que la disponibilidad de estos metales
influye, en mayor o menor medida, la existencia de diversos
microorganismos como bacterias y hongos 8. El resultado obtenido es
similar a lo reportado por Kroeger et al ?®., quien encontr6 valores de pH
de 4,40 cuando analizaron con metagendmica, las comunidades
microbianas de los suelos de la Amazonia Brasilefia afectados por la
deforestacion.

En nuestra investigacion, las muestras de agua tuvieron un pH promedio
de 6,17, de oxigeno disuelto de 6,27 ppm y la temperatura fue de 25,7°C
respectivamente. Este resultado concuerda por lo obtenido por Ghai et al.
(32) quienes analizaron tres tipos de aguas en la cuenca amazonica (aguas
claras, aguas blancas y aguas negras) y registran un pH promedio de 7,09,
oxigeno disuelto de 5,05 ppm y una temperatura de 29,8°C. Asimismo,

nuestros resultados son similares a lo reportado por Melo et al. %, cuando
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evaluaron el efecto del pulso de inundacion en las comunidades
bacterianas de un lago de llanura aluvial amazonica, el pH fue de 6,12 a
7,28, la temperatura oscil6 de 28,6 a 32,6 °C.

Sin embargo, nuestros resultados muestran diferencias con lo publicado
por Camara dos Reis et al. 3%, quienes al evaluar un lago conectado al
amazonas en Brasil, encontraron valores de los parametros fisicoquimicos
ligeramente mas altos, en el cual el pH fluctué de 7,3 a 8,6, el oxigeno de
4,6 a 7,6 ppm y la temperatura fluctué de 29,8°C a 31,3°C.

5.2. Diversidad de las comunidades microbianas en los suelos del
CCCARI

Los resultados de estimacion de la diversidad de las comunidades
microbianas presentes en los suelos, nos muestran predominancia de las
bacterias, siendo los filos de proteobacterias, acidobacterias vy
actinobacterias las mas representativas. Con respecto a los géneros, el que
presentd mayor dominancia fue Candidatus Solibacter, Mycobacterium y
Bradirizobio (Figuras 2 a 4). Estos resultados son similares a los reportados
por Castro et al. @) quienes reportaron que los dominios mas
representativos también fueron las Bacterias (98,4%) y las Arqueas
(0,26%). Mientras que, a nivel de filos, existen diferencias respecto a la
cantidad de Proteobacterias encontradas (11,01%), siendo superadas por
las Actinobacterias (21,21%) y Planctomicetos (16,61%). Estos resultados
los obtuvieron analizando el perfil de la diversidad bacteriana en los suelos
arenosos de la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana en Loreto, para lo
cual utilizaron bibliotecas metagendémicas de rDNA 16S y la plataforma
MigSeq de lllumina, para el secuenciamiento.

De igual manera, los resultados obtenidos de los andlisis realizados a los
suelos antropogénicos oscuros de la Amazonia brasilefia, utilizando
secuenciacion de Miseg-lllumina, encontraron que, los filos con mayor
predominancia, fueron las proteobacterias, Actinobacterias, Firmicutes y
Acidobacterias %6, Ademas, Kroeger et al. ?® analizando como la
deforestacion afecta las comunidades microbianas del suelo mediante

analisis metagenomicos, identificd 10 filos bacterianos, entre ellos los mas
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representativos fueron acidobacteria, Melainabacteria, Microgenomates y
Parcubacteria.

5.2. Diversidad de las comunidades microbianas en las aguas del
CCCARI

Los resultados del secuenciamiento de las muestras de agua, nos dieron
como resultado una longitud media de secuencias de 149 £ 8 pb, en el cual
a nivel de dominio las Bacterias representaron mas del 98%, seguido por
Eucariotas y Arqueas, en cuanto a los filos las proteobacterias
representaron el 78%, seguido de las actinobacterias (11%). Estos
resultados son idénticos a los filos reportados por Paul et al. @D, quienes al
realizar secuenciamiento de las regiones hipervariables V3-V4 rRNA 16S,
utilizando la plataforma HiSeq de lllumina, utilizando muestras de aguas
procedentes de un manantial geotérmico en la Amazonia registraron un
88,6% de Proteobacterias en sus muestras, seguidos de Thermi (6,43%) y
Firmicutes (3,41%).

De igual forma se corrobora la presencia de actinobacterias y
proteobacterias, en diferentes investigaciones realizadas en lagos
amazoénicos, por ejemplo: las aguas del curso superior pristino del rio
Amazonas, en el cual los taxones microbianos encontrados fueron las
actinobacterias (47%), proteobacterias y betaproteobacterias 2 Asi
mismo cuando se analizaron la microbiota en la temporada de inundacion
de los lagos de la cuenca Amazonica, utilizando tecnologia de la compainiia
Roche (NGS QC Toolkit v2.3.3), de proxima generacion, encontraron un
92.5% de bacterias, siendo los filos mas representativos las proteobacterias
y actinobacterias 3. Ademas, en el estudio realizado el bacterioplancton
en un lago de llanura aluvial, se report6 diferencias significativas para la

presencia de actinobacterias y proteobacterias ©¢4.

27



CAPITULO VI: PROPUESTA

Los andlisis metagendémicos obtenidos por secuenciacion masiva, se han
convertido en una herramienta valiosa para el estudio de las comunidades
bacterianas presentes en las muestras de aguas y suelos. El Area de
Concesion para la Conservaciéon Cuenca Alta Rio Itaya, es una zona que
encierra recursos de flora, fauna y microfauna, los cuales son muy
atractivos para la conservacion, ademas presenta caracteristicas propias
en el suelo y en las aguas. En los suelos, debido a que presenta diferentes
estratos de bosques con colinas bien definidas, creando condiciones
ambientales favorables para el desarrollo de microorganismos y las aguas
porque, esta enmarcada en la regulaciéon del recurso hidrico, ademas es
parte de la cabecera de cuenca del rio Itaya.

Con los resultados obtenidos en nuestra investigacion, se propone
reconstruir las vias metabdlicas a partir de las secuencias bacterianas
obtenidas en los metagenomas de suelo y aguas. Con las secuencias
ensambladas, se pueden anotar los genomas con la finalidad de ser
utilizados en la produccion de nutraceuticos, prevencion y diagnostico de
enfermedades, biorremediacién de suelos y aguas contaminadas, etc.

Por ejemplo, una de las vias metabdlicas que se logré reconstruir y que
estuvo presente tanto en los metagenomas de suelos y aguas, es la del
ascorbato y el aldarato, la cual esta involucrado en la Biosintesis y
degradacion de Vitamina C, (Ver anexos). En base a esta informacién
obtenida se pueden desarrollar procesos biotecnologicos para la

produccion de la mencionada vitamina.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

Las propiedades fisicoquimicas de los suelos del Area de Concesion
para la Conservacion Cuenca Alta rio Itaya son tipicos de bosques
humedos tropicales, caracterizado por ser de la clase textural de
suelo franco, con pH extremadamente acido y contenido de materia
organica media. Asimismo, las propiedades fisicoquimicas de las
muestras de agua del area de estudio corresponden al tipo de aguas

negras con pH acido.

La diversidad de las comunidades microbianas en los suelos del
Area de Concesion para la Conservacion Cuenca Alta rio Itaya fue
alta (diversidad alfa = 406 especies) con predominancia de bacterias
(>98%).

La diversidad de las comunidades microbianas en las aguas del Area
de Concesion para la Conservacion Cuenca Alta rio Itaya fue alta
(diversidad alfa = 470 especies) con predominancia de bacterias
(>98%).

29



CAPITULO VIlI: RECOMENDACIONES

Se sugiere contar con una mayor cantidad de muestras y puntos de
colecta, con la finalidad de comparar los resultados del

secuenciamiento realizado.

Para la colecta de muestras de agua procedentes de quebradas, se
recomienda que el volumen colectado sea mayor a 10 litros, debido
a que la cantidad de ADN metagendmico que se obtiene es minima,

lo cual dificulta la amplificacion del material genético.

Realizar el monitoreo continuo de las aguas y afluentes del rio Itaya,
utilizando analisis metagendmico, con la finalidad de contar con los
registros de la diversidad bacteriana existente durante las épocas de

vaciante y creciente de este importante rio Amazonico.
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ANEXOS



Decreto supremo N° 005-2022-MIDAGRI. Decreto supremo que aprueba el
reglamento de la Clasificacibn de Tierras por su Capacidad de Uso Mayor

(CTCUM).

Rangos Clases
Menos de 3.5 Ultra acido
3.6-44 Extremadamente acido
45-5.0 Muy fuertemente acido
51-55 Fuertemente acido
5.6-6.0 Moderadamente acido
6.1-6.5 Ligeramente &cido
6.6-7.3 Neutro
74-7.8 Ligeramente alcalino
79-8.4 Moderadamente alcalino
85-9.0 Fuertemente alcalino
Mas de 9.0 Muy fuertemente alcalino

Es el grado de acidez o alcalinidad del suelo. El valor del pH utilizado para la
determinacion de la CTCUM serda obtenido mediante promedio ponderado,
considerando el espesor de los horizontes o capas del suelo y el valor de su
respectivo pH, entre 15y 50 cm de profundidad.

Parametros que definen la fertilidad del suelo

. Nivel Materia Fosforo Disponible Potasio Disponible
Nivel .
Organica (%) (ppm) (ppm)
Bajo Menor de 2 Menor de 7 Menor de 100
Medio 2-4 7-14 100 — 240
Alto Mayor de 4 Mayor de 14 Mayor de 240

Fuente: Laboratorio de suelos de la Universidad Nacional Agraria — La Molina.



Coordenadas geogréaficas en UTM, de los lugares de colectada de las muestras
de suelo.

Muestra | Zona | Hemisferio (UE.I'_SI\t/&) (L')I})I(/Its) Altura GcaE:érrg:‘?co

651374 9528487 141
651368 9528492 135

M1 18 S 651369 9528492 158 Cima
651380 9528488 144
551379 9528489 137
651353 9528436 134
651359 9528435 137

M2 18 S 651353 9528441 145 Ladera
651348 9528440 128
651352 9528429 130
651319 9528434 155
651320 9528425 123

M3 18 S 651301 9528422 123 Valle
651325 9528429 138
651314 9528420 136
651277 9528360 110
651282 9528365 147

M4 18 S 541279 9528363 135 Valle
651277 9528370 136
651269 9528375 128
651267 9528394 140
651260 9528365 110

M5 18 S 651243 9528381 134 Ladera
651246 9528390 142
651267 9528392 118
651213 9528400 135
651199 9528398 145

M6 18 S 651209 9528401 130 Cima
651196 9528395 132
651194 9528389 128
651093 9528473 128
651095 9528481 129

M7 18 S 651097 9528483 115 Valle
651100 9528476 141
651091 9528477 137
651044 9528466 132
651054 9528468 121

M8 18 S 651049 9528463 135 Ladera
651052 9528466 126
651059 9528474 124
651021 9528492 124
651037 9528483 128

M9 18 S 651031 9528474 129 Cima
651025 9528482 134
651041 9528483 110
651080 9528573 130
651077 9528574 133

M10 18 S 651090 9528580 120 Cima
651085 9528578 139
651074 9528577 138
651057 9528611 131

M11 18 S 651054 9528618 126 Ladera
651063 9528621 118




651062 9528613 111
651067 9528624 131
651002 9528602 121
651013 9528605 129
M12 18 S 651003 9528505 112 Valle
650997 9528607 110
6509100 9528609 115
650827 9528581 141
650828 9528604 141
M13 18 S 650830 9528577 131 Cima
650835 9528589 131
650821 9528577 121
650843 9528543 165
650830 9528548 124
M14 18 S 650846 9528564 125 Ladera
650846 9528547 140
650854 9528550 152
650858 9528621 152
650845 9528624 119
M15 18 S 650874 9528611 138 Valle
650856 9528618 130
650854 9528621 128

Coordenadas geograficas en UTM, de los lugares donde fueron colectados las
muestras de agua.

Muestra | Zona | Hemisferio | Este (UTMX) Norte Altura Cuerpo de
(UTMY) agua
M1 18 S 650312,8 9528909,2 103 Quebrada
M2 18 S 650312,8 9528909.2 100 Quebrada
M3 18 S 650956,6 9528557,9 105 Quebrada
M4 18 S 650962,8 9528567,1 108 Quebrada
M5 18 S 651240,1 9528428,4 107 Quebrada
M6 18 S 651209,3 9528456,1 110 Cocha
M7 18 S 651187,7 9528456,7 101 Cocha
M8 18 S 651292,4 9528397,6 102 Cocha
M9 18 S 651511,2 9528298,9 108 Cocha
M10 18 S 652610 9526386 150 Cocha
M11 18 S 652520 9525968 111 Rio
M12 18 S 652664 9525908 113 Rio
M13 18 S 652799 9526162 109 Rio
M14 18 S 652143 9525982 108 Rio
M15 18 S 651662 9526378 108 Rio




Gel de agarosa al 1 %, mostrando las bandas del ADN metagendmico purificado,
de las muestras de suelos y cuerpos de agua de la cuenca alta del rio Itaya. M:
marcador de peso molecular (A Hind Il (23, 1-2,0 kb). S1 al S3 (muestras de

suelo), Al al A3 (muestras de agua). En la parte inferior se indican los ratios de

calidad y concentracion de ADN metagendmico obtenido.

pb
23130 )y  ADN Metagenémico
9416
6557
Aggo/Azgo 1,94 1,92 2,00 1,82 1,81 1,86
163,7 147,3 339,9 55,0 441 59,0
ng/pL
Qubit ngiuL 66,0 63,0 78,0 46,0 44,0 50,0

Amplificacion del ADN metagendmico purificado mediante RCP. Carriles S1 al S3
fueron muestras de suelo y los carriles Al al A3 fueron muestras de agua). Los
productos de amplificacién se corrieron en gel de agarosa al 2 % tefido con

bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular de 100 bp.
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Via del metabolismo del ascorbato y el aldarato obtenidos de los metagenomas de suelos
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Via del metabolismo del ascorbato y el aldarato obtendios de los metagenomas de aguas
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Ficha de registro de datos de colecta de muestras

DATOS GENERALES

Nombre del sitio de estudio:

Departamento:

Provincia;

DATOS DEL PUNTO DE MUESTREO

Cddigo del punto de muestreo:

Coordenadas: X Y

Descripcion de la superficie:

Instrumentos usados:

DATOS DE LAS MUESTRAS

Caddigo de la

muestra:

Fecha:

Hora de inicio:

Hora de término:

Profundidad:

Caracteristicas:

Medidas de conservacion:

Tipo de muestra:




Ficha de Registro de Andlisis de Laboratorio

Ficha de evaluacién de muestras

Nombre de la
muestra

Cddigo de la
muestra

Fecha

Hora

Volumen

Equipo
utilizado

Resultados

Observaciones




Flujograma experimental de la tesis

Colecta de muestras de Evaluacién de los parametros Filtracion de las muestras
suelos y aguas fisicoquimicos de agua

N [l

Eliminacion de los acidos
humicos por métodos de lavado

Preparacion de librerias Secuenciamiento masivo



Galeria de fotos

Colecta de muestras de suelos



Colecta de muestras de agua de quebradas



Medicion de los parametros fisicoquimicos del agua



Filtracion de las muestras de agua



Corrida electroforética de las muestras



Secuenciador masivo procesando las muestras de suelos y aguas.



