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artesanales de Nicaragua
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RESUMEN- La bioprospeccién es una investigacion realizada jantificar especies, genes y productos con asbmles o potenciales
por parte de la humanidad. Por consiguiente, srdl$ este proyecto con el propoésito de iderdificepas nativas potenciaimente Utiles para el
desarrollo ingenieril de procesos biotecnologiclmside se aplicaron técnicas de aislamiento, addeas reconocimiento de las caracteristicas
morfolégicas de los microorganismos mediante leentaxion de tinciones de Gram, cintas adhesivascjohes en fresco; asi como, la
identificacion molecular por la secuenciacion derigiones 16S para bacterias e ITS y D1/D2/D3pamgos. Concluido el trabajo se obtuvo un
total de 66 aislados microbianos, a los que seebdizaron pruebas morfologicas y entre estosa@® bacterias, 2 hongos filamentosos, 3 hongos
levaduriformes se les realizaron las pruebas mialexs) o que permitié identificar 6 especies bémas diferentes y 5 especies fungicas, ademas
de las identificadas hasta nivel de géneroklalemonas sy Enterobacter spLas cepas plenamente identificadas pertenedagceerias como

(1) Acinetobacter calcoaceticugl) Aeromonas hydrophilg4) Bacillus cereus(1) Bacillus marisflavi (1) Exiguobacterium aurantiacum (1)
Terribacillus saccharophilug hongos como: (1¢yberlindnera jadinii (1) Pichia jadinii, (1) Trichosporon asahji(1) Penicillum janthinelluny

(2) Penicillum simplicissimum

Palabras clave— Bioprospeccion, identificacion, pruebas morfologicpruebas moleculares; secuenciacion

ABSTRACT - Bioprospecting is an investigation conducted tmiif species, genes and products with currenbeential uses by mankind.
Therefore, this project was developed with the psepof identifying potentially useful native stisifor the engineering development of
biotechnological processes, where isolation tealesqwere applied, in addition to a recognition lné morphological characteristics of
microorganisms by observing Gram stains, adhesipestand fresh stains; as well as the moleculatifitation by sequencing the 16S regions
for bacteria and STIs and D1 / D2 / D3 for fungan€luded the work, a total of 66 microbial isolatesre obtained, which were subjected to
morphological tests and among these only 18 bacfilamentous fungi, 3 yeast fungi were caroetimolecular tests, which allowed to identify
6 different bacterial species and 5 fungal speamesddition to those identified up to genus leseHalomonas s@ndEnterobacter spThe fully
identified strains belong to: bacteria such ag\¢ijetobacter calcoaceticugl) Aeromonas hydrophilg4) Bacillus cereus(1)Bacillus marisflavj

(1) Exiguobacterium aurantiacurand (1) Terribacillus saccharophilusnd fungi such as: (yberlindnera jadinii (1) Pichia jadinii, (1)
Trichosporon asahiji(1) Penicillum janthinellumand (1)Penicillum simplicissimum

Keywords- Bioprospecting, identification, morphological testsolecular tests, sequencing.

1. Introduccién diversas técnicas [1]. Con el transcurso del tienmgue

La biotecnologia naci6 de manera empirica, con la bioprospeccion considerada un campo auxiliatade
desconocimiento de los mecanismos de accion de losbiotecnologia, cuyo propdsito es la busqueda yeigie
microorganismos en los procesos agricolas, amiésnta  de la microbiota de un habitat, la purificacion ahalterial
industriales, entre otros. Actualmente la biotecgi microbiol6gico aislado y la identificacion complada
moderna conoce los procesos Yy mecanismos las especies microbianas que a mediano o largm plaz
involucrados, que permiten utilizar y transformar pueden producir generosos beneficios [2].
productos a partir del uso de organismos, empleando Nicaragua presenta condiciones climatolégicas y una

posicion geoestratégica Unica que la hace acreeéora
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una exuberante macro y micro biodiversidad, que En este muestreo se exploraron dos planteles rsigero
representa el 7% de la diversidad biol6gica deldoun un alcance particular de produccion de 12 g de oro
segun el Ministerio del Ambiente y de los Recursos promedio por cada tonelada de broza procesada
Naturales [3]. Una fuerte capacidad en ciencia y

tecnologia ya no es un lujo, sino una necesidaa gar 2.1 Ubicacioén del estudio

participes del desarrollo biotecnolc')gicq y la ecof® Ante la abundante biodiversidad que se encuentra en
global, por lo tanto, se debe considerar como la Nicaragua, se defini6 ubicar el estudio en el nipitic
diversidad biologica del pais le confiere ventgas la La Libertad departamento de Chontales, que presenta

exploracion 'y el desarrollo en el campo de la condiciones medioambientales favorables para la
biotecnologia mediante la bioprospeccion microhiana  nroduccion ganadera, agricola y minera, ademéasrds s

Es posible plantear el desarrollo de la biotecrialog  5pergue de un sin nimero de especies microbiaim se
gon estudios orientados a la bloprospecmonldecmje_ el Instituto Nicaragiilense de Tecnologia Agropeeuari
€ microorganismos autoctonas, que tengan Qaimhm [5]. Por otra parte, las técnicas de aislamiento,
de adaptarse al medio del cual fueron extraidosey q e . . .
) e Co purificaciéon, pruebas morfolégicas microbianas y el
indudablemente son mas eficientes sus aplicaciones, Ay L -
andlisis  bioinformatico del ADN de los

cualquiera que pueda encontrarse comercialmente. A~ . .
microorganismos, se efectuaron en los laboratatés

pesar de las diversas dificultades como la faltarce . . : . .

masa critica minima, carencia de inversion y poco Blotecnolc_)gla.y M|crob|(_)log|as (_je Agua del Prpgrama
involucramiento del sector productivo local [4], la d€ Investigacion, Estudios Nacionales y Servicieb d
presente investigacion se orientd a bioprospectar Ambiente (PIENSA) de la Universidad Nacional de

microorganismos de un ecosistema artificial, con la Ingenieria (UNI). La extraccion de los ADN gendnsico

finalidad de encontrar cepas nativas potenciales gla ~ de los microorganismos se realizé en el laboratdeio
posterior  desarrollo  ingenieril  de procesos Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonorea d

biotecnologicos. Nicaragua (UNAN) y el Centro de Biologia Molecutiar

El proceso consisti6 en aislar y purificar los la Universidad Centro Americana (UCA), donde se
microorganismos, diferenciar sus caracteristicas contratd el servicio. EI ADN extraido de los
fenotipicas y genotipicas a través de pruebas microorganismos fue enviado a la compafiia Macrogen
microbiol6gicas basicas y la aplicacion de herratai®  en la Republica de Corea del sur para su secu@tiac
moleculares, para su debida identificacion a nilel
genero o especie. Los datos moleculares han pdomiti 2 2 Sitios de muestreos y recoleccién de la muestra
estudiar con mayor precision los patrones de dilanls En la jornada de muestreo se trabaj6 con dos féante
genetica 'y su distribucion; la composicion, mineros para la extraccion de oro (Figura 1). Bbpso
funcionamiento y dinamica de las comunidades g exraccion inicia cuando la broza llega de laania
microbianas 'y las relaciones filogenéticas. Con la 4,6 se fragmenta con un cincel de forma manua par
identificacion de los microorganismos, se puedeiani finalmente ser molida en las rastras. Las rastoms s

'6! busqugd_a bibliografica para sugerir apl_|<_:aC|ones alimentadas gradualmente con broza y agua de poeo,
biotecnolodgicas de las cepas y puedan ser utikzada N . Sy
con la adiccién del azogue permite la precipitaciéhas

posteriores investigaciones en el campo de la articulas de oro. el lodo aue se genera en lags
biotecnologia. Este proyecto pretende marcar un P ! que 9 S
trasegado a un sistema de diques de colas.

precedente que de alguna manera dé continuidad a lo .
En los planteles mineros se recolectaron muestras

pequefios emprendimientos, que se realizan en élcamb ; | S
biotecnoldgico del pais a través del desarrollardplan aplicando un sistema de muestreo aleatorio sinupie,

de bioprospeccion. consiste en tomar una muestra (n) de la poblabdlifrde
manera tal que cada muestra tenga la misma pratzabil
2. Materiales y métodos de ser seleccionada [6], las muestras se tomaron en

Todos los planteles mineros para la extracciénrde o Puntos como suelos, §gbproductos, agua residua; en
en La Libertad, estan asociadas al organismo cdooci Otros. Las muestras sélidas se recolectaron compalaa
como COOPEMILICH (Cooperativa de pequefios Mmetalica esteéril y las liquidas con vasos de pitcip
mineros de La Libertad-Chontales), que regula la estéril, 5 muestras se colocaron en bolsas paratrage
distribucion de la materia prima para dicho proceso y en tubos coénicos estériles para ser trasladabas a
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laboratorio en un termo, a una temperatura apraldnaa  caso de las bacterias se realizaron siembras ga est

los 10 °C para preservar su naturaleza, sin aiteratel medio LB donde se pudo determinar las diferentes
namero y las actividades de los microorganismos [7] morfologias de colonias y se efectuaron las regiasb
Asimismo, se realizaron recoleccionas situ de 28 necesarias de las colonias que crecieron aislaaksta h
muestras por duplicado en placas de Petri corciaci obtener un cultivo puro, para levaduras se aplaé |

de siembra masiva y en los medios de cultivos Agar misma técnica usada con las bacterias a excepa#®gsa]
nutritivo (AN), Agar Luria-Bertani (LB), Agar Plate utilizé6 medio PDA y los periodos de incubacion frer
Count (PCA) y Agar Papa Detroxa (PDA), ya en el de 3-5dias. Las placas con medio PDA se examirnaron
laboratorio se dejaron en incubacién a una temperat se seleccionaron los hongos filamentosos que
de 35 °C. presentaban diferentes aspectos en el conjunto de
B E > micelios, para el aislamiento se utilizé la técrsmambra
por puncién, se incubaron durante 3-7 dias y $eaean
resiembras hasta obtener un cultivo puro.

2.4 Conservacion de los microorganismos

Los cultivos axénicos de microorganismos se
conservaron con el método de transferencia peagdic
gue consiste en inocular las cepas a un medioltieocu
fresco en intervalos que aseguren la viabilidadingea
[8]. La transferencia se realiz6 en intervalos mates,

P I : se usaron placas con medio LB para bacterias yomedi

Figura 1. Rastra de molienda perteneciente el segundo plante ppa para hongos filamentosos y levaduriformes, las
minero muestreado. técnicas para las siembras aplicadas fueron laosieen
estria y por puncién en dependencia del tipo de
microorganismo. Las placas inoculadas se dejaron en
incubacion por periodos de 24 h para bacteriaslgpso
de 3 a 14 dias para hongos, estos subcultivos se
almacenaron en refrigeracion a una temperatur@e, 1
en placas de Petri selladas con PARAFILM.

o o)

i Y

2.3 Aislamiento, seleccién y purificaciéon de los
microorganismos

En el laboratorio se inicié el aislamiento microtza
aplicando la técnica de siembra por inmersion, para
favorecer el crecimiento separado de las colonias
microbianas en las placas de cultivo, para esto se
procesaron las muestras tomadas en tubos conicos V. . .

. . 2.5 Identificacién microbiana
bolsas para muestra. De las muestras solidas geggm
de la muestra original y se mezclé con 5 mL de agua
destilada estéril y de las muestras liquidas séenoid 5
mL de la muestra original, las cuales se colocaronn
tubo de ensayo para tener una solucibn madre
Seguidamente se tom6 1 mL de la muestra madre y s
realizd una dilucién seriada de100%, de cada dilucion
se tom6 1 mL de in6culo para sembrarlo en placas de
Petri.

La siembra masiva y por inmersion generaron cutivo
mixtos, de los cuales se aislaron especies
morfol6gicamente distinta, el proceso de examinmaeid
las placas de Petri con los medio AN, LB y PCA se
realizé durante 7 dias hasta que se agot6 el dextin
bacteriano y por 14 dias en las placas con PDAlipst
se agoté el crecimiento de los hongos. Los cultivos
mixtos se purificaron para obtener cultivos puersgl

La identificacién preliminar de los microorganismos
se realizgpor medio de pruebas morfolégicas del primer
nivel, que permiten puntualizar las bases para la
aplicacion de las pruebas moleculares, procesoepor
" cual los microorganismos se identificaron hastaiva!

e género y/o especie.

Pruebas morfolégicas desarrollada&os cultivos
bacterianos se sometieron a la tincion de Gramudss
de 24 horas de incubacion, siguiendo el proceditmien
descrito por Lopez-Jacome et al. [9] Dicho
procedimiento permitié observar y registrar lasfas de
las células bacterianas, sus tamafos y agrupaciasies
como clasificarlas en Gram positivas 0 negativasngs
de determinar con mayor nivel de confianza la pudses
cultivo. Los hongos filamentosos inoculados en las
placas de Petri con medio PDA se dejaron en



esporulacion a la temperatura del laboratorio (288C 3. Resultados

entre 2 y S d|a§ y se reglstrart_)n Sus morfc_)log|a Nicaragua, ha iniciado a dar pasos en el sentido de
microscopicas realizando un montaje con la técd&a  invertir en biotecnologia, por el esfuerzo puntdel
cinta adhesiva que permite observar las estructurasmychos desde hace varios afios en materia de
fngicas casi sin alteracion [7]. La observacionlag®  pioprospeccion, son parte de esta iniciativa Issltados
caracteristicas al microscopicas de las levadueas s de |os muestreos realizado en dos planteles mingms

realizo a través de la tincion en fresco, con &staica se presentan a continuacién. Este proyecto, es un
fue posible diferenciar la forma celular de los gm®  esfuerzo en ese sentido, buscando microrganisrites Gt
levaduriformes [10]. desde el punto de vista biotecnolégico y que perelit

Identificacién molecularSe seleccionaron en base a desarrollo de procesos que impacten en la agrrwlm
sus caracteristicas morfologica8 bacterias, 3 hongos  industria y el medio ambiente.

levaduriformes y 2 hongos filamentosos, los cuakes
identificaron molecularmente mediante el estudib de 3.1 Toma de muestras en Planteles mineros

ADN. EI ADN de las bacterias se extrajo por el pcoto Los muestreos deben asegurar que el nimero vy las
fenol cloroformo y con el sistema comercial PROMEGA  4tividades de los microorganismos no se alteren de
Wizar DNA purlfltl:apon KIT y el ADN de hongos con manera no cuantificable, durante la recoleccion y
tres protocolos distintos. La amplificacion del ARN L
realiz6 por medio de la técnica PCR (Reaccion dara conservacpn de la muestra. Las muestrfas deben ser
de la polimerasa) y la secuenciacion por el asatisila representativas 'y no estar contaminadas con
regién 16S ADNr para bacterias con los primers g7F  microorganismos extrafios [7]. Los puntos de muestre
1492R (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y 5'- se seleccionaron de tal manera que el nimero despun
TACGGCTACCTTGTTACG ACTT-3), D1/D2/D3  fuese representativo y fueron tomadas segln laittesc
para hongos levaduriformes con los primers LROR y por Arias y Pifieros [7].

LR7 (5-ACCCGCTAACTTAAGC-3' vy 5'-
TACTACCACCAAGATCT-3) y ITS (Internal
Transcribed Space) para hongos filamentosos con los

En el primer plantel se seleccionaron 4 puntos de
muestreos y en el segundo plantel 3 puntos (Figara

primers ITS1 e ITS4 (5- 29) distribuidos en: lodo en dique de cola, agsaltsl,
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ y 5. cola o lama fresca, cola o lama vieja, agua rebkidua
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') [11; 12]. estancada, sedimentos de drenaje y suelo de colas.

Precedido de la secuenciacion se realizo el amdlisi
bioinformatico, el primer paso fue la correccionnual
con el programa BioEdit v7.0.9 de los errores e lo 8%
electroferogramas que se producen durante la &
secuenciacion. La secuencia corregida se compard a
través de la herramienta BLAST (Basic Local Aliginen
Search Tool) contra secuencias similares reportadas
Gen Bank del NCBI (National Center for Biotechnglog
Information) [13]. Posteriormente las secuenciasdn
alineadas en el programa BioEdit, utilizando la Figura 2. Puntos de muestreo en los planteles mineros y

aplicacion Clustal W Multiple Alignment y luego se
repitieron los pasos de comparacion de la secuenah
BLAST, donde se seleccionaron cinco nuevas secaenci

gue se relacionaban filogénicamente con la secaenci

problema, para realizar finalmente la construcdiéhos
arboles filogenéticos utilizando el programa MEGA
7.0.14 [14].

fragmento de muestras recolectadas. (a, b y epaigsauales.
(c, d y g) colas. (f) materia organica. (h) muesta tubos
colnicos y bolsas de muestras estériles. (i) muestigplacas
de Petri.

Del muestreo se obtuvo un total de 66 muestras
(Figura 2h y 2i). Una vez en el laboratorio, lasestras
fueron incubadas obteniéndose a las 24 horas
crecimientos microbianos como los que se muestian e



la Figura 2i, en los que es posible observar eirtiento microorganismos entre si. La mayor parte de Idmajos
de diversos microorganismos en la misma placa de bacterioldégicos requieren cultivos puros y de psiaera

cultivo, tal y como ha sido obtenido en trabajosvios se podran estudiar las caracteristicas macros&pica
[15; 4; 7]. microscopicas, fisiolégicas, etc. de un microorgan

en particular [16]. Algunos autores han realizadbdjos
3.2 Cultivos axénicos obtenidos tendientes a la obtencion de cultivos axénicos de

Con la utilizacion de siembra en estria y por microorganismos partiendo de diferentes ecosistemas
inmersion que son técnicas para el aislamiento y como: Moreno y Albarracin [10], aislaron
purificacion de microorganismos, se logro aislatatal microorganismos a partir de diferentes muestras
de 66 cultivos axénicos de microorganismos. Los naturales (aguas, suelo, sedimentos de rios o, latos
resultados obtenidos en los muestreos se resumas en Paramo-Aguilera, et al, [4;15], aislaron
Tabla 1, donde se detalla el nimero total de asladr microorganismos procedentes de reservas biolégicas,
punto de muestreo y se definen cuantos cultivos sonrios contaminados, queseras artesanales, minerias
bacterianos y cuantos fangicos. Sin embargo, esteartesanales, biopeliculas en monumentos patrinesjial
namero no representa el total de microorganismes qu etc.

subsisten en el ecosistema muestreado, sino aodti @) Los resultados obtenidos que se detallan en las Tab
que pudieron ser cultivados mediante los medios 1, muestran que en los planteles mineros fue @osibl
utilizados. obtener un total de 45 aislados bacterianos, 18dais

de hongos filamentosos y 3 aislados de hongos
Tabla 1. Resumen cuantitativo de los cultivos axénicos levaduriformes, siendo la cola o lama fresca yaside
bacterianos y fingicos aislados de los 7 puntostraglos en colas los puntos con mayor cantidad de aislados;
los planteles mineros, naturaleza y estado de kstrauy su solamente en los lodos en dique de cola, cola @ lam

respectiva codificacion. . P
fresca y cola o lama vieja se logré aislar hongos

Naturaleza Estado Codi- No. No. Hongos : ..
dela g Bacteras Fiamento.  Levadurifor- Ie_vadurlformes y en ej punto de colap lama viga s
muestra oS mes aislaron la mayor cantidad de hongos filamentoSes.
mismo modo en Paramo-Aguilerat al, [4 y 15],
Lodoen Liquid Ml 5 2 1 obtuvieron cantidades similares de aislados de
dique de 0 monumentos patrimoniales. Por otra parte, Moreno y
:;)f; Lqud il . Albarracin no reportan en su publicacién la cactide
residual o aislados obtenidos. Arias y Pifiero [7], trabajasoifo
Colao  Sdlido  MIll 9 4 1 con muestras de suelo, de las cuales reportartalrde
lama fresca 64 aislados de hongos filamentosos. Todo esto &oloor
Iaﬁ‘;‘?ﬂ‘;ja Solido— MIV ! > ! que ha sido corroborado en estas y otras invesiines;
Agua  Liquid MV 3 que conducen a afirmar que la cantidad y los tg®s
residual 0 aislados que se obtengan de dichos procesos, resta e
estancada relacion directa con los tipos de medios de culive se
%ch'j’:‘:n”;jo: Solido MVI ! 4 empleen y las condiciones generales de trabajasdgue
Suelode  Sélido MVl 10 3 se disponga para el desarrollo de la investigacion.
colas
Total 45 18 3 3.3 Pruebas morfologicas desarrolladas para la

identificaciéon microbiana

. En su mayoria los procesos de identificacion
Cuando se siembran las muestras de suelo, agua o . . . ) N )
. . microbiana se realizan mediante métodos convene®na
alimentos que contienen numerosas clases de

. . . o que se basan en las caracteristicas fenotipicas
microorganismos en placas de Petri con medio s@ielo - . -~
. : . : macroscoépicas y microscopicas observables, pongue s
formaran colonias que seran copias exactas del

. ) - . . . . realizacion y costo los hace mas accesibles [13].
microorganismo original, dichas colonias microbmaa .
. o En la figura 3 se presenta un fragmento de las
menudo tienen un aspecto que distingue los . - X - ;
observaciones macroscopicas y microscopicas rdakiza
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a todos los cultivos axénicos,

de

los cuales se

Cada dia, los estudios de biologia molecular

seleccionaron 23 para identificacion final por via constituyen el soporte de toda investigacion eraglpo
molecular, tomando en cuenta como Unico criterio de taxonémico y biolégico, tanto de bacterias como de
seleccion las caracteristicas morfol6gicas obsas/ad

|

Figura 3. Fragmento de las observaciones macro
microscopica de los cultivos axénicos de bactetiangos

levaduriformes y  filamentosos.

(a.) Acinetobacter

calcoaceticus MVIA-01. (b) Aeromonas hydrophilaMVB-
02. (c) Bacillus cereus MVIC-08. (d). Bacillus marisflavi
MIVB-01. (e) Exiguobacterium aurantiacumMVIB-02. (f)

Terribacillus saccharophilusMIVB-02. (g) Acinetobacter sp
MIIB-04. (h) Bacillus sp MVIC-09. (i) Enterobacter sp
MIVC-13. (j) Pantoea spMIIIA-03. (k). Pseudomonas sp

MIIIC-07, (I) Cybelindnera jadinii MIVD-09. (m) Pichia
jadinii: MID-08. (n) Trichosporon asahii MIIID-11. (o).

Penicillium janthinellum MVID-11.
simplicissimumMVID-03.

(p)

Penicillium

cualquier otro microorganismo. Sin embargo, se
considera que aun estas técnicas moleculares rem deb
ser abordadas en forma Unica, sino en conjunto, con
ensayos complementarios, que puedan permitir temer
conocimiento mas integral con respecto a los canest
morfoldgicos, fisiolégicos y genotipicos de los
microorganismos [18]. En esta coyuntura Paramo-
Aguilera, et al, [19], realizaron estudios centrados en la
caracterizacion de la microbiota flngica cultivadk
patinas bioldgicas seleccionadas en los alrededimes
castillo de Chapultepec en México y de la cual gmmemn
la identificacion de 34 aislados de hongos
representativos, seleccionados en base a cartictsis
macroscopicas diferenciales distintivas de un ti#800
hongos, se caracterizaron utilizando enfoques
morfoldégicos y moleculares. Por otra parte, Floyes
Roque [12], mediante la investigacion realizada,
caracterizaron microbioldgica y molecularmente la
diversidad microbiana cultivable de bioinsumos
comerciales producidos artesanalmente en Nicaragua.
Parte de los resultados de este trabajo se messkaa
Figuras 3, donde se observa como se clasificamdagu
tincién de Gram los parte de los 18 aislados bacies
seleccionados, de los cuales 11 son de forma hatila
Gram positivos y 4 Gram negativos y 7 son de forma
cocacea; 2 Gram positivos y 5 Gram negativos. Del
mismo modo, se realizé la tincion de Gram para2b®s
aislados bacterianos no identificados por via mubéec
de los cuales 14 son de forma bacilar; 10 Grantiposi
y 4 Gram negativos y 13 son de forma cocacea; mGra
positivos y 6 Gram negativos. En lo que respedts a
pruebas morfolégicas desarrollas para la identiiica
de hongos levaduriformes y filamentosos permitié la
determinacion de muchas caracteristicas macro y
microscopicas, como se muestran la figura 3, se
registraron las caracteristicas de los hongos
levaduriformes (color, forma, consistencia y tamdgo
las células) las cuales se asemejan a las colonias
bacterianas a excepcién dechosporon asahigue al
contar con seudohifas sus colonias se asemejande la
hongos filamentosos, siendo esta una de las
caracteristicas que aproximé a su identificacion
molecular. También, se muestran las caracteristicas de
los hongos filamentosos (color en placa, apariedela



micelio y forma de espora), en el casoR#micillium
janthinellum y Penicillium simplicissimumpresentan
semejanzas en el crecimiento en placa, ademasdriqu
esporas se asemejan porque ambos microorganismo:
pertenecen al mismo género, pero se diferenciagl en
color en placa.

Paramo-Aguilera, et al, [19], muestran como
basandose en Ila combinacibn de metodologias
fenotipicas y moleculares es posible diferenciar
comunidades de hongos, en su trabajo revelaron la
presencia de una comunidad de hongos representad:
principalmente por los génerésisarium, Trichoderma,
Aspergillus, Cladosporium, Alternaria, Mucor,
Penicillium, Pestalotiopsig el dimorfoAureobasidium
junto con la levaduraRhodotorula En el trabajo de
Flores y Roque [12], se utilizaron las pruebas
microbiolégicas como un apoyo preliminar para
identificar finalmente por herramientas moleculares
bacterias del génemacillus subtillisy cereus ademas
de cepas fungicas a nivel de género cBmoicillium En
definitiva, la observacion de las caracteristicasnm y
microscopicas constituyen herramientas valiosasa par
completar la identificacion molecular, al conocer |
morfologia de las colonias, las células o las espque
en ocasiones permite llegar a identificar bacteyias
hongos a nivel de género y a veces hasta nivelpbcie.
Cabe destacar que a este nivel de diferenciactire $a
morfologia microbiana se puedo declarar de manera
presuntiva que se contaba con bacterias pertetesian
los géneroBacillusy Pseudomonag algunos hongos
como Trichosporum, Aspergillus, Fusariumy
Penicillium, basado Unicamente en sus caracteristicas
morfolégicas lo que posteriormente fue confirmado
mediante la identificacion por via molecular.

3.4 Identificacion molecular de microorganismos
seleccionados

 S—rTr
$POUF
KY616523.1 Baciius masisflavi
KIS60873.1 Baralus murisflama
ABYT0T05.1 Bacdius sp
ABYT0T04.1 Bacdius sp
KM226004 1 Bagallus squimans
—$ 1 2TF
KF243431 1 Eniguobactenum sussntiscus

FKI4DI068.1 Enguobactenum surantiscun)
EM979015.1 Bxguabactemm sp
KP301101.1 Exguobacterium sp
KO0609731.1 Egguobactenum sp
$9uF

KO88920.1 Tembacius sscch
KT719683.1 Tembacillus saccharophidus
KR259242 1 Tembacius saccharophidus
AMI3LIT0A Tembacillus sp

LNE21636.1 Tembacdlus sp

MO4ZE976.1 Aeromanas hydrophda
MGAZE9741 Aeromonas hydrophds
MGAZE9T7.1 Aeromonas hydrophda
MGAZEM.1 Aeromonas hydeophds
MGAZE986.1 Aeromonas hydrophds

& 06 0F

L

Figura 4. Fragmento del &rbol de relaciones evolutivas de las
bacterias, utilizando el método del vecino més arevcen
programa MEGA 7. Las distancias evolutivas se taton
utilizando el método de probabilidad maxima comfaugs
estan en las unidades del nimero de sustitucienbasks por

sitio. El andlisis involucrd 105 secuencias de eétitlos.
Hubo un total de 393 posiciones en el conjuntoatedifinal.

Mediante el analisis filogenético basado en lasrig
4y 5, se obtuvo la identificacion final para I@sétslados
de microrganismos seleccionados, identidades que se
resumen en las Tabla 2 y 3, donde se presentan los

Las bacterias y los hongos seleccionados segln suresultados de géteros y/o especies, vecino masnggrc

caracteristica morfoldgica, se identificaron
molecularmente por las secuenciaciones de los ADN a
como se defini6 en el acapite 2.5 de la metodologia
posteriormente se realizaron los analisis de laseseias
recibidas del servicio contratado en Macrogen ysta
manera fue posible construir los arboles filogeétide

los cuales se muestra una fraccion en las figyra.4

maximo score y % de maxima identidad, resultante de
andlisis de las secuencias y por medio del anélésiss
arboles filogenéticos de las bacterias y los hsngo
elaborados en el programa MEGA 7 utilizando el aéto
del vecino mas cercano y la informacion de las
secuencias del GenBank que presentaban mayor
homologia con cada secuencia en estudio.



L EF550007.1 Candidasp

EF350321.1 Cyberindnera fabians
KU216432 1 Cyberkindners sp

# YI3LROR
NG056273.1 Cyberknd:
EF$50309.1 Cybetkind

Jedana

jeding
FI§73558.1 Pichia jadma

AJJB385.1 Pichia jadind

# Y12LROR

KY458749.1 Trichospoton sp

JRI304541 Trithosporon coremforme

4 YIOLRIR

KT22305.1 Trichospoton asshis

HME27134 ] Trichosporon sp
LNE66279.1 Trichosporon sp

TXE5T339.1 Penicillom sp

GUSEA223 | Periciliam sp
& 2141751
MF385306 1 Pericillin janthinel

KO655583.1 Perdeillum junthinelum
KPE81452.1 Penicillium janthinelhum

$ 215181
KM104597.] Perdeilium semplicissimum

17 KM104578.1 Perucidlium stmplicisstmum
Figura 5. Arbol de relaciones evolutivas de los hongos,
utilizando el método del vecino més cercano en rprog
MEGA 7. Las distancias evolutivas se calcularolizatido el
método de probabilidad méxima compuesta y estataen
unidades del nimero de sustituciones de basesitfmorEe
andlisis involucré 30 secuencias de nucleétidosaHun total

de 401 posiciones en el conjunto de datos final.

Los métodos moleculares como PCR agilizan la
identificacion analizando regiones especificas roede

aislados a partir de bioinsumos. Ruiz [11], idérdi21
cepas bacterianas aisladas de restos de vegetales
horticolas sometidos a compostaje. Alvagdzal, [20],
realizaron aislamientos de microorganismos de
rizosfera de plantas de vainilla en un cultivo toilo
ubicado en el municipio de Sopetran (Antioquia,
Colombia) y posteriormente seleccionaron 52 mqrtti
para su identificacion molecular por secuenciadiétas
regiones ITS y 16S del ADN ribosomal para hongos y
bacterias, respectivamente.

En el presente trabajo, por medio de la identifaac
molecular se identificaron a nivel de género y eispi8
cepas bacterianas y 5 cepas fungicas selecciorzulés.
figura 4 y 5 se observa como algunas de las bastgri
hongos secuenciados se agrupan correctamentedes cla
muy bien diferenciados para cada géneroy su es2ei
esta manera fue posible determinar claramente ggner
bacterianos comadBacillus sp Exiguobacterium sp
Terribacillus spy Aeromonas spy géneros flngicos
como Cybelindnera spPichia sp Trichosporon spy
Penicillium sp Adicionalmente en la tabla 2 y 3 se
detallan los resultados obtenidos de la identiftcac
molecular donde se aprecia como en la mayoriagie lo
casos, cada bacteria confirma su identidad corp&ny9
cada hongo con un 100% en comparacion con las
secuencias contenidas en el Genbank.

De manera general el proceso de identificacion
permitié obtener una amplia gama de géneros y Espec
como las bacterias: (Bcinetobacter calcoaceticugl)
Aeromonas hydrophilg4) Bacillus cereus(1) Bacillus
marisflavi, (1) Exiiguobacterium aurantiacumy (1)
Terribacillus saccharophilusy a nivel de género solo se
identificaron los tipos; (2Acinetobacter sp3) Bacillus
sp, (1) Enterobacter sp (1) Halomonas spy (2)
Pseudomonas spSe identificaron hongos como: (1)
Cybelindnera jadinii (1) Pichia jadinii, (1)

la

los genes. La secuenciacion del gen ADN ha servido Trichosporon asahii(1) Penicillium janthinellumy (1)
como una importante herramienta para determinar lasPenicillium simplicissimumTodo lo antes expuesto,

relaciones filogenéticas entre los microorganismos,
siendo una herramienta Util para el estudio fildgieo y
para la identificacién rutinaria de aislados micaoibs
[13]. Actualmente se desarrollan numerosas
investigaciones dentro del marco de la identifi@aci
molecular, en la mayoria de los casos estos trabajo
ofrecen resultados convincentes sobre la identdaglis
aislados como en el estudio desarrollado por Flgres
Roque [12], donde obtuvieron exitosos resultados
identificando molecularmente a 15 microorganismos

permito que a la fecha se cuente con 6 especies
bacterianas y 5 especies fangicas diferentes plemam
identificadas, quedando aun por precisar la ideatifon

de las bacterias que estan identificadas hastixedl de
género.



Tabla 2. Identificacién molecular de 18 cepas de bacteri#s/ables procedentes de los planteles mineros

BACTERIAS IDENTIFICADAS EN LOS PLANTELES MINEROS

.- Ident.
. Cod|gq Vecino més sercano (Numero de Acceso) ax. max Identidad final
microorganismos Score (%)

MIIIA-01 Bacillus cereu (KY649378.1) 2174 99 Bacillus cereu
MIIIA-03 Halomona sp(DQ129699.1) 536 84 Halomona sg
MIlIB-04 Acinetobacter s (KM108508.1) 1653 99 Acinetobacter <
MIIC-06 Bacillus cereu(HE660034.1) 1879 95 Bacillus cereu
MIlC-07 Pseudomonas (KT321870.1) 2132 99 Pseudomonas
MIVB-01 Bacillus marisflav (KY616828.1) 1916 97 Bacillus marisflav
MIVB-02 Terribacillus saccharophilt (KX788920.1) 1855 99 Terribacillus saccharophilt
MIVB-11 Bacillus cereu (MH010164.1) 2080 100 Bacillus cereu
MIVC-13 Enterobacter s (GQ284539.1) 2025 100 Enterobacter s
MVB-02 Aeromonas hydrophi (MG428986.1) 2128 99 Aeromonas hydrophi
MVIA-01 Acinetobacter calcoacetic (KY091892.1) 2180 99 Acinetobacter calcoacetic
MVIB-02 Exiguobacteriunaurantiacun (KF848481.1) 1820 96 Exiguobacterium aurantiact
MVIB-07 Acinetobacter s (KR072554.1) 2150 99 Acinetobacter <
MVIC-08 Bacillus cereu (KY622400.1) 2161 99 Bacillus cereu
MVIC-09 Bacillus s} (KY622516.1) 1916 100 Bacillus sj
MVIIA-01 Bacillus sp(GQ340502.1) 2213 99 Bacillus sj
MVIIC-03 Pseudomonas {MG674361.1) 2012 99 Pseudomonas
MVIIB-08 Bacillus s} (KY681738.1) 1696 97 Bacillus sj

Tabla 3. Identificacion molecular de 5 cepas de hongosveliltes procedentes de los planteles mineros

Cédigo . . Max. Idgn. . )
. . Vecino més cercano (Numero de Acceso) max. Identidad final
microorganismo Score (%)
HONGOS LEVADURIFORMES
MID-08 Pichia jadinii (AJ508585.1) 660 88 Pichia jadinii
MIIID-11 Trichosporon asahi{KT282395.1) 1840 99 Trichosporon asabhii
MIVD-09 Cyberlindnera jadini (NG056278.1) 1886 100 Cybelindnera jadin
HONGOS FILAMENTOSOS

MVID-03 Penicillium simplicissimuniKM104597.1) 942 100 Penicillium simplicissimum
MVID-11 Penicillium janthinellur (MF355386.1) 837 99 Penicillium janthinellur

completar hasta especie o repetirse alguna deiayay
De todos los aislados que quedaron a nivel de géner se tiene.
solamente se destacan los génetdalomonas y
Enterobacterya que los demas géneros estan contenidos
entre los identificados a nivel de especie, pudiend En relacion con la presencia de las cepas ideadifis
encontrarse alguna especie nueva entre las quepstd  en los planteles mineros, todas las especies fidents
han sido aisladas previamente en ambientes



caracteristicos de estos procesos [11]. Las espdeie  Enterobacter sp(1) Halomonas spy (2)Pseudomonas
Bacillus que en esta investigacion retnen un total de 7 sp Al final se obtuvo un total de 6 especies baaters y
cepas identificadas, tienen la capacidad para sivbre 5 especies fungicas diferentes, que estan plenament
las variaciones térmicas debido a su capacidad paraidentificadas, quedando aun por precisar la ideatifon
formar endosporas, por ello, constituye uno de los de las que estan identificadas hasta el nivel dergé
generos bacterianos dominantes en la mayoria de log s resultados obtenidos de la identificacion mdEc
componentes ambientales, los resultados de Flores ygp |a mayoria de los casos, para bacterias confisna
Roque, [12], reportan que de 14 aislados bacte&sia@®  gentidad con un 99 % y para hongos se confirmé su
correspond(_en al generBr_:lcnlus de_Ips tiposcereus, identidad con un 100% en comparaciébn con las
flzﬁﬁéglgg:u;’a mo??ﬁég;%Zusbgtg;l?égomgﬁaé? secuencias obtenidas del Genbank del NCBI, lo gue s
9 y . ; traduce en un proceso de identificacion de calidad.
las cuales se reportan 2 cepas mediante estedtrahag ) .

- . Finalmente, el desarrollo de este trabajo en
también formaron parte de los resultados obterpgos . L . . , .,

bioprospeccion microbiana aporté un buen nimero de

Ruiz [11]. Alvarezgt al, [20], por anélisis de secuencias ) ; dentificad h ”
ITS identificaron cuatro hongos pertenecientes | la MICroorganismos | ,e_nt' ICados y que han sido repiors
en la literatura cientifica como utiles para eladesllo de

especies Plectosphaerella cucumerina Penicillium ) : -
griseofulvum, Bionectria ochroleucay Aspergillus diversos bioprocesos, abriendo las puertas paneafiy

fumigatusy dos hongos pertenecientes a los géneros diversas investigaciones en biotecnologia que podri
Fusarium y Phoma. Los resultados de las pruebas mMejorar al agro, el ambiente y la industria nadiona
morfolégicas corroboraron los obtenidos por via o

molecular, ejemplo, para el MIlID-11 se presumia la 5. Agradecimiento

identidad a nivel de género corfidchosporon(antes de ~ Agradecemos al Programa de Investigacion Estudios
su identificacion) y al ser comparados se configné Nacionales y Servicios Ambientales (PIENSA-UNI)baj
pertenecen a las especidsichosporon asahji asi la direccion de las Ing. Larisa Korsak; por hakido s
mismo, sucedié para los hongos filamentosos. Estecontraparte de este proyecto y en cuyas instalesise
trabajo, al igual que los trabajos previamentedoga encuentra el laboratorio de biotecnologia, en al sa
muestra que las pruebas morfologicas unidas a @sueb desarrolld6 este trabajo de investigacion. El
moleculares constituyen un vehiculo adecuado @ara | reconocimiento a la Universidad Nacional de Ingéaje

identificacion microbiana. quien por medio de su vicerrectoria de Investigagio
Desarrollo ha facilitado el aporte financiero peaar a
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