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Prélogo

En un mundo cada vez mas consciente de la rele-
vancia de la sostenibilidad y la protecciéon medioam-
biental, la ciencia y la tecnologia desempefian un
papel crucial en la busqueda de soluciones inno-
vadoras para los desafios ambientales. Desde la
concepcidén de “Una sola salud (One Health)”, la
salud de personas, animales, plantas y ecosistemas
brinda un enfoque integral para la armonizacion del
equilibrio bioldgico global. Es por ello que, desde la
Universidad Regional Amazdnica Ikiam, ha surgido
la necesidad de desarrollar proyectos de investi-
gacion innovadores que integren alternativas de
mitigacién para intervenir en procesos bioldgicos y
quimicos fundamentales para la sostenibilidad am-
biental y el bienestar. El proyecto “MicrolmpacT: un
microcosmos por descubrir. Impacto de microor-
ganismos en procesos ambientales y en la salud
de comunidades de Tena” se constituye como una
respuesta concreta para dilucidar microorganismos
que intervienen en procesos resilientes para la con-
taminacion de aguas, degradacion de ecosistemas
e influyen en la salud y el bienestar humano en la
region amazoénica ecuatoriana.

El equipo multidisciplinario detras de MicrolmpacT,
esta conformado por expertos en biologia, quimica,
ingenieria ambiental, bioprocesos y ciencias socia-
les. A través de un enfoque integral, estos profe-
sionales trabajan en la identificacion, evaluacién
y desarrollo de estrategias para la reduccioén de
contaminantes y la recuperacién de la calidad del
agua, suelos y mejoramiento de la salud humana
y ambiental. Las metodologias empleadas para la
implementacion del proyecto abarcan desde el ana-
lisis microbiolégico basico, hasta la aplicacién de
tecnologias de identificacién molecular, tratamiento
de aguas y la promocion de practicas sostenibles
en comunidades amazodnicas.

Los resultados y avances obtenidos a través de
MicrolmpacT estan destinados a beneficiar direc-
tamente a la regién amazdnica, pero estos son ex-
trapolables a diversos ecosistemas y sirven como
modelo replicable en otras partes del mundo que
enfrentan desafios similares. El lector podra nu-
trirse de aspectos relevantes de la aplicaciéon de
microorganismos, tales como la biorremediacion,



un proceso mediante el cual organismos vivos,
principalmente bacterias y hongos, se utilizan
para descontaminar suelos y aguas afectadas por
sustancias toxicas. Estos microorganismos tienen
la capacidad de degradar compuestos quimicos
nocivos, transformandolos en sustancias menos
peligrosas o incluso en productos inofensivos. Asi
mismo, el importante rol que juegan los microorga-
nismos, que actian como agentes controladores de
plagas y enfermedades para inhibir su crecimiento,
competir con ellos por recursos o incluso producir
sustancias que logran erradicarlos. La identificacion
y aplicacién de estos agentes biocontroladores re-
duce la dependencia de pesticidas quimicos, lo que
no solo protege los cultivos y los suelos, sino que
también minimiza el riesgo de efectos secundarios
negativos para el medio ambiente y la salud huma-
na. Ademas de aspectos relacionados a la salud
de aguas, suelos y ecosistemas, este libro impacta
determinantemente sobre la salud humana, tanto en
términos de prevencion de enfermedades como en
el tratamiento de trastornos.

Este libro representa un esfuerzo colectivo de
docentes, técnicos y estudiantes, cuyo trabajo y
dedicacién han sido esenciales para el desarrollo
de una obra ilustrativa que genera conocimientos
basicos y aplicativos. Agradecemos a todas las
instituciones y personas que han contribuido a ma-
terializar esta iniciativa.






CAPITULO 01

Introduccion

La region Amazonica, conocida por su vasta exten-
sion y rica biodiversidad, no solo es un ecosistema
caracterizado por su flora y fauna, asi como por
una increible variedad de microorganismos (Fierer
et al., 2011). La diversidad microbiana en la Ama-
zonia es una parte integral de sus sistemas ecolo-
gicos, contribuyendo a la salud de los bosques, al
ciclo de nutrientes, a la estabilidad del climay la
salud global (Finck et al., 2024).

El conocimiento sobre la diversidad microbiana y
las posibles aplicaciones beneficiosas de los mi-
croorganismos en actividades con impacto en la
salud ambiental, humana y animal ha tenido un
avance limitado (Lobo et al., 2024; Li et al., 2023).
Los beneficios econdmicos, ambientales y socia-
les que ofrecen areas como la biorremediacion, el
biocontrol y la salud son innumerables. Sin embar-
go, son practicamente nulos los estudios llevados
a cabo en regidén Amazénica, especificamente en
comunidades rurales que se ven inmersas en serios
problemas de contaminacion de aguas y suelos,
asi como de incidencia de plagas y enfermedades
que atentan contra sus cultivos y la salud huma-
na. Esta region se enfrenta a procesos extractivos

como la mineria, dejando pasivos ambientales que
ponen en riesgo la salud de sus habitantes y los
ecosistemas donde habitan (Jepson et al., 2020).

A pesar del aporte de la vida microbiana a los eco-
sistemas terrestres y acuaticos, es paraddjico que
aun siguen siendo escasas las investigaciones en-
caminadas a determinar la diversidad microbiana
en biomas globales, pero con mayor relevancia en
regiones amazonicas (Peay et al., 2010). Con el
afan de contribuir a dilucidar la diversidad micro-
biana en la Amazonia ecuatoriana y su potencial
uso en procesos resilientes, se crea el proyecto
“MicrolmpacT: un microcosmos por descubrir. Im-
pacto de microorganismos en procesos ambien-
tales y en la salud de comunidades de Tena”. Este
proyecto surge como una respuesta concreta a de-
safios imperantes para descubrir la biodiversidad
microbiana y sus aplicaciones en ambiente y salud.

Es por ello que este libro persigue dar a conocer de
una forma cientifica ilustrativa las técnicas emplea-
das para el muestreo, manipulacién, aislamiento e
identificacién de microorganismos asociados a bio-
rremediacion, biocontrol y salud, lo que representa



un notable resultado para descubrir y dar a conocer
la diversidad microbiana con que cuenta la regién
amazonica y su potencial uso en bioprocesos y sa-
lud. Esta obra es una guia practica, detallada e ilus-
trada, con aplicacién en esta y otras regiones para
contribuir a la mitigacion de los efectos nocivos de
los procesos extractivos y la reduccion del uso de
agroquimicos, beneficiando asi al medio ambiente
y a la salud humana y animal.

El enfoque integral para la determinacion de la vida
microbiana, asociado con diferentes procesos, ta-
les como la contaminacion de suelos, aguas y eco-
sistemas de forma general, ponen de manifiesto
el concepto de una Sola Salud (One Health), reco-
nociendo la interconexion entre la salud humana,
animal y ambiental, y esta implicito a lo largo de
esta publicacién, partiendo desde el aislamiento
e identificacion de la diversidad microbiana que
pueden ser insumo de bioprospeccién para mejo-
rar la calidad del medio ambiente o tomar medidas
preventivas contra patégenos de salud que reduz-
can los riesgos de enfermedades emergentes. Este
enfoque integrado y holistico de la salud publica
es esencial para enfrentar los desafios complejos
y multifacéticos de todas las regiones.
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El lector podra disfrutar en cada capitulo de la in-
tegracion de conceptos metodoldgicos e ilustra-
ciones que describen el desarrollo del proyecto y
sus resultados. Se inicia con un conjunto de defi-
niciones, fundamentos y metodologias que permi-
ten enmarcar la busqueda de microorganismos en
la regién amazonica, para posteriormente abordar
los procesos de caracterizacion e identificacion de
los aislados obtenidos. La guia ilustrativa no brinda
solamente imagenes para el reconocimiento de la
amplia diversidad de microorganismos identifica-
dos, sino que da a conocer el rol de estos en los
ecosistemas y sus potenciales aplicaciones.

Anhelamos que esta contribucién al conocimiento
pueda calar en estudiantes, docentes, investigado-
res y habitantes de comunidades, para de conjunto,
la comunidad cientifica y la sociedad civil, podamos
hacer uso de la vida microbiana en aras de reducir
los impactos negativos de procesos contaminantes
en ecosistemas y potenciar su aplicacion en con-
textos ambientales y de salud.









CAPITULO 02

Localizacion del area
de intervencion

En el cantén Tena, la poblacién tiene acceso fre-
cuente al consumo de agua potable en sitios de
recreacion publica. Adicionalmente, encontramos
problemas en el manejo de residuos de la mineria
y en el amplio uso de pesticidas. Estas tres activi-
dades impactan en el ambiente y en la salud de la
poblacioén, por lo que se han seleccionado distintas
areas de muestreo representativas bajo estas tres
condiciones. Asi, de tres puntos del Rio Jatunyacu
(-1,059722, -77,812639) con contaminaciéon minera,
se aislaron microorganismos con potencial uso en
procesos de biorremediacion (Fig. 2). El Bosque de
la Ciencia de Ikiam y la comunidad de Tazayaku
(-0,949711, -77,865606 y -0,968489 -77,850342)
fueron seleccionados para aislar microorganismos

entomopatégenos asociados a procesos de bio-
control (Fig. 3). Finalmente, seis puntos de reco-
leccién de agua potable y plantas de tratamiento
de aguas residuales (Fig. 4) se seleccionaron para
aislar microorganismos con posible impacto en la
salud humana y animal (-1,003944; -77,811333,
-0,993653,-77,811947; -0,991480, -77,816690;
-0,984250, -77,819440; -0,990030, -77,826080;
-0,9915830, -77,814780; -1,000940, -77,812610;
-0,949720, -77,863380).

La recoleccion de muestras se realizé bajo el Con-
trato Marco de Acceso a Recursos Genéticos N°
MAATE-DBI-CM-2023-0308 y se representa el area
en la Figura 1.

Figura 1. Areas de muestreo del cantén Tena para el aislamiento de microorganismos de interés en biocontrol,
biorremediacion y salud.
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La mineria es una actividad extractivista que impac-
ta los diversos ecosistemas amazoénicos. En el Rio
Jatunyacu, la concentracién de los metales pesados
Cd, Pb, Zny Cr, generados por esta actividad, supe-
ran los estandares de calidad del agua (Capparelli et

al., 2021; Galarza et al., 2023). Conocer la diversidad
de microorganismos y relacionarla con su potencial
uso en procesos de biorremediacion contribuye a
la mitigacién de los efectos nocivos del impacto
minero de forma sostenible con el medio ambiente.

Figura 2. Tesistas de lkiam en sitio contaminado por mineria en el Rio Jatunyacu.

El insecto plaga, por su alta capacidad de adaptacion
y reproduccioén, puede convertirse en una amenaza
para los sistemas productivos de la agricultura, lo que
conlleva a lamentables consecuencias econdmicas. El
uso de agroquimicos es la practica habitual aplicada
para controlar estas plagas; genera efectos adversos
en la salud humana y en el medio ambiente (FAO,
2022, Jepson et al., 2020; Fanzo et al., 2022) (Jepson

et al., 2014). Por lo tanto, una alternativa ecologica-
mente sostenible es el empleo de hongos entomo-
patdgenos como biocontroladores de insectos. En la
regidon amazonica, no se ha desarrollado estd linea de
investigacion, pues los estudios se han centrado en
promover sistemas agroforestales para mejoramiento
de cultivos (Corporacion de Asociaciones de la Chakra
Amazdnica, 2022; Torres et al., 2015).

Figura 3. Tesista de lkiam recolectando hongos entomopatégenos.
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En las fuentes hidricas, existen microorganismos
que, en condiciones determinadas, pueden causar
enfermedades en diversas especies de animales,
incluyendo los humanos, especialmente si su sis-
tema inmune esta inmunodeprimido. Algunos de
estos patégenos, pueden sobrevivir a los procesos

de cloracion en el tratamiento de aguas (Yijun et
al., 2024), generando un problema en el area de sa-
lud. Es indispensable identificar a microorganismos
oportunistas para establecer medidas de prevencion
y control en los sistemas de distribucién de agua
potable (Gebert et al., 2018).

Figura 4. A) Recoleccion de muestras de aguas potable. B) Recoleccion de aguas residuales tratadas.
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CAPITULO 03

Aislamiento e identificacion
morfoldégica y molecular

3.1 Metodologia aplicada para el
aislamiento e identificacién morfo-
I6gica y molecular de microorganis-
mos de suelo y agua con potencial
biorremediador

Preparacion de medios de cultivo

Para el aislamiento de microorganismos, se em-
plearon dos tipos de medios de cultivo: Agar Rosa
de Bengala (agar bacterioldgico 15g, Cloranfenicol
0.19, MgSO, 0.5g, Rosa de Bengala 0.05g, pepto-
na bacteriologica 5g, dextrosa 10g, K,HPO, 1g, pH
7.2), un medio selectivo que favorece el desarrollo

de hongos, y agar nutritivo (peptona 5g, extracto
de levadura 3g, NaCl 5g, agar-agar 15g, pH 6.8),
un medio general para el crecimiento de una amplia
variedad de bacterias. Las concentraciones exactas
de cada medio se ajustaron segun las especifica-
ciones del fabricante (Fig. 5).

Figura 5. Preparacién de medios de cultivo, agar nutritivo y Agar Rosa de
Bengala para el aislamiento de microorganismos.
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Diluciones seriadas

Figura 6. Preparacion de diluciones seriadas para el aislamiento de hongos y bacterias con base en el factor de dilucion respectivamente.

Se prepararon diluciones seriadas con base 10 (Fig.
6), tanto para suelo como muestras de aguas. Cada
tubo contenia 9 ml de agua peptonada a la cual se
adiciond un gramo (1g) de suelo o de agua segun
el caso, generando asi la primera dilucion . De esta
primera dilucién se transfirié 1 ml al siguiente tubo
que contenia 9 ml de agua peptonada generando
el factor de dilucion . Este procedimiento se repitié

Aislamiento de Microorganismos

sucesivamente hasta alcanzar el factor de dilucién
con cada muestra de suelo o agua respectivamente.
Basado en literatura, se consider6 los factores de
diluciones de hasta , para el crecimiento de hon-
gos; mientras que para el aislamiento de bacterias
se utilizaron las diluciones de hasta (Ahmad et al.,
2021; Serna Toro et al., 2024).

Figura 7. Proceso de inoculacién de microorganismos mediante el uso de la técnica de fondo de placa para el
aislamiento de hongos y bacterias, respectivamente.
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Para el aislamiento de microorganismos se aplicé
la técnica de siembra por fondo de placa (Fig. 7).
Esta técnica es ampliamente utilizada para cuan-
tificar bacterias en multiples muestras, y consiste
en inocular alicuotas de las diluciones seriadas en
placas y verter el medio de cultivo hasta gelificar
(Corral-Lugo et al., 2012). Para el aislamiento de
hongos y bacterias, se sembraron 100 pl de mues-

Cultivos Axénicos

tra en el centro de la placa, utilizando sus dilucio-
nes correspondientes para cada microorganismo.
Posterior a la inoculacion, se dispenso el medio de
cultivo previamente estéril para el crecimiento de los
microorganismos. Las placas se incubaron de modo
invertido a temperaturas de 28 °C durante 7 dias
para el cultivo de hongos y 37°C durante 3 dias para
el cultivo de bacterias (Corral-Lugo et al., 2012).

Figura 8. Procedimiento para la obtencion de cultivos axénicos de bacterias y hongos mediante técnicas especificas de aislamiento.

Para obtener cultivos axénicos de bacterias se rea-
lizé la técnica de estriado en placas Petri (Fig. 8).
Esto implica la distribucién uniforme de una muestra
bacteriana sobre la superficie de un medio de cultivo
sélido, utilizando un asa bacteriolégica esterilizada
para obtener colonias individuales (Sanders, 2012).
En el caso de obtencion de micelio puro del hongo,
se selecciond cuidadosamente una colonia de hon-
go en etapa temprana de desarrollo para transferir la
hifa del hongo a un medio de cultivo estéril e incubar
a 28°C durante 2 semanas, proporcionando las con-
diciones necesarias para su posterior crecimiento y
desarrollo (Reynoso, 2018).

20

Técnicas de identificaciéon de microorganis-
mos aislados

Tincion Gram para bacterias

Para la tincion de los aislados bacterianos se realizé
la técnica diferencial de tincion de Gram (Fig. 9). La
preparacién del frotis consistié en tomar una mues-
tra de las colonias bacterianas, las cuales fueron
extendidas sobre un portaobjetos estéril. La mues-
tra se extiende en una capa delgada y uniforme, y
luego se fija al portaobjetos mediante pases conti-
nuos a distancia de la llama del mechero. Primero,



al frotis se le adiciona cristal violeta hasta cubrir la
preparacion. Luego de esperar aproximadamente
1 min., se lava el colorante cristal violeta con agua
destilada estéril. Posteriormente, se utiliza Lugol o
yodo durante 1 min. Para que actie como mordien-
te, formando un complejo insoluble con el cristal
violeta dentro de las células bacterianas. La deco-
loracién de las células se llevé a cabo utilizando

copiosamente un agente decolorante, como etanol,
para eliminar el colorante de las bacterias Gram-ne-
gativas, dejando solo las bacterias Gram-positivas
tefidas de color purpura. Finalmente, se anadi6
safranina como segundo colorante. Luego de es-
perar aproximadamente 1 min. Las células bacterias
Gram-negativas, decoloradas previamente, tomaron
color rojo o rosado (Tripathi & Sapra, 2020).

Figura 9. Proceso de tincion de Gram para andlisis microscopico de bacterias.

Tincion compuesta con azul de metileno para
identificacion de hongos

Para el proceso de tincién de hongos, se adhirié sobre
el micelio aéreo de las colonias, el lado engomado
de un trozo de cinta adhesiva (scotch tape) (Fig. 10).
Posteriormente, se afiadié una gota de azul de metile-

no sobre el portaobjetos para finalmente visualizar las
estructuras somaticas y reproductivas de los diferen-

tes aislados en el microscopio 6ptico (Lopez, 2014).

Figura 10. Tincion compuesta para hongos.
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3.2 Aislamiento e identificacidn
morfolégica de hongos entomo-
patégenos.

Figura 11. Aislamiento de hongos entomopatdgenos a partir de insectos
micosados y su identificacion morfoldgica macroscépica y microscopica.

Se recolectaron insectos muertos, de las 6rdenes
Lepidoptera e Hymenoptera, con caracteristicas ini-
ciales o0 avanzadas de estar infectados por hongos.
Estos fueron extraidos del envés de las hojas con
una pinza entomoldégica previamente desinfectada
y se colocaron en tubos eppendorf de 2 ml para su
transporte al laboratorio (Tineo, 2019).

La figura 11 muestra el flujograma para el aislamien-
to de hongos entomopatdgenos a partir de insectos
con presencia de hifas de hongos, el cual se detalla
a continuacién. Insectos muertos con caracteristi-
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cas de estar infectados por hongos entomopatége-
nos se recolectaron y colocaron en tubos eppendorf
de 1.5 ml (Flores et al., 2019). Cada muestra fue
dividida en secciones, las cuales se sembraron en
medio cultivo de Agar Rosa de Bengala. Para obte-
ner los aislados fungicos, se purificaron las colonias
crecidas mediante resiembra por cuadrantes hasta
obtener cultivos axénicos. Las placas Petri fueron
incubadas a una temperatura de 27.5 °C durante
8 dias (Dufau et al., 2021). Los aislamientos fueron
observados en el microscopio 6ptico mediante la
técnica de tincién de azul de metileno (Mata, 2019).



Técnicas de identificacion molecular. Extrac-
cion de ADN, PCR y electroforesis de hongos
entomopatdgenos

Figura 12. Proceso de identificacion molecular de los hongos aislados mediante extraccion de ADN, amplificacion y electroforesis.

El crecimiento de las colonias de hongos se llevé a
cabo mediante incubacioén de cultivos liquidos du-
rante 15 dias a 27.5 °C. Para ello, como se muestra
en la Fig. 12, cada aislado de hongo se inoculé en
500 pl de tampdén TE 1X y se transfirié el micelio
con el asa bacterioldgica a un tubo (20 raspadas)
y se homogeneizé mediante vortex durante 1 mi-
nuto (Ledesema et al. 2022). Luego de ello, se de-
positaron en Bafio Maria a 100 °C durante 5 min.
e inmediatamente se colocaron en bloque frio (4
°C) por 30 segundos. Posteriormente, los cultivos
se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min., se
transfirieron 200 yl de sobrenadante a otro tubo
estéril y se realizé la primera evaluacién de pureza
de ADN mediante Nanodrop con la relacion A260/
A280 = 1.8 (Koentjoro et al., 2021).

Para la PCR, las alicuotas de ADN fueron diluidas
hasta llegar a una concentracién de 50 ng/pl y se
realiz6 un master mix de 25 pl de GoTag® Flexi
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(Promega), y los cebadores utilizados fueron ITS2-
2043 reverse (5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3) y
ITS5-173 forward (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAA-
GG-3’). La amplificacion se llevd a cabo durante 35
ciclos, desnaturalizacion inicial a 94 °C en 5 minu-
tos, desnaturalizacién final a 94 °C en 30 segundos,
annealing a 55 °C en 30 segundos, elongacién a 72
°C en un minuto, seguidamente una elongacion final
a 72 °C en 5 minutos y finalmente 4 °C. Se realizd
electroforesis en gel de agarosa a 1% por 45 minu-
tos y luego se aplicé Diamond por otros 30 minutos.

Las amplificaciones fueron llevadas al servicio de
secuenciacion de la Universidad de las Américas
(Quito, Ecuador), donde realizaron secuenciacion
por método Sanger.



3.3 Metodologia aplicada para el
aislamiento e identificacion morfo-
Iégica de microorganismos de suelo
y agua con interés en salud.

Preparacion de medios de cultivo

Figura 13. Preparacion de medios de cultivo empleados para el crecimiento de bacterias.
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Los medios de cultivo proporcionan nutrientes esen-
ciales para el crecimiento, aislamiento y estudio de
bacterias, hongos y levaduras, en un entorno con-
trolado (Fig. 13). En el area de salud, para aislar mi-

croorganismos especificos, se requieren medios de
cultivos selectivos, ya que facilitan la identificacion
de los mismos e inhiben el crecimiento de microor-
ganismos no deseados (Chauhan et al., 2020).

Aislamiento de bacterias a partir de muestras de agua

Figura 14. Aislamiento de bacterias mediante la técnica de filtracion de membrana con un filtro de nitrocelulosa de 0,45 pm.

Para la deteccion de micobacterias en cada mues-
tra de agua se procedio a la descontaminacién con
cloruro de hexadecilpiridinio (HPC) durante 20 mi-
nutos, luego se empled la técnica de filtracidon de
membrana con un filtro de nitrocelulosa de 0,45 pm.
Las membranas se lavaron con agua destilada para
eliminar la sustancia empleada como descontami-
nante. Posteriormente, cada membrana se inoculd
en el medio de cultivo TSA (triptona 15g, peptona

de soja 5g, cloruro sédico 5g, agar-agar 15g, pH
7.3) y se incubd a 37°C durante 48 horas (Fig.14).
Transcurrido ese tiempo, se retird la membrana y
se continué con la incubacién a 37°C durante 8 se-
manas, hasta observar el crecimiento de colonias.
Después del crecimiento, se analizé la morfologia
de las colonias y se identificaron bacilos acidos re-
sistentes mediante la tincion de Ziehl-Neelsen (Cas-
tellano Realpe et al., 2020; Khosravi et al., 2016).
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Figura 15. Cultivo axénico para la obtencion de colonias puras de mico-
bacterias provenientes del cultivo madre.

Los cultivos axénicos de micobacterias no tubercu-
losas se obtuvieron a partir de las colonias obtenidas
en el medio de cultivo TSA, se seleccionaron aquellas
con caracteristicas morfoldgicas distintas, luego se
inocularon en placas Petri con medio de cultivo TSA

y se incubaron a 37° C para su crecimiento (Fig. 15).
Este tipo de cultivo es esencial para eliminar cual-
quier microorganismo no deseado que pueda inter-
ferir en el desarrollo de estudios posteriores como
son las técnicas moleculares (Wallace et al., 2021).

Figura 16. Aislamiento de microorganismos a partir de muestras de suelo.
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Se realizd con una muestra de suelo de 30g, la cual
fue procesada siguiendo el protocolo descrito por lwu
& Okoh, (2020). Un gramo de suelo fue homogeniza-
do con 10 ml de agua destilada estéril y etiquetada
como dilucion madre. A partir de la dilucidon madre se
realizaron tres diluciones seriadas de 10, 102, 1073,
104,105, 10, 107 (Figura 16). Luego, se dispensé 0.1
ml de cada dilucion, especificamente 103, en placas
con medios selectivos como: agar Listeria (peptona
de carne 23g, almidén de maiz 1g, NaCl 5g, esculina
19, citrato férrico amodnico 0,5g, LiCl 15g, agar-agar

14q, pH 7), agar Salmonella-Shigella (peptonas 10g,
lactosa 10g, bilis de buey 8,5¢, citrato sédico 10g,
tiosulfato sodico 8,5g, citrato de amonio férrico 1g;
verde brillante 0,0003g; rojo neutro 0,025g, agar-
agar 12g, pH 7.2), Agar Rosa de Bengala y medio
TSB (triptona 15g, peptona de soja 5g, cloruro sodico
5g, pH 7.3) con antibidtico. Después de la incubacién
(87°C por 24h), los aislamientos objetivo se identifi-
caron en funcion de sus caracteristicas morfologicas,
confirmando la presencia de bacilos Gram-negativos
mediante la tincion Gram (lwu & Okoh, 2020).

Identificaciéon de Bacterias:
pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas son un conjunto de téc-
nicas de laboratorio que se utilizan para identificar
microorganismos en funcion de sus capacidades
metabdlicas (Murray et al., 2007a). Dentro de estas
tenemos la prueba de la catalasa, una prueba rapida
y sencilla en la cual se emplea perdxido de hidrégeno
para diferenciar entre bacterias catalasa positivas y

bacterias catalasa negativas (Fig.17). También esta
el uso del Agar Kligler Hierro, mediante el cual se
evallan varias caracteristicas metabdlicas de una
bacteria en un solo tubo. Con este medio se puede
determinar si la bacteria fermenta la glucosa y/o la
lactosa y tiene la capacidad de producir CO:y H.S a
partir del tiosulfato de sodio (Thermo Scientific, 2024).

Figura 17. Pruebas bioguimicas realizadas a cultivos axénicos de bacterias de interés en salud humana y animal:
a) test de catalasa, b) prueba de Kligler.
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El crecimiento de las colonias se puede observar de-
pendiendo si son colonias de crecimiento rapido (7
dias) o de crecimiento lento (hasta 8 semanas). Estas
colonias pueden presentar distintas caracteristicas
morfoldgicas. La superficie varia entre lisa con tex-
tura cremosa o rugosa con textura seca. De acuerdo
con cada especie, la pigmentacion suele ser distinta,

debido a que algunas colonias poseen pigmentos,
mientras que otras no. En la Figura 18 se puede ob-
servar que las colonias poseen una superficie rugosa
y textura seca, con bordes irregulares que se ex-
tienden en el medio de cultivo y la distribucion en la
placa es heterogénea, debido a que presenta mayor
agrupacion en algunas areas (Valdés & Cid, 2004).

Figura 18. Identificacion macroscépica de crecimiento de colonias en el medio de cultivo TSA. (a). Morfologia de la colonia en medio
TSA con antibidticos; (b) una sola colonia puede contener mas de 107 millones de células individuales; (c) tincién de Ziehl-Neelse.

La tincién de Ziehl-Neelsen (Fig. 19) es un método
especializado en microbiologia utilizado para de-
tectar bacterias acido-alcohol resistentes, como
las micobacterias. Esta técnica se emplea en este
tipo de bacterias, debido a que poseen una capa
lipidica, la cual las hace permeables, ya que al te-

ner contacto con el calor permite el ingreso de un
colorante especifico, y resisten al ser tratadas con
un decolorante acido, lo que las distingue de otros
tipos de bacterias. Esta tincidon es fundamental para
el diagndstico de bacilos acidos alcohol-resistentes
(BAAR) (Graterol et al., 2016).
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Figura 19. Procedimiento de tincién de Ziehl-Neelsen.

El proceso de tincién de Ziehl-Neelsen inicia con la
aplicacion del colorante fucsina sobre una muestra
previamente fijada en un portaobjetos. La muestra es
sometida a calor para que la membrana rica en aci-
dos micolicos permita el ingreso y retencién de este
colorante. Seguidamente, se aplica el decolorante
alcohol-acido que elimina el colorante de los microor-
ganismos que no son resistentes al acido, mientras
que las bacterias resistentes permanecen tefiidas de
rojo. Finalmente, se aplica el colorante de contras-
te azul de metileno; este permite la visualizacién de
bacterias que no retuvieron la fucsina y asi generan
un contraste con las bacterias resistentes (Arteta et
al., 2022; Cabello-Vilchez & Nunez-Ato, 2018).
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Al realizar la tincién de Ziehl-Neelsen, se observa la
placa en el microscopio con el lente objetivo 100x
(Fig. 20), el cual nos permite visualizar bacilos aci-
do-alcohol resistentes tefidos de color rosa intenso
provenientes de colonias de micobacterias obteni-
das durante el crecimiento en el medio de cultivo
TSA. Estos bacilos son muy caracteristicos en esta
clase de bacterias; ademas, la agrupaciéon bacilar
depende de cada especie, debido a que pueden
presentar un patrén de bacilos no agrupados como
formacién de cadenas cortas (Jaimes et al., 2018).



3.4 ldentificacion molecular

El método de extraccién de ADN por ebullicién o
“boiling” se empled para obtener material genético
tanto de bacterias como de hongos. Esta técnica
es particularmente efectiva para microorganismos
con paredes celulares complejas, como las mico-
bacterias ricas en lipidos y los hongos con paredes
quitinosas. El choque térmico aplicado durante el

proceso rompe eficientemente estas estructuras ce-
lulares resistentes, liberando asi el ADN. Este pro-
cedimiento, ademas de ser sencillo y econémico,
proporciona ADN de calidad adecuada para su uso
en PCR, siendo ideal para estudios moleculares de
diversos microorganismos. Los pasos de este mé-
todo se visualizan en las Figuras 21, 22 y 23.

Figura 20. Visualizacién microscdpica mediante tincion de Ziehl-Neelsen en bacterias.

Figura 21. Pasos a seguir para la extraccion de ADN mediante boiling.
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Figura 22. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) de los aislados de DNA bacteriano y fungico de microorganismos aislados.

Figura 23. Identificacion de microorganismos a partir del resultado de PCR.
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3.5 Criopreservacion de microorga-
nismos

Para criopreservar los microorganismos se prepard
una solucién de caldo de papa dextrosa (PDB) al 70%
y glicerol al 30% y se mezclé completamente para
asegurar una distribucién homogénea del criopro-
tector. Posteriormente se inocularon los aislados de

hongos y bacterias en sus respectivos medios de
cultivo con glicerol y se colocaron 2 ml en tubos de
criopreservacion. Finalmente, los tubos se etiquetaron
correctamente con la identificacion del microorganis-
mo en cuestién y la fecha de criopreservacion (Fig. 24).

Figura 24. Criopreservacion de bacterias y hongos.

Otra técnica para criopreservar hongos, la cual no
fue utilizada en nuestro proyecto, es mediante se-
millas (Fig. 25), la cual consiste en colocar semillas
estériles sobre un medio de cultivo con el hongo
de 7 dias de crecimiento e incubar a temperatura

ambiente (25 °C) de 4 a 7 dias. Posteriormente se
trasladan las semillas colonizadas por el hongo a un
nuevo envase estéril y se almacena en refrigeracion
a -80 °C (Smith, Ryan, & Jermini, 2017).

Figura 25. Criopreservacion de hongos filamentosos mediante semillas de cebada.
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CAPITULO 04

llustraciones Microlmpact:
Microorganismos identificados

4.1 Biorremediacion

Microorganismos identificados en muestras de
agua Rio Jatunyacu - Comunidad Yutzupino

Nombre cientifico: Fusarium chlamydosporum.
Numero de acceso NCBI: OP456398.1

A)
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Fusarium chlamydosporum es un hongo pertene-
ciente al género Fusarium, que se caracteriza por
la formacién de esporas asexuales llamadas clami-
dosporas. Estas estructuras son esenciales para la
resistencia y propagacioén del hongo, permitiendo
Su supervivencia en condiciones adversas.

Aplicacion en el area de biorremediacion:

Este hongo ha demostrado ser efectivo en la reduc-
cion de contaminantes en aguas residuales de curti-
duria. Reduce significativamente varios parametros
de contaminacion, incluyendo la demanda quimica de
oxigeno, color, cromo hexavalente, sélidos suspendi-



dos totales, turbidez, iones de sodio, cloruro y nitrato,
con reducciones que van desde el 11,69% hasta el
100% en el caso del cromo hexavalente, lo que su-

B)

giere que este hongo es una herramienta prometedora
para la biorremediacion (Sharma & Malaviya, 2014).

Figura 26. Fusarium chlamydosporum aislado en Agar Rosa de Bengala. A) Imagen macrosco-
pica de Fusarium chlamydosporum, B) Imagen microscopica de Fusarium chlamydosporum.

Nombre cientifico: Trichoderma longibrachiatum.
Numero de acceso NCBI: MH810086.1

Trichoderma longibrachiatum es un hongo filamen-
toso conocido por su papel en la biorremediacién y
la proteccidn de plantas. Es una especie dentro del
género Trichoderma, que es famoso por su amplia
variedad de aplicaciones beneficiosas en la agricul-
tura y el medio ambiente.

A)
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Estructura Micelial: Trichoderma es un hongo que
se distingue morfolégicamente por sus hifas septa-
das, conidioforos ramificados, conidios esféricos o
elipticos, y la produccién de clamidoconidios en al-
gunas especies. Su micelio denso y su color verde en
cultivo son caracteristicas morfolégicas prominentes.



Aplicacion en el area de biorremediacion

Trichoderma longibrachiatum Evx1 es un biocatali-
zador adecuado para remediar suelos contaminados
con combustible diésel e hidrocarburos aromaticos
policiclicos, aumentando la biodegradacién en un
54,2% respecto a suelos no inoculados. Los hallaz-

B)

gos indican que T. longibrachiatum Evx1 puede ser un
inéculo adecuado en protocolos de biorremediacion
para la recuperacién de suelos contaminados por
mezclas complejas de hidrocarburos (Ng et al., 2016).

Figura 27. Trichoderma longibrachiatum. A) Imagen macroscopica, muestra
textura polvorienta. B) Imagen microscépica.

Nombre cientifico: Penicillium chrysogenum.
Numero de acceso NCBI: OR905646.1

Penicillium chrysogenum es un hongo filamentoso
conocido principalmente por su capacidad para pro-
ducir penicilina. Fue el primer antibidtico utilizado en
medicina. Este hongo se presenta como un moho
verde azulado que crece en ambientes hiumedos vy,
esporadicamente, en desechos organicos. Sus espo-
ras son esféricas y se encuentran en estructuras de-
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nominadas conidiosporas, que son responsables de
su propagacion. P. chrysogenum es notable no solo
por su aplicacién en la industria farmacéutica, sino
también por su capacidad para sintetizar una amplia
gama de metabolitos secundarios, con propiedades
bioldgicas diversas, que incluyen antibidticos y otros
compuestos bioactivos (Deng et al., 2013).



A)

Aplicacion en el area de biorremediacion

Este hongo es capaz de eliminar metales pesados
a través del mecanismo de biolixiviacion en suelos
contaminados con escoria de fundicion. La biorre-
mediacién aplicando P. chrysogenum ha demostra-

B)

do con eficiencia la eliminacion de metales pesados.
La biolixiviacién, aplicando este hongo, es mas fac-
tible que los métodos quimicos (Deng et al., 2013).

Figura 28. Penicillium chrysogenum. A) Imagen macroscépica, morfolégica-
mente muestra textura polvorienta. B) Imagen microscopica de la especie.
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Nombre cientifico: Fusarium oxysporum.
Numero de acceso NCBI: PP464829.1

Fusarium oxysporum es un hongo filamentoso no-
table por sus caracteristicas morfolégicas distinti-
vas. En cultivo, forma un micelio denso con hifas
septadas que pueden ser hialinas o pigmentadas.
Produce conidios en forma de huso, dispuestos en
cadenas y varia en color, desde blanco hasta tonos
de rosa o naranja, dependiendo de la cepa. Los co-
nidios se desarrollan sobre conidiéforos delgados

A)

Aplicacion en el area de biorremediacion

Un reciente avance cientifico ha llevado al desarrollo
de un compuesto hibrido revolucionario, conocido
como [F. oxysporum /PSCO 11 Cu7]BNC, que com-
bina nanoparticulas de cobre con el hongo Fusa-
rium oxysporum. Esta innovadora sustancia tiene
la capacidad de eliminar simultaneamente contami-
nantes peligrosos, como metales pesados y pato-
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y largos, lo que facilita su dispersién. Aunque es
conocido principalmente por su papel como paté-
geno, Fusarium oxysporum también se utiliza en
estudios de genética y biotecnologia debido a su
capacidad para producir metabolitos secundarios
y sus aplicaciones en la investigacién sobre control
bioldgico y resistencia a enfermedades.

genos microbianos, del agua residual. También ha
demostrado ser capaz de eliminar metales pesados
como plomo, cromo, zinc, cadmio y niquel del agua
residual, lo que lo hace muy prometedor para su uso
en la limpieza de aguas residuales y aplicaciones
médicas (Shalaby et al., 2023).



B)

Figura 29. Fusarium oxysporum. A) Imagen macroscopica de Fusarium
oxysporum. B) Imagen microscopica de Fusarium oxysporum.

Nombre cientifico: Pseudomonas fluorescens.
Numero de acceso NCBI: KF740573.1

Pseudomonas fluorescens es una bacteria impor-

tante en el campo de la biorremediacion, debido a
sus capacidades metabdlicas versatiles y su habi-

A)

lidad para degradar una amplia variedad de conta-
minantes ambientales (Khan, 2023).
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Aplicacion en el area de biorremediacion

Pseudomonas fluorescens puede degradar com-
puestos organicos complejos como hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), fenoles, pesticidas,
e incluso compuestos sintéticos, como los PCBs

(bifenilos policlorados). Esta capacidad la hace util
para limpiar suelos y aguas contaminadas con estos
compuestos (Khan, 2023).

Figura 30. Pseudomona fluorescens. A) Imagen macroscopica de Pseudomona fluorescens. B)
Imagen de tincion, los bacilos (bastones) son visibles y tienen una forma recta o ligeramente curvada.

Nombre cientifico: Micrococcus luteus.
Numero de acceso NCBI: FJ229461.1

Es una bacteria aerdbica estricta, lo que significa
que requiere oxigeno para su crecimiento. Ademas,
muestra una notable tolerancia a condiciones am-
bientales adversas, como variaciones en tempe-
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ratura y salinidad, y tiene la capacidad de formar
biopeliculas, comunidades bacterianas adheridas
a superficies que estan rodeadas por una matriz
extracelular (Letnik et al., 2017).



A)

Aplicacion en el area de biorremediacion
Micrococcus luteus puede tolerar cobre y tiene una  encapsuladas en polimeros electrospun absorben
capacidad de adsorcién de hasta 59 mg de Cu?* por mas cobre, alcanzando 76 mg por gramo de células

gramo de células secas a pH 6. El cobre se acumula  secas (Letnik et al., 2017).
en la superficie y dentro de las células. Las células

B)

Figura 31. Micrococcus luteus. A) Imagen macroscopica de Micro-
coccus luteus. B) Imagen de tincidn, bacteria Gram-positiva.
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Microorganismos identificados en muestras de
suelo Rio Jatunyaku - Comunidad Yutzupino

Nombre cientifico: Aspergillus hiratsukae.
Numero de acceso: NCBI: MN347034.1

Aspergillus hiratsukae, también conocido como al., 2020). Estudios recientes demostraron que A.

Neosartorya hiratsukae, fue descubierto en 1991 hiratsukae presenta una notable tolerancia a altas
por Udagawa, Tsubouchi & Y. Horie (Schoch et concentraciones de cobre (Palanivel et al., 2023).

A)

Esta capacidad de acumular cobre y responder de tecnologias de biorremediacion de suelos contami-
manera adaptativa a la contaminacién lo convierte nados por actividades mineras.
en un candidato prometedor para el desarrollo de

B)

Figura 32. Aspergillus hiratsukae aislado de suelo minero y cultivado en medio Agar Rosa de
Bengala. A) Macroscopicamente: Detalla una colonia circular de textura aterciopelada inicial-
mente blanca. B) Microscépicamente: Presencia de un conidiéforo, vesicula y conidio.
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Nombre cientifico: Aspergillus sydowii.
Numero de acceso NCBI: MN250030.1

El hongo ascomiceto Aspergillus sydowii se destaca rancia a condiciones extremas, como altas salini-
por su notable versatilidad ecoldgica y su potencial dades, lo que le permite colonizar habitats marinos
biotecnoldgico. A pesar de ser un predominante- (Alvarenga et al., 2014; Soler-Hurtado et al., 2016)
mente saprofito, ha demostrado una notable tole-

A)

Sus capacidades de degradacion de compuestos el cadmio (Cd), lo posicionan como un microorganis-
organicos complejos, incluyendo pesticidas como el  mo de gran interés en el campo de la biorremediacion
metil paratién y su tolerancia a metales pesados, como  de suelos y aguas contaminadas (Teng et al., 2024).

B)

Figura 33. Aspergillus sydowii aislado de suelo minero y cultivado en medio de Agar Rosa de Ben-
gala. A) Macroscépicamente: Detalla colonia de textura algodonosa, micelio de color verde oscuro y
un halo externo de color blanco. B) Microscépicamente: Presencia de cadenas de conidios.
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Nombre cientifico: Aspergillus nidulans.
Numero de acceso NCBI: MT316339.1

Aspergillus nidulans es un hongo filamentoso que
se reproduce de manera sexual y asexual formando
conidios. A. nidulans se ha convertido en un orga-

A)

Ademas, A. nidulans ha demostrado una notable
tolerancia a diversos metales pesados, como cromo
(Crs), plomo (Pb?"), zinc (Zn?*) y cobre (Cu?'). Esta
caracteristica lo convierte en un candidato prome-

B)

nismo modelo en la investigacién micolégica (Li et
al., 2024; Son & Park, 2024).

tedor para aplicaciones biotecnoldgicas, como la
biorremediacién de suelos contaminados con me-
tales pesados (Villalba-Villalba et al., 2022).

Figura 34. Aspergillus nidulans aislado de suelo minero y cultivado en medio de Agar Rosa de Bengala. A) Macros-
cépicamente: Micelio con textura filamentosa y bordes irregulares, apariencia verde-amarillenta y halo externo color
crema. B) Microscépicamente: Presencia de un conidiéforo corto, vesicula esférica parcialmente cubierta por conidios.
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Nombre cientifico: Streptomyces tendae.
Numero de acceso NCBI: MT071712.1

Streptomyces tendae es una actinobacteria suimportancia, la informacién genémica sobre esta
Gram-positiva conocida por su amplia gama de apli- especie es limitada (Eftekharivash & Hamedi, 2020).
caciones biotecnoldgicas. No obstante, a pesar de

A)

Estudios previos han demostrado que ciertas espe- pesados, como el cromo hexavalente, (Schmidt et al.,
cies de Streptomyces poseen una alta resistenciaa 2009; Simon Sola et al., 2015). Estos hallazgos sugie-
metales pesados, como el niquel, y son capaces de ren que S. tendae podria tener un gran potencial para
biorremediar suelos contaminados con compuestos  aplicaciones en biotecnologia y biorremediacion.
organicos persistentes, como el Lindano, y metales

B)

Figura 35. Streptomyces tendae aislado de suelo minero y cultivado en medio de agar nutritivo.
A) Macroscopicamente: Colonias puntiformes de pigmentacion cremosa. B) Microscépicamente:
Presencia de hifas aéreas en forma de filamentos largos.
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Nombre cientifico: Peribacillus frigoritolerans.
Numero de acceso NCBI: MT605504.1

Peribacillus frigoritolerans es una bacteria Gram-po- adipato-co-tereftalato), representa una herramienta
sitiva aislada de suelos y conocida por su capacidad biotecnolégica versatil.
de degradar plasticos como el PBAT (polibutileno

A)

Si bien los estudios se han centrado principalmente rentes condiciones ambientales, P. frigoritolerans
en su capacidad para degradar plasticos (Wufuer podria ofrecer una solucién prometedora para abor-
et al., 2022), su capacidad para biorremediar otros  dar los desafios ambientales actuales, incluyendo la
contaminantes, como metales pesados, aun es des- contaminacion por metales pesados.

conocida. Dada su capacidad de adaptarse a dife-

B)

Figura 36. Peribacillus frigoritolerans aislado de suelo minero y cultivado en medio de agar
nutritivo. A) Macroscopicamente: Colonias opacas de forma circular, color blanco cremoso. B)
Microscopicamente: Presencia de bacilos Gram-positivos.

47






4.2 Biocontrol

Nombre cientifico: Fusarium pseudoanthophilum.
Numero de acceso NCBI: NR_163682.1

Fusarium pseudoanthophilum es un hongo que per-
tenece al género Fusarium. Entre los hongos ento-
mopatdgenos, Fusarium puede parasitar especies
de muchos érdenes de insectos importantes, como

A)

La beauvericina es un metabolito comun en los ento-
mopatégenos, con toxicidad para los insectos. Aun-
que los efectos potenciales de las especies entomo-
patdégenas de Fusarium no se han estudiado a fondo
todavia, el hecho de que los aislados de Fusarium

B)

Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera y otros. Hay
especies de Fusarium que pueden sintetizar meta-
bolitos secundarios con accion insecticida, lo que
ayuda al hongo a controlar su plaga objetivo.

pueden causar una alta mortalidad de insectos es in-
discutible. Ademas, existen ventajas de estos hongos
en la especificidad del huésped y la seguridad hacia
las plantas, ya que la capacidad de parasitar requiere
adaptaciones especificas (Mantzoukas, 2022).

Figura 37. Fusarium pseudoanthophilum aislado de un insecto Lepiddptero. A) Ma-

croscopicamente: Micelio de forma convexa con borde eroso de color blanguecino. B)
Microscopicamente: hifas septadas, conididforos con forma de microconidios.
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Nombre cientifico: Mucor irregularis.
Numero de acceso NCBI: MG751192.1

Mucor irregularis es un hongo que pertenece al gé- han reportado eficiencias de remocion de diversos
nero Mucor, este hongo ha sido encontrado en cam-  tipos de hidrocarburos (Manchego Maduefo, 2021).
pos de petréleo crudo contaminados y también se

A)

M. irregularis puede biodegradar hidrocarburos centaje de 56,67% a 66.70% (Enriquez Condori &
complejos, como el aceite de motor, en un por- Grimaldo lllanes, 2022).

B)

Figura 38. Mucor irregularis aislado de un Hemiptero. A) Macroscépicamente: Abundante
micelio aéreo, de color blanco, con margen entero, algodonoso. B) Microscépicamente:
conidiéforo con vesicula y conidios ovalados.
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Nombre cientifico: Fusarium bambusarum.
Numero de acceso NCBI: NR_176146.1

Fusarium bambusarum es un hongo cuya especie
pertenece al complejo de Fusarium concolor (Rana
& Singh, 2023). En el complejo de Fusarium con-

A)

Estos organismos se caracterizan por tener co-
lonias blancas en PDA, con micelio aéreo denso;
monofialides aéreas, que dan lugar a microconi-
dios en cabezas falsas, ovoides a fusoide-elipsoide,
aseptadas; esporodoquios de color gris anaranjado

B)

color se han encontrado especies con cualidades
insectivoras (O’Donnell et al., 2012), lo que lo hace
un candidato como entomopatdgeno.

en agar hoja de clavel, con monofidlides que dan
lugar a macroconidios falcados, ligeramente dobla-
dos con lados paralelos. Presentan clamidosporas
terminales, globosas, que se vuelven rugosas y de
paredes gruesas (Wang et al., 2022).

Figura 39. Fusarium bambusarum aislado de un Himendptero. A)
Macroscopicamente: micelio color blanco, elevado con margen entero,
esponjoso. B) Microscopicamente) hifas septadas, clamidosporas.



Nombre cientifico: Fusarium concolor.
Numero de acceso NCBI: MN193015.1

Fusarium concolor es una especie del hongo del al género Lepiddpteros. También se han encontrado
género Fusarium, que se ha aislado de diversos hos- en Hemipteros y Nemata (O’Donnell et al., 2012).
pedadores; en general, en insectos que pertenecen

A)

Aunqgue no se ha informado de que ningin miem-  eniatinas, moniliforminas y micotoxinas, cuyos
bro del complejo cause epidemias de enferme- efectos sobre la salud humana y animal son poco
dades en cultivos o problemas de contaminacion conocidos (Geiser et al., 2021).

por micotoxinas, algunas cepas pueden producir

B)

Figura 40. Fusarium concolor aislado de un Himendptero. A) Macroscopicamente: micelio
bajo con borde céncavo y algodonoso, borde fimbriado, de color blanquecino. B) Microscépi-
camente: Hifas septadas, conidios ovalados, clamidospora.
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4.3 Salud

Nombre cientifico: Mycobacteroides abscessus
Numero de acceso NCBI: KX982779.1

Microorganismo de rapido crecimiento, presen-
ta una morfologia de colonias rugosas o lisas y
es clasificado en el grupo IV no cromdégeno, de
acuerdo a Runnyon. Es una de las especies de

A)

Esta MNT es causante de enfermedades pulmona-
res graves, particularmente en pacientes con fibro-
sis quistica e infecciones cutaneas, tejidos blandos
que se asocian a procedimientos quirurgicos (Vic-
toria et al., 2021). Es conocida por ser una de las
mas resistentes a antibiéticos; asimismo se carac-

B)

micobacteria no tuberculosa (MNT) mas frecuen-
temente identificadas en muestras ambientales y
muestras clinicas (Johansen et al., 2020).

teriza por formar biopeliculas y su alta tolerancia a
los desinfectantes comunes (Cristancho-Rojas et
al., 2023a). Esta especie tuvo 100.00% de identi-
dad y cobertura al ser comparada con la platafor-
ma BLAST. Cuenta con 649pb.

Figura 41. Mycobacterium abscessus aislada de muestras de agua de uso hospitalario. (A). Visualizacion macroscépica de la especie: colo-
nias lisas y cremosas; no poseen pigmentacion. (B) Visualizacién microscopica de la especie: bacilos acido alcohol resistentes alargados.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX982779.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZVXBFXCH013

Nombre cientifico: Mycolicibacterium porcinum-
Numero de acceso NCBI: MK514296.1

Microbacteria que pertenece al complejo Mycobac-
terium fortuitum. Fue aislada por primera vez en 1973
de los ganglios linfaticos de cerdos con infeccion si-
milar a la tuberculosis, y se la reconocié como cau-

A)

M. porcinum esta asociado a infecciones clinicas
con catéteres intravasculares, osteomielitis, celu-
litis, neumonitis, abscesos localizados e infeccion
pulmonar y enfermedades cutaneas localizadas, y
se han identificado infecciones sistémicas disemi-

sante de infeccion humana en 2004. Actualmente se
ha encontrado en el medio ambiente, como en grifos
de agua, el suelo y en pacientes inmunodeprimidos
no graves (Cristancho-Rojas et al., 2023b).

nadas (Brown-Elliott et al., 2011; Paul et al., 2020).
El porcentaje de identidad fue 99.82%, con una
cobertura de 100% comparada en la plataforma
BIAST con 994 pd.

Figura 42. Mycobacterium porcinum aislada de muestras de agua de uso hospitalario. A) Visualizacion
macroscoépica de la especie: colonias rugosas con textura seca, no poseen pigmentacion. B) Visualizacion
microscopica de la especie: presencia de bacilos &cido alcohol resistentes (BAAR).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK514296.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZV5SB5A701N

Nombre cientifico: Mycobacterium fortuitum
Numero de acceso: MN559537.1

Micobacteria no tuberculosa perteneciente al gru-
po de crecimiento rapido. Posee la capacidad de
proliferar en un periodo de 3 a 5 dias en medios de
cultivo, lo cual es relativamente rapido en compa-
racién con otras micobacterias. M. fortuitum es un
patégeno oportunista. Puede causar enfermedades

A)

Por otro lado, los sistemas de agua potable, que
incluyen tuberias, grifos y sistemas de calefaccién,
pueden proporcionar un ambiente adecuado para
que esta bacteria prolifere rapidamente (Khosravi et

B)

en individuos con sistemas inmunoldgicos debilita-
dos, pacientes que presenten heridas expuestas a
causa de traumatismos, cirugias plasticas, absce-
sos por iatrogenia, celulitis, peritonitis y bacteriemia
relacionada con catéteres (Guerrero et al., 2015).

al., 2016). Esta especie, al ser identificada y compa-
rada con la plataforma bioinformatica BLAST, obtu-
vo el 100% de identidad, mientras que el porcentaje
de cobertura presentd una variacion de 99-100%.

Figura 43. Mycobacterium fortuitum aislada de muestras de agua de uso hospitalario. A) Visualizacion macroscopica de la
especie: colonias rugosas con textura seca. Los bordes son irregulares y no poseen pigmentacion. B) Visualizacion micros-
copica de la especie: presencia de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN559537.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZSG6DWCX016

Nombre cientifico: Mycobacterium chelonae.
Numero de acceso: 0OQ600714.1

Se caracteriza por formar colonias lisas y de textura
cremosa. Se encuentra ampliamente distribuida en
el medio ambiente, incluyendo el agua, el suelo y
los sistemas de distribucion de agua (Garcia et al.,
2002). Las infecciones causadas por esta bacteria
pueden afectar la piel, los tejidos blandos y los hue-

A)

La presencia de Mycobacterium chelonae en el
agua es un problema, debido a su resistencia a
desinfectantes y su capacidad para formar biopeli-
culas, lo que permite que persista en grifos, duchas
y otros equipos que utilizan agua (Davalos et al.,

B)

sos. Ademas, los pacientes inmunocomprometidos
que son sometidos a diversos procedimientos médi-
COos como cirugias, hemodialisis o que tienen dispo-
sitivos implantados, son particularmente vulnerables
a las infecciones nosocomiales causadas por M.
chelonae (Castro et al., 2007; Khosravi et al., 2016).

2021). Esta especie identificada fue comparada
con las especies que se encuentran en la plata-
forma bioinformatica BLAST y se obtuvo el 100%
de porcentaje de identidad y cobertura; ademas
cuenta con 673 pb en la secuencia.

Figura 44. Mycobacterium chelonae aislada de muestras de agua de uso hospitalario. A) Visualizacién macroscopica
de la especie: colonias lisas con textura cremosa; no poseen pigmentacion y la distribucion de las colonias en la placa es
heterogénea. B) Visualizacidon microscépica de la especie: presencia de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ600714.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=ZU04P4GH016

Nombre cientifico: Mycobacterium immunogenum.
Numero de acceso: MZ901369.1

Esta especie es de crecimiento relativamente rapi-
do, no produce pigmentos, sus colonias suelen ser
lisas, brillantes, de color blanco o crema (Wilson etal.,
2001). M. immunogenum se ha aislado con frecuen-
cia en ambientes hospitalarios en los sistemas de
distribucion de agua y se la ha asociado con la conta-
minacién de equipos médicos, soluciones y €l aire en
unidades de cuidados intensivos (Baker et al., 2024).

A)

Esta especie, al ser identificada y comparada con la
plataforma bioinformatica BLAST, obtuvo el 100%

B)

Esta MNT produce una variedad de infecciones en
humanos, incluyendo infecciones pulmonares, de
piel y tejidos blandos (White, Kesterson y Wilkerson,
2018). Existen numerosos casos de infecciones rela-
cionadas con catéteres intravenosos, especialmen-
te en pacientes criticos, donde producen sintomas
como inflamacioén de la vena en el sitio de la infusion,
abscesos y/o sepsis (Shenoy et al., 2018).

de identidad y de cobertura, ademas de contar con
1026 pb en la secuencia.

Figura 45. Mycobacterium immunogenum aislada de muestras de agua residual tratada. A) Visualizaciéon macroscopica
de la especie: colonias lisas con textura cremosa. No poseen pigmentacion y la distribucion de las colonias en la placa es
heterogénea. B) Visualizacion microscépica de la especie: presencia de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ901369.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S51TAEE5013

Nombre cientifico: Mycobacterium mucogenicum.
Numero de acceso: KU686939.1

Este tipo de micobacteria se encuentra comun-
mente en el agua potable y es parte del grupo de
crecimiento rapido predominante en las infecciones
humanas. Ha sido relacionada con brotes de infec-
ciones en hospitales, especialmente en pacientes
sometidos a didlisis, asi como con infecciones ori-
ginadas por catéteres intravenosos, infecciones del

A)

sistema nervioso central, respiratorias o de piel y
tejidos blandos, asi como con bacteriemia e infec-
ciones que se extienden por el cuerpo (Garcia-Mar-
tos & Garcia-Agudo, 2012). Las especies del grupo
M. mucogenicum generalmente responden bien a
la amikacina, claritromicina, cefoxitina, quinolonas,
imipenem vy linezolid (Adékambi, 2009).

Esta especie, al ser identificada y comparadaconla de identidad, mientras que el porcentaje de cober-

plataforma bioinformatica BLAST, obtuvo el 99.81%

B)

tura present6 una variacion de 100%.

Figura 46. Mycobacterium mucogenicum aislada de muestras de agua residual tratada. A)
Visualizacién macroscoépica de la especie: colonias lisas de coloracién blanca. No poseen
pigmentacion y la distribucion de las colonias en la placa es heterogénea. B) Visualizacion

microscopica de la especie: presencia de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU686939.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S605A6MS013




Conclusiones

Esta obra ha logrado compilar y presentar, de manera
exhaustiva, una serie de metodologias innovadoras
utilizadas en el proyecto “MicrolmpacT. Un micro-
cosmos por descubrir”. Estas metodologias abarcan
desde el aislamiento hasta la identificacion de mi-
croorganismos con potencial uso en biorremediacion,
biocontrol y salud. Los resultados obtenidos son de
gran importancia para contribuir con el entendimiento
y manejo de la diversidad microbiana en la regién
amazédnica y areas de alto impacto ambiental.

El enfoque integral y multidisciplinario, que se ha
llevado a cabo, resalta el valor de los estudios reali-
zados para la mitigacién de problemas ambientales
y la mejora de la salud publica, especialmente bajo
el concepto de “Una Sola Salud” (One Health). Este
enfoque reconoce la interconexién entre la salud
humana, animal y ambiental, reforzando la necesi-
dad de abordar estos desafios de manera conjunta.

El conocimiento generado y las técnicas detalladas
en este libro son de singular importancia, no solo
para la regién amazoénica, sino también como un
modelo replicable en otros ecosistemas globales
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que enfrentan desafios similares. La Amazonia, con
su biodiversidad unica, es un escenario ideal para
la implementacién y evaluaciéon de estas metodolo-
gias que conllevan a identificar microorganismos con
gran potencial en bioprocesos y en la salud, lo que
refuerza la relevancia de este trabajo en la proteccion
de uno de los ecosistemas mas criticos del planeta.

Es pertinente encaminar a las futuras investigacio-
nes para continuar desarrollando y perfeccionando
metodologias emergentes, adaptandolas a diferen-
tes contextos geograficos y ambientales, tal como
puede llevarse a cabo con tecnologias promisorias
como Mini lon implementadas en ecosistemas in
situ. Asimismo, se sugiere la creacion de manuales y
guias practicas basadas en las técnicas presentadas
en este libro, con el fin de facilitar su implementa-
cién por parte de investigadores y profesionales en
diversas disciplinas. Al hacerlo, se podra ampliar el
impacto positivo en la salud publica y la sostenibi-
lidad ambiental a nivel global.






Glosario y o
descripcion de términos

1.Absorbancia: Medida de la cantidad de luz que
es absorbida por una muestra, utilizada en biologia
molecular y bioquimica para determinar la concen-
tracion de ADN, ARN, proteinas y otros compues-
tos en una solucién.

2.Agar Listeria: Medio de cultivo selectivo, dise-
fAado para el aislamiento y crecimiento de bacterias
del género Listeria, comunmente utilizado en estu-
dios de microbiologia para identificar patdgenos en
muestras ambientales y alimentarias.

3.Agar MacConkey: Medio de cultivo diferencial y
selectivo que se usa para el aislamiento de bacterias
Gram-negativas, particularmente de la familia Ente-
robacteriaceae. Permite diferenciar entre bacterias
fermentadoras y no fermentadoras de lactosa.

4.Agar Rosa de Bengala: Medio de cultivo utilizado
principalmente para el aislamiento de hongos. Este
medio es selectivo debido a la presencia de Rosa
de Bengala, que inhibe el crecimiento de bacterias
y favorece el desarrollo de hongos.

5.Agua Potable: Agua que ha sido tratada y puri-
ficada para ser segura para el consumo humano.
Es esencial para la salud publica y su calidad es
regulada por estandares internacionales.
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6.Aguas Residuales: Aguas que han sido utilizadas
en actividades domésticas, industriales o comer-
ciales y que contienen contaminantes. Estas aguas
requieren tratamiento antes de ser vertidas en el
medio ambiente para evitar la contaminacion.

7.Aislamiento de Microorganismos: Proceso que
consiste en separar y cultivar microorganismos es-
pecificos de una mezcla compleja, utilizando técni-
cas y medios de cultivo adecuados para su creci-
miento y andlisis.

8.Analisis Molecular: Conjunto de técnicas que per-
miten estudiar las caracteristicas genéticas de los
microorganismos, como la secuenciacion de ADN,
para identificar y clasificar especies a nivel molecular.

9.Aspergillus: Género de hongos filamentosos, al-
gunos de los cuales son importantes en la industria
por su capacidad para producir enzimas y metabo-
litos utiles, mientras que otros son conocidos paté-
genos o se utilizan en biorremediacion.

10.Bacilos Acido-Alcohol Resistentes (BAAR):
Tipo de bacterias que retienen la tincion de fucsina
basica incluso después de la decoloracion con aci-
do-alcohol. Son caracteristicas de micobacterias,
incluyendo Mycobacterium tuberculosis y otras es-
pecies no tuberculosas.



11.Biocontrol: Estrategia que utiliza organismos vi-
vos, como hongos entomopatdégenos y bacterias,
para controlar plagas y enfermedades en la agri-
cultura, reduciendo el uso de pesticidas quimicos
y protegiendo el medio ambiente.

12.Biorremediacion: Proceso biotecnoldgico en
el cual se utilizan organismos vivos, principalmen-
te microorganismos, para degradar o transformar
contaminantes ambientales en productos menos
toxicos o inofensivos.

13.Biorremediador: Microorganismo o conjun-
to de microorganismos utilizados en procesos de
biorremediacién para degradar o transformar con-
taminantes presentes en suelos, aguas o atmdsfera,
contribuyendo a la limpieza ambiental.

14.Capacidades Metabdlicas: Habilidades que
poseen los microorganismos para llevar a cabo
procesos bioquimicos que les permiten obtener
energia y sintetizar compuestos esenciales a partir
de diversos sustratos.

15.Cloruro de Hexadecilpiridinio (HPC): Agente
desinfectante y descontaminante utilizado en micro-
biologia para tratar muestras antes de su andlisis,
eliminando contaminantes no deseados mientras
preserva los microorganismos objetivos.

16.Colonias Bacterianas: Agrupaciones visibles
de bacterias que crecen en medios de cultivo soli-
dos, cada una originada a partir de una célula indi-
vidual. Las caracteristicas morfoldgicas de las co-
lonias, como color, forma y textura, son importantes
para la identificacion de especies.

17.Cultivo Axénico: Cultivo de un solo tipo de mi-
croorganismo sin la presencia de otros organismos,
asegurando que el microorganismo en estudio esté
aislado y no contaminado por otros microorganismos.
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18.Criopreservacion: Técnica de almacenamiento
a largo plazo de microorganismos, tejidos o células
a temperaturas extremadamente bajas, utilizando
agentes crioprotectores como el glicerol para pre-
venir la formacidn de cristales de hielo que puedan
dafar las células.

19.Diluciones Seriadas: Método utilizado para dis-
minuir la concentracion de microorganismos en una
muestra, facilitando su conteo y aislamiento en me-
dios de cultivo. Se realizan mediante la adicion se-
cuencial de una muestra en una serie de diluyentes.

20.Electroforesis en Gel de Agarosa: Técnica utili-
zada en biologia molecular para separar fragmentos
de ADN segun su tamafio, permitiendo su analisis
después de la amplificacién mediante PCR.

21.Filtracion de Membrana: Técnica de laboratorio
que emplea membranas porosas para atrapar mi-
croorganismos presentes en una muestra liquida.
Este método se utiliza para concentrar los microor-
ganismos antes de su cultivo o analisis.

22.Fusarium: Género de hongos que incluye espe-
cies con aplicaciones en agricultura y biotecnologia.
Algunos son patogenos de plantas, mientras que
otros tienen potencial en biocontrol y biorremediacion.

23.Hifa: Filamento que forma parte del micelio de los
hongos. Las hifas son esenciales para la absorcion de
nutrientes y el crecimiento del hongo en su entorno.

24.Medio de Cultivo: Sustancia que proporcio-
na los nutrientes necesarios para el crecimiento y
multiplicacién de microorganismos en un entorno
controlado. Los medios de cultivo pueden ser liqui-
dos, sélidos o semisdlidos y pueden ser selectivos
o diferenciales dependiendo de su composicion.



25.Micelio: Red de hifas que constituye la estruc-
tura vegetativa de los hongos. Es crucial para la
absorcién de nutrientes y el crecimiento del hongo
en diferentes entornos.

26.Micobacterias: Género de bacterias que incluye
especies patdgenas como Mycobacterium tubercu-
losis y otras especies no tuberculosas que pueden
causar infecciones en humanos y animales, espe-
cialmente en individuos inmunocomprometidos.

27.Método Sanger: Técnica de secuenciacion de
ADN que permite determinar el orden exacto de los
nucleétidos en un fragmento de ADN. Es uno de
los métodos mas utilizados para secuenciar genes
y genomas completos.

28.Nitrocelulosa: Material utilizado en membranas
de filtracién para capturar microorganismos de mues-
tras liquidas, permitiendo su andlisis posterior. Es am-
pliamente utilizado en microbiologia y biotecnologia.

29.PCR (Reaccion en Cadena de la Polimera-
sa): Técnica de biologia molecular que permite la
amplificaciéon de fragmentos especificos de ADN,
facilitando la identificacién y estudio de microorga-
nismos a nivel genético.

30.Plantas de Tratamiento: Instalaciones disefa-
das para limpiar y purificar aguas residuales antes
de su vertido en el medio ambiente. Estas plantas
utilizan procesos fisicos, quimicos y bioldégicos para
eliminar contaminantes.

31.Pruebas Bioquimicas: Conjunto de pruebas de
laboratorio utilizadas para identificar microorganismos
basandose en sus capacidades metabdlicas, como la
produccién de enzimas o la fermentacion de azicares.
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32.Primer (Cebador): Secuencia corta de ADN o
ARN que se utiliza como punto de inicio para la
sintesis de una nueva cadena de ADN en la PCR o
en otras técnicas de secuenciacion.

33.Secuenciacion: Proceso mediante el cual se de-
termina la secuencia de nucleétidos en un fragmen-
to de ADN o ARN. Es fundamental para identificar
la estructura genética de un organismo y estudiar
sus caracteristicas genéticas.

34.Similitud de Identidad: Medida utilizada en
bioinformatica para comparar secuencias genéti-
cas, indicando el porcentaje de coincidencia entre
la secuencia de un organismo y una secuencia de
referencia en bases de datos genéticos.

35.Tincion de Gram: Técnica de tincién diferencial
utilizada en microbiologia para clasificar bacterias
en Gram-positivas y Gram-negativas, basandose en
las caracteristicas de su pared celular.

36.Tincion de Ziehl-Neelsen: Técnica especializa-
da para detectar bacterias acido-alcohol resistentes,
como las micobacterias, mediante la aplicacion de
calor y colorantes especificos que permiten diferen-
ciar estas bacterias de otras especies.

37.Trichoderma: Género de hongos conocido por
su capacidad como agente biocontrolador en la
agricultura, compitiendo con otros hongos patoge-
nos y promoviendo la salud de las plantas.

38.TSA (Tryptic Soy Agar): Medio de cultivo gene-
ral utilizado para el cultivo de una amplia variedad
de microorganismos, proporcionando un entorno
nutritivo adecuado para su crecimiento.

39.Una Sola Salud (One Health): Enfoque integra-
dor que reconoce la interconexién entre la salud hu-
mana, animal y ambiental, promoviendo estrategias
colaborativas para mejorar la salud publica global.
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