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RESUMEN

La biotecnologia ambiental estd intimamente relacionada con la bioprospeccion
microbiana ya que esta se basa en el estudio y gestion de las comunidades de
microorganismos para obtener productos de calidad y proporcionar servicios a la
comunidad y al ambiente. De modo que la bioprospeccién aporta las bases
cientificas de muchos de los procesos que se desarrollan en la biotecnologia
ambiental y esta Ultima a su vez precisa la resolucion de los problemas ambientales
mediante la aportacion de importantes avances en procesos, nuevas especies, y
meétodos para los ecélogos microbianos. Mediante esta investigacion se caracterizo
morfologica y molecularmente la diversidad microbiana cultivable de muestras
provenientes de la Reserva Natural Chocoyero-El Brujo (Ticuantepe-Managua) y del
Rio Chiquito en Ledn en la busqueda de cepas nativas potencialmente Gtiles para el
desarrollo ingenieril de procesos biotecnolégicos de interés ambiental.

Para dar cumplimiento a los objetivos propuestos, se aplicaron técnicas de
aislamiento y purificacion (siembra masiva, por extension en placa, vertido en placa,
por agotamiento de estria cruzada en placa y por puncion), ademas se desarrollé un
reconocimiento de las caracteristicas morfologicas de todos los microorganismos
mediante la tincibn de Gram observada al microscopio con objetivo de 100x para
bacterias, la observacion de esporas con objetivo de 50x para hongos filamentosos
y la observaciéon de tincién simple con objetivo de 50x para levaduras. Asi como
pruebas moleculares (secuenciacion de las regiones 16S para bacterias e ITS y
D1/D2/D3 para hongos) de 29 aislados seleccionados segun sus caracteristicas
morfolégicas (19 bacterias, 8 hongos filamentosos, 2 hongos levaduriformes), con
vistas a lograr su identificacion final. Se realizé una revision bibliografica en bancos
de datos internacionales para establecer las aplicaciones biotecnoldgicas y que
estaban cientificamente fundamentadas (Reportadas) para las cepas identificadas.

Al finalizar el presente trabajo, habiéndose seleccionado 9 puntos de muestreo para
la Reserva Natural Chocoyero-El Brujo y 6 puntos para el Rio Chiquito; se obtuvo
un total de 104 aislados microbianos, que mediante las pruebas morfologicas
mostraron ser 73 aislados bacterianos, 29 aislados de hongos filamentosos y 2
aislados de hongos levaduriformes. La aplicacion de las técnicas morfolégicas y los
métodos moleculares a una fraccion de lo aislado (29 aislados, entre bacterianos y
fungicos), permitid identificar finalmente 9 especies y 1 subespecie de bacterias
diferentes y 7 especies fangicas distintas, ademas de las identificados hasta nivel
de géneros bacterianos Bacillus sp (3), Enterobacter sp (2), Erwinia sp,
Acinetobacter sp, Micrococcus sp y hongos tipo Aspergillus sp, Humicola sp y
Lenzites sp. Entre los identificados completamente podemos citar los siguientes:
bacterias como Alcaligenes faecalis subsp faecalis, Pantoea dispersa, Aeromonas
hydrophila, Exiguobacterium profundum, Bacillus megaterium, Staphylococcus
sciuri, Pseudomonas mendocina, Enterobacter cloacae (2), Bacillus flexus y Bacillus
cereus; hongos como Trichoderma harzianum, Trichoderma longibrachiatum,
Chaetomium brasiliense, Penicillium citrinum, Chaetomium aureum, Candida
orthopsilosis y Pichia kudriavzevii.



En cuanto a las aplicaciones biotecnoldgicas para los microorganismos identificados
en este trabajo, permiten plantear para el ambiente: la remocidon de metales
pesados como Cd, Pb, Zn, Cr, Cu, As, y Hg mediante las bacterias Bacillus cereus,
Bacillus megaterium, Enterobacter cloacae, Pseudomonas mendocina,
Staphylococcus sciuri, Acinetobacter sp, Enterobacter sp, Micrococcus sp; y los
hongos Penicillium citrinum, Chaetomium aureum, Lenzites sp y Pichia kudriavzevii.
Para la biorremediacion de hidrocarburos y sus derivados: Alcaligenes faecalis
subsp faecalis, Bacillus cereus, Exiguobacterium profundum, Acinetobacter sp,
Bacillus sp, Micrococcus sp; y los hongos Trichoderma longibrachiatum, Penicillium
citrinum y Aspergillus sp. Para la biodegradacion de colorantes en aguas residuales
se identificaron microorganismos como: Micrococcus sp, Candida orthopsilosis y
Pichia kudriavzevii. Para la promocion del crecimiento vegetal y el biocontrol de
plagas de diversos cultivos 0 en sus cosechas se han registrado bioprocesos con
bacterias y hongos como: Alcaligenes faecalis subsp faecalis, Bacillus megaterium,
Enterobacter cloacae, Pantoea dispersa, Staphylococcus sciuri, Enterobacter sp,
Bacillus cereus, Trichoderma harzianum, Trichoderma longibrachiatum,
Chaetomium brasiliense, Penicillium citrinum, Chaetomium aureum y Candida
orthopsilosis.

Como resultados adicionales a los objetivos de esta investigacion se documentaron
microorganismos con aplicaciones de utilidad industrial dirigidos a la produccion y
biosintesis de enzimas y sintesis bioldgica de nanoparticulas a partir de
microrganismos. Entre los microorganismos que ejercen estas funciones se pueden
mencionar los siguientes: Aeromonas hydrophila, Alcaligenes faecalis subsp
faecalis, Exiguobacterium profundum, Pantoea dispersa, Bacillus sp, Enterobacter
sp, Micrococcus sp, Aspergillus sp, Humicola sp, Trichoderma harzianum,
Trichoderma longibrachiatum, Penicillium citrinum, Candida orthopsilosis y Pichia
kudriavzevii. En conclusion, la realizacion de esta investigacion en bioprospeccion
microbiana en la busqueda de microorganismos Utiles para el desarrollo de
aplicaciones medio ambientales, aportdé una gama de microorganismos plenamente
identificados y que han sido reportados en la literatura cientifica como utiles para el
desarrollo de diversos bioprocesos.
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l. INTRODUCCION

El gran desarrollo cientifico y tecnoldgico, particularmente en el ambito de las
ciencias de la vida, que se ha dado desde los afios cincuenta del siglo pasado, nos
ha permitido aplicar principios cientificos y de ingenieria a la transformacion de
materiales por accién de agentes biolégicos (microorganismos, enzimas, células,
etc.) con el fin de proveer a nuestra sociedad de bienes y servicios. Actualmente
nos referimos al conjunto de estos tipos de actividades humanas con el término
biotecnologia (Blanch, 2010).

A nivel mundial, el interés por la Biotecnologia Ambiental y su impacto sobre la
actividad econdmica es creciente, dado al continuo incremento de la contaminacion
ambiental y la creacion de nuevas normativas ambientales. En base a las
normativas se han transformado los procesos productivos en procesos mas
econdémicos y menos contaminantes al medio ambiente. Respecto a lo anterior, en
la mayoria de los casos la utilizacion de microorganismos para tratar problemas
ambientales ha sustituido los métodos no biolégicos. Por tal razon la biotecnologia
ambiental esta intimamente relacionada con la bioprospeccion microbiana ya que
esta se basa en el estudio y gestion de las comunidades de microorganismos para
obtener productos de calidad y proporcionar servicios a la comunidad y al medio
ambiente. De modo que la bioprospeccion aporta las bases cientificas de muchos
de los procesos que se desarrollan en la biotecnologia ambiental y esta ultima a su
vez precisa la resolucion de los problemas ambientales mediante la aportacién de
avances en procesos, nuevas especies, y métodos para los ecologos microbianos
(Bécares, 2014).

Sobre la base de las consideraciones anteriores, Pifiero (2013) afirma que, segun
investigaciones realizadas en diferentes paises Latinoamericanos, la
Bioprospeccion microbiana ha resultado beneficiosa en la busqueda de solucion a
problemas medio ambientales (biorrecuperacién de suelos, biosaneamiento de
efluentes, enzimas de restriccion y microorganismos usados como fijadores de
nitrégeno), asi como una fuente de ingresos econdémicos. Como muestra de lo
expuesto anteriormente, se conoce que la incineracion de 1 kg de materia organica
(seca) cuesta diez veces mas que su eliminacion biolégica en un reactor. Ademas,
los microorganismos son adaptables y pueden degradar una inmensa diversidad de
moléculas bajo condiciones muy diferentes (Bécares, 2014).

En otros paises se han elaborado numerosas investigaciones dirigidas al estudio de
microorganismos que poseen aplicaciones medio ambientales. Entre ellas se
destacan, Demergasso et al. (2003) y Martinez-Alonso y Gaju (2005) realizaron
estudios en los estratos inferiores donde encontraron bacterias fototréficas
anaerobias. Los resultados a los estudios de este tipo de ecosistemas microbianos
sugirieron su aplicacién en las practicas de biorrecuperacion, muy particularmente
en aquellos afectados por los derrames de petrdleo. Por otro lado, Vazquez et al.
(2014), realizaron una investigacion donde los microorganismos: Bacillus cereus,
Acinetobacter iwoffi, Lactobacillus agilis, Penicillium sp y Cladosporium sp fueron
capaces de reducir las concentraciones de cromo (VI) en lodos residuales
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provenientes de curtiembres. Igualmente, Abad (2017) identific6 ocho géneros de
hongos filamentosos con potencial biorremediador en suelos contaminados por
sustancias agroquimicas: Penicillium sp, Mucor sp, Scytalidium sp, Aspergillus sp,
Neosartorya sp, Eurotiomycetes sp, Talaromyces sp y Fusarium sp.

Ante la situacion planteada, se puede notar que Nicaragua es un pais muy valioso
en materia de bioprospeccion ya que su posicion geografica le otorga condiciones
favorables para el desarrollo de la biodiversidad, cuenta con 68 ecosistemas lo cual
representa el 60 por ciento del total del istmo centro americano (Loasiga y Cisne,
2001). Con el paso del tiempo los ecosistemas han sufrido contaminacion
principalmente provocada por el ser humano, creando las condiciones necesarias
para el desarrollo de distintos microorganismos, los cuales muy pocas veces son
estudiados y aprovechados. No obstante, en Nicaragua el desarrollo cientifico y de
capacidades e infraestructura para la investigacion ha sido subvalorado y no se ha
implementado una planificacion estratégica para un avance significativo y
progresivo de la ciencia y la tecnologia dentro de las universidades e instituciones
del pais. Esta situacibn es mas critica aun en ciencias como la biotecnologia
(Gonzélez, 2011).

En Nicaragua son pocos los registros de investigaciones de bioprospeccion en los
gue se encuentra la investigacion realizada por Roustan et al. (2000) desde el afio
1999, el centro de biologia molecular de la universidad centro americana (CBM-
UCA), inicio un proyecto de investigacion en Bioprospeccion. Dicho proyecto se
basé en la busqueda, identificacidon y caracterizacién de enzimas de restriccion (ER)
presentes en zonas cafetaleras y bosques de pino de Nueva Segovia y zonas
azucareras y volcanicas del occidente del pais.

Tomando como punto de partida la necesidad de desarrollar la biotecnologia en
Nicaragua aportando avances en la misma, el presente proyecto se dirigio al
aislamiento y caracterizacién morfolégica y molecular de la biodiversidad microbiana
cultivable proveniente de la Reserva Natural Chocoyero-El Brujo por ser un lugar
boscoso y poco intervenido por el hombre y el Rio Chiquito el cual presentaba
indices de contaminacion ambiental. Para esto se realizé un proceso de aislamiento
y purificacion de los microorganismos, asi como pruebas moleculares
(secuenciacion del ADNr 16S para bacterias, de la regidén ITS1 para hongos y la
region D1/D2/D3 para levaduras) de aislados seleccionados para su respectiva
identificacion a nivel de género y/o especie, finalizando con la correlacion mediante
la revisibn de articulos cientificos entre aislados identificados y aplicaciones
biotecnoldgicas ya definidas que los mismos puedan tener en la solucion de las
distintas problematicas ambientales. Ademas, dicha investigacion pretende
incentivar o promover mediante la investigacibn de la biotecnologia, la
Bioprospeccion en Nicaragua.
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1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Caracterizar morfologica y molecularmente, microorganismos aislados provenientes
del Rio Chiquito de la ciudad de Leon y de la Reserva Natural El Chocoyero-El brujo
de Ticuantepe, Managua, que muestran diferentes indices de contaminacion
ambiental y sitios con poca degradacion como producto de las actividades
humanas, para sugerir posibles aplicaciones ambientales.

2.2 Objetivos especificos
e Obtener muestras de sitios previamente seleccionados para su inoculacion en

medios como: Agar nutritivo, medio LB, agar PDA, y algun otro que se determine (util
al cumplimiento del objetivo general.

e |dentificar los aislados obtenidos por medio de métodos morfolégicos y
moleculares.

e Establecer una correlacion mediante la revision de bancos de datos

internacionales entre las cepas autéctonas identificadas y aplicaciones
biotecnolégicas de interés ambiental ya reportadas en la literatura cientifica.
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II. MARCO TEORICO

3.1 Bioprospeccion

La Bioprospeccion segun la Comision Econémica para América Latina y el Caribe
(CEPAL, 2007) se define generalmente como la busqueda sistematica y desarrollo
de nuevos recursos biolégicos los cuales pueden tener valor comercial. Esto incluye
todos los organismos, genes, compuestos quimicos, extractos, micro y
macroorganismos y otros productos de la naturaleza. El objetivo de la
Bioprospeccion incluye el uso sostenible de recursos biolégicos a través de la
biotecnologia y del desarrollo cientifico y socioecondmico de recursos de paises y
comunidades locales.

3.1.1 Bioprospeccion en Nicaragua

En Nicaragua no se cuenta con un sistema nacional que desarrolle la
bioprospeccion con el fin de explotar nuestros ecosistemas para la creacién de
productos patentables y lucrativos por las compafilas farmacéuticas vy
biotecnoldgicas. Por otro lado, se sabe que existen universidades que desarrollan
investigacion basica y pocas veces aplicada. Sin embargo, hay laboratorios
privados y cientificos que de forma individual se dedican a la colecta de especies
silvestres y/o domesticadas para afadirle un valor agregado y venderlos a
laboratorios extranjeros los cuales no presentan registros legales del uso que se le
da a esa diversidad genética.

Se puede decir que las actividades de bioprospeccion cientifica, es decir, aquellas
en las que participan cientificos nacionales y algunas veces extranjeros, solo son
registradas en el centro de trabajo o en la institucion que impulsé la gira de
bioprospeccion, y pocas veces la informacion se distribuye para conocerse. La
prospeccién en el pais se ha enfocado en el conocimiento y conservacion del
germoplasma, por cuanto ha sido una investigacion para determinar la diversidad
genética existente y sus formas de conservarla. Por tal razon, es necesario
proponer acciones y lineas de trabajo en funcidbn de conocer y explotar los
compuestos quimicos de estos recursos genéticos, en funcion de resolver los
agudos problemas que atraviesa la poblacién (Loaisiga y Cisne, 2001).

3.2 Microorganismos

Los microorganismos son organismos de pequefio tamafo, observables unicamente
con la ayuda del microscopio que pueden ser uni o pluricelulares, eucariotas o
procariotas y son estudiados especificamente por una rama de la ciencia biologica
gue es la microbiologia (Sanchez et al., 2017).

En 1978 se descubren un nuevo tipo de organismos llamado arqueobacterias que
son evolutivamente distantes tanto de las bacterias como de los eucariotas. En la
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década de los 80’s surgié una revolucion en cuanto al sistema de clasificacion de
los seres vivos mediante diversos andlisis filogenéticos y el estudio de
macromoléculas de &cido ribonucleico (ARN). Estos cambios y nuevas propuestas
han sido posibles gracias al estudio y comparacion de secuencias de
macromoléculas conservadas en todos los seres vivos como el ARN ribosomal
(especialmente el ARNr 16S) y algunas proteinas conservadas como los factores
traduccionales EF-G y EF-Tu (Woese et al., 1990). Mediante estos estudios se
definieron tres linajes evolutivos (Figura 1) que en la clasificacion de los seres vivos
reciben el nombre de Dominios (superior a Reino). Estos tres Dominios evolutivos
corresponden a: Eukarya, Arquea y Bacteria (Parra, 2015).

ARCHAEA
Metandgenos

Haldfllos extremos

BACTERIA Hipertermofilos

Bacterias EUKARYA
Proteobacterias i q Animalea - Eucariotas
Mitocondrias oo «superiores»

mucosos

Hongos

Cianobacterias

Flagelados
Glardia

Cloroplastos

N

Hiperterméfilos P el el

Figura 1. Arbol filogenético de los seres vivos deducido de la secuenciacion comparativa del gen del
RNA ribosémico (Madigan et al., 2009).

3.2.1 Clasificacion de los microorganismos

Hoy dia se distinguen dos tipos de células, unas complejas o eucariotas y otras
simples o procariotas. Los seres vivos se clasifican en funcién del tipo celular y, mas
recientemente, mediante la aplicacion de técnicas de biologia molecular por sus
relaciones filogenéticas (Liébana y Pontén, 2002). En base a lo anterior se describe
la clasificacion de los microorganismos segun su organizacion celular en la Tabla 1
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Tabla 1. Clasificacion de los microorganismos segun su organizacion celular.

Clases de Microorganismos

Microorganismos con organizacion celular

e Poseen membrana celular Procariotas Arqueobacterias
e Tienen como acidos nucleicos tanto Eubacterias
ADN como ARN. Eucariotas Protozoos

Algas microscopicas
Hongos microscopicos

Microorganismos sin organizacion celular

¢ No poseen membranas Virus
¢ Nunca estan presentes los dos acidos nucleicos V|r.0|des
juntos (ADN o ARN). Priones

e Son parasitos estrictos de los que tienen
organizacion  celular, pues carecen de
metabolismo.

Fuente: Tortora et al. (2007)

3.2.2 Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares que se reproducen generalmente por
fision binaria (una célula se parte y se convierte en dos células idénticas) y
generalmente necesitan de un medio de crecimiento rico en proteinas y con
ambiente de alta humedad relativa para su reproducciéon y diseminacién. Bajo
condiciones ambientales favorables de temperatura, humedad y nutrientes, las
bacterias pueden dividirse cada 20 minutos. Sin embargo, este exagerado ritmo de
crecimiento puede verse limitado por la falta de nutrientes, acumulacion de
desechos metabolicos y otros factores limitantes (Lastres y Soza, 2009).

Morfologia microscopica bacteriana

La forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la rigidez de su pared
celular. Béasicamente, se diferencian segun su forma en cocos (esféricas u
ovaladas), bacilos (cilindrica o de bastones; rectos o curvos) y espirilos (espiral)
(Figura 2). Las bacterias pueden mantenerse unidas unas con otras después de la
division celular, pero conservando siempre la independencia celular. Si el plano de
divisibn es Uunico, podemos encontrar diplococos 0 cocos en cadena
(microorganismos del género Streptococcus). Si los planos de division son muchos,
los cocos pueden agruparse en tétradas o en racimos (Staphylococcus). Los bacilos
pueden ser muy cortos (cocobacilos) o muy largos. Sus extremos pueden ser
redondeados o0 rectos; pueden estar aislados, en cadenas, en filamentos o
formando letras chinas (Corynebacterium). Los bacilos curvos pueden tener forma
de coma (Vibrio cholerae) (Pirez y Mota, 2006).
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Figura 2. Distintas formas bacterianas observadas en el microscopio (Fuente propia).

Los microorganismos se pueden visualizar utilizando un microscopio 6ptico o un
microscopio electrénico. En general, el microscopio Optico se usa para observar
células intactas a relativamente bajos aumentos, mientras que el microscopio
electrénico se emplea para observar estructuras internas o detalles superficiales de
las células a grandes aumentos (Madigan et al., 2009). El mas utilizado en el
laboratorio es el microscopio 6ptico de campo claro.

Para facilitar la observacion de las bacterias se pueden utilizar colorantes para tefir
las células. Los colorantes son compuestos organicos y cada tipo de colorante tiene
afinidad por determinados componentes celulares. Muchos colorantes utilizados con
frecuencia en microbiologia estan cargados positivamente (son basicos o
catibnicos) y se combinan fuertemente con constituyentes celulares cargados
negativamente, como los acidos nucleicos y los polisacaridos acidos. Como ejemplo
de colorantes basicos se puede citar el azul de metileno, el cristal violeta y la
safranina. Como las superficies celulares estan por lo general cargadas
negativamente, estos colorantes se combinan con estructuras de la superficie de las
células y, por tanto, son excelentes colorantes de aplicacion general (Madigan et al.,
2009).

Prueba morfologica de Tincion Gram

Las tinciones que tifien de diferente color a células que son de diferentes tipos se
llaman tinciones diferenciales. Una tincion diferencial muy importante y ampliamente
usada en microbiologia es la denominada tincion de Gram. Dependiendo del
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resultado de esta tincion las bacterias pueden dividirse en dos grandes grupos: las
grampositivas aparecen de color morado y las gramnegativas de color rosa. Esta
diferencia en la respuesta a la tincibon de Gram se debe a diferencias en la
estructura de la pared celular de las células grampositivas y gramnegativas
(Madigan et al., 2009).

En la Figura 3 encontramos un esquema basado en el procedimiento de la tincion
de Gram. El procedimiento se inicia al tomar con un asa una porcién de cultivo
bacteriano, seguidamente se deposita una gota de agua y se extiende sobre un
portaobjetos dejando secar y fijar por calor las células bacterianas (frotis). Luego, se
tile con un colorante basico que normalmente es el cristal violeta y después de 1
minuto se lava con agua. Posteriormente, se agrega solucion de yodo que a su vez
forma un complejo con el cristal violeta insoluble en agua y s6lo medianamente
soluble en alcohol o acetona. Después de 1 minuto se lava y se procede a decolorar
con alcohol-acetona dejandolo actuar por 15 segundos. Las células Gram positivas
retienen el complejo colorante-yodo, por lo que las vemos de color morado-azules; y
las células Gram negativas son decoloradas por el alcohol, por lo que se hacen
visibles mediante la coloracion de contraste con safranina dejandola reposar por 1
minuto. Por udltimo, se lava con agua y se deja secar para observar la muestra en el
microscopio (Arias et al., 2012).

Tincion Gram

Adicion de Cristal g = Adicién de Yodo-Lugol
Violeta durante 1 s durante 1 minuto
minuto . e
$
," [——=] -

o
o
<3
8 /olonzar con

Alcohol-acetona

[——— ] durante 20 segundos

Gram-positivas

.
@
° \' Color morado
° Tincién de contraste con (=
Safranina durante 1 minuto -’ .
/, — ) Sy Gram-negativas
Color fucsia

Figura 3. Técnica de tincion de Gram (Fuente propia).

19



Morfologia macroscoOpica bacteriana

En la evaluacién de la morfologia de la colonia se consideran el tamafio, la forma, el
color (pigmento), el aspecto de la superficie de la colonia y todo cambio que el
desarrollo de la colonia produce en el medio de agar que la rodea (Forbes et al.,
2007).

Granados y Villaverde (2003) afirman que las colonias de bacterias se pueden
caracterizar de la siguiente forma:

Tamafio de las colonias: mediano (1 a 2 mm de didmetro), grande (4 a 6 mm),
puntiformes (aproximadamente 0.5 mm).

Forma de las colonias: espesor (planas, elevadas, semiconvexas, concavas,
semiconcavas, semiesféricas, en meseta, etc.), bordes (lobuladas, onduladas,
rizoides, dentadas, filamentosas, espiculadas, etc.).

Superficie de la colonia: lisa, rugosa, plana, pulvinada, umbilicada, etc.

Consistencia de la colonia: duras, viscosas, mucosas, secas, muy secas,
cremosas, etc.

La Figura 4 muestra la representacion esquematica de la forma, borde y elevacion
de los diferentes tipos de bacterias.

Forma Borde Elevacion
i § l'n- /.- . .
Puntiforme . X Plana
Entero
. -y =
Circular Lﬁ—s‘ Elevada
Ondulado
/ L By
S Q) @ A,
. Lobulado | Convexa
Filamentosa
v,
B | x| M
Irreqular Erosionado Pulvinada
Rizoide Umbonada
4
Fusiforme

Figura 4. Estudio macroscopico de las colonias respecto a su forma, elevacion y borde (Granados y

Villaverde, 2003).
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3.2.3 Hongos

Los hongos son organismos eucariotas unicelulares (levaduras) y pluricelulares
(Hongos filamentosos o mohos), cuya pared celular no es de celulosa sino de
quitina. Su nutricion es heteroétrofa, es decir, que no pueden producir sus propios
alimentos como lo hacen las plantas, sino que descomponen la materia organica
por medio de enzimas, absorbiendo las sustancias nutritivas. La mayoria de los
hongos son saprofiitos que se desarrollan sobre materia organica en
descomposicion y otros son parasitos que producen enfermedades en el hombre y
otros animales y vegetales. Su reproduccion puede ser sexual o asexual (gemacion,
esporulacion, fragmentacién) (Prats, 2005).

Los hongos filamentosos (también conocidos como mohos), son microorganismos
aerobios. En medios de cultivos solidos y también sobre cualquier superficie en la
que se desarrollen por ejemplo frutas u otros alimentos, producen colonias
algodonosas o pulverulentas que son muy caracteristicas. Al microscopio 6ptico, los
hongos filamentosos presentan una estructura denominada " talo" y que suele estar
constituida por una serie de filamentos denominados "hifas", que pueden ser
ramificadas y tabicadas, formando, en su conjunto, una estructura denominada
"micelio”.

Los hongos que presentan crecimiento levaduriforme generalmente dan lugar a
colonias lisas que recuerdan a las bacterianas en medios de cultivo sélidos y son
anaerobios facultativos. Dichas colonias estdn formadas por agregados de células
individuales (3-10 x 5-30 um) denominadas levaduras. Los hongos levaduriformes
se dividen por gemacion o por fisién binaria. En algunos casos las células hijas no
se separan de la célula madre, formandose cadenas cortas denominadas
seudohifas. Los hongos que presentan este tipo de crecimiento, denominado
seudomicelio, dan lugar a colonias similares a las que producen los hongos
levaduriformes en medios soélidos (Pontdn et al., 2002).

Morfologia macroscopica de Hongos

Los hongos levaduriformes dan lugar a colonias cremosas, opacas, con un didmetro
de 3 a 7 mm, y en general de crecimiento relativamente rapido (24-72 horas). Los
hongos filamentosos dan lugar a colonias de mayor tamafio (10-30 mm), que crecen
radialmente de modo progresivo, de aspectos inconfundibles, vellosas, algodonosas
o pulverulentas, de vistosos y variados colores, que deben ser observadas en el
anverso y reverso de la placa Petri, donde puede verse si el pigmento difunde al
medio. Su crecimiento es mas lento que el de las levaduras (3-20 dias), pero
pueden llegar a invadir toda la superficie del medio de cultivo. El color, forma y
tamafio de las colonias puede variar segun el medio de cultivo utilizado (Prats,
2005).

Morfologia microscopica de Hongos

El examen microscopico de los cultivos se efectia de modo diferente segun se trate
de colonias pertenecientes a hongos levaduriformes o filamentosos. Las levaduras
se observan efectuando una suspension de la colonia en una gota de solucion
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salina o0 agua estéril depositada sobre un portaobjetos. Seguidamente se contrasta
con azul de lactofenol o cristal violeta para observarse en fresco entre portaobjetos
y cubreobjetos como una tincion simple (Moreno y Albarracin, 2012).

Una levadura tipica tiene forma de ovoide pero también las hay alargadas,
esféricas, de forma de pera o de limon o incluso triangulares (Figura 5). Cada
especie tiene su forma caracteristica, pero en un cultivo puro se puede observar
gue existe cierta variacion en el tamafo y la forma de las células, variacion que
puede depender de la edad del cultivo y del medio donde se encuentren (Garcia,

2004).
05 oo A J
06 07 %Q C

Piriformes

Orvilichts Alrmonadas
Figura 5. Diferentes formas de células levaduriformes observadas en el microscopio (Garcia, 2004).

La identificacion de los hongos filamentosos se lleva a cabo fundamentalmente por
la morfologia microscopica del micelio, de las esporas y de las estructuras en las
que se forman, que suelen ser caracteristicas de género o incluso de especie, asi
como se refleja en la Figura 6. Para esto se utiliza la técnica de cinta pegante que
consiste en hacer un doblez de una tira de 4 cm, con el lado adhesivo hacia afuera
sosteniendo con pinzas y presionando contra la superficie de la colonia del hongo, a
estudiar. El micelio aéreo, se une a la superficie adhesiva, por lo cual, es facilmente
separado de la colonia y finalmente se transfiere a un portaobjeto (Escobar et al.,
2012).

Globoso elipsoide Cifindrica Ovwvoide Fusiforme _Amigdaliforme

Citriforme Asalchichada fagrimada Baciliforme Poliédrica

Lisa Punteada Espinosa verrugosa Gibosa Crestada

Reticulada CListada Gibosa-espinosa Truncada Septada Estrangulada

Figura 6. Diferentes formas de esporas que presentan los hongos filamentosos en el examen
microscoépico de los cultivos (Moreno et al., 1986).
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3.3 Cultivo de microorganismos en el laboratorio

El cultivo es el procedimiento mediante el cual se promueve el crecimiento de los
microorganismos, al proporcionarles las condiciones ambientales adecuadas:
nutrientes, pH, temperatura, aereacion, humedad, presion hidrostatica, presion
osmotica y radiacion (Junco y Rodriguez, 2001).

3.3.1 Requerimientos nutricionales de los microorganismos

Como todos los organismos vivos, los microorganismos requieren ciertos nutrientes
bésicos y factores fisicos para el mantenimiento de su vida, estas necesidades
varian segun el tipo de microorganismo y es necesario conocerlas para cultivarlos
en el laboratorio (Rojas, 2011). La provision de nutrientes se lleva a cabo en el
laboratorio mediante el uso de medios de cultivos artificiales, los cuales deben
aportar los siguientes nutrientes a los microorganismos: fuente de carbono, fuente
de nitrogeno, azufre y fésforo, elementos trazas y vitaminas. (Junco y Rodriguez,
2001). Por otra parte, para que los microorganismos crezcan adecuadamente en un
medio de cultivo artificial se debe proporcionar una serie de condiciones fisicas
como son: temperatura, grado de humedad y presion de oxigeno adecuado, asi
como un grado correcto de acidez o alcalinidad (Casado et al., 2012).

En microbiologia se emplean dos clases de medios de cultivo, los medios definidos
y los medios complejos. En un medio definido se conoce la composicion quimica
exacta y los medios complejos emplean hidrolizados de productos animales o
vegetales, como caseina (la proteina de la leche), carne, soja, extracto de levaduras
u otras sustancias muy nutritivas, sin embargo, no estan definidas quimicamente.
(Madigan et al. 2009). Por otro lado, los medios de cultivo pueden ser liquidos o
sélidos si se aflade al medio liquido algun agente solidificante.

3.3.2 Aislamiento de microorganismos

En la naturaleza los microorganismos se presentan como cultivos mezclados que
contienen una gran variedad de géneros y especies. Para poder estudiar las
especies individuales es necesario aislarlos en cultivo puro; que se define como un
cultivo que contiene microorganismos de una sola especie.

La obtencién de un cultivo puro, a partir de una poblacién mixta, se lleva a cabo en
dos etapas:

v Aislamiento: La muestra debe diseminarse de manera tal que los diferentes
microorganismos queden lo suficientemente separados sobre la superficie de
un medio de cultivo solido, de modo que después de la incubacion ellos
formen colonias visibles aisladas.

v' Trasplante: Luego de tener las colonias aisladas, estas deben transferirse a
otras placas para ser cultivadas por separado.
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Se considerara que se ha obtenido un cultivo puro, cuando al realizar este proceso,
todas las colonias obtenidas presenten las mismas caracteristicas. EI medio de
cultivo utilizado en el proceso de aislamiento dependerd, entre otros factores, de los
requerimientos nutricionales de los microorganismos que se espera aislar y de la
presencia de microorganismos que, por sus caracteristicas y/o por la cantidad en
gue se encuentren en la muestra, dificulten la obtencién del microorganismo objeto
del aislamiento (Pedrique de Aulacio y Gutiérrez de Gamboa, 2008).

3.3.3 Siembra de microorganismos

En Microbiologia se entiende como siembra al proceso mediante el cual se deposita
una pequefia cantidad de microorganismos (in6culo) en un medio de cultivo estéril.
El in6culo puede proceder de una muestra o de un cultivo previo. La finalidad de la
siembra es permitir la multiplicacion de los microorganismos, al proporcionarles las
condiciones 6ptimas para su desarrollo (UNALM, 2013).

Las reglas fundamentales para efectuar la siembra exigen:
v" Que se efectlen asépticamente.
v" Que los medios de cultivo y el instrumental a utilizar estén esterilizados.
v Que se realicen solo los manipuleos indispensables.

v" Que se trabaje fuera de toda corriente de aire. De ser posible utilizando un
mechero o bien Flujo laminar.

Siembra de bacterias

De acuerdo con Santambrosio y Ortega (2009) existen diferentes métodos de
siembra de acuerdo al medio utilizado y los requerimientos del microorganismo a
estudiar. En medios solidos podemos utilizar los siguiente:

v' Siembra de vertido en placay extension en placa

En estos métodos, las suspensiones de células microbianas se diluyen antes de su
siembra en placa. Se siguen estas técnicas cuando la muestra contiene tantos
microorganismos, que la dilucibn no se puede realizar en una sola etapa. Por
ejemplo, una suspension con mil millones de células por mililitro debe ser diluida 10
veces para obtener una suspension con un centenar de células por mililitro, Por
tanto, se realizan diluciones seriadas (en varias etapas), normalmente de diez en
diez.

a. En el método de vertido en placa: las muestras diluidas se mezclan con agar
fundido y se vierten en placa. Algunas colonias quedaran embebidas en el
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agar y otras creceran en la superficie. Las colonias superficiales se
extenderan y seran mas grandes.

b. En el método (extension en placa): las muestras diluidas se siembran
directamente sobre la superficie del agar en la placa, extendiéndolas con
ayuda de un asa de Drigalsky de cristal estéril. La suspension se absorbe en
el agar, dejando las células microbianas sobre la superficie. En ambas
técnicas las placas se incuban hasta la aparicion de las colonias (UNALM,
2013).

v' Siembra por agotamiento de estria cruzada en placa:

Con el fin de obtener un cultivo axénico se esteriliza un asa de siembra por
flameado en la llama de un mechero para luego introducirla en la suspension
bacteriana y recoger un inéculo. En seguida se siembra haciendo estrias sobre la
superficie de un medio solido en una placa Petri. A continuacion, se vuelve a
esterilizar el asa, y se toma cultivo de la zona de la placa ya sembrada para hacer
un segundo grupo de estrias en una region nueva de la placa. Este proceso se
repite una tercera y cuarta vez, hasta conseguir que los grupos de células se agoten
y se separen células aisladas. Finalmente se procede a la incubacién en donde se
desarrollan colonias aisladas (UNALM, 2013).

v' Siembra en placa de Petri por la Técnica de siembra masiva.

Este método es muy utilizado para obtener un gran nimero de microorganismos
(incremento de in6culo), en la superficie de un agar. Esta técnica de siembra utiliza
un hisopo, el cual se pasa por toda la superficie de la placa en distintas direcciones
y finalmente por el borde para que el crecimiento de los microorganismos sea total
en la superficie de la placa (Rojas, 2011). Cabe destacar que este método se puede
utilizar tanto para bacterias como para hongos.

Siembra de Hongos
El metodo mas ultilizado y comun para la siembra de hongos es el siguiente:
v' Siembra en placa de petri por la tecnica de puncién.

Este método de siembra es utilizado para observar el crecimiento de hongos y asi
mas adelante examinar su morfologia; asi también para la transferencia o subcultivo
de cepas previamente almacenadas y/o conservadas. Consiste en tomar parte de
micelio con un asa micoldgica (0 asa recta), y por una puncion suave en el centro
de la placa se inocula el microorganismo a estudiar. Dependiendo del objetivo,
pueden hacerse multiples picaduras en el agar (varios puntos de siembra) (Rojas,
2011).
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3.3.4 Purificacion o aislamiento

El proceso de aislamiento o purificacion consiste en disponer de la descendencia de
un individuo (célula) inmovilizada sobre la superficie de un medio sélido y separada
del resto de individuos presentes en el cultivo mixto. Esta célula, en las condiciones
de crecimiento adecuadas dard lugar a una descendencia (clon) que resultara
macroscopicamente visible y que se llama colonia. Cada colonia contiene millones o
miles de millones de células idénticas y con el mismo origen y propiedades. Se
puede demostrar que practicamente cada colonia procede de una sola célula o de
un grupo de células del mismo tipo si el microorganismo forma agregados. Por ello
lo mas correcto es hablar de unidades formadoras de colonias (UFC) al referirnos al
origen de una colonia. El cultivo descendiente de una misma colonia es un cultivo
puro (Garcia et al., 2009).

3.4 Identificacién de microorganismos por métodos moleculares

Los métodos basados en biologia molecular, se basan en el uso de procedimientos
y reactivos, en los cuales se puede detectar determinadas secuencias de ADN que
son propias de un determinado agente microbiano (Alejos et al., 2014). Dados los
problemas inherentes que presentan los sistemas de identificacion fenotipicos, los
métodos moleculares se han erigido como procedimientos complementarios,
alternativos o incluso de referencia a los fenotipicos (SEIMC, 2010).

Las etapas de identificacion molecular de microorganismos se describen a
continuacion en la Figura 7:

DNA
5 Secuenclacién Allneamiento de las
F"K . del DNA secuencias del gen
Células S TGenquecodfica o del RNA ribosémico
S elRNAribosomico ' A G C T \ 3
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Figura 7. Secuenciacion del gen del RNA ribosémico y filogenia, (a) Rotura de las células, (b)
Aislamiento del gen que codifica el RNA ribosémico y produccién a continuacién de muchas copias
por la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa. (c, d) Secuenciacion del gen y alineacion
de la secuencia obtenida con otras secuencias de rRNA (Madigan et al., 2009).

3.4.1 Extraccion de ADN

La aplicacion de técnicas moleculares inicia con la extraccion de ADN, la obtencion
exitosa de datos confiables y reproducibles depende, en gran medida, de la
extraccion de ADN integro y puro. La extraccion consiste en el aislamiento y
purificacion de moléculas de ADN y se basa en las caracteristicas fisicoquimicas de
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la molécula. Los métodos tradicionales, desarrollados, utilizan solventes organicos
para separar a las proteinas del ADN y, una vez suspendido en la fase acuosa,
aislarlo por precipitacion con etanol. Estos métodos requieren preparar soluciones y
la extraccion puede tomar desde unas horas hasta varios dias por los numerosos
pasos que deben realizarse. En general, los protocolos tradicionales consisten de
cinco etapas principales: homogeneizacion del tejido, lisis celular, separacion de
proteinas y lipidos, precipitacion y redisolucion del ADN (Alejos et al., 2014).

5.4.2 Amplificacion de ADN

La amplificacion se realiza por la Técnica de la Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa o PCR (Polimerase Chaine Reaction). La PCR es un proceso de
amplificacion enzimatica in vitro del DNA o RNA, iniciada por unos fragmentos
cortos de DNA llamados iniciadores o cebadores (primers). Este proceso se lleva a
cabo ciclicamente. Cada ciclo esta dividido temporalmente en tres fases térmicas:
desnaturalizacion de la doble cadena de DNA, acoplamiento o unidon de los
iniciadores y polimerizacibn mediante la adicibn de dNTPs por la enzima Taq
polimerasa (Acufia, 2015).

5.4.3 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion del ADN es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacién del orden de los nucleétidos (A, C, Gy T), asi como la
orientacion en una molécula de ADN. El método clasico mas usado para la
secuenciacion de acidos nucleicos ha sido el método de Sanger. Este método se
basa en el uso del ADN polimerasa para sintetizar cadenas de ADN con una
terminacion especifica. Con este método se generan fragmentos de ADN de todos
los tamafios posibles que se puedan distinguir entre si, por el tipo de marcaje que
llevan o por la incorporacion de un terminador especifico (Tahara et al., 1990).

5.4.4 Anéalisis Bioinformatico

La bioinformatica es una disciplina cientifica que se interesa por todos los aspectos
relacionados con la adquisicion, almacenamiento, procesamiento, distribucion,
analisis e interpretacion de informacién bioldgica, mediante la aplicacion de técnicas
procedentes de las matematicas, de la biologia y de la informética, con el propésito
de comprender el significado biolégico de una gran variedad de datos utilizando
ordenadores. En el contexto de la gendmica se centra en las secuencias de ADN y
proteinas. El proceso de anotacion de genes que son secuenciados es uno de los
aspectos de la bioinformética. Las secuencias de DNA se almacenan en grandes
bases de datos. Una de las mas grandes bases de datos genémicas es la biblioteca
internacional de secuencias de acidos nucleicos, a menudo denominada GenBank
(Prescott et al., 2002).
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Analisis de secuencias

El andlisis de la secuencia de ADN, es el descubrimiento de similitudes funcionales
y estructurales, y las diferencias entre multiples secuencias biologicas. Esto puede
hacerse comparando las nuevas (desconocidas) con las bien-estudiadas y anotadas
(conocidas) secuencias (Meneses et al., 2011).

Alineamiento

En Bioinformatica, un alineamiento de secuencia es una manera de organizar las
secuencias de DNA, RNA, o proteina para identificar regiones de similitud. En el
alineamiento de secuencias se determina si una secuencia de nucleétidos o
aminoacidos (un gen o una proteina) esta relacionada con otra (Acufa, 2015).

En el contexto de identificacion de microorganismos se opta por el alineamiento
multiple de secuencias (MSA). EI MSA es un alineamiento de tres 0 mas secuencias
biolégicas, generalmente proteinas, DNA o RNA. En general, se asume que el
conjunto de secuencias de consulta que se ingresa como entrada (conjunto
problema) tienen una relacion evolutiva por la cual comparten un linaje y
descienden de un ancestro comun. Del MSA resultante, se puede inferir la
homologia, y puede llevarse a cabo el analisis filogenético para evaluar los origenes
evolutivos compartidos por las secuencias (Notredame et al., 2000).

Los alineamientos mudiltiples de secuencias también se refieren al proceso de
alinearlas como un conjunto de secuencias. Como puede ser dificil alinear a mano
tres o mas secuencias de longitud biologicamente relevante, y casi siempre
consume mucho tiempo, se utilizan algoritmos computacionales para producir y
analizar los alineamientos. Los MSA requieren metodologias mas sofisticadas que
los alineamientos de dos secuencias porque son computacionalmente mas
complejos de producir. La mayor parte de los programas de alineamiento multiple
de secuencias usan métodos heuristicos en lugar de optimizacion global, porque
identifican el alineamiento Optimo entre todas las secuencias. Existen diferentes
herramientas de alineamiento, las mas usadas en bioinformética son: NCBI (Blast),
ClustalW2 y la mas reciente es CLC BIO (Acuiia, 2015).

5.4.5 Analisis Filogenético

La finalidad de los analisis filogenéticos es estimar una filogenia (arbol filogenético)
gque muestre la historia evolutiva del grupo taxondmico de estudio. Es decir, el
objetivo final es un arbol filogenético que sea reflejo del proceso de evolucion donde
las entidades biolégicas son el resultado de la teoria de Darwin “descendencia con
modificacion” entre especies ancestrales y descendientes (Pefia, 2011). Los arboles
filogenéticos se pueden construir a partir de alineamientos multiples de secuencias.
En este caso estamos asumiendo que cada posicibn en el alineamiento es
homoéloga. Por lo tanto, construir un buen alineamiento es esencial para la
resolucién del arbol. La mayoria de los programas de alineamiento nos dan una
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solucion suboptima (la mejor posible utilizando pocos recursos del sistema), por lo
tanto, resulta conveniente revisar los alineamientos antes de realizar los arboles.

Para la construccién de arboles filogenéticos a partir de métodos taxondmicos
basados en secuencias, se requiere solamente una secuencia para identificar el
organismo en términos de su tipo filogenético y ademas, el analisis por este método
de ecosistemas microbianos es mas que un ejercicio taxondémico, ya que las
secuencias proporcionan herramientas experimentales (por ejemplo, sondas de
hibridacibn molecular) que pueden ser usadas para identificar, observar y estudiar
los ecosistemas microbianos (Acufia, 2015).

Entre los métodos de analisis filogenético se pueden mencionar el método Neighbor
Joining. El algoritmo Neighbor Joining fue creado por Saitou and Nei (1987) y
consiste en generar un unico “arbol filogenético” final, el cual, segun los autores, no
necesariamente sera el “arbol verdadero”. En el paso inicial, se unen los dos
neighbors (secuencias) que tengan la menor distancia genética. Luego, este par
inicial se considera como una sola entidad, y se busca el siguiente terminal que
tenga la menor distancia genética con este. El procedimiento continda hasta unir
todos los terminales al “arbol filogenético” (Saitou and Nei, 1987).

5.5 Biotecnologia

Desde la perspectiva de la ingenieria quimica, una aproximacion mas atractiva a la
Biotecnologia, es la explotacion tecnologica de los sistemas vivos mediante los
bioprocesos. En este caso se utiliza sistemas vivos completos (Células o tejidos) o
sus componentes (enzimas, nucleétidos, etc.) para efectuar de una manera
controlada y regulada, el cambio quimico o fisico deseado.

Entre los bioprocesos de interés se puede mencionatr:

e Produccion de masa celular (biomasa)

Obtencién de productos quimicos derivados del metabolismo celular

Bioconversiones

Producciéon de alimentos

Procesos de descontaminacion de materiales

e Procesos de recuperacion y concentracion de minerales

Sin embargo, la Biotecnologia no es solamente la produccion de células con nuevas
funciones por ingenieria genética o la elaboracién de productos en biorreactores. Es
también un importante componente en el cuidado de la salud humana y animal,
alimentacion, proteccién del medio ambiente y sistemas de energia renovables de
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biomasas. Tiene por tanto una notoria incidencia en el bienestar humano (Ferrari,
1991).

5.5.1 Biotecnologia Ambiental

Los ambitos de actuacion de la biotecnologia ambiental se relacionan con la gestion
del medio ambiente y/o con el aprovechamiento de los recursos naturales. Las
distintas acciones se realizan en los sistemas biolégicos con un objetivo final de
prevenir, mitigar o eliminar la presencia de compuestos contaminantes en el medio
ambiente.

El principio béasico de actuacion de los métodos bioldégicos se basa en una
degradacion de los compuestos organicos contaminantes en compuestos
inorganicos, que en los casos ideales resultan inocuos (por ejemplo, CO,, H,O, CI,
etc.). Ademas, estos procesos biotecnoldgicos procuran realizarse en la medida de
las posibilidades en el mismo lugar donde se ha producido el impacto contaminante
y se evitan los costos asociados al desplazamiento del material contaminado a
plantas de tratamiento especificas, a vertederos controlados o a otras ubicaciones.
Esta caracteristica también resulta diferencial respecto de los procedimientos fisicos
y/o quimicos que a menudo simplemente transfieren el contaminante a una
ubicacion diferente con el fin de mitigar y/o controlarlo mas adecuadamente.

Tradicionalmente, las actividades biotecnologicas relacionadas con el medio
ambiente se han fundamentado principalmente en la capacidad degradadora de los
compuestos contaminantes por parte de la actividad metabdlica de los
microorganismos presentes en los ecosistemas naturales. Esta necesidad de utilizar
la biodegradacion microbiana ha hecho que durante mucho tiempo el esfuerzo
tecnologico y de investigacion de la biotecnologia ambiental se orientara a aislar
microorganismos del medio ambiente, clasificarlos y caracterizarlos
fisiologicamente, analizar las capacidades enzimaticas degradadoras para
desarrollar procesos tecnolégicamente aplicables a gran escala e intentar, en
determinados casos, una mejora genética de los microorganismos utilizados con el
fin de obtener cepas mas eficientes en la degradacién de compuestos organicos
contaminantes (Blanch, 2010).
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V. METODOLOGIA

4.1 Lugar de Estudio

El aislamiento y caracterizacion en la busqueda de microorganismos utiles para el
medio ambiente a partir de muestras de suelo, agua y materia organica se
realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de las Aguas del Programa de
Investigacion Estudios Nacionales y Servicios Ambientales (PIENSA) de la
Universidad Nacional de Ingenieria, ubicado en el Recinto Universitario Simoén
Bolivar, en la Avenida Universitaria, Managua, Nicaragua.

Las cepas de microorganismos aislados y seleccionados fueron enviadas al Centro
de Biologia molecular de la Universidad Centroamericana (UCA) y al Laboratorio de
Biotecnologia, UNAN Managua donde se contrataron los servicios de extraccion de
ADN gendmico. Luego se procedi6 a mandar el ADN extraido al laboratorio
Macrogen en Corea del Sur. Una vez recibidas las secuencias se continu6 con las
actividades de bioinformatica en el PIENSA-UNI.

4.2 Descripcidn de los sitios de muestreo

Para esta investigacion se trabajé con muestras de suelo, agua y materia organica
provenientes de diferentes sitios contaminados, donde se pudre materia organica y
gue hasta la fecha existe poca incidencia humana. Los muestreos se realizaron en
la Reserva Natural EI Chocoyero-ElI Brujo de Ticuantepe, como una zonha
preservada en la cual se podian encontrar microorganismos de gran interés para la
agricultura y la industria fundamentalmente y en el Rio Chiquito de Ledn, como una
zona de gran incidencia de contaminacion tanto por las industrias aledafias como
por la poblacion de los alrededores y en donde se podian encontrar posibles
biodegradadores de gran valor.

Reserva Natural El Chocoyero-El Brujo de Ticuantepe

Es una reserva natural que cuenta actualmente con 184 hectareas de zona
protegida, pero con buenas posibilidades de ampliarse para dar una mayor
cobertura a la abundante flora y fauna del lugar (Figura 8). Se ubica a unos 28
kilbmetros al sur de Managua, en el Municipio de Ticuantepe departamento de
Managua. La reserva es famosa por sus chocoyos verdes (Loro Verde o Perico del
Pacifico), cuyos nidos estan cerca de las cataratas. Estos pueden ser vistos en
grandes cantidades por las mafanas, cuando alzan el vuelo y se marchan, y por las
tardes cuando regresan. Durante el dia se pasean por toda la reserva buscando
alimento (INTUR, 2017). Conviene sefialar que en esta investigacion se llamara solo
por el nombre Reserva Natural EI Chocoyero.
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Figura 8. Reserva Natural EI Chocoyero rujo en el Municipio de Ticuantepe. Departamento de
Managua. A) Area de la Cascada del Chocoyero en época seca. B) Sendero con arboles secos y en
descomposicion. C) Area de cascada El Brujo en época seca. D) Sendero camino a cascada El
Chocoyero (Fuente: propia).

Rio Chiquito de Leodn

La ciudad de Leodn esta ubicada a una latitud 12° 26.27’ y longitud 86° 52.68’. Las
empresas se ubican en la zona sur oeste, colinda con los barrios subtiava y laborio
y a orillas del rio chiquito. Esta ubicacion hace que la contaminacion del rio sea
notable y un tema importante ya que la poblacibn ademéas de contaminarlo con
basura y desechos hace uso de sus aguas para diversas labores, lo que conlleva a
una cadena de contaminacion. La subcuenca Rio Chiquito (Figura 9) tiene una
expresion municipal y gran parte de la subcuenca lo ocupa el centro urbano del
municipio de Ledn por lo que se considera una subcuenca urbana, se ubica en la
region del Pacifico de Nicaragua, en el departamento de Ledn, es tributaria de la
cuenca No. 64 (Entre Volcdn Cosiglina y Rio Tamarindo) y drena al Océano
Pacifico (Martinez-Cubillo, 2013).

Figura 9. Vista panoréc del Rio Chiquito - Leon en la Region Central de Nicaragua (Fuente
propia).

6.3 Disefio Metodoldgico

Las condiciones de cada sitio de muestreo, desde la recoleccién hasta la
culminacién del experimento, se deben considerar, debido a que la temperatura, la
disponibilidad de oxigeno, la humedad y la duraciéon del almacenamiento afecta
enormemente la microbiota y de esta manera los procesos que en ella intervienen.
Por consiguiente, los procedimientos de muestreo tienen que asegurar que el
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namero y las actividades de los microorganismos no se alteren, ya sea positiva o
negativamente, de manera no cuantificable durante la recoleccién y conservacion
de la muestra. También tienen que asegurar que las muestras sean representativas
y que no estén contaminadas con microorganismos extrafios; es decir, el
procedimiento seguido debe asegurar que los microorganismos solo proceden del
ecosistema que se esta examinando (Arias, 2008).

6.3.1 Recoleccién de muestras

Los muestreos se realizaron de forma aséptica utilizando técnicas asépticas,
aplicando el sistema de muestreo aleatorio simple (Figura 10), que consiste en
tomar una porcién de la muestra de manera independiente con respecto al tiempo y
espacio (Pacheco y Cabrera, 2011). Para evitar la contaminacién cruzada, las
muestras sélidas se tomaron con una espatula metalica y las muestras liquidas con
vasos de precipitado estériles. Para el transporte de las muestras se utilizaron
bolsas de cierre hermético para muestra de 100mL y tubos coénicos de 50mL
estériles y se almacenaron en condiciones de refrigeraciéon a 4°C en un termo
portatil. Para la toma de muestras se definieron los puntos de muestreo en funcion
de la carga microbiana existente en fuentes especificas como agua, suelo, materia
organica, etc., que puedan generar una amplia informacién sobre las distintas
poblaciones microbianas que se estan desarrollando bajo las condiciones de cada
proceso.

Wy 1.

Figura 10. Sistema de muestreo aleatorio simple en una vertiente del Rio Chiquito con agua
contaminada con visceras de animales, sangre, aguas de teneria y basura inorganica. La muestra de
agua se recolecté con un vaso de precipitado y luego se colocé en un tubo cénico de 50 mL estéril
(Fuente: Propia).

Se recolectaron 9 muestras a partir de diferentes puntos asociados a la Reserva
Natural EI Chocoyero entre ellas muestras de suelo, agua y materia organica en
descomposicion, 2 en estado liquido y 7 en estado sdlido.

e Muestra I: Agua de la cascada del Chocoyero en época seca.

e Muestra Il: Suelo degradado ubicado en los alrededores de la cascada del
Chocoyero.

e Muestra lll: Biopelicula de color verdosa adherida a una roca.

e Muestra IV: Biopelicula de apariencia lamosa adherida a una piedra.

33



e Muestra V: Biopelicula de color blanca y verdosa sobre la superficie de
una roca.

e Muestra VI: Tronco de un arbol degradado que se encontraba caido en el
suelo.

e Muestra VII: Agua de cascada El brujo en temporada seca.

e Muestra VIII: Suelo degradado con mucha materia organica (Piedras muy
pequefias, hojas secas, etc.).

e Muestra IX: Tronco de un arbol que presentaba degradacion.

Por otra parte, se determinaron 6 puntos de muestreo para la busqueda
microbiolégica en el Rio Chiquito, siendo todas muestras en estado liquido.

e Muestra I: Agua residual de uso doméstico muy contaminada con todo tipo
de desechos organicos e inorganicos en sus alrededores que pasa por el
Puente el Bypass.

e Muestra Il: Agua residual de uso doméstico contaminada con materia
organica (animales muertos, hojas de arboles secas, excremento) que
atraviesa el Puente la via 23 de Julio.

e Muestra Ill: Agua residual de uso doméstico que presentaba
contaminacion con materia organica, basura inorganica y con detergentes
que desembocan en el Puente Martinez EI Calvario.

e Muestra IV: Agua contaminada con todo tipo de desechos organicos
(Visceras de animales, sangre, etc.) y desechos inorganicos (detergentes,
plastico, etc.) proveniente de efluentes de las tenerias La Batan y Los Leones
gue son vertidas en el Puente Teneria Los Leones.

e Muestra V: Agua contaminada con visceras de animales, sangre,
detergente, basura inorganica que vienen de los efluentes de tenerias y que
trasiega el Puente Camino al Fortin Tenerias.

e Muestra VI: Efluentes de pilas sépticas, tenerias y agua de consumo
doméstico que desembocan en el Puente pilas sépticas donde se unen todas
las vertientes.

6.3.2 Aislamiento de la poblacién microbiana cultivable

El aislamiento de los microorganismos se realizé en medios sélidos seleccionados
(LB, AN, PCA 'y PDA), a partir de las muestras individuales tomadas en cada sitio de
muestreo. Para tal fin se inocul6 (sembrd), aplicando las técnicas de siembra
masiva, extension en placa y siembra de vertido en placa. Posteriormente se
extendieron las técnicas de aislamiento a la purificacién de las colonias microbianas
obtenidas, a través de la siembra por agotamiento de estria cruzada en placa para
colonias bacterianas y la siembra por puncién para colonias fungicas.

Preparacion de medios de cultivo

La preparaciéon de medios de cultivo es una técnica empleada en microbiologia
precisamente para el cultivo y la manipulacion de los microorganismos en
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condiciones de esterilidad. De cada medio de cultivo (agar) elegido, se prepararon
suspensiones segun las especificaciones del fabricante.

o Agar Nutritivo (AN): se agregaron 23 g de Agar Nutritivo comercial en
un litro de agua destilada.
o Agar Luria-Bertani (LB): se agregaron 40 g de Agar Luria-Bertani en

un litro de agua destilada.

o Agar Plate Count (PCA): se agregaron 23.5 g de Agar Plate Count
comercial en un litro de agua destilada.

o Agar Papa Dextrosa (PDA): se agregaron 39 g de Agar Papa
Dextrosa comercial en un litro de agua destilada.

Los medios de cultivo se sometieron a calentamiento hasta hervir en el Hot Plate
CORNING Mod. PC-620D. Posteriormente se procedié a esterilizar por calor
hamedo en el Autoclave LLAMATO Mod. SQ810C durante 15 minutos a 121°C y
una presion de 100Kpa. Finalmente se dosificaron en placas Petri dejandolos
solidificar a temperatura ambiente (Figura 11) (Solano, 2006).
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Figura 11. Preparacién de medios de cultivos. A) Medios de cultivo utilizados; B) Dispensacion de
medios de cultivo C) Esterilizacion en Autoclave de los medios de cultivo por calor himedo durante
15 minutos a 121°C y 100 Kpa; D) Medio de cultivo solidificado en placa Petri (Fuente: propia).

Inoculacién de muestras

Una vez que se tomaron las muestras, se inocularon en los cinco medios de cultivos
referidos en el punto anterior. La inoculacion se realizé por duplicado en placas Petri
desechables con Agar Nutritivo (AN), Agar Luria-Bertani (LB), Plate Count Agar
(PCA), Agar Potato Dextrosa (PDA). En los medios AN, LB y PCA se pretendia
observar mayormente el crecimiento de bacterias, mientras que en el medio PDA el
crecimiento de hongos en general, tanto filamentosos como levaduriformes.

Siembra masiva en superficie

Las actividades de aislamiento se iniciaron en campo con la técnica de siembra
masiva en superficie siguiendo el procedimiento descrito por Rojas (2011).
Inicialmente se realizaron hisopados de las muestras, por duplicado sobre la
superficie de la placa en todas las direcciones y finalmente por el borde. Las placas
inoculadas se trasladaron bajo condiciones de refrigeracibn a 10°C y en la
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incubadora MEMMERT No. serie: 377010 fueron puestas en incubacion el mismo
dia en el laboratorio durante 24 horas a 35°C; una temperatura Optima para el
crecimiento de un amplio niumero de microorganismos mesofilos. Diariamente se
revisaron las placas en funcién del crecimiento que se observo y del tipo de
microorganismos que pudiesen identificarse desde el punto de vista morfoldgico
(Figura 12).

Figra 12. Técnica de aislamiento por siembra masiva en superficie. A) Hisopados de las muestras
en distintas direcciones; B) Incubacion de las muestras inoculadas en placas Petri a 35°C; C) Placa
Petri con cultivo mixto después de 5 dias de incubacion (Fuente: propia).

Siembra por extensién en placa

Esta técnica explicada en la seccion 5.3.3, se uso6 en el laboratorio con el primer
muestreo para favorecer el desarrollo de las colonias de microorganismos sobre la
superficie del medio de cultivo procesando las muestras enteras después de 24
horas en refrigeracion a 10°C. Con esta técnica se pretendia obtener un recuento
de poblacion viable cultivable proveniente de la muestra en los diferentes medios de
cultivo y el crecimiento distante entre las colonias para facilitar su posterior
aislamiento.

En el procesamiento de las muestras de agua se tomaron 0.1 mL de cada muestra
con micro pipetas y se pipeted en cinco puntos sobre la superficie del agar en una
placa Petri. Luego se extendi6 en todas las direcciones de la placa con ayuda de un
asa Drigalsky previamente esterilizado con vapor seco (esterilizacién en horno) y
con esterilizacion de superficie (alcohol a 70%), hasta que se secd completamente.
Finalmente, todas las placas se incubaron a 35°C (durante 24 a 72 horas) segun
el tipo de microorganismo (Figura 13).

Para las muestras solidas se prepararon filtrados, se tom6 una porcion de 1g de la
muestra y se agregd a un tubo de ensayo que contenia 2 mL de solucién Buffer
estéril. Todas las muestras contenidas en sus respectivos tubos se agitaron en el
agitador Vortex SCILOGEX Mod. MX-S para lograr una mezcla homogénea. Luego
cada tubo se dejo reposar para obtener un precipitado y un sobrenadante e
inmediatamente se procedio a separar el sobrenadante colocandolo en otro tubo de
ensayo previamente esterilizado. Después, se midié 0.1 mL del sobrenadante y se
pipeted en cinco puntos sobre la superficie del agar en una placa Petri. Finalmente
se repitieron los dos ultimos pasos del procesamiento de muestras de agua
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extendiendo la muestra sobre todo el agar con el asa Drigalsky y encubandose a
35°C.

Método de siembra por extension
Colonlas
de e
w7 superficle \,

" e e Lo
a® e /: /’/‘
- ® » / o
” ————t —— o o /‘ -
Incubacion e e -®
La muestra (0,1 ml o menos) La muestra se extiende Resultado tipico de la siembra
s@ pipetea sobre la superficie uniformemente sobre la superficie por extansion
de la placa con agar del agar usando un asa de vidrio

estéril
Figura 13. Proceso de inoculacién (siembra) por extension en placa para el recuento de células
viables (Madigan et al., 2009).

Siembra de vertido en placa

Esta técnica de aislamiento mencionada en la seccién 5.3.3 se aplico en el
laboratorio en el segundo muestreo para permitir el crecimiento de las colonias
microbiolégicas lo mas alejadas posibles en los medios de cultivos realizando
diluciones de las muestras enteras después de 24 horas en refrigeracion a 10°C.
Por tal razén, se esperaba como resultado una gran variedad de microrganismos
viables cultivables en los diferentes medios de cultivo de modo que fuera més féacil
aislar las diferentes colonias.

Para cada muestra liquida se tomé 1mL de la muestra y se mezclaron en tubos de
ensayo con 9 mL de solucion buffer. Todas las muestras contenidas en sus
respectivos tubos se agitaron en el agitador Vortex SCILOGEX Mod. MX-S para
obtener una dilucién 10™. La dilucién 10 se obtuvo mezclando 1mL de la dilucién
10 con 9mL de solucién buffer. Este procedimiento se repiti6 hasta obtener una
dilucién 10®; es decir, se realizaron seis diluciones sucesivas de la dilucién 10
Luego se pipeted en la placa Petri 1mL de cada muestra diluida. EI medio estéril a
una temperatura no mayor de 45°C se afiadi6 sobre el in6culo y se mezcld
suavemente (Figura 14). Finalmente, todas las placas se incubaron a 35°C.

Método de siembra por vertido en placa

Colonias
g 0o ==
»'/ superficie
< A
a4 y
> : > e 7 - Colonias
R B Soidiicacion |\ B 1E X Incides
n n —~ .
@ incubacié medio
La muestra se pipetea en Se anade medio estéril y se Resultado tipico
la placa esteril mezcla bien con el indculo del vertido en placa

Figura 14. Esquema del proceso de inoculacién por la técnica de vertido en placa. En este método
las colonias se forman tanto en la superficie como en el interior del agar (Madigan et al., 2009).
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Seleccién y purificacién de las colonias microbianas

La siembra masiva de las muestras dejé como resultado el crecimiento de
diferentes colonias microbianas. Al tener las placas con cultivos microbiolégicos
mixtos se procedio al aislamiento de cada especie observada segun su morfologia
en el crecimiento de las placas hasta determinar que se contaba con cultivos puros,
tomando en cuenta si se trataba de una bacteria, de un hongo filamentoso o de una
levadura en apariencia y del resultado de su observacion al microscopio. Este
proceso de examinacion de los cultivos mixtos se realizé durante 7 dias cuando se
agoto el crecimiento bacteriano y 14 dias en las placas PDA cuando terminaron de
crecer todas las colonias fungicas (Paramo, 2012). Las técnicas de aislamiento
aplicadas para obtener los cultivos puros fueron; la siembra por agotamiento de
estria cruzada en placa para las colonias bacterianas y levaduriformes y la siembra
por puncién para las colonias fangicas filamentosas.

Aislamiento y purificacidén de bacterias

Las placas Petri con la primera inoculacion de las muestras fueron retiradas de la
incubadora después de 24 horas para ser examinadas y seleccionar las colonias
bacterianas en funcién de las caracteristicas morfologicas (color, borde y textura)
distintas observadas en los cultivos mixtos en el Contador de colonia QUEBEC
Mod. 3327. El aislamiento de las bacterias se realiz6 en medio agar Luria-Bertani
utilizando la técnica de siembra de agotamiento por estrias (Figura 15). Las placas
se incubaron por 24 horas a 35°C. Los repiques sucesivos O resiembras se
realizaron tomando el inoculo de las colonias que crecian aisladas en las ultimas
estrias (Cuervo, 2010).

Y

Colonias aisladas

i ‘ 4
Figura 15. Siembra por agotamiento de estria cruzada en placa utilizada para diseminar y purificar

las colonias bacterianas seleccionadas en los cultivos mixtos (Fuente: propia).

Aislamiento y purificacion de hongos

Los cultivos mixtos en las placas Petri con medio PDA se examinaron alos 5, 7y 14
dias de incubacion para observar el crecimiento de las colonias fangicas tanto
filamentosas como levaduriformes. Se seleccionaron las colonias que presentaban
aspectos y colores diferentes del micelio. Los hongos filamentosos se aislaron
tomando filamentos o fragmentos del micelio con el asa de siembra recta siguiendo
la técnica de siembra por puncion y los hongos levaduriformes se aislaron utilizando
la técnica de siembra de agotamiento por estrias. Las placas fueron puestas en
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incubacion a 35°C entre 5y 7 dias dependiendo del requerimiento de tiempo para el
crecimiento de cada hongo. Los repiques sucesivos fueron necesarios hasta
obtener un cultivo puro.

6.3.3 Pruebas morfoldgicas para la identificacion microbiana

La identificacién de cada microorganismo o grupos de microorganismos se llevo a
cabo preliminarmente por via morfolégica haciendo observaciones de las
caracteristicas macroscopicas y utilizando diferentes técnicas microscopicas
(tinciones, gotas humedas, entre otras) y técnicas especificas como tincién Gram.
Las pruebas morfologicas definen las bases para la aplicacion de las técnicas de
identificacion molecular. En la identificacibn morfolégica macroscoépica se registran
las caracteristicas visibles de las colonias microbianas y en la microscopica las
caracteristicas vistas al microscopio de las células y esporas con el fin de definir las
condiciones especificas a las cuales se someten los microorganismos para ser
identificados molecularmente.

Pruebas morfoldgicas para la identificacion bacteriana

Los aislados bacterianos se sometieron a la técnica de tincion de Gram después de
24 horas de incubacién siguiendo el procedimiento descrito por Arias et al., (2012)
en la seccion 5.2.2. Finalmente, la muestra tefiida se dejo secar y se observo en el
microscopio OLYMPUS CH-2 con objetivo 100x utilizando aceite de inmersion. El
procedimiento de tincion permiti6 observar la morfologia microscépica de las
bacterias (cocos, bacilos, etc.), su tamafio y agrupaciones entre si, asi como la
clasificacion de sus células en Gram positivas o Gram negativas, determinando con
un mayor nivel de confianza la pureza de los aislados.

Pruebas morfoldgicas para la identificacion fungica.

Los hongos filamentosos se dejaron en esporulacion a la temperatura del
laboratorio (28°C +1) en la Campana de flujo laminar, en las placas Petri con medio
PDA entre 7 y 14 dias. Para observar su morfologia microscopica se realizé un
montaje con la técnica de cinta adhesiva explicada por Escobar et al. (2012) en la
seccion 5.2.3 que permite observar las estructuras fungicas casi sin alteracion.
Después que se hizo el montaje con la tira de cinta colocada sobre el portaobjetos,
se procedié a observar en el microscopio OLYMPUS BH-2 con el objetivo 50 x.

La observacion de las caracteristicas microscépicas de las levaduras se realizé a
través de la tincion simple con cristal violeta. En una gota de solucion buffer estéril
sobre un portaobjetos se colocé una pequefia muestra de la colonia con el asa de
siembra. Posteriormente se colocé una gota de cristal violeta y se cubrié con un
cubreobjetos. Finalmente se observé al microscopio con los objetivos 50x y 100x.
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6.3.4 Identificacion molecular

Para esta parte del trabajo experimental se contrataron los servicios profesionales
de otros laboratorios. La extraccion de ADN se realiz6 en el laboratorio de
biotecnologia de la UNAN Managua y en el Centro de Biologia Molecular de la
Universidad Centroamérica (UCA).

La amplificacion por medio de la técnica PCR y las reacciones de secuenciacion se
realizaron a través del analisis de la region 16S ADNr para bacterias con los primers
27F (5"-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG) y 1492R (5'-TAC GGC TAC CTT GTT
ACG ACT T), ITS (Internal Transcribed Spacer) para hongos filamentosos con los
primers  ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e ITS4 (¥
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) y D1/D2/D3 para hongos levaduriformes con los
primers LROR(5-ACCCGCTAACTTAAGC-3) y LR7(5"-TACTACCACCAAGATCT-
3’); todos estos andlisis fueron realizados por el laboratorio Macrogen ubicado en
Seldl, Republica de Corea del Sur.

Analisis de Secuencias

Una vez recibidos los electroferogramas con la secuencia de bases (Adenina,
Guanina, Citosina, Timina), se procedio a trabajar en la bioinformatica y analisis de
las secuencias para la obtencién de los arboles filogenéticos siguiendo los pasos
gue se describirdn a continuacion. Esto nos permitio identificar a nivel de especie la
mayoria de los microorganismos seleccionados.

Correccion de errores

Las secuencias que presentaban errores en los electroferogramas (Figura 16)
fueron corregidas visualmente usando el programa BioEdit v7.0.9. Se observo la
secuencia de bases, donde se editaron los errores producidos por el secuenciador.
Posteriormente, las secuencias editadas se guardaron en formato FASTA (Figura
17). La observacion del electroferograma constituye el primer paso del andlisis de
las secuencias. Algunas veces se producen errores durante la secuenciacion y se
reflejan en el electroferograma y la secuencia; por ejemplo, asignacion de dos T
existiendo 3, o posiciones ambiguas (N) (Bou et al., 2011). La calidad de las
secuencias estd en gran medida determinada por la nitidez de los
electroferogramas, por tanto, es elemental hacer una buena correccién para
continuar con el analisis bioinformatico y obtener resultados confiables en términos
de identidad.
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Figura 16. Electroferograma de secuencia editada con el uso de BioEdit v7.0.9 (Fuente propia).

»188213-RO2_KB5_C1_27F.abl 13321
GLAAATEECEGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGEGATGATGGEGAGCTTGCTCCCTGATTTAGCGGECG
GACGOGTEAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTEGGTAGTGGEEGATAACGT TCCGAAAGGAACGCTAAT
ACCGCGTACGTCCTACGEEAGAANGCAGGGGACCTTCOGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGT
COGATTAGCTAGTTAGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGTCACACTOEAACTEAGACACGGTCCAGACTCCTACGGEAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATOGGECEAAAGCCTGATCCAGCCATEGCCGCGTAGTATGAAGANAGGTCTTCOGGATTGTAAAGCACT
TTAAGT TEEEAGGAAGGGCAGTAAGT TAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCAC
COGCTAACTTCAGTGCCAGCAGCCACOGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGEGC
GTAAAGCGCGCGTAGGTEGETTCGT TAAGT TGEATGTGAAAGCCCCOGEECTCAACCTEEGEAACTGCA
TCCAAAACTELCEAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGETGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGALAATGCGT
AGATATAGGAAGGAACACCAGTEECEAAGGCGACCACCTEGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAA
AGCETEEEEAGCAAACAGGAT TAGATACCCTAGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGT
TEGAATCCTTEAGAT TTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGEGGAGTACGGCCGC
ALAGGTTAAAACTCAAATGAAT TEACGEEEGCCCECACAAGCGETGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCTEGCCT TGACATGCTGAAAACTTTCCGGAGATGGATTGGTGGCCTT
COEGEAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGGCTEGTCGTCAGCTCCTGTCCTGGAAATGTTGGGGTTAA
GTCCCOCOTAACGAAGCGCAACCCTTTGTTCCTTAGTTACCAGCCCCCTCGGGGEGGGEGCACTCCTAA
GGLAAACTEECEEETGACAAACCCOAEAGGAAAGGTEGEGEATGAACGTCCAAGTCATTCATGGGCCC
TTTACGEGCCAGGGGT TAACCACCEGTEGECTTCCAAAGGGTCGEGEACCAAAGGGGTTGCCCAAGCC
CCCCEAGGEELEEAAGCTTAATCCCCCTAAAAAACCGEGATCGGTAAGTCCGGGGAATCCALAAATTTG
GGLAAMCTCCCA

Figura 17. Secuencia de nucleétidos en formato FASTA (Fuente propia).

Comparacion de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron comparadas a través de la herramienta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) contra secuencias reportadas en Gen Bank del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) altamente similares,
comparando cada secuencia parcial de los genes 16S, ITS y D1/D2/D3 para
bacterias, hongos filamentosos y hongos levaduriformes respectivamente. (Castillo-
Reyes et al., 2015). Al insertar la secuencia y su comparacion con otras disponibles
en la base de datos con la cual se trabaja, se proporciona un informe constituido por
varias secciones. En el caso del programa BLAST del GenBank, en la primera
seccion aparece un grafico que indica el nivel y el tamafio de los fragmentos
alineados, seguido de un listado en orden decreciente de las secuencias de
microorganismos con los que se muestra la identidad (% de coincidencia) (Figura
18). En la siguiente seccién, aparece cada alineamiento de la secuencia problema o

41



query frente a cada secuencia de otro microorganismo, indicando el nimero y
porcentaje de bases idénticas (identity) (Bou et al., 2011).

Description Spjjfe rj—coc-t?nla S;::: \faIIEue Ident  Accession
Pseudomonas mendocina strain PRMG 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1916 1916 89% 0.0 96% JN544146.1
Pseudomonas mendocina strain Y12 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1905 1905 89% 0.0 96% KP324955.1
Pseudomonas pseudoalcaligenes strain KJ1WE 165 ribosomal RMA gene _partial sequence 1916 1916 93% 0.0 95% MF4701891
Pseudomonas sp. E-03 168 ribosomal RMA gene,_partial sequence 1917 1917 94% 0.0 95% KCIi772921
Pseudomonas sp. ADAS 165 ribosomal RNA gene_partial sequence 1929 1929 95% 0.0 95% JO0943611
Pseudomonas mendocina strain MEGST 16S ribosomal RMA gene._partial sequence 1921 1921 94% 00 95% KJ563248 1
Pseudomonas mendocina strain 236 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence 1914 1914 94% 0.0 95% EUS41538.1
Pseudomonas pseudoalcaligenes strain 3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1923 1923 95% 0.0 94% KF1713401
Pseudomonas sp. DFT 165 ribosomal RNA gene _partial sequence 1919 1919 95% 0.0 94% KC2940581
Pseudomonas sp. YX4 165 ribosomal RMA gene _partial sequence 1917 1917 95% 0.0 94% KP780453 1
Pseudomonas sp. ¥2-1-1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1917 1917 95% 0.0 94% AY515308.1
Pseudomonas pseudoalcaligenes 165 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1908 1908 94% 00 94% JxX8457261

Figura 18. Listado de secuencias de microorganismos con mayor porcentaje de identidad respecto a
la secuencia en estudio mostrado por BLAST (NCBI) (Fuente: propia).

Alineamientos

Las secuencias fueron alineadas en el programa BioEdit v7.0.9, utlizando la
aplicacion Clustal W Multiple Alignment for version 1.4 incluida en el menu Accesory
(Figura 19). La actividad consistia en hacer alineamientos multiples de cada
secuencia en estudio con cinco secuencias elegidas en el BLAST basados en los
criterios tipicos de seleccion de secuencias; identidad, frecuencia y maximo score
(Rodriguez, 2013). Posteriormente se repitieron los pasos de comparacion de la
secuencia alineada en el BLAST y la selecciéon de las nuevas cinco secuencias
guardadas en formato FASTA para finalmente realizar la construcciéon de los arboles
filogenéticos, el bacteriano y el fungico.

% BioEdit Sequence Alignment Editor - [Untitled] — [} =
}" File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RMA  World Wide Web  Options  Window  Help - 8 X
= O

E |C0uliel Hew ﬂ |11 ﬂ B 7 tatal sequences
Mode: |—4| Selection: 0 Sequence Mask: None Start

ooei] Select / Slide |1 Position: Mumbering Mask: MHone ruler at: 1

£ I DIT G ool = EEN TR EEEE Gier r SwaE Ty g

TUTTEII | TTOTT [ TOTT | TTOIT [ TTIT | TTOILTTNT [ TTIT [ TTOT [ TOITT [ TTCY [ TTIT LTI IO Ty

J L
1| 30 40 30 (1] To 80 =1v] 100 —
cl 27F CGEGCTRACACATG. AGTCGAGCGGEATGAAGGGAGC T TG TCCCTGATTTAGCGGLGGRACGEGETGAGTARTGCCTA
JN54414¢.1 PIGCCTIRAACACATGCAAGTCGAGCGGATGACGGEEAGCTTGCTCCCTIGATTITAGCGGUCGGACGEETGAGTAATGCCTA
FJ563248.1 P IGCAGTCGAGCGEATGAAGGGAGCTTGCTCCCTGATTTAGCGGLGGACGEETGAGTARTGCCTA
EP324955.1 PIGCCTRAACACATGC AGTCGAGCGGATGACGGEEAGCTTGCTCCCTIGATTITAGCGGUGGACGEETGAGTAATGCCTA
REZ2777292.1 F GCrCGAGCGEATGARAGAGAGCTTGCTCTCTGATTTAGCGGLGGACGEETGAGTARTGCCTA
MF470189.1 PGCCTAACARCATGCAAGTCGAGCGGEATGACGGGAGCTTGCTCCCTGATTTAGCGGCGGACGEETGRAGTARTGCCTR

Clustal Cons

Figura 19. Ventana mostrada en el alineamiento multiple usando Clustal W version 1.4 incluido en el
programa Bioedit v7.0.9 (Fuente: propia).
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Andlisis filogenético

Se utilizo el software MEGA 7.0.14 para la construccion de los arboles filogenéticos
aplicando el método Neighbor-Joining las secuencias que tenian la menor distancia
evolutiva considerandose este par inicial como una sola entidad. El procedimiento
continué hasta unir todos los terminales al “arbol filogenético” (Saitou and Nei,
1987). También se evaluo la confiabilidad mediante la prueba de bootstrap, usando
1000 réplicas (Cordero-Ramirez et al., 2012). Se crearon dos archivos en formato
FASTA que contenian las secuencias en estudio (19 para bacterias y 10 para
hongos), ademas de las seleccionadas en el Gen Bank. Primero, se abrieron los
archivos en el software MEGA y se eliminaron los gaps. Después se utilizaron las
herramientas Align by clustalW y Phylogenetic analysis para alinear las secuencias
y hacer el andlisis filogenético. Finalmente, se elaboraron los &rboles de relaciones
evolutivas o filogenéticas con la herramienta Contruct/Test Neighbor-Joining.

6.3.5 Conservacion de los microorganismos

Los microorganismos se conservaron usando el método de transferencia periddica.
Este método es el mas simple y mas utilizado para la conservacion a corto plazo de
microorganismos que consiste en transferir el cultivo a un medio de cultivo nutritivo
y fresco a intervalos que aseguren la viabilidad de este (Ortiz et al., 2016). La
transferencia se realiz6 en medio Agar Luria-Bertani para bacterias y Agar Papa
Dextrosa para hongos filamentosos y levaduriformes utilizando las técnicas de
siembra de agotamiento por estrias y puncidbn en dependencia del tipo de
microorganismos. Los inéculos se dejaron en incubacién por periodos de 24 horas
para bacterias y de 3 a 7 dias hasta obtener su maximo crecimiento antes de ser
preservados. Los subcultivos se almacenaron en un refrigerador FRIGIDAIRE, Mod.
FRT143DBLW a una temperatura de 10°C, en placas selladas con PARAFILM
dentro de bolsas con cierre hermético para evitar el exceso de humedad. Los
intervalos entre cada transferencia fueron de un mes.

6.3.6 Busqueda de aplicaciones ambientales de los microorganismos
identificados

Los microorganismos identificados constituyen la parte principal de este proyecto de
bioprospeccion microbiana porque al disponer de cepas completamente
identificadas en el laboratorio, se desencadenan nuevas actividades en el orden
cientifico para aprovechar los beneficios que se derivan de esos microorganismos.
En pos de sugerir las utilidades de cada cepa microbiana se llevé a cabo una
busqueda bibliografica en diferentes bases de datos internacionales: Google
Académico, Scielo, Springer Link, Elsevier, Science Direct y Research Gate sobre el
tema de aplicaciones microbiologicas ambientales, asociadas al desarrollo de
bioprocesos fundamentalmente en los ultimos 10 afios. Se seleccionaron las que
reunian mayor nivel de evidencia cientifica; publicaciones que reunian las
evidencias de mayor calidad de acuerdo con la experiencia profesional y cientifica
de los autores.
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V. RESULTADOS y DISCUSION

El desarrollo de esta investigacion ha permitido obtener los siguientes resultados
con respecto a los objetivos planteados.

7.1 Bioprospeccion microbiana

En Nicaragua no se cuenta con un sistema nacional que desarrolle la
bioprospeccion con el fin de explotar nuestros ecosistemas para la creacion de
productos patentables y lucrativos por las compafias farmacéuticas vy
biotecnolégicas. Por otro lado, se sabe que existen universidades que desarrollan
investigacion basica y pocas veces aplicada. Sin embargo, hay laboratorios
privados y cientificos que de forma individual se dedican a la colecta de especies
silvestres y/o domesticadas para afiadirle un valor agregado y venderlos a
laboratorios extranjeros los cuales no presentan registros legales del uso que se le
da a esa diversidad genética (Loaisiga y Cisne, 2001).

7.1.1 Tomade Muestra

Se muestred en los dos sitios previamente establecidos en la metodologia en el
acapite 6.3.1 y como resultado se obtuvieron 9 puntos de muestreo en la Reserva
Natural El Chocoyero / El Brujo y 6 puntos en Rio Chiquito, descritos a continuacion:

Puntos de Muestreo Reserva Natural El Chocoyero (Figura 20):

e Punto de Muestreo |: Agua de la cascada del Chocoyero en época seca.

e Punto de Muestreo II: Suelo degradado ubicado en los alrededores de la
cascada del Chocoyero.

e Punto de Muestreo llI: Biopelicula microbiana de color verdosa adherida a una
roca en los alrededores de la cascada.

¢ Punto de Muestreo IV: Biopelicula microbiana de apariencia lamosa adherida a
una piedra ubicada sobre el sendero.

e Punto de Muestreo V: Biopelicula de color blanca y verdosa sobre la superficie
de una roca que se encontraba sobre el sendero.

e Punto de Muestreo VI: Tronco de un arbol degradado que se encontraba caido
en el suelo.

e Punto de Muestreo VII: Agua de cascada El brujo en temporada seca.

e Punto de Muestreo VIII: Suelo degradado con mucha materia orgénica
(Piedras muy pequefas, hojas secas, etc.).

e Punto de Muestreo IX: Tronco de un arbol que presentaba degradacion caido
en el suelo del sendero.
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Figura 20. Se presentan los puntos de muestreo de la Reserva Natural El Chocoyero. A) Cascada El
Chocoyero, B) Suelo degradado, C) Roca recubierta de biopelicula blanca, D) Roca recubierta de
lama, E) Roca recubierta de una flora blanca y verdosa, F) Tronco de un arbol degradado, G)
Cascada El Brujo, H) Suelo degradado, 1) Tronco de arbol degradado (Fuente propia).

Puntos de Muestreo Rio Chiquito (Figura 21):

e Punto de Muestreo | (Puente el Bypass): Este sitio se encontraba totalmente
seco a tal punto que ahora sélo existe un charco de agua muy contaminado con
todo tipo de desechos organicos e inorganicos en sus alrededores.

e Punto de Muestreo Il (Puente la via 23 de Julio): Contaminado con materia
organica (animales muertos, hojas de arboles secas, excremento).

e Punto de Muestreo lll (Puente Martinez El Calvario): Se observé un mayor
caudal en esa zona y presentaba contaminacién con materia organica e
inorganica y aguas residuales domésticas.

e Punto de Muestreo IV (Puente Teneria Los Leones): En este punto no hay
descarga de agua, su contaminacion es proveniente de efluentes de las tenerias
La batan y Los Leones con todo tipo de desechos organicos (Visceras de
animales, sangre, etc.) y desechos inorganicos (detergentes, plastico, etc.).

e Punto de Muestreo V (Puente Camino al Fortin Tenerias): Vertiente
contaminada con visceras de animales, sangre, detergente, basura inorganica
gue vienen de los efluentes de tenerias. En este punto concluyen todas las aguas
de las tenerias y se unen todas las aguas de las mismas.

e Punto de Muestreo VI (Puente pilas sépticas): Efluentes de pilas sépticas,
tenerias y aguas de consumo doméstico. Unién de todas las vertientes.
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Figura 21. Se presentan los puntos de muestreo en el Rio Chiquito. A) Puente el Bypass, B) Puente
la via 23 de Julio, C) Puente Martinez EIl Calvario, D) Puente Teneria Los Leones, E) Puente Camino
al Fortin Tenerias, F) Puente pilas sépticas (Fuente propia).

La deteccién de agentes bioldgicos esté relacionada, a su vez, con dos procesos. El
proceso de toma de muestra y el proceso analitico. Ambos procesos son
esenciales, y la combinacion de ambos procesos proporciona resultados analiticos
fiables. Los resultados analiticos, ayudaran a la toma de decisiones por parte de los
investigadores por lo que es necesario que las muestras se obtengan de forma
correcta. Es decir, la realizacion de la toma de muestra debe incluir no sélo el
proceso de toma como tal, sino aspectos como las condiciones de transporte,
conservacion y almacenamiento que eviten la alteracion o degradacion de la
muestra, y aspectos relacionados con la custodia y trazabilidad de las muestras
ambientales (Galan et al., 2018; Mori et al.,2013).

Tomando en cuenta lo antes expuesto, los puntos para la toma de muestras del
presente trabajo, fueron seleccionados tratando de tener un nimero de puntos
representativos de los diferentes ecosistemas encontrados para cada uno de los
sitios muestreados (La Reserva Natural El Chocoyero y Rio Chiquito) y también se
tomdé en cuenta el grado de contaminacion de los mismos. De esta forma La
Reserva Natural EI Chocoyero fue muestreada en 9 puntos (Figura 20) con el fin de
abarcar toda la reserva, pasando por los dos senderos que en los que se
encuentran las diferentes cascadas El brujo y ElI Chocoyero. En el caso del Rio
Chiquito se seleccionaron 6 puntos que incluyen las diferentes vertientes donde se
arrojan diferentes tipos de contaminantes que van desde desechos domésticos
hasta efluentes de tenerias y pilas sépticas (Figura 21).

De las muestras que se tomaron en la Reserva Natural El Chocoyero se logré
obtener un total de 72 muestras inoculadas en placas Petri distribuidas de manera
equitativa en los medios de cultivos prestablecidos en la metodologia acapite 6.3.2,
2 muestras tomadas en bolsas de cierre hermético para muestras correspondientes
a los puntos I, y VI, 5 muestras tomadas en tubos conicos estériles
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correspondientes a los puntos Il, V, VI, VIl y IX. Del mismo modo se llevo a cabo la
toma de muestras en Rio Chiquito y se obtuvo un total de 48 muestras inoculadas
en placas Petri en los medios de cultivos seleccionados para el estudio y 6
muestras tomadas en tubos conicos estériles correspondientes a los puntos I, 11, IlI,
IV, V y VI. Una vez tomadas las muestras, fueron trasladadas en condiciones
asépticas al laboratorio para su procesamiento posterior.

7.1.2 Aislamiento y Purificacion de Microorganismos

Con la utilizacion de las técnicas de aislamientos y purificacion de microorganismos
mA&s comunes, siembra en estria y por profundidad, se logré colectar un total de 104
cultivos puros de microorganismos, entre ellos 73 bacterias, 29 Hongos
filamentosos y 2 hongos levaduriformes como resultado de 133 muestras que se
tomaron en los sitios de muestreos, 44 cultivos puros de Reserva Ecoldgica El
Chocoyero y 60 cultivos puros de Rio Chiquito.

Los resultados obtenidos por muestreo se resumen en las Tablas 2 y 3 en donde se
observan el numero total de aislados por cada punto de muestreo y se definen
cuantos cultivos axénicos son bacterianos o fungicos (filamentosos o
levaduriformes). Sin embargo, este numero no representa el total de
microorganismos que subsisten en los ecosistemas muestreados, sino los que
pudieron ser cultivados en funcién de los medios utilizados. En el Anexo 1 se
presenta la descripcion del cédigo de aislamiento de los microorganismos y en
Anexos 2 y 3 se enumeran los cédigos de cada cultivo puro aislado en Reserva
Ecolégica El Chocoyero y en Rio Chiquito.

Tabla 2. Cantidad de cultivos axénicos bacterianos y fungicos, naturaleza, estado
de la muestra y su respectiva codificacion, aislados en los nueve puntos de
muestreos definidos en la Reserva Natural EI Chocoyero.

L No. No. Hongos
Naturaleza de la muestra Estado Cadigo . _ _
Bacterias  Filamentosos Levaduriformes

Agua de cascada El Chocoyero Liquido Cl 1
Suelo degradado Sdlido Cll
Biopelicula adherida a unaroca Sélido Cll
Lama o biopelicula adheridaa  Sdlido CIiv 4 3
una piedra
Flora blanca y verdosa Sdélido CVv 3 3

adherida a una roca
Tronco de arbol degradado Solido CVI

Agua de cascada El brujo Liquido CVII 4
Suelo degradado Sdélido CVill
Tronco de arbol degradado Solido CIX 3 9 1
Total 22 21 1

Fuente: Propia
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Tabla 3. Cantidad de cultivos axénicos bacterianos y fungicos, naturaleza, estado
de la muestra y su respectiva codificacion, aislados en los seis puntos de muestreos
definidos en el Rio Chiquito.

o No No. Hongos
Naturaleza de la muestra Estado Codigo Bacte%ias
Filamentosos  Levaduriformes
Agua residual de uso Liquido RI 4 2
doméstico
Agua residual de uso Liquido RII 13
doméstico
Agua residual de uso Liquido RIII 7 2
doméstico
Agua residual de tenerias  Liquido  RIV 14
Agua residual de tenerias  Liquido RV 8 3
Agua contaminada de Liquido RVI 5 1 1

tenerias, uso doméstico y
pilas sépticas

Total 51 8 1

Fuente: Propia

Los microorganismos son ubicuos y en los ambientes naturales se encuentran
usualmente como poblaciones mixtas, por lo que es necesario tenerlos como
cultivos puros por medio de aislamientos, con el fin de identificarlos y
caracterizarlos. Para tal fin se emplean técnicas de aislamiento que conducen a la
obtencién de un cultivo puro para su posterior observacion e identificacion mediante
pruebas morfologicas y moleculares (Alvarez et al., 2017). Estudios similares para el
aislamiento de microorganismos se han realizado referente a diversos ecosistemas
(agua, suelo y materia organica descompuesta) asi como Martinez et al. (2010) que
aislaron bacterias resistentes a antibiéticos e iones metalicos a partir de aguas y
sedimentos del rio Almendares contaminado por metales pesados y desechos
domésticos; Ramirez y Gémez (2015) aislaron bacterias promotoras de crecimiento
de plantas aisladas de zonas naturales protegidas del estado de Guanajuato donde
se seleccionaron dos arboles de mezquite (Prosopis laevigata) y encino (Quercus
rugosa) para la toma de muestra de suelo de la rizosfera.

El presente trabajo, muestreando ambientes boscosos y poco intervenidos por el
hombre (Reserva Natural EI Chocoyero) y sitios altamente contaminados (Rio
Chiquito), permiti6 obtener los resultados que se detallan en las Tablas 2 y 3,
mostrandose que en la Reserva Natural EI Chocoyero se obtuvo un total de 44
aislados microbianos desglosados en 22 aislados bacterianos, 21 aislados de
hongos filamentosos y 1 aislado de hongo levaduriforme. Por otro lado, en el Rio
Chiquito se obtuvo un total de 60 aislados microbianos que se desglosan en 51
aislados bacterianos, 8 aislados de hongos filamentosos y 1 aislado de hongo
levaduriforme. Como se puede observar se obtuvo un niumero mayor de aislados en
Rio Chiquito ya que este lugar se encuentra mas contaminado por todo tipo de
contaminantes provenientes de factores externos (aguas con metales pesados,
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diferentes sustancias quimicas, desechos organicos, desechos domésticos y aguas
negras tratadas) donde pueden crecer mas variantes de microorganismos. Mientras
que en la Reserva Natural EI Chocoyero existe degradacion de la materia, pero es
un ecosistema mas conservado y limpio que el del Rio Chiquito ya que el desarrollo
de microorganismos esta directamente relacionado con la descomposicion de la
materia organica.

Martinez et al. (2010) trabajaron con un ecosistema (Rio Almendares) muy parecido
al Rio Chiquito donde lograron aislar 23 cultivos bacterianos puros provenientes de
3 puntos de muestreo, mientras que en Rio Chiquito se logré aislar 51 cultivos puros
bacterianos siendo una cantidad mayor a la del Rio Almendares. Esto pudo haber
sido por la diferencia entre el numero de muestras tomadas por Martinez et al.,
(2010) y los puntos muestreados del rio chiquito, ademés de la diferencia entre los
medios utilizados para ambos trabajos. Por otra parte, Ramirez y Gémez, (2015)
reportaron 100 cepas bacterianas aisladas de muestras de suelo, lo cual difiere
grandemente de lo obtenido trabajando con muestras de suelo de la Reserva
Natural ElI Chocoyero, pudiendo deberse esta diferencia a los antes discutido para
el caso del Rio Chiquito y al nimero de muestras tomadas en la reserva.

7.1.3 Pruebas morfologicas para la caracterizacién microbiana

El estudio microscépico en fresco y después de la tincidon revela la forma, la manera
de agruparse, la estructura de las células y su tamafio. Asi mismo la aplicacién de
tinciones diferenciales (Tincion Gram) nos permiten realizar la division de las
bacterias en dos grandes grupos de acuerdo a la capacidad de tincién que
presentan al ser expuestas a colorantes catidnicos como cristal violeta y safranina.
Estos dos grupos de bacterias estan conformados por bacterias Gram positivas, que
poseen multiples capas de peptidoglucano que se encuentra formando su pared
celular permitiendo de esta manera que al finalizar el procedimiento de tincion se
tifan de color violeta y las Gram negativas, que soOlo presentan una fina capa de
peptidoglucano tifiéndose de un color rosado (Lucana y Huanca, 2014). En relacion
a lo anterior Arias et al. (2012) aislaron bacterias acidofilas a partir del drenaje acido
proveniente de las inmediaciones a las unidades mineras de Julcani y Recuperada,
Huancavelica, a las que les efectuaron pruebas morfoldgicas para su identificacion.
Por otro lado, Ramirez y Goémez (2015) caracterizaron por Tincion de Gram
diferentes aislados provenientes de muestras de suelos de la rizosfera en zonas
naturales protegidas del estado de Guanajuato. Viteri et al. (2016), identificaron por
medio de pruebas morfoldgicas bacterias celuloliticas de tres habitats tropicales en
Boyaca, Colombia para evaluar su capacidad para degradar celulosa e identificar
las de mayor capacidad.

Las pruebas morfoldégicas para la identificacion de los microorganismos se
realizaron mediante observacion visual de las caracteristicas macroscopicas de las
colonias en medio sdlido LB y PDA, el primero para bacterias y el segundo para
hongos, fundamentadas en el acapite 5.2.2 del marco tedrico y mediante la
observacién de las células al microscopio, planteado en el acapite 6.3.3 de la
metodologia, para verificar si se trataba de bacterias, hongos filamentosos u hongos
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levaduriformes, de acuerdo con la morfologia observada. Para conocer la
morfologia microscopica de las bacterias se observé la forma y tamarfio de la célula
(para diferenciarlas de las levaduras), ademas de su comportamiento ante la tincion
de Gram. En el caso de los hongos se distinguian en filamentosos o levaduriformes,
primero por las caracteristicas macroscopicas de las colonias, como la apariencia,
algodonosa en los primeros y mucosa o cremosa (parecida a la de las bacterias) en
los segundos. Posteriormente se realizé la observacién de esporas para hongos
filamentosos y tincibn simple para observar las células de los hongos
levaduriformes.

En las Figuras 22 y 23 se presenta una muestra representativa de las
observaciones macroscopicas y microscopicas realizadas a 19 cultivos puros de
bacterias, colectados en la Reserva Natural EI Chocoyero y el Rio Chiquito, los
cuales fueron seleccionados de un total de 73 bacterias que se aislaron de ambos
muestreos, teniendo en cuenta como parametro de seleccion sus caracteristicas
morfologicas, para su posterior identificacion molecular. En los Anexos 4,5,6,7y 8
se puede observar el resto de los cultivos puros y su respectiva tincion de Gram.
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Figura 22. Se muestra la morfologia macroscopica de bacterias en placa Petri y su respectiva
morfologia microscopica en tincion Gram observada al objetivo 100x, obtenidas en la Reserva
Natural ElI Chocoyero. Al-All: Exiguobacterium profundum-Gram positivos, Alll-AlV: Bacillus
megaterium-Gram positivos, BI-Bll y BllI-BIV: Bacillus sp -Gram positivos, CI-Cll: Staphylococcus
sciuri — Gram positivos, CIII-CIV: Bacillus sp-Gram positivos, DI-DII: Aeromonas hydrophila — Gram
negativos, DIII-DIV: Alcaligenes faecalis subsp faecalis-Gram negativos y EI-Ell: Erwinia sp -Gram
negativos, ElllI-EIV: Pantoea dispersa-Gram negativos (Fuente: propia).
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Figura 23. Se muestra la morfologia macroscopica de bacterias en placa Petri y su respectiva
morfologia microscopica en tinciéon de Gram observada a objetivo 100x, obtenidas en el Rio Chiquito.
Al-All:  Acinetobacter sp-Gram negativos, Alll-AlV: Bacillus cereus-Gram positivos, BI-BIl:
Micrococcus sp-Gram positivos y BIlI-BIV: Pseudomonas mendocina-Gram negativos, CI-ClI:
Bacillus flexus-Gram negativos, CIII-CIV: Enterobacter sp-Gram negativos, DI-DIl: Enterobacter
cloacae-Gram negativos, DIII-DIV: Enterobacter sp-Gram negativos y EI-Ell: Enterobacter cloacae-
Gram negativos (Fuente: propia).

En las Tablas 4 y 5 se describen las caracteristicas morfol6égicas macroscépicas y
microscépicas mas comunes observadas en cada una de las 19 bacterias que se
identificaron. Ver los Anexos 9 y 10 donde se describen las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de los 54 cultivos puros de bacterias restantes del
total y aun por identificar.
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Tabla 4. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas de bacterias
aisladas de la Reserva Natural EI Chocoyero.

Caracteristicas morfologicas de bacterias

Observacion
. Observacion macroscopica microscopica
Caddigo o
Resultado de tincion

Apariencia de la colonia
Gram

Muestra |: Agua de cascada del Chocoyero

CIC-01 Colonia pequeia, puntiforme, convexa, Bacilos Gram  positivos
color amarillo naranja, borde entero, cortos.
himeda y lisa.

Muestra IlI: Biopelicula adherida a una roca

CIllIA-02 Colonia de tamafio mediano, color Bacilos largos Gram
crema, forma circular, convexa, negativos en cadenas.
superficie lisa, borde entero,

consistencia cremosa y opaca.

CllIB-04 Colonia grande, cremosa, borde Bacilos largos ligeramente
irregular, color crema, plana, rugosa, anchos Gram positivos que
borde entero y opaca. forman cadenas.

CIlIC-06 Colonia grande, cremosa, borde Bacilos largos ligeramente
irregular, color crema, plana, rugosa, anchos Gram positivos que
borde entero y opaca. forman cadenas.

Muestra IV: Lama o pelicula microbiana adherida a una piedra

CIVC-03 Colonia pequefia, color amarillo naranja, Cocos bien redondos Gram
mucoide, borde entero, lisa, elevada, positivos, dispersos y
circular, trasldcida y brillante. tienden a formar diplococos.

Muestra V: Biopelicula blanca y verdosa adherida a una roca

CVB-01 Colonia grande, color crema, seca, Bacilos largos Gram
plana, filamentosa, se extiende en gran positivos, formadoras de
parte de la placa y es opaca. cadenas.

Muestra VII: Agua de cascada del brujo

CVIIC- Colonia mediana, traslucida de color Bacilos cortos delgados
03 marron, borde entero, convexa, circular, Gram negativos dispersos.
hameda y brillante.
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Continuacién Tabla 4

CVIID-  Colonia pequeiia, circular, elevada, lisa, Cocobacilos pequenos
04 borde entero, color crema, traslicida, Gram negativos y
brillante y cremosa. dispersos.

Muestra IX: Tronco de arbol degradado

CIXD-02 Colonia de tamafo pequefia, amarilla Cocobacilos Gram
trasllcida, colonias puntiformes, negativos cortos que
elevada, mucoide, brillante, lisa, entero.  tienden a agruparse.

CIXD-03 Colonia pequefia, color amarillo tenue, Cocobacilos Gram
traslicida, puntiforme, borde entero, lisa, negativas cortos que
convexa, mucoide y brillante. tienden a agruparse.

Fuente: Propia
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Tabla 5. Caracteristicas morfolégicas macroscoépicas y microscopicas de bacterias
aisladas de Rio Chiquito.

Caracteristicas morfologicas de bacterias

Observacion

Observacion macroscopica ) o
microscopica

Cédigo o
. , , Resultado de tincion
Apariencia de la colonia
Gram
Muestra II: Agua residual de uso domestico
RIIB-04 Colonia pequefia, color crema, humeda, Cocobacilos Gram
borde entero, lisa, elevada, puntiforme, negativos que tienden a

traslicida y brillante. agruparse.

RIIB-07 Colonias grandes, de consistencia seca, Bacilos largos y angostos
rugosa, borde entero, forma irregular, Gram positivos que forman
color crema, plana y opaca. cadenas grandes.

Muestra IV: Agua residual de tenerias

RIVB- Colonias mediana, crecimiento lento Cocos bien definidos que
06 hasta de 48 horas de incubacion, tienden a formar diplococos
produce un pigmento amarillo, convexa, Gram positivos.

mate, circular, borde entero, cremosa y

lisa.
RIVB- Colonia  pequefia, color marrén, Bacilos cortos muy
08 pigmentacion difusible en el medio de delgados pequefios Gram

color café, viscosa, circular, lisa, negativos.
elevada, brillante, borde entero y olor
caracteristico a frutas

RIVB- Colonia grande, color crema, opaca, Bacilos pequefios anchos
11 forma irregular, mucoide, plana, lisa y Gram negativos.
borde ondulado.

Muestra V: Agua residual de tenerias

RVD-03 Colonia pequefia, color crema, Cocobacilos pequefios
traslicida, brillante, puntiforme, borde Gram negativo.
entero, lisa, elevada, mucoide.

RVB-04 Colonia mediana, color crema, circular, Cocobacilos pequenos
trasldcida, brillante, borde entero, Gram negativos.
elevada, lisa, y humeda.

RVB-05 Colonia mediana, color crema, circular, Cocobacilos pequefios
traslicida, brillante, borde entero, Gram negativos.
elevada, lisa, y humeda.
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Continuacién Tabla 5

Muestra VI: Agua contaminada de tenerias, uso domeéstico y pilas sépticas

RVID-  Colonia pequefia, color crema, Cocobacilos pequefios
01 trasllcida, brillante, puntiforme, borde Gram negativos.
entero, lisa, convexa y himeda.

Fuente: Propia

Los resultados de las pruebas morfolégicas efectuadas en este trabajo que se
presentaron en las Figuras 22 y 23 muestran que, de los 19 aislados bacterianos
seleccionados, 17 son de forma bacilar; 5 Gram positivos y 12 Gram negativos y 2
son de forma cocal y Gram positivos. Del mismo modo para aislados bacterianos no
identificados aun (54 en total) que se muestran en los Anexos 4 al 8, 37 son de
forma bacilar; 19 Gram positivos y 18 Gram negativos y 17 de forma cocal; 5 Gram
positivos y 12 Gram negativos. En las Tablas 4 y 5 se describen los resultados de
las pruebas morfoldgicas presentados en las Figuras 22 y 23 donde se determiné
una variedad de caracteristicas macroscopicas como apariencia de la colonia (color,
forma, consistencia y textura) y caracteristicas microscopicas (respuesta a la
Tincién Gram, si se trata de cocos, bacilos o cocobacilos). En los Anexos 9y 10 se
pueden ver las caracteristicas antes explicadas para los aislados bacterianos aun
no identificados.

Arias et al. (2012), lograron caracterizar morfolégicamente mediante tincion Gram y
observacion microscopica especies bacterianas como: Acidithiobacillus ferroxidans
y Acidithiobacillus thiooxidans de drenajes contaminados con metales pesados
provenientes de minas. Ramirez y Gomez (2015), aislaron bacterias provenientes
de zonas naturales protegidas del estado de Guanajuato en las que utilizaron
pruebas morfologicas en 21 cepas bacterianas que presentaron actividad ACC (1-
acido carboxilico, -1- aminociclopropano) desaminasa como apoyo preliminar de
manera que pudieron realizar pruebas de antagonismo, pero no llegaron a una
identificacion concreta. Viteri et al. (2016) llegaron a aislar de bosques tropicales en
Boyaca, Colombia e identificar con base en sus caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas géneros bacterianos como: Bacillus sp, Erwinia sp y Pseudomonas sp.
Esta investigacion al igual que las anteriores se apoy6 de pruebas morfolégicas
para llegar a una identificacion presuntiva de las bacterias obtenidas con el fin de
evaluar la necesidad de una posterior identificacion molecular mediante
herramientas moleculares.

Esto confirma que es de vital importancia conocer la morfologia de las colonias y las
células bacterianas para su identificacion y la diferenciacion de los microorganismos
en general. Es necesario recalcar que a este nivel de identificacion morfologica
(macroscépica y microscopica) se pudo conjeturar que se contaba con bacterias
pertenecientes a géneros Micrococcus y Bacillus, lo que se confirmd posteriormente
a través de la identificacion por métodos moleculares.
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Con respecto a los hongos, en las Figuras 24 y 25 se presenta una muestra
representativa de las observaciones macroscoépicas y microscopicas realizadas a 8
cultivos puros de Hongos filamentosos y 1 Hongo levaduriforme colectados en la
Reserva Natural EI Chocoyero y 1 cultivo puro de Hongo levaduriforme colectado en
Rio Chiquito, los cuales fueron seleccionados en base a sus caracteristicas de un
total de 31 Hongos que se obtuvieron, para su posterior identificacion molecular.

98076 /s ; AN (R

0 en placa de hongos filamentosos medio PDA y su observacién

de esporas al microscopio con un objetivo de 50x, representacion de 8 hongos filamentosos de un
total de 31 obtenidos en la Reserva Natural EI Chocoyero. Al-All: Chaetomium brasiliense y
estructura sin esporas, Alll-AlV: Penicillium citrinum y esporas en forma globosa, BI-BIl: Chaetomium
aureum y su estructura tipica de este género, BIlI-BIV: Aspergillus sp y esporas en forma cilindrica,
CI-Cll: Trichoderma harzianum y esporas en forma globosa o elipsoidal, CIII-CIV: Humicola sp y su
estructura sin esporas, DI-DII: Trichoderma longibrachiatum y sus esporas globosas o elipsoidal, DIlI-

DIV: Lenzites sp y su estructura sin esporas (Fuente: propia).

57



observacion de células al microscopio con un objetivo de 50x, de los cuales se obtuvo 1 en cada sitio
de muestreo para un total de 2. Al-All: Candida orthopsilosis y células en forma ovalada, Alll-AlV:
Pichia kudriavzevii y células en forma alargada (Fuente: propia).

La identificacion tradicional de hongos con fines de estudios taxonémicos se realiza
a través de varios caracteres morfoldgicos que destacan aspectos presentes en los
distintos especimenes como tamafio, forma y estructura, a estos se han afiadido
nuevos aspectos clasificatorios como caracteres bioquimicos y fisiologicos para
determinar una caracterizacion para cada especie (Avilés y Granja, 2014). Muchas
investigaciones se han realizado a la fecha, relacionada con la identificacion de
hongos filamentosos y levaduriformes. Escobar et al. (2012) identificaron géneros y
posibles especies de hongos filamentosos en compost de residuos organicos de
fincas cafeteras de Cundinamarca teniendo en cuenta las caracteristicas macro y
microscopicas observadas, dentro de esta Ultima la observacion de esporas.
Mambuscay et al. (2013) obtuvieron levaduras de los zumos de las frutas de mora,
pifia y uva colectadas en Colombia, las cuales se caracterizaron morfologica y
fisiolégicamente para luego ser identificadas mediante técnicas moleculares.
Pacasa-Quisbert et al. (2017) realizaron estudios centrados en caracterizacion de la
microbiota fungica cultivable de muestras de suelo tomadas en el agroecosistema
de K’iphak’iphani, comunidad Choquenaira-Viacha, departamento de La Paz,
Bolivia. Estos ultimos autores presentan la identificacion de 44 hongos filamentosos
representativos, seleccionados en base a caracteristicas macroscopicas distintivas
de un total de 110 hongos, se caracterizaron usando enfoques morfolégicos. Flores
y Roque (2017), mediante la investigacion realizada, caracterizaron microbioldgica y
molecularmente la diversidad microbiana cultivable de bioinsumos comerciales
producidos artesanalmente en Nicaragua, especificamente realizaron pruebas
morfolégicas para bacterias y hongos.

Las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de hongos filamentosos y
levaduriformes que se analizan en esta investigacion, se resumen en las Tablas 6 y
7 dadas a continuacion.
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Tabla 6. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas de Hongos filamentosos aislados de la Reserva
Natural EI Chocoyero.

Caracteristicas morfologicas de Hongos de filamentosos

Observacion macroscopica

Observacién
microscopica

Cddigo .
Color de colonia . . T
Apariencia del micelio Forma de esporas
Anverso Reverso
CllID- Morado con centro Morado con Colonia aterciopelada, Se Observd la estructura
07 blanco con pigmentacion de consistencia dura, margen del género Chaetomium
pigmentacion  de color morado deflecado, forma circular, pero no se observo
color morado oscuro difusible en crecimiento limitado en los esporas.
difusible en el el medio. puntos de siembra, plana, y de
medio  alrededor crecimiento lento.
de las colonias.
CllID- Verde con gris y Crema con centro Colonia  algodonosa, forma Globosas o esféricas a
09 blanco. mMAs intenso circular, elevada, extendida, subesferoidales y de
margen deflecado, crecimiento paredes lisas.
limitado en los puntos de
siembra, produccion de exudado
y consistencia blanda y mucoide.
CIVD- Café rojizo con Color café rojizo Colonia aterciopelada, Se Observé la estructura
05 blanco y centro con bordes crecimiento extendido, borde caracteristica de un hongo
amarillo con blancos y filamentoso, forma  circular, género Chaetomium pero
pigmento de color pigmento de color consistencia duray plana. no se observo esporas.
rojo cobrizo rojo cobrizo
difusible en el difusible en el
medio. medio.
CVD-05 Café claro con Color amarillo Colonia pulverulenta, crecimiento Globosas, lisas, de color
bordes mostaza, con invasivo en la superficie del verdosas y con bordes
blanquecinos y bordes medio, con surcos radiados en el gruesos.
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Continuacién Tabla 6

CVD-06

CVIID-
02

CIXD-
11

CIXD-
12

pigmentacion

amarillenta
difusible en el
medio.

Verde con blanco
y centro verde
claro.

Blanco con un
punto anaranjado
en el centro.

Verde oscuro vy
pigmento verde
tenue difusible en
el medio.

Blanco

blanquecinos y
pigmentacion
amarilla  difusible
en el medio.

Crema

Blanco con un
punto anaranjado
en el centro.

Color verde
amarillento y
pigmento difusible
en el medio de
color verde claro.

Blanco con puntos
de color amarillo
claro en el centro.

Centro no tan pronunciados,
bordes filamentosos
blanquecinos brillantes al

exponerse a la luz.

Colonia pulverulenta y
aterciopelada, extendida, plana,
sin margen, crecimiento invasivo

en la superficie del medio y
consistencia mucoide.

Colonia vellosa, circular,
extendida, borde filamentoso,

elevada, consistencia dura en el
centro, de crecimiento lento y
después de varios dias de
haberse sembrado produce un
pigmento anaranjado.

Colonia  pulverulenta, plana,
extendida, sin margen,
crecimiento invasivo en la
superficie del medio y

consistencia mucoide.

Colonia algodonosa, extendida,
de forma irregular, ligeramente
elevada de consistencia suave y
de crecimiento lento

Esporas en forma globosa
o elipsoidal, color verdecito
y de paredes lisas.

No se observar

esporas.

pudo

Esporas en forma globosas
o de elipsoides y de
paredes lisas.

No se observar

esporas.

pudo

Fuente: Propia
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Tabla 7. Caracteristicas morfoldégicas macroscoépicas y microscopicas de Hongos levaduriformes aislados de Reserva
Natural El Chocoyero y Rio Chiquito.

Caracteristicas Morfolégicas de Hongos levaduriformes
Codi Observacion macroscopica Observacion microscopica
0digo o : o
Apariencia de la colonia Resultado de tincion simple

Reserva Natural EI Chocoyero

CIXD- Hongo dimorfico, colonia irregular, forma de crater, Célula en forma ovalada, sin observacion de nucleo
06 tiene 3 capas, encima tiene una estructura mucoide y de diferentes tamafios.

de color crema y observa una ligera elevacion,

debajo presenta una estructura pulverulenta de color

blanco, con borde filamentoso de color crema.

Rio Chiquito
RVID- Color blanco, Forma circular, borde filamentoso, Células alargadas, sin observacion de nudcleo y de
07 superficie convexa, opaca, y consistencia cremosa. diferentes tamafios.

Fuente: Propia
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Las pruebas morfoldégicas desarrolladas para la identificacion de hongos
levaduriformes y filamentosos permitié la determinacion de muchas caracteristicas
macro y microscépicas. En la Figura 24 se muestra las caracteristicas de los
hongos filamentosos (Color de la colonia en placa, apariencia del micelio,
pigmentacién difusible en el medio si es el caso y forma de espora). En el caso de
Trichoderma harzianum y Trichoderma longibrachiatum se puede observar
semejanzas en el crecimiento invasivo y el color de la colonia en placa, ademas de
gue Sus esporas Se asemejan un poco porque ambos microorganismos pertenecen
al mismo género. El Penicillium citrinum presenté una colonia de tipo algodonosa y
de margen deflecado caracteristico de su género. En cambio, hubo 4 hongos a los
que no se logré observar sus esporas, pero si sus estructuras siendo estos:
Chaetomium aureum, Chaetomium brasiliense, Humicola sp y Lenzites sp. Sin
embargo, Chaetomium aureum permitio la apreciacion de la estructura tipica del
género Chaetomium la cual representa el cuerpo fructifero llamado ascoma y se
diferencia entre las especies por el tipo de cabellos laterales (liso, enganchado,
espiral, enrollado, etc.). A su vez, en la Figura 25 se muestran las caracteristicas de
los hongos levaduriformes (color, forma, consistencia y tamafio de las células)
donde las colonias de Pichia kudriavzevii son muy similares a las colonias
bacterianas en su forma elipsoide, mientras que Candida orthopsilosis se comporta
como un hongo dimorfico ya que presenta dos formas anatémicas: una forma
micelial y otra levaduriforme.

Por otra parte, en las Tablas 6 y 7 se describen las caracteristicas macro y
microscoépicas de los aislados fangicos identificados. En el caso de los hongos
filamentosos se observé la forma de las esporas siendo la mas comun la de forma
globosa, ademés de la variaciébn de tamafio. En los Anexos 12 y 14 se puede
observar que los aislados CVD-04, CIXD-04, RID-06 y RIIID-09 presentan colonias
muy parecidas a las del género Aspergillus. También en el Anexo 12 se puede
observar colonias similares al género Trichoderma en los aislados CIXD-07 y CIXD-
08. En los hongos levaduriformes se observaron formas de células elipsoide,
ovaladas y alargadas de diferentes tamafios de acuerdo al microorganismo gque se
analizd. Una vision mas completa de las caracteristicas mas comunes observadas
es posible mediante el andlisis de las tablas en los Anexo 11y 13 para los aislados
no identificados.

Escobar et al. (2012), mediante técnicas de microscopia y macroscopia identificaron
hongos filamentosos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Cladosporium,
Penicillium, Rhizopus, Acremonium, Alternaria y Fusarium. Mambuscay et al.
(2013), muestran como basandose en la combinacion de metodologias fenotipicas y
moleculares es posible diferenciar comunidades de hongos levaduriformes lo que
permitié identificar géneros Wickerhamomyces, Candida, Pichia, Meyerozyma,
Hanseniaspora, Issatchenkia. Pacasa-Quisbert et al. (2017), identificaron hongos
filamentosos, siendo la poblacion fangica de mayor incidencia encontrada los
géneros Penicillium, Alternaria, Rhizopus, Mucor, Fusarium y Trichoderma. Flores y
Roque (2017), mediante la investigacion para los hongos lograron la identificacion
de un hongo a nivel de género (Penicillium). En este trabajo de igual manera que las
investigaciones antes citadas, se logré sugerir la identidad a nivel de género de
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algunos microorganismos como son los casos de Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma y Pichia. De la misma forma, este trabajo se asemeja a la investigacion
de Pacasa-Quisbert et al. (2017) con respecto a que ellos no pudieron observar
estructuras de hongos filamentosos a 29 cepas aisladas debido a muchos factores
que afectan el crecimiento y esporulacion del hongo en el laboratorio entre los que
se sefialan que muchos hongos imperfectos requieren ciertas condiciones como:
luz, humedad, temperatura, pH, nutrientes y vitaminas para sobrevivir, crecer y
reproducirse. Estos factores, quizas deberan analizarse con mayor detenimiento
con el propoésito de llegar a observar las estructuras de los hongos que en esta
ocasion no fue posible obtenerlas.

7.1.4 lIdentificacion molecular de microorganismos seleccionados

El costo que conlleva la secuenciacion de un microorganismo para su identificacion
por via molecular es considerablemente alto, por esta razon al principio del proyecto
se habia propuesto identificar solamente 20 microorganismos, pero al final se logré
identificar 29 microorganismos de un total de 104 que se aislaron, quedando
pendiente la identificacion de 75 aislados (54 aislados bacterianos y 21 aislados
fungicos filamentosos). El potencial biotecnolégico que queda plasmado en este
banco de aislados aun por identificar, se espera que se explote con el desarrollo de
investigaciones aplicadas en diferentes areas como, la agricola e industrial (entre
otras) en Nicaragua. La bioprospeccion microbiana en los dos sitios de muestreo,
Reserva Natural EI Chocoyero y Rio Chiquito, dejé como resultado un banco de
microorganismos identificados constituido por, 11 cepas identificadas hasta nivel de
género donde se obtuvieron 8 géneros diferentes, 1 cepa identificada hasta nivel de
subespecie y 17 cepas identificadas hasta nivel de especie de las cuales se obtuvo
16 especies diferentes.

Identificacion molecular de bacterias

La comparacion de las secuencias de los ARNr 16S (o de los genes que los
codifican) permite establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los
organismos procariotas. Este hecho ha tenido una enorme repercusion en
taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente y permitiendo
la identificacion rapida y precisa de las bacterias (Rodicio y Mendoza, 2004).
Actualmente se desarrollan numerosas investigaciones dentro del marco de la
identificacion microbiana aplicando las herramientas moleculares para tal fin, en la
mayoria de los casos estos trabajos ofrecen resultados convincentes sobre la
identidad de sus aislados como es el estudio desarrollado por Sun et al. (2010),
donde obtuvieron exitosos resultados aislando e identificando 32 cepas bacterianas
endofiticas a partir de plantas tolerantes al cobre (Elsholtzia splendens y Commelina
communis) colectadas de la tierra de desechos de la mina de cobre Tangshan
ubicada en Nanjing, China. Flores y Roque (2017) identificaron 15 microorganismos
a partir de bioinsumos comerciales producidos artesanalmente.

Se enviaron a secuenciar un total de 19 bacterias a la compafiia Macrogen en
Corea del Sur, 10 de estas bacterias fueron aisladas en la Reserva Natural El
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Chocoyero y 9 en Rio Chiquito, los cultivos enviados a secuenciar se seleccionaron
de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas con el objeto de tener una
distribucion variable. La compafiia Macrogen envié como resultado de sus andlisis
las secuencias de las bacterias en archivo FASTA y electroferogramas cuyas
secuencias fueron analizadas (Corregidas y alineadas) como se plante6 en el
acapite 6.3.4 para elaborar el arbol filogenético cuyo fragmento se presenta en la
Figura 26. Las secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA se presentan
en el Anexo 15y el arbol filogenético completo en el Anexo 16.

75) MF079290.1 Aeromonas hydrophila

76) AB472954.1 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
74) MH307180.1 Aeromonas hydrophila

73) MF662807.1 Aeromonas hydrophila

{72) MFE62808.1 Aeromonas hydrophila

W(71)C9 27F

136

1277—(92) KJ563248.1 Pseudomonas mendocina

128 93) KCT77292.1 Pseudomonas sp

138 129 90) MF470189.1 Pseudomonas pseudoalcaligenes

130

173

94) JN544146.1 Pseudomonas mendocina
91) KP324955.1 Pseudomonas mendocina
W(89) C1 27F

137 —————{102) MG685688.1 Acinetobacter johnsonii
103) MG231182.1 Acinetobacter schindleri

131

121

104) MG231172.1 Acinetobacter schindleri
m 106) KC252922.1 Acinetobacter sp.
118 ¥(101) C4 27F
17L—(105) KUG81041.1 Acinetobacter sp.

120

Figura 26. Fragmento de relaciones evolutivas de bacterias. La historia evolutiva se infiri¢ utilizando
el método del vecino mas cercano. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de rama =
2.23365539. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad maxima
compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El analisis
involucré 111 secuencias de nucledtidos. Todas las posiciones que contienen vacios y datos
faltantes fueron eliminadas. Hubo un total de 626 posiciones en el conjunto de datos final. Los
analisis evolutivos se realizaron en MEGA7 (Fuente: propia).

El andlisis del arbol filogenético representado en parte en la Figura 26 y
complementado en el Anexo 16, permitié la identificacion microbiana final, tal y
como se muestra en las Tablas 8 y 9 dadas a continuacion.

64



Tabla 8. Identificacion molecular de 10 cepas de bacterias autoctonas cultivables
procedentes del muestreo en la Reserva Ecologica El Chocoyero como resultado de
la correccion de errores, analisis de secuencias y analisis de arboles filogenéticos
construido con el programa MEGA 7.

BACTERIAS IDENTIFICADAS EN LA RESERVA NATURAL EL CHOCOYERO

Vecino més Ident
Cod|go_ . Codlgc_> Muestra Qercano Max. Max Identidad Final
Secuencia Microorganismos (Nimero de Score (%)
Acceso) 0
Alcaligenes :
Agua de faecalis subsp Alcall|genes
D CVIID-04 . 1147 99 faecalis subsp
cascada faecalis faccalis
(GQ495222.1)
Tronco de Pantoea Pantoea
C6 CIXD-03 arbol dispersa 1797 100 dispersa
degradado  (MH605572.1) P
Roca con .
. . Bacillus sp .
c7 ClliB-04 blppell_cula (MH819519.1) 1498 100 Bacillus sp
microbiana
Roca con .
. . Bacillus sp .
cs8 CllIC-06 blppell_cula (MH817412.1) 1511 99 Bacillus sp
microbiana
Agua de Aeromonas
co CVIIC-03 cascadaEl  hydrophila 1700 100  feromonas
Brujo (MF662808.1) ydrop
Tronco de Erwinia sp
Cc10 CIXD-02 arbol (KT427917.1) 1694 100 Erwinia sp
degradado
Roca con Bacillus sp
c1u1 CvB-01 blppell_cula (KM596515.1) 1988 99 Bacillus sp
microbiana
Exiguobacterium : .
c17 cic-01 ?ag::ag: profundum 1384 100 Ex'gfoﬂgﬁgtﬂ”m
(MG705821.1) P
F_%oca,con Bacﬂlqs Bacillus
C18 CIlIA-01 biopelicula megaterium 1958 99 meaaterium
microbiana  (MH138038.1) 9
Roca Staphylococcus Staphvlococcus
c23 CIVC-03 cubierta sciuri 2080 99 o
de lama (KR476410.1)

Fuente: propia
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Tabla 9. Identificacion molecular de 9 cepas de bacterias autéctonas cultivables
procedentes del muestreo en Rio Chiquito, como resultado de la correccion de
errores, analisis de secuencias y analisis de arboles filogenéticos construido con el
programa MEGA 7.

BACTERIAS IDENTIFICADAS EN EL RIO CHIQUITO

Vecino mas

- - Ident.
Cod|go. . Cod|gq Muestra Qercano Max. Max Identidad Final
Secuencia Microorganismos (Niumero de  Score (%)
Acceso)
Agua de Pseudomonas Pseudomonas
C1 RIVB-08 Tgnerias mendocina 1993 97 mendocina
(KP324955.1)
Agua de
. Enterobacter
c2 RVB-04 Lenerias cloacae 2025 99 E”é?éggggter
| L (HM755579.1)
norganica
Agua de Bacillus flexus .
C3 RIVB-11 Tenerfas  (MG738217.1) 2012 99 Bacillus flexus
Agua Acinetobacter
C4 RIIB-04 residual sp 1905 97 Acinetobacter sp
doméstica (KU681041.1)
Agua .
- Bacillus cereus .
C5 RIIB-07 respugl (KY820937) 2069 99 Bacillus cereus
doméstica
Adua de Enterobacter
C19 RVD-03 T(gnerias sp 2025 99 Enterobacter sp
(EU260136.1)
Adua de Enterobacter
c21 RVB-05 T(gnerias sp 2122 99 Enterobacter sp
(EF025346.1)
Agua de Enterobacter
c22 RVID-01 pilas cloacae 2025 99 E”éféggggter
sépticas  (HM755579.1)
Agua de  Micrococcus sp :
C24 RIVB-06 Tenerias  (KU497553.1) 1975 99 Micrococcus sp

Fuente: propia
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En la Figura 26 se observa como algunas de las bacterias secuenciadas se
agrupan correctamente en clados muy bien diferenciados para cada género y su
especie. De esta manera fue posible determinar claramente géneros como
Aeromonas sp, Pseudomonas sp y Acinetobacter sp. En la figura del Anexo 16, se
pueden apreciar las afinidades filogenéticas de todas las bacterias con su género y
especie. Los resultados de la identificacion de los 19 aislados bacterianos se
enlistan en las Tablas 8 y 9 con indicacion del género y la especie, su clasificacion
taxondmica su maximum score, porcentaje de homologia de la secuencia con la
correspondiente en el Genbank del NCBI y el nUmero de acceso de la misma.

Segun Tindall et al., (2010) las cepas cuyas secuencias tienen una homologia (%
Identidad) inferior al 95% con respecto a la depositada en el Genbank del NCBI
pueden ser catalogadas solo a nivel de género. En el presente trabajo, cada aislado
bacteriano confirma su identidad con el 97 al 99% en comparacion con las
secuencias contenidas en el Genbank. Por tanto, todas las secuencias de bacterias
superaron dicho limite lo que confiere a estos resultados, una mayor fiabilidad a los
resultados obtenidos.

El Max score se refiere a la puntuacién de alineacién mas alta o cantidad de bases
(Adenina, Timina, Citosina y Guanina) de la secuencia problema que coinciden en la
misma posicién con las bases de las secuencias contenidas en el Genbank. De
manera general el proceso de identificacion permiti6 obtener una variedad de
géneros y especies relacionadas a continuacion: Alcaligenes faecalis subsp
faecalis, Pantoea dispersa, Bacillus sp (3), Aeromonas hydrophila, Erwinia sp,
Exiguobacterium profundum, Bacillus megaterium, Staphylococcus sciuri,
Pseudomonas mendocina, Enterobacter cloacae (2), Bacillus flexus, Acinetobacter
sp, Bacillus cereus, Enterobacter sp (2), Micrococcus sp. Estos resultados significan
qgue a la fecha se cuenta con 9 especies y 1 subespecie bacterianas diferentes y
que estan plenamente identificadas, quedando pendiente afinar la identificacién de
bacterias a nivel de género.

En relacion con la presencia de las cepas identificadas en la Reserva Natural El
Chocoyero y el Rio Chiquito, todos los géneros identificadas han sido aislados
previamente en ambientes similares a estos y han usado los mismos primers de
secuenciacion para llevar a cabo su identificacibn molecular. Sun et al. (2010),
identificaron bacterias pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Bacillus y
Micrococcus a partir de plantas tolerantes al cobre colectadas de la tierra de
desechos de la mina de cobre, los cuales coinciden con los encontrados en esta
investigacion ya que fueron aislados de ambientes similares al del Rio Chiquito
contaminado con metales pesados provenientes de efluentes de tenerias. Flores y
Roque (2017) reportan que de 14 aislados bacterianos, 10 corresponden al género
Bacillus de los tipos cereus, flexus, pumilus, megaterium y subtilis (Algunos de estos
aislados en Rio Chiquito y la Reserva Natural El Chocoyero).
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Identificacién molecular de Hongos

Dentro del ADN ribosdmico existen determinadas secuencias que sirven para
clarificar los limites y la identidad de las especies en hongos. En la actualidad, las
secuencias de los espaciadores internos transcritos ribosomales (ITS por sus siglas
en inglés) y los genes 18S, 5.8S, y 28S son las regiones del ADNr mas utilizados
para la identificacion de hongos microscopicos. (Schoch et al., 2012). Hasta la fecha
se han elaborado una gran cantidad de investigaciones que implican la
identificacion molecular de hongos filamentosos y levaduriformes. Sandhu et al.
(2012), aislaron 12 cepas fangicas a partir de residuos de cascaras de Kinnow
mandarina (Citrus reticulata) logrando identificar molecularmente 2 cepas, un hongo
y una levadura por secuenciacion de las regiones 26S e ITS respectivamente. Chen
et al. (2012), mediante métodos morfolégicos y moleculares identificaron 7 géneros
de hongos (entre ellos hongos filamentosos y levaduriformes) los cuales se aislaron
a partir de 120 segmentos de raiz y tallo de Aegiceras comiculatum colectadas en la
Zona de Conservacion del Bosque de Manglares en Dong Zhai Gang, China. Flores
y Roque (2017), a través de la investigacion realizada, identificaron molecularmente
la diversidad microbiana (incluyendo hongos) cultivables de bioinsumos comerciales
producidos artesanalmente en Nicaragua.

Para verificar los resultados de la identificacion morfolégica de acuerdo al tipo de
espora de los hongos filamentosos y células de hongos levaduriformes, se
identificaron molecularmente por la contratacion del servicio de la compafiia
Macrogen, a través de la secuenciaciéon de la region ITS (Internal Transcribed
Spacer) del ADNr con los primers ITS1-ITS4 para hongos filamentosos y region
D1/D2/D3 con los primers LROR- LR7 para hongos levaduriformes. De los
resultados del andlisis de las secuencias se elabor6 el arbol filogenético cuyo
fragmento es mostrado en la Figura 27. Las secuencias corregidas y alineadas en
formato FASTA se presentan en el Anexo 17 y el arbol filogenético completo en el
Anexo 18.
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115 (46) KX925282.1 Chaetomium sp.
116 {(47) KU504332.1 Chaetomium sp
1z L ——(45) KF680266.1 Chaetomium brasiliense
18 L {44) KF680267.1 Chaetomium brasiliense
L w(43) C26 ITS1
113 (48) KU504294 .1 Chaetomium sp
(60) GU361959.1 Chaetomium cupreum
W(55) C28 ITS1
T (56) KP204385.1 Chaetomium aureum
107 = —(57) KF245432. 1 Chaetomium aureum
109 _E(SS) FJ527879.1 Chaetomium sp
108 (59) KF601376.1 Chaetomium sp
104 —(12) MG770288.1 Chaetomium globosum
106 9) HQ631041.1 Paecilomyces sp.
l—osl:w) JQ995532.1 Chaetomium sp.
——(8) AB625586.1 Staphylotrichum coccosporum

103 _': w(7)C12 s
101 {(11) KY069223.1 Humicola sp.

112

102 _SE(H) MH284947 1 Trichoderma sp
35 (18) MH285070.1 Trichoderma sp.
% L (16) MH284268.1 Trichoderma sp
i L (15) MH284101.1 Trichoderma sp
38 (14) KY750428 1 Trichoderma harzianum
¥(13) C14 ITS1
99 w(19) C151TS1
5 {20) JF694937 .1 Trichoderma longibrachiatum
100 % {(21) MF102211.1 Trichoderma longibrachiatum
31 ——(22) MG198877.1 Trichoderma sp
30 —:(23) MF102202.1 Trichoderma longibrachiatum
9 (24) MF102193.1 Trichoderma longibrachiatum

Figura 27. Fragmento de relaciones evolutivas de hongos. La historia evolutiva se infirié utilizando el
método del vecino mas cercano. Se muestra el arbol éptimo con la suma de la longitud de rama =
2.59454765. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad maxima
compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis
involucré 60 secuencias de nucleétidos. Todas las posiciones que contienen vacios y datos faltantes
fueron eliminadas. Hubo un total de 307 posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis
evolutivos se realizaron en MEGA7 (Fuente: propia).

El analisis de la Figura 27 y que se complementa en el Anexo 18, permitié la
identificacion final de los hongos aislados en la presente investigacion y se resumen
en la Tabla 10 mostrada a continuacion.
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Tabla 10. Identificacion molecular de 10 cepas de Hongos autoctonos cultivables
procedentes de los muestreos en Reserva Natural EI Chocoyero y Rio Chiquito
como resultado de la correccion de errores, analisis de secuencias y analisis de
arboles filogenéticos construido con el programa MEGA 7.

HONGOS IDENTIFICADOS EN RESERVA NATURAL EL CHOCOYERO Y RIO CHIQUITO

Vecino mas Ident
Cod|go_ . Codlgc_> Muestra Cercano Max. Max Identidad Final
Secuencia Microorganismos (Numero de  Score (%)
Acceso) 0
HONGOS FILAMENTOSOS
i Roca con  Aspergillus sp .
111 CVD-05 biopelicula  (MG738218.1) 460 98 Aspergillus sp
Suelo Humicola sp .
C12 CVIIID-02 degradado  (KY069223.1) 846 100 Humicola sp
Roca con Trichoderma Trichoderma
Ci4 CVD-06 bionelicula harzianum 1033 99 harzianum
P (KY750428.1)
Tronco de  Trichoderma Trichoderma
C15 CIXD-11 arbol longibrachiatum 1064 99 lonaibrachiatum
degradado  (JF694937.1) 9
Tronco de :
c25 CIXD-12 arbol LenzitesSp 1565 100 Lenzites sp
(KT210101.2)
degradado
Roca con Chaetomium Chaetomium
C26 CllID-07 bioelicula brasiliense 939 100 brasiliense
P (KF680267.1)
Roca con Penicillium Penicillium
c27 CIlID-09 biopelicula citrinum 926 100 citrinum
P (MF379645.1)
Roca con Chaetomium Chaetomium
Cc28 CIVD-05 biopelicula aureum 900 100 aureum
P (KP204385.1)
HONGOS LEVADURIFORMES
Tronco de Candida Candida
Cl6 CIXD-06 arbol orthopsilosis 808 99 orthopsilosis
degradado  (LC389305.1) P
Agua de Pichia Pichia
C29 RVID-07 pilas kudriavzevii 1170 100 kudriavzevii
sépticas  (MH488970.1)

Fuente: propia
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En el presente trabajo, por medio de técnicas moleculares se identificaron a nivel de
género y especie las 10 cepas fungicas seleccionadas. En el fragmento del arbol
filogenético que se presenta en la Figura 27 se observa la presencia de clados bien
definidos para cada uno de los géneros haciendo mas sencilla la identificacion a
nivel de especies de 2 levaduras (Candida orthopsilosis y Pichia kudriavzevii) y 5
hongos filamentosos (Trichoderma harzianum, Trichoderma longibrachiatum,
Chaetomium brasiliense, Penicillium citrinum y Chaetomium aureum), mientras que
el andlisis bioinformatico y la correlacion filogenética no permitié la determinacion de
la especie de los 3 hongos identificados como miembros de los géneros Aspergillus
sp, Humicola sp y Lenzites sp. Adicionalmente, en la Tabla 10 se detallan los
resultados obtenidos de la identificacién molecular (vecino mas cercano, max score,
y % de identidad maxima) donde se aprecia como en la mayoria de los casos, cada
hongo confirma su identidad con un 98 a 100% en comparacion con las secuencias
obtenidas en el Genbank.

Las Unicas dos cepas que identificaron molecularmente Sandhu et al. (2012) en los
residuos de cascaras de Kinnow mandarina (Citrus reticulata) fueron Aspergillus
oryzae y la levadura Pichia kudriavzevii. Chen et al. (2012), mediante la
secuenciacion de las regiones ITS1-ITS4, LROR-LR7 y EF1-983F-EF1-2218R y la
construccion del arbol filogenético identificaron a nivel de especie a los hongos
Hortaea werneckii, Hortea acidophila y Hortea thailandica y a nivel de género
Cladosporium, Pestalotiopsis, Massarina, Cochliobolus, Aureobasidium y Fusarium.
Flores y Roque (2017), por el analisis de secuencias ITS identificaron 2 hongos
pertenecientes a las especies Alternaria alternata, Fusarium equiseti y dos hongos
pertenecientes a los géneros Fusarium. De acuerdo a los trabajos citados
previamente, se puede constatar que la identificacion molecular por la técnica PCR
para las regiones ITS y D1/D2/D3 constituyen una herramienta eficiente por la cual
se puede obtener secuencias de cepas fungicas de diversos ecosistemas que al ser
analizadas y comparadas con las secuencias que se encuentran en el Genbank del
NCBI, permiten a través de la elaboracion de arboles filogenéticos identificar hongos
aislados de diversos ecosistemas. Esta investigacion al igual que las
investigaciones referidas anteriormente, demuestra que las pruebas morfologicas
combinadas con las pruebas moleculares establecen una identificacion mas fiable y
precisa de los microorganismos.

7.1.5 Aplicaciones biotecnolégicas ambientales de cepas microbianas
autoctonas identificadas.

La biotecnologia microbiana es el ambito de la microbiologia orientado a la
produccion de elementos de interés industrial mediante procesos en los cuales
intervenga, en algun paso, un microorganismo (Gonzéalez 2012). Actualmente se
han realizado diversas investigaciones que se basan en la busqueda o revisién a
cerca de las aplicaciones biotecnoldgicas de los microorganismos en diversos
ambitos. Barrios (2011), efectué una revision bibliografica sobre biorremediacién
como una herramienta para el saneamiento de ecosistemas marinos contaminados
con hidrocarburos. Cortazar-Martinez et al. (2012), revisaron diversos estudios
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acerca de la degradacion de colorantes de la industria textii por medio de
microorganismos. Beltran-Pineda y Gomez-Rodriguez (2016), en su revision
abordan algunos microorganismos y plantas que cuentan con diferentes
mecanismos bioquimicos para contrarrestar la toxicidad de los metales pesados por
medio de Biorremediacion. Vega-Celedon et al. (2016), centraron su revision en la
biosintesis de acido indol-3-acético y promocion del crecimiento de plantas por
bacterias. Singh et al. (2016), centraron su trabajo en la revision sobre los avances
recientes en la sintesis bioldégica de nanoparticulas a partir de microrganismos y
plantas, describiendo las perspectivas de su futuro desarrollo y aplicaciones.

A partir de la identificacion molecular se definieron las identidades de algunos de los
microrganismos aislados en la Reserva Natural El Chocoyero y Rio Chiquito, con el
objetivo de establecer una correlacibn mediante la revisibn de bancos de datos
internacionales entre las cepas autdctonas identificadas y las aplicaciones
biotecnolégicas de enfoque ambiental (enfatizando en estas) ya definidas. Como
objetivo final de esta investigacion se elaboraron las Tablas 11, 12, 13 y 14 donde
se enumeran las aplicaciones biotecnolégicas de los microorganismos
secuenciados gque se resumen en 10 especies de bacterias diferentes, 5 géneros de
bacterias, 2 especies de levadura, 5 especies de hongos filamentosos diferentes y
de 3 géneros de hongos filamentosos. Es importante destacar que estas
aplicaciones son relevantes y de caracter cientifico, encontrado hasta el momento
de la busqueda y fundamentado con su cita, lo cual se realiz6 para cada
microorganismo de manera sistematica e individual.
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Tabla 11. Aplicaciones biotecnoldgicas de especies bacterianas aisladas en la Reserva Natural El Chocoyero y Rio

Chiquito.

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Aeromonas
hydrophila

Alcaligenes
faecalis subsp
faecalis

Bacillus cereus

Remocion de plomo a concentraciones de 20 y 100 ppm en aguas
residuales sintéticas.

Produce grandes cantidades de quitinasa a 37°C y pH 8.0 después de
24-48 h de incubacién utilizando quitina coloidal como sustrato,
almidon (1%) como fuente de carbono y extracto de malta y levadura
(1%) como fuente de nitrégeno.

Produce energia en celdas de combustible microbianas y reduce el
cromo hexavalente, Cr (VI).

Produccion de las enzimas lipasa, proteasa y endoglucanasa a partir de
bacterias endofitas asociadas con plantas de ecosistema de manglar
brasilefio.

Ejerce actividad de biocontrol contra patdgenos del ciclamen y produce
hidroxilamina como un compuesto de control biologico (Biopesticida).

Biorremediaciéon de lodos petroquimicos ricos en hidrocarburos
aromaticos y saturados mediante el uso de bacterias del género
Alcaligenes y Pseudomonas.

Biosorcién de cadmio alcanzando concentraciones superiores a 168 mg
/L y potencial biotecnolégico para la promocién del crecimiento y
desarrollo de plantas en sitios con alto grado de contaminacion por
Elementos potencialmente toxicos.

Biorremediacién de metales pesados como plomo (II), cobre (1), niquel
(1N o zinc (II), plata (1), cromo (VI) o cadmio (l1).

Degradacién del petroleo Diesel-2 debido a la interaccion de

Ramirez et al. (2016)

Saima and Roohi
(2013)

Mora y Bravo (2017)

Castro et al. (2014)

Yokoyama et al. (2013)

Chirinos et al. (2010)

Noguez-Iniesta et al.
(2017)

Mufnoz-Silva et al.
(2019)

Mendoza y Guerrero
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Continuacién Tabla 11

Bacillus flexus

Bacillus
megaterium

Enterobacter
cloacae

Pseudomonas aeruginosa y el consorcio microbiano propio del
ambiente marino (Rhodococcus erythopolis, Bacillus cereus vy
Pseudomonas flourescens).

Biorremediacion de sitios contaminados con Cr (VI) con capacidad de
tolerar hasta 8000 ppm y remover el 100% del contaminante.

Potencial de electrogenicidad y generacion de bioelectricidad.
Biosorcion de estroncio (Il) a partir de soluciones acuosas.

Produccion de dos polihidroxialcanoatos, acido poli metil-3-
hidroxitetradecanoico (P-3HTD) y acido metil-3-hidroxi octadecanoico
(P3-HOD), de Bacillus cereus para la obtencién de bioplasticos.

Biosorcién de mercurio Hg de un medio acuoso a partir de las células
inmovilizadas de Bacillus cereus.

Biodegradacion mejorada de 3-nitrobenzoato por medio de células
inmovilizadas de Bacillus flexus con espuma de poliuretano.

Biodegradacion del polimero poliacrilamida (PAM) y sus derivados.

Biomineralizacion del carbonato de calcio por la cepa bacteriana
Bacillus flexus y su aplicacion en remediacion de grietas de concreto.

Produccion de acido indol acético (AlA) y promocion del crecimiento en
plantas.

Promotor de crecimiento vegetal.
Biosorbente de metales pesados como cadmio y cinc.

Produccion de polihidroxialcanoato tolerando altas concentraciones de
NacCl.

Produccion biotecnologica de acetoina a partir de los recursos
lignocelulésicos de la cepa Enterobacter cloacae manipulada

(2015)

Ramirez y Benitez
(2013)

Ajunwa et al., (2018)
Long et al. (2017)

Zribi-Maaloul
(2013)

et al

Sinha et al. (2012)

Mulla et al. (2012)

Joshi et al. (2017)

Jagadeesha et al.

(2013)

Grunennvaldt et al.
(2018)

Zou et al., (2010)
Carballo et al. (2012)

Salgaonkar et al.
(2013)

Zhang et al. (2015)
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Continuacién Tabla 11

Exiguobacterium
profundum

Pantoea dispersa

metabdlicamente.

Biorremediacion de metales pesados (Pb, Cd y Ni), produccién de
floculante y expresion de proteinas en presencia de estos metales.

Degrada el glifosato a componentes no téxicos (sarcosina y glicina),
promueve el crecimiento de las plantas y es prometedor para su uso
como bioinoculante en la fitorremediacion de suelos contaminados con
compuestos organofosforados dificiles de hidrolizar.

Reduce efectivamente el selenito a Se° usando fumarato reductasa y
forma SeNPs; esta capacidad se puede emplear para desarrollar un
biorreactor para tratar la contaminacion por Se y para la biosintesis de
los SeNPs en el futuro.

Produccién de proteasa alcalina con gran estabilidad en presencia de
agentes oxidantes, surfactantes y disolventes organicos.

Produce un metabolito color anaranjado que posee el antimicrobiano y
la propiedad antioxidante: el metabolito se puede tomar como
antibiético en campos médicos.

Biosorcion y biotransformacion de As, ambos en forma de cultivos
planctonicos y biopeliculas.

Biodegradacion de hidrocarburos de petrdleo por su capacidad
metabdlica y adaptativa de crecimiento.

Biorremediacién de efluentes de industrias que manipulan metales
pesados.

Biodegradacion de nicotina.

Productora de la enzima celulasa: Produccion, purificacion vy
caracterizacion de celulosa a partir del aislado local de Pantoea
dispersa.

Banerjee et al. (2015)

Kryuchkova et al.
(2014)

Song et al. (2017)

Anbu et al. (2013)

Preethi et al. (2015)

Sabri et al. (2018)
Lustosa et al. (2018)

Pandit et al. (2013)

Lei et al. (2014)

Atala et al. (2015)

75



Continuacién Tabla 11

Pseudomonas
mendocina

Staphylococcus
sciuri

Produccién de las enzimas proteasa y endoglucanasa a partir de
bacterias enddfitas asociadas con plantas de ecosistema de manglar
brasilefio.

Bacteria promotora de crecimiento de plantas en sorgo dulce. Actua
como Diazétrofo y produce acido indol-3-acético.

Biosorbente de metales pesados como cadmio y cinc hasta alcanzar
niveles de 22,56 mg x g-1 y de 25,36 mg x g-1, respectivamente.

Sistema de biorremediacibn aceptable y rentable utilizando
Pseudomonas mendocina como inoculo en suelos contaminados con
furano.

Biotratamiento de efluentes contaminados con As, Cry Pb.

Potencial biorremediador: reduccion de Cr (VI) en plantas de arroz
cultivadas en macetas.

Biofertilizacién: solubilizacién sustancial de fosfato, produccion de acido
indol-3-acético, presenta actividad de la desaminasa del acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico y es tolerante a altas concentraciones
de sal lo que le confiere propiedades que promueven el crecimiento de
las plantas.

Castro et al. (2014)

Mareque et al. (2015)

Carballo et al. (2012)

LIN et al. (2017)

Mendoza et al. (2010)
Dutta et al. (2017)

Akram et al. (2016)

Fuente: propia
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Tabla 12. Aplicaciones biotecnologicas de géneros bacterianos aislados de la Reserva Natural El Chocoyero y del Rio

Chiquito.

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Acinetobacter sp

Bacillus sp

Enterobacter sp

Biodegradacion de fenol: capaz de eliminar fenol / L en medio liquido y
metabolizar el fenol en concentraciones en el tratamiento de aguas
residuales que contienen fenol.

Biodegradacion y biorremediacion: posee una excelente resistencia al
frio, es capaz de eliminar amonio, nitrito y nitrato y eliminacion
eficiente de DQO y TN de las aguas residuales sintéticas.

Biodegradacion de n- alcanos con longitudes de cadena que van
desde el decano (CoH>>) al del tetracontano (C4o Hsy).

Remocion de Pb a concentraciones de 20 y 100 ppm en aguas
residuales sintéticas.

Produccion de celulasa.
Tratamientos de residuos radioactivos y Biorremediacion.

Biosintesis de a-amilasa: utilizando la metodologia de superficie de
respuesta.

Biodegradacion de hidrocarburos de petréleo por su capacidad
metabdlica y adaptativa de crecimiento.

Capaz de absorber los metales pesados Cd, Cu, Co, Zny Pb a 2,69,
1,87, 3,56, 4,3y 5,6 mg / g de peso seco, respectivamente.

Potencial para promover el crecimiento de las plantas de la bacteria
Enterobacter sp aislada de la rizosfera de palmeras de cocos (Cocos
nucifera L.).

Produccion de exopolisacaridos.

Wang et al. (2007)

Yao et al. (2013)

Throne et al. (2007)
Ramirez et al.(2016)
Nandimath et al. (2016)

Li et al.(2014)
Tanyildizi et al. (2005)

Lustosa et al. (2018)

El-Shanshoury et al.
(2013)

George et al. (2013)

Priyanka et al. (2015)
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Continuacién Tabla 12

Erwinia sp

Micrococcus sp

Biodegradacion de nicotina.

Produccién de las enzimas proteasa y endoglucanasa a partir de
bacterias endéfitas asociadas con plantas de ecosistema de manglar
brasilefio.

Produccion de biosurfactante que tiene actividad antifingica y también
inhibe la germinacion de esporas de hongos. Esto puede ser Util para
aplicaciones en las industrias farmacéutica y alimentaria.

Biorremediacion de efluentes de fabricas de pulpa y papel por la
bacteria degradadora de acido tanico Enterobacter sp.

Generacion de electricidad por Enterobacter sp usando celdas de
combustible microbianas de una sola camara a diferentes
temperaturas.

Inmovilizacion de glucosiltransferasa a partir de Erwinia sp para la
conversion de sacarosa en isomaltulosa.

Capaces de solubilizar fosfato: aislados de Erwinia sp mostraron una
alta tolerancia a la excrecién de &cidos organicos en el medio, lo que
los hace posibles bioinoculantes candidatos para suelos &cidos.

Biodegradacion del colorante verde malaquita.
Biorremediacion de sitios contaminados con petréleo crudo.
Optimizacion de la produccion de naringinasa y su purificacion.
Produccion y purificacion de una proteasa alcalina.

Produccion de celulasa.

Agente de biorremediacion en tecnologia de tratamiento de efluentes
toxicos de curtiembre: Degradacion de Cr, Cd y Pb.

Lei et al. (2014)
Castro et al. (2014)

Jadhav et al. (2011)

Singh et al. (2011)

Tkach et al. (2016)

Contesini et al. (2012)

Muleta et al. (2013)

Du et al. (2013)
Kumar et al. (2013)
Amena et al. (2015)
HOU et al. (2017)
Nisha et al. (2014)
Marzan et al. (2017)

Fuente: propia



Tabla 13. Aplicaciones biotecnologicas de especies y géneros de Hongos aislados de la Reserva Natural El

Chocoyero.

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Aspergillus sp

Humicola sp

Lenzites sp

Trichoderma
harzianum

Biodegradacion de polietileno de baja densidad.

Produccion de cutinasa por optimizacion de parametros medios
usando la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para mejorar
su produccion.

Potencial para la biosintesis extracelular de nanoparticulas de plata.
Biogénesis de nanocristales de PbS.
Biorremediacion de petréleo.

Reduccién del tamafio de la alimina a granel para la produccion en
masa de nano-alumina fluorescente.

Sintesis biolégica de nanoparticulas de plata que no son téxicas para
el cancer y las células normales hasta concentraciones de 50 pg / ml.

Produccion de endo y exo glucanasa optimizando las condiciones
culturales para mejorar la produccién de enzimas.

Biosorcion de ciertos metales pesados (Cu y Zn) de los efluentes de
industrias de galvanoplastia.

Biocontrolador contra el marchitamiento del tomate causado por
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici.

Produccion de la enzima lacasa (utiizando salvado de trigo en
fermentacion en estado solido) la cual se aplica en la decoloracion de
tintes sintéticos.

Potencial para estudios de biorremediacién, ya que fue capaz de
biodegradarse no solo Pentaclorofenol a 20 mgL™, sino también sus

Paul and Kumar (2014)
Kumari et al. (2016)

Mohmed et al. (2017)
Kaur et al. (2014)
Thatheyus et al. (2014)

Moeez et al. (2017)
Syed et al. (2013)

Santosh et al. (2014)

Divia et al. (2015)

Sundaramoorthy  and

Balabaskar (2013)
Bagewadi et al. (2017)

Vacondio et al. (2015)
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Continuacién Tabla 13

Trichoderma
longibrachiatum

principales metabolitos Pentacloroanisol y 2,3,4,6-TeCA.

Biosintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) para la deteccion
colorimétrica de iones de mercurio (Il).

Biorrecuperacion de suelos agricolas altamente salinos a través de la
adicion de compost de vifiedos complementado con Trichoderma
harzianum.

Agente potencial de control biolégico contra Fusarium graminearum,
un agente causal de la pudricion del tallo del maiz.

Sintesis verde de nanoparticulas de plata que exhiben actividad
antibacterial contra Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae.

Produccion de celulasa en bruto y xilanasa para su aplicacion en el
destintado de residuos de papeles de fotocopiadoras.

Biocontrolador contra el marchitamiento del tomate causado por
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici.

Biosintesis de xilanasa, pectinasa, celulasa y a-amilasa por medio de
diferentes desechos agricolas de bajo costo, las cuales mostraron una
alta eficacia en el desencolado de tejidos del tamafio de almidoén, en el
lavado biologico de tejidos celulésicos grises y en el biopulido de
tejidos celulésicos.

Biotransformacion de saponinas en Panax notoginseng implicando
una factibilidad prospectiva para configurar diferentes técnicas de
procesamiento para mejorar la calidad de P. notoginseng.

Potencial hidrocarbonoclastico: candidato ideal para los protocolos de
bioaumentacion del suelo en procedimientos de biorremediacion a
gran escala que tratan con sitios contaminados con combustible
diésel.

Biosintesis de nanoparticulas de plata (Ag).

Produccién de celulasa utilizando desechos celulésicos como fuentes
de carbono de bajo costo.

Tripathi et al. (2014)

Mbarki et al. (2016)

Saravanakumar et al.

(2017)
Ahluwalia et al. (2014)

Pathak et al. (2014)

Sundaramoorthy  and

Balabaskar (2013)

Mostafa et al. (2018)

Ge et al. (2016)

Andreolli et al. (2016)

Devi et al. (2013)
Leghlimi et al. (2013)
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Continuacién Tabla 13

Chaetomium
brasiliense

Penicillium
citrinum

Biocontrolador en funcion de su capacidad para producir las enzimas
hidroliticas  N-acetilglucosaminidasa (NAGasa), endoquitinasa,
glucanasa, B-1,3-glucanasa y xilanasa que atacan los hongos
patdgenos de las plantas.

Inhibidora de Phytophthora palmivora que causa la enfermedad de
pudricion de la raiz de Durian var Montong a partir de las
nanoparticulas derivadas de Chaetomium brasiliense.

Inhibidora de Pythium spp que causa la enfermedad de la pudricién de
la raiz de la mandarina utilizando bi - cultivo, extractos crudos y
pruebas de nanoparticulas de Chaetomium brasiliense.

Biodegradacion de la paja de arroz y el bagazo de cafia de azlcar
utilizando un consorcio entre hongos ligninoliticos y celuloliticos
(Chaetomium brasiliense, Inonotus tropicalis y Cerrena unicolor).

Sintesis verde de nanoparticulas de plata inducidas por el hongo
Penicillium citrinum.

Produccién de xilanasa a partir de Penicillium citrinum en un
biorreactor de tanque agitado de 5 L a escala de laboratorio.

Biodegradacion del petréleo crudo, reduciendo el contenido total de
petréleo crudo en un 77% y la fraccion de n-alcano individual en un
promedio de 95.37%, lo que indica que es un candidato potencial para
su desarrollo en un agente de biorremediacion.

Biosorcién de iones Pb (II) y Cu (Il) usando biomasa muerta de las
cepas Penicillium citrinum y Fusarium equiseti con la ayuda de grupos
carbonilo, hidroxilo y amida.

Biosintesis de Nanoprismas de Oro Coloidal utilizando Penicillium
citrinum.

Guigon-Lopez et al.
(2014)

Tongon et al. (2018)

Udompongsuk et al.
(2018)

Ramarajan and

Manohar (2017)

Honary et al. (2013)
Ghoshal et al. (2014)

Barnes et al. (2018)

Akinkunmi et al. (2016)

Goswami and Ghosh

(2013)
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Continuacién Tabla 13

Chaetomium
aureum

Biocontrol en la enfermedad por moho gris de Botrytis (BGM) y Gopalakrishnan et al.

promueve el crecimiento de las plantas en el garbanzo. (2015)
Biorremediacion de sitios contaminados por metales como el Pb. Da Silva Janior et al.
(2018)

Los extractos de pigmento metandlico de Chaetomium aureum Padmapriya et al.
exhiben un excelente efecto inhibidor contra bacterias patégenas (2014)

humanas convirtiéndolo en potencial en la aplicacion médica y en la

industria farmacéutica.

Produccion de compuestos con propiedades antitumorales. Calderani et al. (2016)

Biocontrolador: potencial fungicida contra la explosion del arroz y los Wang et al. (2013)
patégenos del tizon de la vaina.

Fuente: propia
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Tabla 14. Aplicaciones biotecnologicas de especies de Hongos levaduriformes aislados en Reserva Natural El
Chocoyero y Rio Chiquito.

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Pichia
kudriavzevii

Biorremediacion in situ de ambientes contaminados con el herbicida
atrazina.

Biodegradacion y detoxificacion del colorante azo reactivo anaranjado
16 utilizado en la industria textil.

Produccioén de etanol a altas concentraciones de azUcar.
Biorremocion de Zn en ambientes complejos.

Biorremediacion de ambientes contaminados por colorantes azoicos:
degrada el rojo &cido B halotolerante alcanzando una tasa de
degradacion de 94.29%.

Decoloracion, biodegradacion y desintoxicacion del colorante C.I. Azul
bésico 41.

Resistencia y absorcion de metales (Pb, Cu, As y Cd) de aguas
residuales industriales en el ambiente.

Potencial de electrogenicidad y generacion de bioelectricidad.

Biosintesis de nanoparticulas de ZnO que presentan actividad
bactericida.

Desacidificacion del vino: Esta cepa mostré ser capaz de degradar el
acido L-malico en microvinificaciones, produjo niveles importantes de
glicerol y cantidades aceptables de &cido acético y mejoréd los
atributos sensoriales del vino incrementando su aroma afrutado.

Abigail et al. (2013)

Rosu et al. (2018)

Diaz-Nava et al. (2017)
Li et al. (2016)
Feng et al. (2014)

Rosu et al. (2019)

llyas and Rehman

(2018)
Ajunwa et al. (2018)

Moghaddam et al.
(2017)

Del Ménaco et al.
(2014)
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Continuacién Tabla 14

Candida
orthopsilosis

Biodegradacion del colorante reactivo verde y el efluente textil de Sinha et al. (2018)
manera efectiva en compuestos no toxicos.

Biolixiviacion de Ag en placas de circuito impreso de teléfonos méviles Diaz-Martinez et al.
de Candida orthopsilosis en consorcio con Sphingomonas sp. (2019)

Produccion de acido indol-3-acético. Limtong et al. (2014)

Produccion de las enzimas: Fosfatasa alcalina, Esterasa, lipasa, Carvalho et al. (2013)
leucina arilamidasa, valina arilamidasa, Cistina arilamidasa, Fosfatasa
acidica, Naftil-AS-BI fosfohidrolasa y a-glucosidasa.

Fuente: propia
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Dentro del marco de la busqueda de aplicaciones biotecnolégicas en el sector
ambiental que tiene cada uno de los microorganismos identificados, se reportan en
las Tablas 11, 12, 13 y 14 un total de 108 citas de articulos cientificos consultados,
de los que se desprende un amplio desarrollo de bioprocesos que involucran a
estos microorganismos, ya sea de una cepa microbiana en particular o de la
formacion de consorcios microbianos. Entre estos bioprocesos se puede mencionar
el desarrollo de biotecnologias en biosorcion, biodegradacion, biorremediacion,
biorremocién, biosintesis de enzimas y nanoparticulas, etc.

Una de las aplicaciones mas destacadas de esta investigacion es la Remocion de
metales pesados como Cd, Pb, Zn, Cr, Cu, As, y Hg del medio ambiente a través de
biosorcién, biorremocion y biorremediacién (Dutta et al., 2017; Divia et al., 2015;
llyas and Rehman, 2018), un resultado que efectivamente cumple de manera
directa al tercer objetivo planteado en esta investigacion; Se trata del desarrollo de
bioprocesos en el sector ambiental. Entre las bacterias identificadas por medio de
este estudio y que realizan estas funciones, se encuentran las especies Bacillus
cereus, Bacillus megaterium, Enterobacter cloacae, Pseudomonas mendocina,
Staphylococcus sciuri; géneros como Acinetobacter sp, Enterobacter sp,
Micrococcus sp y entre los hongos filamentosos Penicillium citrinum, Chaetomium
aureum, Lenzites sp y la levadura Pichia kudriavzevii.

En la revision de Beltran-Pineda y Gdmez-Rodriguez (2016) se abordan
microorganismos destacados aplicables para la biorremediacion de metales
pesados (Cd, Cr y Hg) siendo algunos de ellos las bacterias Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus carnosus, Pseudomonas aeruginosa, Deinococcus
radiodurans, Thermus thermophilus, Acidiphlium angustum, Flavobacterium
aquatile, Flavobacterium hibernum, Vibrio harveyi, Enterobacter cloacae,
Rhodobium marinum, Rhodobacter sphaeroides, Pseudochrobactrum
saccharolyticum, Pseudomonas sp, Micrococcus sp, Bacillus sp, Achromobacter sp,
Microbacterium sp, Arthrobacter sp, Corynebacterium sp, Vogesella indigofera,
Pseudomonas ambigua, Escherichia  coli, Cupriavidus  metallidurans,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria sp, Alcaligenes eutrophus,
Pseudomonas putida, Aeromonas sp, Lactobacillus sp, Bacillus megaterium,
Acinetobacter sp, Geobacillus thermodenitrificans y Shewanella oneidensis y los
hongos Cunninghamella echinulata, Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer,
Thrichoderma viride, Trichoderma reesei, Glomus sp, Gigaspora sp y Acaulospora
sp. Por otro lado, en este estudio se reportan bacterias que coinciden con las
mencionadas por estos autores que son capaces de remover el Cd y Cr mientras
qgue en lo que se refiere al metal Hg s6lo se encontré6 una especie bacteriana
Bacillus cereus con la capacidad de remover dicho metal.

Al igual que para metales pesados, asi mismo se enuncian los diferentes
microorganismos identificados que ejercen una de las actividades mas importantes
en la biotecnologia ambiental, lo cual se le atribuye a la biorremediacion de
hidrocarburos y sus derivados. Barrios (2011), reportd los géneros bacterianos
Acinetobacter sp. Alcaligenes sp. Alcanivorax sp, Aquaspirillum sp, Arthrobacter sp,
Azospirillum sp, Bacillus sp, Beggiatoa sp, Cycloclasticus sp, Corynebacterium sp,
Desulfotalea sp, Desulfovibrio sp, Erythrobacter sp, Flavobacterium sp, Geobacillus
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sp, Geobacter sp. Halochromatium sp, Halomonas sp; Lucila sp, Metylophaga sp,
Micrococcus sp, Microscilla sp, Mycobacterium sp, Neisseria sp, Nocardia sp,
Novospingobium sp, Oleiphilus sp, Planococcus sp, Pseudomonas sp,
Sphingomonas sp, Staphylococcus sp, Sulfitobacter sp, Xanthomonas sp y
Marinobacter sp; los hongos filamentosos Alternaria sp, Aspergillus sp, Chaetomium
sp, Cladosporium sp, Fusarium sp, Penicillium sp, Phanaerocheate sp, Pleurotus sp,
y Rhizopus sp y las levaduras Candida sp y Saccharomyces sp, que biodegradan
hidrocarburos. El desarrollo de esta investigacion permiti6 obtener algunos
microorganismos identificados y que intervienen en la biorremediacion de
hidrocarburos como las bacterias Acinetobacter sp, Bacillus sp, Micrococcus sp,
Alcaligenes faecalis subsp faecalis, Bacillus cereus, Exiguobacterium profundum y
los hongos Aspergillus sp, Trichoderma longibrachiatum y Penicillium citrinum.

La presencia de colorantes en las aguas residuales representa un problema
ambiental, ya que este tipo de compuestos no puede eliminarse con los métodos de
tratamiento convencionales. Existe un gran numero de microorganismos con la
capacidad de eliminar el color de las aguas residuales mediante mecanismos como:
la biosorcién, la biodegradacién aerdbica o anaerdbica y la produccion de enzimas
que catalizan la decoloracion. Una manera de llevar a cabo la biodegradacion es
mediante microorganismos aislados que son capaces de degradar los colorantes.
Cortazar-Martinez et al. (2012), mencionan el potencial encontrado en las bacterias
Citrobacter sp, Proteus mirabilis, Streptomyces sp, Streptomyces chromofuscus,
Shewanella decolorationis, Proteus vulgaris, Pseudomonas mendocina, Bacillus
subtilis, Aeromonas sp, Proetus mirabilis y Pseudomonas luteola, Pseudomonas
putida, y en los hongos Funalia trogii, Aspergillus niger, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Irpex lacteus. En este
trabajo se determind que la bacteria Micrococcus sp y las levaduras Candida
orthopsilosis y Pichia kudriavzevii tienen potencial para degradar colorantes que
contaminan el ambiente (Du et al., 2013; Sinha et al., 2018; Rosu et al., 2018).

Otra de las aplicaciones de indole ambiental que se registran entre las cepas
identificadas en esta investigacion es la promocion del crecimiento vegetal y el
biocontrol de plagas de diversos cultivos o en sus cosechas (Grunennvaldt et al.,
2018; Mareque et al.,, 2015; Wang et al.,, 2013). Vega-Celedon et al. (2016)
reportaron como promotoras del crecimiento vegetal géneros de bacterias como
Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Derxia, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, = Ochrobactrum, Pantoea,
Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia, Stenotrophomonas y Zoogloea y especies
como Azospirillum brasilense, Acetobacter diazotrophicus, Burkholderia
phytofirmans, Burkholderia cepacia, Burkholderia xenovorans, Pseudomonas putida,
Pantoea agglomerans, Bacillus amyloliquefaciens, Paenibacillus polimyxa y Bacillus
megaterium. En el presente estudio se identificaron microorganismos promotores
del crecimiento vegetal como las bacterias Alcaligenes faecalis subsp faecalis,
Bacillus megaterium, Enterobacter cloacae, Pantoea dispersa, Staphylococcus
sciuri, Enterobacter sp, Bacillus cereus; los hongos Trichoderma harzianum,
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Trichoderma longibrachiatum, Chaetomium brasiliense, Penicillium citrinum vy
Chaetomium aureum; y la levadura Candida orthopsilosis.

Por otra parte y como resultado de este estudio, se cuenta con varias especies y
géneros de bacterias Aeromonas hydrophila, Alcaligenes faecalis subsp faecalis,
Exiguobacterium profundum, Pantoea dispersa, Bacillus sp, Enterobacter sp,
Micrococcus sp; géneros y especies de hongos Aspergillus sp, Humicola sp,
Trichoderma harzianum, Trichoderma longibrachiatum, Penicillium citrinum vy la
levadura Candida orthopsilosis que actuan en produccion y biosintesis de enzimas
como lipasa, proteasa, celulasa, xilanasa, etc. Cabe sefalar que esta aportacion
industrial es parte del resultado de un proyecto de bioprospeccion microbiana de
mayor envergadura del cual se dividio el presente trabajo para su mejor desarrollo.

7.2 Publicaciones generales

Como resultado adicional de la presente investigacion hasta el dia de hoy se han
publicado 2 articulos y 1 articulo cientifico in fieri referidos a continuacion:

1. BIOPROSPECCION MICROBIANA PARA EL DESARROLLO DE
APLICACIONES AMBIENTALES, publicado en el 3er foro de Proyectos De
Investigacion, Desarrollo, Innovacion, Posgrado Y Extension de la
Universidad Nacional de Ingenieria (Rios-Guevara et al., 2018)

2. LA BIOPROSPECCION EN NICARAGUA: AVANCES EN LA BUSQUEDA
DE APLICACIONES AGRICOLAS, INDUSTRIALES Y AMBIENTALES,
publicado en la Revista Cientifica Nexo (Paramo-Aguilera et al., 2018).

3. BIOPROSPECCION MICROBIANA PARA EL DESARROLLO DE
APLICACIONES AMBIENTALES EN NICARAGUA (PRODUCCION DE
METANO, BIORREMEDIACION, etc), articulo en proceso de publicacion en
la Revista Congreso Universidad la cual es una publicaciéon cientifica
reconocida por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente de la
Republica de Cuba con ISSN-e 2306-918X e indexada en Latindex.
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VIIl.  CONCLUSIONES

La realizacion del presente trabajo y el analisis de los resultados alcanzados,
permiten llegar a las siguientes conclusiones considerando los objetivos que se
propusieron al inicio del mismo:

1. Conservando una representacion de los diferentes ecosistemas encontrados
en cada uno de los sitios muestreados (La Reserva Natural EI Chocoyero y
Rio Chiquito) y tomando en cuenta el grado de contaminacién de los mismos,
se tomaron 9 puntos de muestreo en la Reserva Natural El Chocoyero y 6
puntos en el Rio Chiquito.

2. Como resultado del proceso de aislamiento de microorganismos se obtuvo
44 cultivos puros procedentes de ambientes boscosos y poco intervenidos
por el hombre (Reserva Natural Chocoyero-El Brujo) y 60 cultivos puros de
sitios altamente contaminados (Rio Chiquito), para un total de 104 aislados
obtenidos en este proyecto.

3. La cantidad y los tipos de aislados obtenidos en cada sitio muestreado, esta
en relacion directa con el grado de contaminacion existente, los tipos de
contaminantes, los tipos de medios de cultivo empleados y de las
condiciones generales de trabajo de las que se dispuso para desarrollarlo.

4. Como producto de la aplicacion de métodos morfolégicos y moleculares al
presente proyecto, a la fecha se cuenta en el laboratorio de biotecnologia del
PIENSA-UNI:

v' Con un total de 104 aislados microbianos, de los cuales 73 son
aislados bacterianos que mediante las pruebas morfol6gicas
mostraron ser: 54 de forma bacilar (24 Gram positivos y 30 Gram
negativos) y 19 de forma cocal (7 Gram positivos y 12 Gram
negativos). Ademas, se cuenta con 29 aislados de hongos
filamentosos y 2 aislados de hongos levaduriformes.

v' Con 9 especies y 1 subespecie bacterianas diferentes y que estan
plenamente identificadas, ademas de 5 géneros bacterianos diferentes
y que son el resultado de lo identificado en este trabajo.

v. Con 7 especies fungicas diferentes y que estan plenamente
identificadas y 3 géneros de hongos diferentes como fruto de esta
investigacion.

5. Las especies bacterianas y fungicas plenamente identificadas pertenecen a:

v' Bacterianas: Alcaligenes faecalis subsp faecalis, Pantoea dispersa,
Aeromonas hydrophila, Exiguobacterium profundum, Bacillus
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megaterium, Staphylococcus sciuri, Pseudomonas mendocina,
Enterobacter cloacae (2), Bacillus flexus y Bacillus cereus.

v' Flngicas: Trichoderma harzianum, Trichoderma longibrachiatum,
Chaetomium brasiliense, Penicillium citrinum, Chaetomium aureum,
Candida orthopsilosis y Pichia kudriavzevii.

Los géneros bacterianos y fungicos identificados pertenecen a:

v' Bacterianos: Bacillus sp (3), Enterobacter sp (2), Erwinia sp,
Acinetobacter sp, Micrococcus sp.
v' Fangicos: Aspergillus sp, Humicola sp y Lenzites sp.

. Trabajos cientificos previamente desarrollados y que han sido documentados
en esta investigacion, confirman que los aislados obtenidos e identificados en
este trabajo, coinciden con los obtenidos por los mismos en condiciones y
ambientes similares.

Los resultados obtenidos de la identificacion molecular en la mayoria de los
casos, para bacterias confirma su identidad con un 97-100 % y para hongos
confirma su identidad con un 98-100% en comparacion con las secuencias
obtenidas del Genbank del NCBI. Lo anterior se traduce en un proceso de
identificacion de calidad.

Las aplicaciones biotecnolédgicas para los microorganismos identificados en
este trabajo que fueron obtenidas de bancos de datos internacionales, para
el ambiente, ademas de la industria sugieren lo siguiente:

v' Para la remocién de metales pesados como Cd, Pb, Zn, Cr, Cu, As, y
Hg del ambiente a través de biosorcion, biorremocion vy
biorremediacion se han identificado microorganismos como: Bacillus
cereus, Bacillus megaterium, Enterobacter cloacae, Pseudomonas
mendocina, Staphylococcus sciuri, Acinetobacter sp, Enterobacter sp,
Micrococcus sp, Penicillium citrinum, Chaetomium aureum, Lenzites
sp y Pichia kudriavzevii, que forman parte de la base identificada en
esta investigacion.

v' Para la biorremediacion de hidrocarburos y sus derivados se han
identificado por este medio, microorganismos como: Alcaligenes
faecalis subsp faecalis, Bacillus cereus, Exiguobacterium profundum,
Acinetobacter sp, Bacillus sp, Micrococcus sp, Trichoderma
longibrachiatum, Penicillium citrinum y Aspergillus sp y que forman
parte de las bases del PIENSA.

v' Para la degradacion de colorantes en aguas residuales mediante los
mecanismos de biosorcién, biodegradacion o biorremediacién se
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identificaron microorganismos como: Micrococcus sp, Candida
orthopsilosis y Pichia kudriavzevii.

v' Para la promocién del crecimiento vegetal y el biocontrol de plagas de
diversos cultivos o en sus cosechas se han registrado bioprocesos con
bacterias y hongos como: Alcaligenes faecalis subsp faecalis, Bacillus
megaterium, Enterobacter cloacae, Pantoea dispersa, Staphylococcus
sciuri, Enterobacter sp, Bacillus cereus, Trichoderma harzianum,
Trichoderma longibrachiatum, Chaetomium brasiliense, Penicillium
citrinum, Chaetomium aureum y Candida orthopsilosis. Los cuales hoy
son parte de la base del PIENSA.

v' Para las industrias de produccion y biosintesis de enzimas se
encontraron los siguientes microorganismos: Aeromonas hydrophila,
Alcaligenes faecalis subsp faecalis, Exiguobacterium profundum,
Pantoea dispersa, Bacillus sp, Enterobacter sp, Micrococcus sp,
Aspergillus sp, Humicola sp, Trichoderma harzianum, Trichoderma
longibrachiatum, Penicillium citrinum, Candida orthopsilosis, con los
cuales se puede contar en las bases del PIENSA.

10.Para finalizar, el desarrollo de estos trabajos en bioprospeccién microbiana
en la busqueda de microorganismos utiles para el desarrollo de bioprocesos
aplicables al ambiente, aport6 una gama de microorganismos plenamente
identificados (faltando aun un buen grupo por identificar) y que han sido
reportados en la literatura cientifica como utiles para el desarrollo de diversos
bioprocesos. Lo anterior, abre paso a la realizacion de diversas
investigaciones que podrian contribuir a la preservacion y cuidado del
ambiente por medio de la biotecnologia ambiental.

90



IX.

RECOMENDACIONES

Al llegar al final de este trabajo y habiéndose obtenido una buena cantidad de
resultados, nuevas puertas han sido abiertas para la continuidad de esta
investigacion y por ello surgen las siguientes recomendaciones:

1.

La elaboracion de futuros trabajos en materia de bioprospeccion, debera
contar con otros medios de cultivos ademas de los utilizados en este trabajo,
gue contengan otros tipos de nutrientes o composicion con el fin de aislar
otros microorganismos, que se desarrollan y crecen solé en esos medios.

Considerar los cambios de temperatura, de pH, y la presencia de luz al
trabajar con cepas fungicas ya que existen muchos hongos imperfectos a
como los llama la literatura, que no crecen ni esporulan en todo tipo de
condiciones y en el caso de las bacterias para poder obtener una mayor
variedad de microorganismos.

En cuanto a la conservaciéon de microorganismos, los aislados que se
obtengan de proyectos de bioprospeccién, lo mas recomendable es
preservarlos con métodos que permitan su subsistencia a largo plazo hasta
su aplicacion biotecnoldgica para asegurar su pureza y viabilidad.

Formular proyectos que permitan la obtencion de recursos y asi realizar una
futura (no muy lejana) identificacion de los aislados aun no identificados para
aumentar los recursos bioldgicos en el banco de microorganismos que se ha
establecido en este proyecto.

Promover la formulacién de proyectos que permitan la obtencién de recursos

econdémicos y asi facilitar el desarrollo de los bioprocesos documentados en
esta investigacion, aplicando las cepas microbianas autéctonas identificadas.
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XI. ANEXQOS

Anexo 1. Descripcion de la codificacion de microorganismo utilizada en el proyecto
de bioprospeccion microbiana para el desarrollo de aplicaciones ambientales.

o Letra mayuscula (C y R) para denotar el lugar donde se efectud el muestreo,
C: Reserva Ecoldgica El Chocoyero y R: Rio Chiquito.

o Numero romano (I, I, lll, 1V, V, VI, VII, VIIl y IX) para denotar el punto de
muestreo.
o Las letras en mayuscula para denotar el medio en el que fue inoculado la

primera muestra; A: Agar Nutritivo (AN), B: Agar Luria-Bertani (LB), C: Plate Count
Agar (PCA) y D: Agar Papa Dextrosa (PDA).

o Un guion (-) entre la letra que indica el medio de siembra y el nUmero de
aislado.
o Numero ordinario para denotar el nimero de aislado consecutivo en cada

punto, compuesto por dos cifras (Por €j.02).
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Anexo 2. Listado en tabla del cddigo de los cultivos puros aislados por técnicas de siembra en estrias y siembra por
placa vertida en los puntos de muestro de Reserva Natural EI Chocoyero.

Microorganismos aislados en Reserva Ecoldgica El Chocoyero

Roca Roca

Puntos de Aguade Suelo cubierta cubierta Roca con Trqnco de Aguade Suelo Trqnco de
) . arbol arbol
Muestreo cascada degradado con con biopelicula Cascada degradado
. . degradado degradado
biopelicula lama
CiC-01 CliD-01 CIllIA-01 ClvC-01 CVB-01 CVIIA-01 CVIlIC-01 CIXB-01
CIlIA-02 CIvC-02 CVC-02 CVIIC-02 CVIIID-02 CIXD-02
CIlIA-03 CIvC-03 CVvD-03 CVIIC-03 CVIIID-03 CIXD-03
CliB-04 CIvD-04 CVvD-04 CVIID-04 CIXD-04
ClIB-05 CIVD-05 CVD-05 CIXD-05
Coédigos CllIC-06 CIVD-06 CVD-06 CIXD-06
de los ClID-07  CIVD-07 CIXD-07
cultivos
puro CllID-08 CIXD-08
CllID-09 CIXD-09
CIXD-10
CIXD-11
CIXD-12
CIXD-13

Fuente: Propia
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Anexo 3. Listado en tabla del cédigo de los cultivos puros aislados por técnicas de siembra en estrias y siembra por
placa vertida en los puntos de muestro de Rio Chiquito.

Microorganismos aisladas en Rio Chiquito

Punto de Aguaresidual de  Aguaresidual de  Aguaresidual de  Aguaresidual Aguaresidual Agua de pilas
muestreo uso domeéstico uso doméstico uso doméstico de tenerias de tenerias sépticas
RIB-01 RIIB-01 RIIIB-01 RIVB-01 RVB-01 RVID-01
RIB-02 RIIB-02 RIIIB-02 RIVB-02 RVA-02 RVIB-02
RIB-03 RIIB-03 RIIIC-03 RIVB-03 RVD-03 RVIB-03
RIB-04 RIIB-04 RIIIB-04 RIVB-04 RVB-04 RVIC-04
RID-05 RIIB-05 RIIIB-05 RIVB-05 RVB-05 RVID-05
RID-06 RIIB-06 RIIIB-06 RIVB-06 RVD-06 RVID-06
Cédigos de los RIIB-07 RIIIC-07 RIVB-07 RVD-07 RVID-07
cultivos puro RIIB-08 RIIID-08 RIVB-08 RVA-08
RIIA-09 RIIID-09 RIVB-09 RVD-09
RIIC-10 RIVB-10 RVD-10
RIIA-11 RIVB-11 RVD-11
RIIC-12 RIVB-12
RIIB-13 RIVB-13
RIVB-14

Fuente: Propia
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Anexo 4. Se muestra la morfologia macroscopica de bacterias en placa Petri y su
respectiva morfologia microscopica en tincion de Gram observada a objetivo 100x,
obtenidas de Reserva Natural EI Chocoyero. Al-All: CIIIA-01, Alll-AlV: CIIIA-03, BI-
BII: CllIB-05, BllI-BIV: CIVC-01, CI-ClI: CIVC-02, CIII-CIV: CIVD-04, DI-DIl: CVC-02,

DIlI-DIV: CVD-03, EI-Ell: CVIIA-01, EIllI-EIV: CVIIC-02, FI-FIl: CVIIIC-01, FlI-FIV:
CIXB-01 (Fuente: propia).
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Anexo 5. Se muestra la morfologia macroscopica de bacterias en placa Petri y su
respectiva morfologia microscopica en tincion de Gram observada a objetivo 100x,
obtenidas de Rio Chiquito. Al-All: RIIB-01, Alll-AlV: RIIIB-01, BI-BlI: RIIIB-02, BllI-
BIV: RIVB-01, CI-CIl: RIVB-02, CllI-CIV: RIVB-03, DI-DII: RIVB-04, DIII-DIV: RIVB-
05, EI-Ell: RIVB-07, ElI-EIV: RIVB-09, FI-FIl: RVB-01, FllI-FIV: RIIB-02 (Fuente:
propia).
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Anexo 6. Se muestra la morfologia macroscopica de bacterias en placa Petri y su
respectiva morfologia microscopica en tincion de Gram observada a objetivo 100x,
obtenidas de Rio Chiquito. Al-All: RIIIC-03, Alll-AlIV: RVA-02, BI-BIl: RIIA-09, BllI-
BIV: RIIC-10, CI-Cll: RIIC-07, CIII-CIV: RVIC-04, DI-DIl: RVID-05, DIII-DIV: RVD-
06, EI-Ell: RVvD-07, EllI-EIV: RVA-08 (Fuente propia).
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Anexo 7. Se muestra la morfologia macroscopica de bacterias en placa Petri y su
respectiva morfologia microscopica en tincion de Gram observada a objetivo 100x,
obtenidas de Rio Chiquito. Al-All: RIIA-11, Alll-AIV: RIIC-12, BI-BII: RIIB-13, Blll-
BIV: RIB-01, CI-CIl: RIB-02, CIII-CIV: RIB-03, DI-DII: RIB-04, DIlI-DIV: RIIB-03, EI-
Ell: RIIB-05, ENlI-EIV: RIIB-06, FI-FII: RIIIB-04, FIII-FIV: RIIIB-05 (Fuente: propia).
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Anexo 8. Se muestra la morfologia macroscopica de bacterias en placa Petri y su
respectiva morfologia microscopica en tincion de Gram observada a objetivo 100x,
obtenidas de Rio Chiquito. Al-All: RIIB-08, Alll-AlV: RIIIB-06, BI-BIl: RIVB10, Blll-
BIV: RIVB12, CI-Cll: RIVB-13, CIlI-CIV: RIVB-14, DI-DIl: RVIB-02, DIII-DIV: RVIB-
03 (Fuente: propia).
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Anexo 9. Tabla de Caracterizacibon macroscopicas y microscopicas de bacterias aisladas de Reserva Natural El

Chocoyero.
Caracteristicas Morfolégicas de Bacterias
Codi Observacién Macroscépica Observacién Microscépica
0aigo L . S
Apariencia de la colonia Resultado de Tincion Gram
Muestra llI; Biopelicula adherida a una roca
CIlIA-01 colonia pequefia, color amarillo bajo, puntiforme, elevada, lisa, borde entero, himeda Bacilos Gram negativos muy
y brillante. pequefios de anchura mediana.
CllIA-03 Colonia pequefia, color crema traslucida, puntiforme, elevada, lisa, borde entero, Bacilos Gram negativos delgados y
hameda vy brillante pequefios.
CllIB-05 Colonia grande, cremosa, borde irregular, color crema, plana, rugosa, borde entero y Bacilos Gram positivos medianos y
opaca de anchura media que forman
cadenas largas.
Muestra IV: Lama o pelicula microbiana adherida a una piedra
CIvC-01 Colonias grandes, de consistencia seca, rugosa, borde entero, forma irregular, color Bacilos Gram positivos medianos y
crema, plana, opaca. de anchura media que forman
cadenas largas.
CIVC-02 Colonias grandes, consistencia seca, rugosa, borde entero, forma irregular, color Bacilos Gram positivos medianos y
crema, plana, opaca. anchos que forman cadenas largas.
CIVD-04 Colonia pequeria, puntiforme, color crema, cremosa, umbonada, borde erosionado, Cocos Gram negativos pequefios.
traslucida, cremosa y brillante.
Muestra V: Biopelicula blanca y verdosa adherida a una roca
CVvC-02 Colonia grande, cremosa, borde irregular, color crema, plana, rugosa, borde entero y Bacilos Gram positivos medianos y
opaca delgados que forman cadenas
largas.
CVvD-03 Colonia pequefia, puntiforme, color amarillo, traslucida, elevada, lisa, mucoide, borde Cocobacilos Gram negativos
entero y brillante. pequefios que se asocian en
racimos.
Muestra VII: Agua de cascada del brujo
CVIIA-01 amarillo oscuro, traslucida, colonia mediana, elevada, forma irregular, entero, brillante Bacilos Gram negativos delgados y

y crece en abundancia, humeda.

alargados.
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Continuacién Anexo 9

CVIIC-02

Cvilic-01

CIXB-01

Colonia pequefia, puntiforme, elevada, color blanco traslucida, entero, cremosa,
brillante.

Muestra VIII: Suelo degradado

Colonias grandes, de consistencia seca, rugosa, borde entero, forma irregular, color
crema, plana, opaca.

Muestra IX: Tronco de arbol degradado

Colonia grande, color crema, seca, plana, filamentosa, se extiende en gran parte de
la placa y es opaca.

Bacilos Gram negativos muy
chiquitos que se asocian en grupos.

Bacilos Gram positivos largos y
anchos que forman cadenas no tan
largas.

Bacilos Gram positivos largos,
delgados y que tienden a formar
cadenas largas.

Fuente: propia
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Anexo 10. Tabla de Caracterizacion macroscopicas y microscopicas de bacterias aisladas de Rio Chiquito.

Caracteristicas Morfologicas de Bacterias

Observacidon Macroscopica

Observacion Microscopica

Codigo . . L
Apariencia de la colonia Resultado de Tincion Gram
Muestra |: Agua residual de uso doméstico
RIB-01 Color amarillo, traslucida, brillante, se riega por toda la placa, mucoide, rugosa. Cocobacilos Gram negativos
pequefios que se tienden a
agruparse.
RIB-02 Colonia pequefia, color amarillo naranja, himeda, borde entero, lisa, elevada y Cocos Gram negativos bien
puntiforme. definidos
RIB-03 Colonia mediana, color crema, traslucida, brillante, seca, rugosa, plana, forma Bacilos Gram negativos delgados y
irregular y borde erosionado. de longitud mediana
RIB-04 Colonia mediana, color crema, traslucida, brillante, seca, rugosa, plana, forma Bacilos Gram negativos delgados y
irregular y borde erosionado. largos que forman cadenas largas.
Muestra Il: Agua residual de uso doméstico
RIIB-01 Tamarfo mediano, color crema, circular, convexa, lisa, borde entero, consistencia Bacilos Gram positivos, delgados y
cremosa y opaca. largos que tienden a formar
grandes cadenas.
RIIB-02 Colonia pequefia, color crema, puntiforme, elevada, traslucida, brillante, lisa, borde Cocobacilos Gram negativos que
entero y dura. tienden a agruparse.
RIIB-03 Colonia pequefia, color crema, humeda, borde entero, lisa, elevada, puntiforme, Cocos Gram negativos dispersos.
traslucida y brillante.
RIIB-05 Colonia pequefia, color crema, humeda, borde entero, lisa, elevada, puntiforme, Cocos Gram positivos dispersos
traslucida y brillante.
RIIB-06 Colonia pequefia, color crema, himeda, borde entero, lisa, elevada, puntiforme, Cocos Gram negativos bien
traslucida y brillante. definidos que se asocian en
racimos.
RIIB-08 Colonia mediana, color crema, traslucida, brillante, seca, rugosa, plana, forma Bacilos Gram negativos medianos.
irregular y borde erosionado.
RIIA-09 Colonia grande, cremosa, borde irregular, color crema, plana, rugosa, borde enteroy Bacilos Gram positivos, largos y
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Continuacién Anexo 10

RIIC-10

RIIA-11

RIIC-12

RIIB-13

RIIIB-01

RIIIB-02

RIIC-03

RIIB-04

RIIIB-05

RIIIB-06

RIC-07

RIVB-01

RIVB-02

opaca

Colonia mediana, color crema, brillante, cremosa, lisa, borde entero, elevada y
hameda.

Colonias grandes, consistencia seca, rugosa, borde entero, forma irregular, color
crema, plana, opaca.

Colonia mediana, color crema, traslucida, brillante, seca, rugosa, plana, forma
irregular y borde erosionado.

Colonia pequenia, color crema, brillante, convexa, borde entero, lisa, himeda y forma
circular.

Muestra Ill: Agua residual de uso domeéstico

Colonia pequefia, color crema, traslucida, brillante, forma circular, himeda, borde
entero, lisa y elevada.

Colonia grande, color crema con borde traslucido entero, elevada, viscosa, lisa,
circular y brillante.

Colonia mediana, color crema, traslucida, brillante, himeda, lisa, elevada, circular y
borde entero.

Colonias grandes, color amarillo intenso, mucoide, lisa, borde entero, forma irregular,
elevada vy brillante.

Colonia mediana, color crema, traslucida, brillante, hUmeda, lisa, convexa, circular y
borde entero.

Colonia pequeifia, amarillo tenue, traslucida, brillante, elevada, circular, borde entero,
lisa y mucoide.

Colonia pequefa, color crema, brillante, pulvinada, borde entero, lisa, viscosa,
circular y traslucida.

Muestra IV: Agua residual de tenerias

Colonias muy pequeiias, color crema, puntiforme, traslucida, plana, seca, lisa, borde
entero y brillante.

Colonia pequefia, color crema, traslucida, brillante, elevada, circular, borde entero,

delgados que forman cadenas
grandes.

Cocos Gram positivos pequefios
que tienden a formar diplococos.

Bacilos Gram positivos medianos y
delgados que forman cadenas
largas.

Bacilos Gram negativos medianos.

Bacilos Gram negativos pequefios y
anchos que se asocian en grupos.

Cocobacilos Gram positivos
pequefios.

Cocobacilos Gram positivos
pequefios y dispersos.

Cocobacilos Gram negativos
pequefios.

Bacilos Gram  positivos muy
pequefios y delgados.

Cocos Gram negativos muy
pequefios que se asocian en
racimos.

Bacilos Gram positivos largos y
delgados.

Cocos Gram  positivos  muy
pequefios que se asocian en
racimos.

Cocobacilos Gram positivos
pequefios.

Bacilos Gram negativos delgados y
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Continuacién Anexo 10

RIVB-03

RIVB-04

RIVB-05

RIVB-07

RIVB-09

RIVB-10

RIVB-12

RIVB-13

RIVB-14

RVB-01

RVA-02

RVD-06

RVD-07

RVA-08

lisa y mucoide.

Colonia mediana, color crema, brillante, cremosa, borde entero, lisa, convexa, forma
circular.

Colonia mediana, color crema, brillante, traslucida, borde entero, lisa, elevada,
circular y himeda.

Colonia mediana, color crema, traslucida, brillante, borde entero, lisa, semiconvexa,
mucoide vy circular.

Colonia pequefia, amarilla, traslucida, brillante, borde entero, rugosa, elevada,
puntiforme y mucoide.

Color crema, colonia pequefa, traslucida, lisa, convexa, borde entero, mucoide,
circular y brillante.

Colonia mediana, color crema, borde entero, lisa, semiconvexa, circular, viscosa,
traslucida y brillante.

Colonias pequefias, color crema, brillante, traslucida, puntiforme, borde entero, lisa,
elevada y seca.

Color amarillo intenso, borde irregular, elevada, rugosa, mucoide, brillante y
traslucida.

Colonia pequefia, color amarillo, traslucida, brillante, borde entero, lisa, circular,
mucoide y convexa.

Muestra V: Agua residual de tenerias

Colonia pequefia, color crema, traslucida, cremosa, viscosa, brillante, plana, circular,
borde lobulado v lisa.

Colonia pequefia, color crema, traslucida, brillante, puntiforme, elevada, borde
entero, lisa y mucoide.

Colonia pequefa, color crema, traslucida, brillante, circular, elevada, borde entero,
lisa, mucoide.

Colonia pequefia, color amarillo, brillante, rugosa, puntiforme, elevada, borde entero,
mucoide.

Colonia grande, cremosa, borde irregular, color crema, plana, rugosa, borde entero y
opaca

de longitud corta.

Cocos Gram negativos bien
definidos.

Cocos Gram negativos que se
agrupan en diplococos.

Cocos Gram negativos bien
definidos.

Cocobacilos Gram negativos.

Bacilos Gram negativos medianos y
delgados.

Cocobacilos Gram positivos muy
pequefios.

Cocos Gram negativos bien
definidos que se agrupan en
racimos.

Bacilos Gram negativos largos,
delgados vy rectos.

Bacilos Gram positivos pequefios y
delgados.

Cocos Gram negativos bien
definidos.

Bacilos Gram positivos, largos y
delgados.

Bacilos Gram positivos medianos y
delgados que forman cadenas.

Cocos Gram negativos pequefios.

Bacilos Gram positivos anchos y de
longitud mediana.
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Continuacién Anexo 10

RVIB-02

RVIB-03

RVIC-04

RVID-05

Muestra VI: Agua contaminada de tenerias, uso doméstico y pilas sépticas

Colonia pequefia, color amarillo naranja, himeda, borde entero, lisa, elevada y Cocos Gram  positivos  bien

puntiforme.

Colonia pequefia, color crema, traslucida, brillante, borde entero, lisa, convexa,
hameda y circular.

Colonia mediana, amarillo, traslucida, brillante, borde entero, lisa, convexa, mucoide
y borde circular.

Colonia pequefia, color crema, brillante, traslucida, forma circular, borde entero, lisa,
elevada y himeda.

definidos que se agrupan en
racimos.

Cocos Gram negativos bien
definidos.

Bacilos Gram negativos muy
pequefios.

Cocos Gram  positivos  muy
pequefios que se asocian en
racimos.

Fuente: propia
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Anexo 11. Tabla de caracterizacion macroscépica y microscopica de los cultivos puros de hongos filamentosos
aislados de Reserva Natural EI Chocoyero.

Caracteristicas morfologicas de Hongos Filamentosos

Observacién macroscopica

Observacién
microscoépica

Codigo Color delacolonia
Apariencia del micelio Forma de esporas
Anverso Reverso
CliD-01  Blanco con superficie Crema con centro mas Colonia lanosa, forma filamentosa, Forma ovaladay rugosa
negra oscuro. elevada, sin margen, superficie con
surcos radiados, crecimiento invasivo en
toda la placa y consistencia blanda.
CllID-08 Blanco Crema y contornos mas Colonia algodonosa, forma circular, plana, Forma redonda, lisa vy
claros extendida, margen desflecado, superficie contorno fino
plegada en el centro, crecimiento limitado
a los puntos de siembra y consistencia
blanda.
CIVD-06 Verde Crema con centro mas Colonia pulverulenta, forma irregular, elevada, Forma redonda y lisa
oscuro extendida, margen rizoide, superficie
cerebriforme, crecimiento no solo en los
puntos de siembra y consistencia seca.
CIVD-07 Blanco con verde Crema Colonia algodonosa, forma circular, Septadas y fusiforme con
musgo. elevada, extendida, sin margen, bordes finos.
crecimiento invasivo en la superficie del
medio y consistencia blanda.
CVD-04 Café y bordes crema Crema Colonia polvosa, forma filamentosa, Globosas de color café y
elevada, extendida, margen deflecado, contorno grueso.
superficie cerebriforme, crecimiento no
solo en los puntos de siembra vy
consistencia blanda.
CVIIID-03 Marrén  pélido con Café claro con Colonia pulverulenta, forma irregular, Redonda y contorno grueso
borde amarillo pigmentacién amarillenta elevada con surcos radiados, margen
fluorescente. difusible en el medio. lobulado, crecimiento no solo en los
puntos de siembra y consistencia blanca.

CIXD-04 Negra-verdosas con Crema con centro mas Colonia pulverulenta, forma filamentosa, Globosas de color café,
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Continuacién Anexo 11

CIXD-05

CIXD-07

CIXD-08

CIXD-09

CIXD-10

CIXD-13

contorno blanco.

Amarilla con blanco y
gris.

Verde oscuro con
blanco
Verde oscuro con
blanco
Marron  palido  con
borde amarillo

fluorescente.

Marrén
borde
fluorescente.

palido con
amarillo

Amarilla con blanco y
gris.

oscuro.

Gris oscuro

Crema con puntos
negros

Pigmentacién  amarilla

difusible en el medio

Café claro con
pigmentacion amarillenta
difusible en el medio.

Café claro con
pigmentacion amarillenta
difusible en el medio

Gris oscuro

elevada, extendida, margen deflecado,
superficie cerebriforme, crecimiento no
solo en los puntos de siembra vy
consistencia blanda.

Colonia vellosa, forma circular,
umbilicada, extendida, margen entero,
crecimiento no solo en los puntos de
siembra, superficie  desflecada vy
consistencia dura.

Colonia aterciopelada, forma circular,
plana, extendida, sin margen,
crecimiento invasivo en la superficie del
medio y consistencia seca y mucoide.

Colonia aterciopelada, forma circular,
plana, extendida, sin margen,
crecimiento invasivo en la superficie del
medio y consistencia seca y mucoide.

Colonia pulverulenta, forma irregular,
elevada con surcos radiados, margen
lobulado, crecimiento no solo en los
puntos de siembra y consistencia blanca.

Colonia pulverulenta, forma irregular,
elevada con surcos radiados, margen
lobulado, crecimiento no solo en los
puntos de siembra y consistencia blanca.

Colonia vellosa, forma circular,
umbilicada, extendida, margen entero,
crecimiento no solo en los puntos de
siembra, superficie desflecada vy
consistencia dura.

ornamentados con espinas
o pelitos irregulares.

No se observo esporas

Forma ovalada y lisa.

Forma ovalada y lisa

Forma redonda y contorno
grueso

Forma redonda y contorno
grueso

Redonda de color café y
lisas.

Fuente: propia
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Anexo 12. Se muestra el crecimiento en placa de hongos filamentosos en medio
PDA y su observacion de esporas al microscopio con un objetivo de 50x,
representacion de 13 hongos filamentosos de un total 21 obtenidos en Reserva
Natural EI Chocoyero. Al-All: CIID-01, Alll-AIV: CIlID-08, BI-BIl: CIVD-06, BIlI-BIV:
CIVvD-07, CI-Cll: CVvD-04, CIII-CIV: CVIIID-03, DI-DII: CIXD-04, DIII-DIV: CIXD-05,
EI-Ell: CIXD-07, EllI-EIV: CIXD-08, FI-FII: CIXD-09, FllI-FIV: CIXD-10, GI-GlI: CIXD-
13 (Fuente: propia).
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Anexo 13. Tabla de caracterizacion macroscépica y microscopica de los cultivos puros de hongos filamentosos
aislados de Rio Chiquito.

Cédigo

Caracteristicas morfologicas de Hongos Filamentosos

Observacién macroscopica

Color delacolonia

Anverso Reverso

Apariencia del micelio

Observacién
microscoépica

Forma de esporas

RID-05

RID-06

RIIID-08

RIIID-09

RVD-09

Blanco con superficie Crema con centro mas
negra 0SCUro.

Negra, contorno crema y Crema con centro mas

fondo verde fluorescente.  oscuro.

Verde-amarillo Crema

Negra, contorno crema y Crema con centro mas
fondo verde fluorescente oscuro.

Plomo Plomo con centros cremas

Colonia lanosa, forma filamentosa,
elevada, sin margen, superficie con
surcos radiados, crecimiento invasivo
en toda la placa y consistencia
blanda.

Colonia pulverulenta, forma
filamentosa, elevada, extendida,
margen deflecado, superficie

cerebriforme, crecimiento no solo en
los puntos de siembra y consistencia
blanda.

Colonia pulverulenta, forma circular,
plana y extendida, con surcos
radiados, margen rizoide, crecimiento
no solo en los puntos de siembra y
consistencia blanda.

Colonia pulverulenta, forma
filamentosa, elevada, extendida,
margen deflecado, superficie

cerebriforme, crecimiento no solo en
los puntos de siembra y consistencia
blanda.

Colonia polvosa , forma irregular,
plana, extendida, margen lobulado,
superficie plegada crecimiento no
solo en los puntos de siembra y
consistencia blanda.

Forma ovalada y rugosa

Forma redonda, con
pelitos y contorno grueso

Ovalada y Septadas con
un fondo fluorescente y
de paredes gruesas.

Forma redonda, con
pelitos y contorno grueso

Forma redonda, lisa y
contorno fino
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Continuacién Anexo 13

RVD-10

RVD-11

RVID-06

Plomo

Plomo con centros cremas

Verde claro con bordes Amarillo claro

blancos

Verde claro

Crema

Colonia pulverulenta, forma irregular,
plana y extendida, margen lobulado,
superficie plegada crecimiento no
solo en los puntos de siembra y
consistencia blanda.

Colonia pulverulenta, forma circular,
plana y extendida, con surcos
radiados, crecimiento no solo en los
puntos de  siembra, margen
filamentoso y de consistencia blanda.

Colonia pulverulenta, forma circular,
plana y extendida, crecimiento
invasivo, sin margen, y consistencia
blanda.

Redondas, lisa y
contorno fino

Elipsoide y Septadas con
un fondo fluorescente y
de pared gruesa.

Ovalada y Septadas con
un fondo fluorescente y
de paredes gruesas.

Fuente: propia
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Anexo 14. Se muestra el crecimiento en placa de hongos filamentosos en medio
PDA y su observacion de esporas al microscopio con un objetivo de 50x,
representacion de 8 hongos filamentosos de un total 8 obtenidos en Rio Chiquito.
Al-All: RID-05, Alll-AlV: RID-06, BI-BIl: RIIID-08, BIII-BIV: RIIID-09, CI-CIl: RVD-09,
CllI-CIV: RVD-11, DI-DII: RVID-06, DIII-DIV: RVD-10 (Fuente: propia).
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Anexo 15. Secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA de bacterias
identificadas via molecular.

>D_27F: Secuencia 1. Cepa CVIID-04 (Alcaligenes faecalis subsp faecalis)
CGGGCGCAGAGAGTAAGAGTCTATTGCTCTCTATTTTAGTAAGGGAAGTACGTAAGTCGATCGG
CACGCAGTAGACAGCTTGCTCTCTTGGCGGCGAGGGGGGTAAGGGAGAAGTATATATCGGAAC
GTGCCCAGTAGCGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTGGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGG
AAAGGGGGGGATCGCAAGACCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTG
GGGTAAAGGCTCACCAAGGCAACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAA
CCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGTATGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTTGGCAGAG
AAGAAAAGGTATCCCCTAATACGGGATACTGCTGACGGTATCTGCCGAATAAGCACCGGCTAAC
TACGTGCCATCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGTGTGTAGGCGGGTTCGGAAAGAAAGATGTAAAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCGT
TTTTAACTGCCCGAGCTAGAGTATGTCACAGGGGGTAGAATTCCCCATGTAGCAGTGACATGCG
TAATGTGTGGAGGAATACCGGTAGGCAAACGCAGCTCCCTCCGAAAATATTGAGTCTTAAAACA
CAA

>C1_27F: Secuencia 2. Cepa RIVB-08 (Pseudomonas mendocina)
GGAAATGGGGGCGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCCTGATTTAGCG
GCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCCGAAAGGAAC
GCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATG
AGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGT
CTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCT
TCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGT
TACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGA
ATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACC
TGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAAC
GCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTG
ACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCAT
GGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCCGTAACGAAGCGCAACCC
TTGGTTCCTTAGTTACCAGCACCCTCGGGGTGGGCACTCTTAAGGAAACTGGCGGTGGACAAAC
CCGAAGGAAAGGGGGGGGAAGAAAGTCCAAGTCCTTCATGGCCCTTACAAGGGCCAGGGGTTA
ACCACCGTGGCTACCAAAGGGTCGGGGACAAAAGGGGTTGCCCAAGCCCCCCGAGGGGGGGA
GCTTAATCCCCCTAAAAAACCCGAATGTTAATTTCCGGGAATCCAAAATTTGGGAAATTCCAA

>C2_27F: Secuencia 3. Cepa RVB-04 (Enterobacter cloacae)
ACACATGCAGTCGACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGA
GTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCAT
AACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGA
TTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA
GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAG
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
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GTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGT
CGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGA
GAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCC
AGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGAC

>C3_27F: Secuencia 4. Cepa RIVB-11 (Bacillus flexus)
TTTTTGGGGCCAAAAATGCAGTCGAGCGAACTGGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGA
GCTAATACCGGATAACATTTTCTCTTGCATAAGAGAAAATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTA
CAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCAT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAT
GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGA
AAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGC
TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAATGTTGGGGTTAAGTCCCCGCAAC
GAAGCGCAACCCTTGGATCTTAGTTGGCCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTCCTAAAGGTGACTG
CCGGTGA

>C4_27F: Secuencia 5. Cepa RIIB-04 (Acinetobacter sp)
GGGAATTTGGGGGCGGCTTACACATGCAGTCGAGCGGGGAAGGTTACCTTCGGGTAACTGACC
TAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATTCCGAAAG
GAATGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATA
GATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAG
CGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGA
AGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTCCTTTAGTTAATACCTAAAGAGAG
TGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGG
GTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGATGT
GAAATCCCTGAGCTTAACTTAGGAATTGCATTCGATACTGGAAAGCTAGAGTATGGGAGAGGAT
GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGC
AGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCA
GCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCCGAAGAACCTTACCT
GGGCCTTGACATACTAAGGAACTTTCCAGAGAATGGATTGGTGGCCTTCGGGAACTTAGAATAC
AGGTGCTGCATGGGCTGTCGTCAGCCTCCGTGTCGTGGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCCGCAA
CCGAGCGCAACCCCTTTTTCCTTAATTTGCCAAGCGGGTTCATGCCCGGGAACTTTAAGGATAA
CCTGCCAGTGGACAAACTTGGGAAGGAAGGGGGGGGGAACGAACGTTCCAGTTCTTTCCAGGG
GCCCTTTACGGGCCAGGGGGTTAACACCCGTGGCTTACAAAGGGGTCGGGTAAAAAAGGGGTT
GGCTACCCCCCCCGGAAAGGGAAGGCTTAATTCCCCAAAAAAAAAGC

>C5_27F: Secuencia 6. Cepa RIIB-07 (Bacillus cereus)

TTGTTGGGCCTGCCTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGC
GGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG
GGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCA
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CTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCT
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTC
TGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGA
AGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGT
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCCTGTCCTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCCCAACA
AGCGCAACCCTTGATCTTATTTGCCATCATTAAATTGGGCCCCCTAAGGGGACTGCCGGTGACA
AACCCCAGGAAAGGGGGGGAGGAAGGCCAATAATCATGGCCCCTTTTAACCGGGGGTAAAACC
CTGGTTCAATGGGAGGGGCCAAAAAATGTCAAAACCCCCAGGGGGAGGTAATTTTTTAAAAACC
GTTTTCCCTTTCCCAATTGAGG

>C6_27F: Secuencia 7. Cepa CIXD-03 (Pantoea dispersa)
GTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACG
GTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACACCATCGG
ATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCT
GGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGG
CCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTTGCCGATTG
ACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTG
CAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAA
ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG
TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGA
GCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG
GCCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGC
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG

>C7_27F: Secuencia 8. Cepa CllIB-04 (Bacillus sp)
AGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGAC
TGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATT
GAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG
ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCC

>C8_27F: Secuencia 9. Cepa CIIIC-06 (Bacillus sp)

GCGGCGGACGGGTTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAA
CCGGGGCTAATACCGGATAACATTCTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCT
GTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAC
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GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAG
CTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCA
GAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTT
TAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTC

>C9_27F: Secuencia 10. Cepa CVIIC-03 (Aeromonas hydrophila)
TGCAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGA
GTAATGCCTGGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCAT
ACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGG
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA
GCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGA
CTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATC
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGA

>C10_27F: Secuencia 11. Cepa CIXD-02 (Erwinia sp)
TGCAGTCGAACGGCAGCACAGAAGAGCTTGCTCTTTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAAC
GTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACACCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA
GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTA
CTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTTGCCGATTGACGTTACCCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCT
GGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACT
GACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCG
ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCG

>C11 27F: Secuencia 12. Cepa CVB-01 (Bacillus sp)

ATGCAGTCGAGCGAATGGATTGGAGAGCTTGCTCTCATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATA
ACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCG
CGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGG
GTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTA
CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCA
CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT
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TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTG
GTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCCTGTCCTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCT
TAGTTGCCATC

>C17_27F: Secuencia 13. Cepa CIC-01 (Exiguobacterium profundum)
ACGGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAAAGAACCTGCCCATAGGTCTGGGATA
ACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGTGTCATCGGACCGCATGGTCCGCTGATGAAAGG
CGCTCCGGCGTCGCCCATGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCCA
CCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGC
AACGCCGCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGC
CGCAGGCAATGGCGGCACCTTGACGGTACCTTGCGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGG
CGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGA
GGCTTGAGTATAGGAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGG

>C18_27F: Secuencia 14. Cepa CIllIA-01 (Bacillus megaterium)
CTATACATGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGG
ATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCC
CGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGT
ACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTT
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCA

>C19 _27F: Secuencia 15. Cepa RVD-03 (Enterobacter sp)
TGCAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAAT
GTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGT
CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGC
TAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT
TCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGG
GAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGA
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGAC
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CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGTCCAGCG
GTCCGGCCGGG

>C21 27F: Secuencia 16. Cepa RVB-05 (Enterobacter sp)
TGCAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAAT
GTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGT
CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGC
TAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT
TCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGG
GAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGA
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGG
TTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGGCCCTTACGA

>C22_27F: Secuencia 17. Cepa RVID-01 (Enterobacter cloacae)
GGAAAATGGGGGGCCGCTACACATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCT
GACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGG
AAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCC
ATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGA
AGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGC
TCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGA
TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAG
GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAA
GGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTT
CCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAA
ACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAATCCAATTTTTTCTTGGGGCCTTTTTAAACAAGGGGGG
AA

>C23_27F: Secuencia 18. Cepa CIVC-03 (Staphylococcus sciuri)
GCAGTCGAGCGAACAGATGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATAT
TTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGCC
GTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTA
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AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTTAGTAACTGAACAAGTCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAA
CCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTG
TAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTT
GACCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTT
GCCATCATTAAGTTGGGGCACTCTAGGTTGACTGGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG

>C24_27F: Secuencia 19. Cepa RIVB-06 (Micrococcus sp)
GCAGTCGACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGA
GTAACCTGCCCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGCCT
ACCGCATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTT
GGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGG
CGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCA
GTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCG
GTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGA
CTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAG
GAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGA
CCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTC
CCCTTTGGGGGCGGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCACCGTCATGGTGGGGGAC
TCATGGGGAGACTGCCGGG
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Anexo 16. Arbol filogenético de bacterias se infirié utilizando el método del vecino
mas cercano. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de rama =
2.23365539. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
probabilidad maxima compuesta y estan en las unidades del numero de
sustituciones de bases por sitio. El andlisis involucr6é 111 secuencias de nucleotidos.
Todas las posiciones que contienen vacios y datos faltantes fueron eliminadas.
Hubo un total de 626 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis
evolutivos se realizaron en MEGAY. El codigo de acceso al GenBank se especifica
al inicio del nombre del microorganismo y las secuencias en estudios se marcan con
una vifieta de color rojo (Fuente: propia).

(33) KY 5242821 Enterobacter cloacas

(34) KTEE2083.1 Entembacter ludwigii

(d2) HMTEEEEZ 1 Enterobacter cloacae

(31) HAG92808. 1 Enterobacter sp

(3A0) EF025343.1 Enterobacter sp.

w(28) C21 27F

{28) HA2360E8E. 1 Fantoea agglomerans

{271 KMEBEEERE 1 Enterobacter sp.

{28) K¥384230.1 Entercbacter sp.

{281 LTETE430. 1 Entercbacter cloacas

{24) MHZ244320 1 Enterobacter ludwagsi

(23} C18 27F

{101 EU2801368.1 Enterobacter sp.

{81 GL1EETER. 1 Enterobacter sp.

{8) HMTEEETE. 1 Enterobacter cloacas

(7 C2 27F

wi(35) C22 27F

{38) MF1796874.1 Eschenchia cali

(A7) K.J4TT004.1 Eschenchis coli

(32) KM477001.1 Eschenchia caoli

(30 K.303368.1 Cronobacier sakazaks

(407 KJ203260. 1 Croncbactier sakazaks
w(52) C5 27F

{341 MHEDESTZ 1 Pantoea dispersa

{3481 MHER14E7 1 Pantoea dispersa

{58) K¥814158.1 Gammaproteckbacteria

{57) KIL8B30084.1 Pantosa sp.

{58) KT427017.1 Erwinia sp.

wI(TT) C10 27F

(781 KY'548033.1 Gammaprotecbacteria

(7H) MEIE2T40.1 Ervania sp.

(307 MF£30333.1 Fantoea sp.

(81) KR235453.1 Pantoes dispersa

(82) KR235447.1 Pantoes dispersa
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75) MFOT9290.1 Agromonas hydrophila

76) AB472954 1 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila

74) MH507180.1 Agromonas hydrophila

73) MFE6280T .1 Agromonas hydrophila

15 (72) MF662808.1 Aeromonas hydrophila

(71} C9 27F

§2) KJ563248.1 Pseudomonas mendocing

93) KCT77292 1 Pseudomonas sp

90) MF4T70189.1 Pseudomonas pseudoalcaligenas

84) JN544146.1 Pseudomonas mendocina

91) KP324955 1 Pseudomonas mendocing

¥(89) C1 27F

137 —————{102) MGAB5685.1 Acinetobacter johnsoni
103) MG2311682.1 Acinetabacter schindleri
104) MG231172 1 Acinetabacter schindleri
106) KC252922 1 Acinetobacter sp.

118 ¥(101) C4 27F

117—{105) KUBE1041.1 Acinetabacter sp.
—{3) MF510843 1 Alcaligenes fascalis
{4) KY9682811.1 Alcaligenes faecalis
5) FJ999731.1 Alcaliganes sp

—{6) KU169282 1 Alcaligenes sp

13 ¥{10o

12 {7) GQ495222 1 Alcaligenes faecalis subsp. faecalis

12or—150) KRI4TTTS 1 Micrococcus luteus

123 AE:SE} KT719439.1 Micrococcus yunnanensis

124 L 149) KJG05133.1 Micrococcus sp.

123 48) KU497553.1 Micrococcus sp.

1% WI4T) C24 27F

L [51) KU922226 1 Micrococcus luteus

B7) KUS01397 1 Exiguobactenium sp.

88) KX233854.1 Exiguobacterium arabatum

B6) MGT57525.1 Exaguobacterium sp.

B5) MGT05739.1 Exiguobacterium profundum

173 {B4) MGT05821.1 Exiguobacterium profundum

W(83) CA7 27TF

173
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13

116

15
114

174
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15 21) KUAE1292 1 Bacillus angabhattai
16 22) KU145ET5. 1 Bacillus =p
1e7 0) KX495297.1 Bacillus megateium
168 19) MG430214.1 Bacillus megatsrium

w7 C18 27F
wia95) C3 2TF
96) MGTIE217.1 Bacillus flexus
A7) KX399224 1 Bacillus sp.
1% SE) KH099294 1 Bacillus sp.
1o (99) KTT19725.1 Bacillug Aexus
10— 100y KM01045 1 Bacillus flexus
e A5) JATE2298.1 Staphylococcus ap
1E1 A6) KX302623.1 Staphylococcus sp.
e 152 A4} KT260766.1 Staphylococcus sciuri
16 43) KT281266 1 Staphylococcus sciurn
(42) KR4TE410 1 Staphdecoccus scivn
wid1) C23 27F
= 110} KUS10061.1 Bacillus thuringiensis
:111} Ji34TE15.1 Bacillus sp.
109 KYE20914_1 Bacillus ceraus
(108) KYE20H37 1 Bacillus ceneus
w(107) Ce 2TF
B MIGS95363 1 Bacillus cersus
{63) MGE22TTE.1 Bacillus cergus
{B2) MHZ14579.1 Bacillus sp.
(1) MHS17406 1 Bacillus sp
(B0} MHSE19519 1 Bacillus sp
w(59) CT 2TF
0 w(11) C1127F
{12) KIM596515.1 Bacillus sp.
(13) KJETE595 1 Bacillus sp.
(14} KYGE2ZEI5 1 Bacillus thunngiensis
{15) KYE20%02 1 Bacillus cersus
{16) MGI05865.1 Bacillus toyenansis
wi65) CB 2TF
GE) MHE1T412.1 Bacillus sp.
(67} MG3EET14 1 Bacillus sp
B&) MHE15092 1 Bacillus cereus
E8) MHE15090.1 Bacillus cereus
TO) MGTOSTI0.1 Bacillus thunngiensis

[

—i
(¥
(=]

|1E 16) MH138038.1 Bacillus megalanum
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Anexo 17. Secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA de hongos
identificadas via molecular.

>111 ITS1: Secuencia 1. Cepa CVD-05 (Aspergillus sp)
CCCCCGGTGAACTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCAAAACACTCCCCCTTTTAAAAAAGGC
GCAGAATTCCCCTGGAACGGAGGGCCCCCCAATAAACAAAGGAAACCCTGTTCTGAAAGCTTGC
AGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC
GATGAACAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAAAATTCAGTGAATCATCGAGTCT
TTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCCGGGGGCATGCCTGTCCGAACGTCATTGCTGCC
CTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGCAAACAATCCCCCCTCACACCGGCAAGCTTTCAAACAGGGT
TATTGTTGGGGGTCTCCGGCGGGCAGGGGCCCGGGGGCCAATCCCCCCCTTTTTTTTTTTTTCG
CCCGGCCGACCCCCAAAAGCACAAGGTCCCATGGTGAAGGGTGGGGAGTTC

>C12_ITS1: Secuencia 2. Cepa CVIIID-02 (Humicola sp)
AAAAAAAGAAAGAAAAACTCGCTTACCACCTCGTGTACAGACCCCGAAACAGTTGCTTCGGCGG
GAGGCAGTCCCCCCCTTCACCGGGGGCGGCCGGCCGCGACGCCCGCCGGAGGTACCCAAACT
CTTTGTTTTATAGGCCTCTCTGAGTCTTTGTACTGAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCGGTATTCCGGCGGGCATGCCTGTTCGAG
CGTCATTTCAACCATCAAGCCCCCGGGCTTGCGTTGGGGACCTGCGGCTGCGCGCAGGCCCCG
AAAACCAGTGGCGGGCTCGCCGACACACCGAGCGTAGTAGTTTACACCTCGCTTAGGTCGTCG
CGGCGGGCGCTGGCCGTTAAACCCCCCCATCTCACCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGGAGGAAGAAAACACACGCAAGACATTGGATC
CA

>C14 ITS1: Secuencia 3. Cepa CVD-06 (Trichoderma harzianum)
TGTGACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAC
CAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTATAAT
CTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCG
AGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTCTGG
CGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCA
CACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCT
CGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAATATCTGTTAGC
T

>C15 _ITS1: Secuencia 4. Cepa CIXD-11 (Trichoderma longibrachiatum)
TGTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCG
GATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCG
TCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAAT
GAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGG
CGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCT
CTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACACC
CCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAA
ACCCGGAAGGAA
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>C16_ITS1: Secuencia 5. Cepa CIXD-06 (Candida orthopsilosis)
TGTGTTTTTCTTTTTTTTTGAAAACTTTGCTTTGGTGGGCCCATGGCCTGCCAGAGATTAAACTCA
ACCAAATTTTATTTAAGTCAACTGATTAACTAATAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAAATATTCGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTT
CTCCCTCAAACCTTCGGGTTTGGTGTTGAGCGATACGCTGGGTTTGCTTGAAAGAAAGGCGGAG
TATAAACTAATGGATAGGTTTTTTTCCACTCATTGGTACAAACTCCAAAATTCTTCCAAATTCGAC
CTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAAAAGATCATTA
AAGAAGGAAAGTGCTTAAGTGCATTTTTTTACACGTGTGT

>C25_ITS1: Secuencia 6. Cepa CIXD-12 (Lenzites sp)
GGCCTTACGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTT
GGCGTGGGCTTCGGGGGCCTTCGCGGGCTTTCGAGGCATTCTGCCTGCCTATGTATCACTACA
AACACTATAAAGTAACAGAATGTAATCGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGCAACGGATC
TCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGA
GTGTCATGGTATTCTCAACCCACACATCCTTGTGATGTTCGTAGGGCTTGGACTTGGAGGCTTG
CTGGCCGTCGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCAGT
GTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTGCTAGGGAC
AAACTTACTTGACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC

>C26_ITS1: Secuencia 7. Cepa CIIID-07 (Chaetomium brasiliense)
TCCTAACCATTGTGACCTACCTTCAACCGTTGCTTCGGCGGGTTGGCACCGGGTCTCCCGGCGC
CCCCGGCCCCCTCGCGGGGCGGCCCGCCGGAGGTACCTAACTCTTGAACATTGTATGGCCTCT
CTGAGTCTTCTGTACTGAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAA
GCCCCGGGCTTGTGTTGGGGACCTGCGGCTGCCGCAGGCCCTGAAATGCAGTGGCGGGCTCG
CTGTCACACCGAGCGTAGTAGCATTATCTCGCTCTGGGCGTGCTGCGTGTCCCGGCCGTAAAAC
GACCTTACACCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAGACCCGCTGAACTTAAGCATATC

>C27_ITS1: Secuencia 8. Cepa CIIID-09 (Penicillium citrinum)
CACCTCCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGACGGC
CCCCCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATG
CCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTT
CGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAACCTTTAATTATCTCAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGACGGAGGAAACCGAG
TGTGGGGCCCTCG

>C28_ITS1: Secuencia 9. Cepa CIVD-05 (Chaetomium aureum)
GTGGACGCTACCTTTTAACGTTGCTTCGGCGGGCGGCCCGCTCCCCTGGAAAGCCCCTGTGGC
CGCCCGGGGCTGCGAGCCCCCCGGCCCCCCTCGCGGGGGCGCCCGCCGGAGGATACCCAAC
TCTTGATTATTTTAGGCCTCTCTGAGTCTTCTGTACTGAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTTCAACCATCAAGCCCCAGGCTTGTGTTGGGGACCTGCGGCTGCCGCAGGCCCTG
AAATCCAGTGGCGGGTTCGCTGTCACCCCGAGCGTAGTAGCAATATCTCGCTCAGGGCGTGCT
GCGGGCGCCGGCCGTTAAAAGCTGCCTTCTGGCAACACCCAAGGTTGACCTCGGATCAAGTAG
GAAGACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAAAA
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>C29_LROR: Secuencia 10. Cepa RVID-07 (Pichia kudriavzevii)
GCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGCTTTGCGGCACGAG
TTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGCGCC
CAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAGTGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAG
TTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGA
CCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCA
CGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTC
GTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCT
GGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACT

GCGGCCGTGTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTTGAAACATGGAC
CAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTG
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Anexo 18. Arbol filogenético de hongos se infirid utilizando el método del vecino
mas cercano. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de rama =
2.59454765. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
probabilidad maxima compuesta y estan en las unidades del numero de
sustituciones de bases por sitio. El andlisis involucré 60 secuencias de nucleétidos.
Todas las posiciones que contienen vacios y datos faltantes fueron eliminadas.
Hubo un total de 307 posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis
evolutivos se realizaron en MEGAY. El codigo de acceso al GenBank se especifica
al inicio del nombre del microorganismo y las secuencias en estudios se marcan con
una vifieta de color rojo (Fuente: propia).

L5|:(46) KX925282.1 Chaetomium sp
116 (47) KU504332.1 Chaetomium sp

17 ————(45) KF680266.1 Chaetomium brasiliense
118 L (44) KF680267.1 Chaetomium brasiliense
114 W(43) C26 ITS1
113 (48) KU504294 1 Chaetomium sp.
(60) GU361959.1 Chaetomium cupreum
W¥(55) C28 ITS1
{(56) KP204385.1 Chaetomium aureum

112

m
107 170 ——(57) KF245432 1 Chaetomium aureum

109 _|:(58) FJ527879.1 Chaetomium sp

108 (59) KF601376.1 Chaetomium sp
104 —(12) MG770288.1 Chaetomium globosum

108 9) HQ631041.1 Paecilomyces sp.

105 10) JQ995532.1 Chaetomium sp.
(8) AB625586.1 Staphylotrichum coccosporum

103 ¥(7) C12 ITS1
1_01[:(11) KY069223.1 Humicola sp

a4 l—(17) MH284947_1 Trichoderma sp.

35 |—(18) MH285070.1 Trichoderma sp.

%6 L (16) MH284268.1 Trichoderma sp

L4 L {15) MH284101.1 Trichoderma sp

3 {14) KY750428.1 Trichoderma harzianum
¥(13) C14 ITS1

93 Ww(19) C15 ITS1

(20) JF694937 .1 Trichoderma longibrachiatum
100 {21) MF102211.1 Trichoderma longibrachiatum
—(22) MG198877.1 Trichoderma sp

a0 _E(ZB) MF102202.1 Trichoderma longibrachiatum
83 (24) MF102193.1 Trichoderma longibrachiatum
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74

- w(25) C16 ITS1
73 —:29) MG009517.1 Candida orthopsilosis

L (28) FM178399.1 Candida orthopsilosis

L (27)LC389307.1 Candida orthopsilosis
(26) LC389313.1 Candida orthopsilosis

87 (42) KCB48324.1 Trametes cf. cubensis
88 W(37)C251TS1
(38) KT210101.1 Lenzites sp.
= ——(39) KP780433.1 Trametes elegans
&8 _(::40) KR154994 1 Trametes sp.
67 41) KC589130.1 Leiotrametes flavida
a1 5) MG050979.1 Aspergillus terreus
82 _‘::6) MG050978.1 Aspergillus terreus
a3 L (4) MG640041.1 Aspergillus terreus
L {2) MG991569.1 Aspergillus terreus
(3) MG738218.1 Aspergillus sp.
w(1) 111111
8 ¥(49) C27 ITS1
(50) MF379645.1 Penicillium citrinum
(51) KT385733.1 Penicillium citrinum
78 ——(52) KM278061.1 Penicillium citrinum
77 53) EU664471.1 Penicillium griseofulvum
_75:54) JX029062.1 Penicillium sp.
W¥(31) C29 LROR
= {32) MH488970.1 Pichia kudriavzevii
(33) EU386711.1 Issatchenkia orientalis
{34) MH487468.1 Pichia kudriavzevii
= —(35) KY108853.1 Pichia kudriavzevii

52 _:30) MF767668.1 Candida parapsilosis
61 36) KY108849.1 Pichia kudriavzevii
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