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RESUMEN

Nicaragua pertenece a uno de los bloques de mega diversidad del mundo. Se considera que por ser un puente
geografico posee una posicion tropical privilegiada que se traduce en mas de 20 diferentes ecosistemas ricos
en biodiversidad. Por Bioprospeccion entendemos la investigacion realizada para identificar especies,
variedades, genes y productos con usos actuales o potenciales por parte de la humanidad. Los trabajos de
Bioprospeccion reportados por medio de estos avances, han permitido que la fecha se cuente con 92 aislados
de la quesera artesanal Pedro lazo (76 bacterias, 3 hongos levaduriformes y 13 aislados de hongos
filamentosos). Un total de 68 aislados de las minas artesanales de La Libertad, Chontales (44 aislados
bacterianos, 6 hongos levaduriformes y 18 aislados de hogos filamentosos). De la reserva ecolégica El
Chocoyero / El Brujo, se obtuvieron 44 aislados puros (22 son bacterias y los otros 22 son hongos
filamentosos). Finalmente; Del Rio Chiquito en la ciudad de Ledn, se obtuvo 51 aislados puros (43 son
aislados bacterianos, 7 son hongos filamentosos y 1 es un hongo levaduriforme). Para un gran total de: 255
aislados entre bacterias, hongos filamentosos y levaduriformes, entre los cuales se espera encontrar muchos
con enormes potencialidades biotecnoldgicas.

Palabras claves: Bioprospeccion; Aislar; Purificar; Identificacién microbiana; Potencial biotecnoldgico.
ABSTRACT

Nicaragua belongs to one of the mega diversity blocs of the world. Since it is considering to be a geographic
bridge, it possesses a privileged tropical position that translates into more than 20 different rich ecosystems
in biodiversity. Due to bio-prospecting we understand the research in order to identify species, variety, genes
and products with potential or actuals current uses for the human beings. The bio-prospecting advances
reported in this article, has permitted until to date, to obtain 92 isolated forms in the Pedro Lazo cheese
handcrafted company (76 bacterial, 3 yeast fungus type and 13 isolate filamentous fungus type). A total of
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68 isolate in the handcrafted mine from la Libertad, Chontales (44 isolated bacterial, 6 yeast fungus type
and 18 isolated filamentous funguses type). From the ecological reserve, EI Chocoyero / El Brujo, 44 pure
isolated were obtained (22 bacterial and 22 filamentous fungus). Finally; from Rio Chiquito in Leon city,
51 pure isolated were obtained (43 isolated bacterial, 7 filamentous fungi and 1 yeast fungi type). In
summary: 255 isolate were obtained between bacterial, filamentous fungus and fungi yeast type, in which
we expect to find many isolated with enormous biotechnological potentials.

Keywords: Bioprospecting; To isolate; To purify, Microbial identification, Biotechnological potentials.
1.INTRODUCCION

La bioprospeccidon relacionada a la biodiversidad se entiende como la busqueda sisteméatica de genes,
componentes naturales y organismos completos en la naturaleza, buscando darles un potencial para el
desarrollo de productos. En cuanto a bioprospeccion en Centroamérica, el ejemplo del que mas se habla es
la experiencia del INBio, Instituto Nacional de Biodiversidad, de Costa Rica, que ademas de ingresos, ha
dejado una enorme experiencia de investigacién y conocimiento sobre la biodiversidad del pais. La
bioprospeccion resulta Util para descubrir, conocer, cultivar, manejar y aprovechar plantas, animales y
microorganismos obteniendo productos de calidad. También es Gtil para saber cémo manejar de manera
Optima los recursos que ya se conocen y cémo darles nuevos usos, sin agotarlos. Involucra tres etapas o
gjes: investigar, transformar en producto y comercializar (Huete-Pérez, 2008). A nivel internacional se
maneja primordialmente la bioprospeccion relacionada con metabolitos secundarios, debido al impacto
econdmico generado por la industria farmacéutica. Sin embargo, es una concepcion restrictiva que excluye
la busqueda de genomas y componentes bioldgicos primarios como alimentos y fibras, proteccion de
cultivos mediante la aplicacion de insumos bioldgicos, biotecnologia entre otros de importancia econémica
y que también son industrias de la bioprospeccién que aprovechan la diversidad biolégica. La
bioprospeccion también implica desarrollar el conocimiento y los procesos tecnoldgicos necesarios para
obtener la materia prima en cantidad suficiente, lo cual impide el extractivismo que histéricamente ha
agotado buena parte de los recursos naturales de la humanidad (Hazen et al., 2013). La bioprospeccion se
perfila como un proceso que involucra tres etapas o ejes: investigar, transformar en producto y
comercializar. Para avanzar en dicho proceso en el pais se requiere preferiblemente del trabajo conjunto de
los sectores académico, empresarial nacional o internacional, comunitario y gubernamental, ademas de
establecer claramente qué se quiere hacer y para donde se va (Melgarejo, 2003).

Segun investigaciones realizadas en diferentes paises Latinoamericanos, la Bioprospeccion microbiana ha
resultado beneficiosa en la bisqueda de solucién a problemas medio ambientales, asi como una fuente de
ingresos econdmicos (biorrecuperacion de suelos, biosaneamiento de efluentes, enzimas de restriccion y
microorganismos usados como fijadores de nitrégeno), (Bonilla, 2013). Martinez-Alonso & Gaju (2005),
realizaron estudios en estratos inferiores donde se encontraron bacterias fototroficas anaerobias a las cuales
se le sugirieron aplicaciones en las practicas de biorrecuperacion, muy particularmente en aquellos afectados
por los derrames de petréleo. También, Lezama-Cervantes et al., (2010), plantearon la utilizacién de tapetes
microbianos en el biosaneamiento de los efluentes del cultivo de camaron (Litopenaeus vannamei), en una
granja mexicana para disminuir el impacto ambiental producido por la generacion de subproductos
derivados de esta actividad. Por otra parte, en el estudio de Pefia & Reyes (2007), se logro el aislamiento de
bacterias rizosféricas y enddfitas de las semillas de lechuga (Lactuca sativa L.), para evaluar su potencial
como fijadoras de nitrogeno.

A pesar de diversas dificultades —como la falta de una masa critica minima, carencia de inversion y poco
involucramiento del sector productivo local— aun paises pequefios como Nicaragua presentan formidables
oportunidades para el desarrollo endégeno de la biotecnologia. No deberia pasar desapercibido el hecho de
que las tres cuartas partes del total de publicaciones de investigadores nicaraglenses registradas en bases de
datos internacionales estan dedicadas a salud y medioambiente (disciplinas de las ciencias naturales). De
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modo que las capacidades existentes en investigacion biomédica, como microbiologia, bioquimica,
biodiversidad, epidemiologia y mas recientemente en biologia molecular, junto al boom experimentado en
las tecnologias de la informacién, representan una oportunidad, una base sélida sobre la cual se pueden
organizar programas integrales de investigacion y desarrollo biotecnoldgico (Huete-Pérez, 2008). La
universidad Nacional de Ingenieria (UNI) de Managua, Nicaragua ha venido realizando inversiones en aras
de fortalecer un laboratorio de biotecnologia que le permita impulsar un proyecto nacional de
bioprospeccion, desde la dptica de convencer haciendo. Es bien sabido que en Nicaragua existe una muy
pobre inversion en materia de investigacion cientifica, una vision empresarial privada y publica carente del
conocimiento sobre la importancia y los valiosos réditos que podrian obtenerse de un programa de inversion
sostenida en investigacion, por tanto; el presente trabajo pretende despertar el interés por la investigacion
en un aspecto vital como lo es la bioprospeccién de nuestra biodiversas microbiana y de esta forma
incentivar el desarrollo productivo de nuestro pais en biotecnologia.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Ubicacion del estudio

Ante el escenario de una abundante riqueza biolégica en Nicaragua se definié ubicar este estudio en lugares
como el municipio de La Libertad departamento de Chontales (Aqui fue muestreada una Quesera y una
minera artesanal), por presentar condiciones medioambientales favorables para la produccion, hecho que le
confiere ser un territorio donde se desarrollan diversas actividades econémicas como la ganaderia,
agricultura, mineria, etc. Otros sitios como la reserva natural “El chocoyero-El brujo” ubicado en el
municipio de Ticuantepe, lugar poco intervenido por el hombre y por ende con una gran riqueza bioldgica,
asi como en el rio chiquito ubicado en el municipio de Ledn en donde se observa una elevada contaminacién
debido a la industria y a las viviendas aledafias al rio.

2.2. Recoleccion de muestras e inoculacion de medios seleccionados

Los muestreos se realizaron en forma aséptica utilizando técnicas no invasivas. Se tomaron muestras por
duplicado en cada punto con hisopos esterilizados para inocular en medios solidos preparados en placas
Petri previamente definidos (Medio Agar nutritivo (AN), medio Agar Papa y Dextrosa (PDA), Medio Luria
Bertani (LB) y Medio Plate Count Agar (PCA), Agar Leche (AM)) en los cuales se logré el crecimiento de
un amplio espectro de microorganismos cultivables presentes en los lugares de muestreo. Segun el lugar
muestreado (Quesera y mineras artesanales, Reserva natural y Rio Chiquito), se definieron diferentes puntos
de muestreo en cada lugar, tratando de abarcar el mayor nimero de condiciones observables en el lugar y
gue permitiese la mayor captura microbiana posible (Paramo-Aguilera, 2011).

3.3. Seleccion, purificacion e identificacion de cultivos aislados

Una vez inoculadas las muestras en los medios de cultivo estas fueron trasladadas lo mas rapidamente
posible al laboratorio, cuidando de que las placas fueran bien cerradas para evitar cualquier contaminacion
ambiental. Luego en el laboratorio se procedi6 a incubar las muestras tomadas en placas Petri de medios
solidos en un rango de temperaturas entre 28 y 30 grados Celsius, que es la temperatura a la que crecen
microorganismos mesofilos. Diariamente se revisaron las placas para determinar el momento de retirarlas
de la incubadora en funcion del crecimiento observado y del tipo de microorganismos identificados desde
el punto de vista morfoldgico. Una vez concluida la etapa anterior, 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 un hongo levaduriforme, de un hongo filamentoso o de una bacteria
como resultado de su observacion al microscopio. Finalmente se realizo la identificacion preliminar de cada
microorganismo por via morfolégica, utilizando las siguientes técnicas microbioldgicas: gota aplastada,
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tincion simple, tincion Gram y observacion de esporas de hongos filamentosos (Paramo-Aguilera, 2011.,
Paramo-Aguilera, 2012a; Paramo-Aguilera, et al., 2012b).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando se habla de bioprospeccion se pone de presente una investigacion cientifica aplicada, que tiene por
objeto la busqueda, con fines comerciales, de los componentes naturales valiosos de los organismos.
Consiste en descubrir componentes de aplicacién potencial en los sectores alimentario, industrial y
farmaceéutico, entre otros (Galeano, 2009). Conscientes de la importancia de la biotecnologia para el
crecimiento econémico, no solamente los paises desarrollados como Estados Unidos, Japén y muchos paises
europeos han decidido invertir en este sector, sino también paises en vias de desarrollo como Argentina,
Chile, México y Brasil. Brasil, que viene invirtiendo millones de délares en los dltimos afios, implementa
desde 2007 nuevas politicas, incentivos y programas con los que aspira a convertirse en uno de los primeros
cinco polos mundiales, esperando inversiones anuales de cerca de 500-1,000 millones de dolares.
Nicaragua, ha comenzado a dar pasos en el sentido de invertir en biotecnologia y los resultados que se
mostraran son parte de un esfuerzo comenzado de manera puntual por muchos desde hace varios afios en
materia de bioprospeccion y que en la practica se requiere de mayores esfuerzos para lograr llevar a la
aplicacién, puesta en marcha y que retribuya a los sectores mas necesitados. Este proyecto, es un esfuerzo
en ese sentido, buscando microrganismos Utiles desde el punto de vista biotecnoldgicos en sectores
seleccionados del pais y que permita el desarrollo de procesos que impacten en la agricultura, la industria y
el medio ambiente.

3.2 Muestreo a una Microempresa quesera (Pedro Lazo) en la Libertad Chontales.

Las actividades de Bioprospeccion, pueden tedricamente contribuir al desarrollo sostenible proveyendo
incentivos para la conservacion, mientras se desarrollan capacidades tecnolégicas que aumenten a largo
plazo las oportunidades para un crecimiento econémico. El problema es como transformar este potencial
tedrico en una realidad. El municipio de la Libertad Chontales refleja 1,966 viviendas con 1,131 distribuidas
en 25 Comarcas y 835 en el Casco Urbano. Las principales actividades econémico sociales del municipio
son: Sector Agropecuario, Mineria (Au + Ag), comercio, servicios e infraestructura. Con una Poblacion
Total: 13,799 segun el anuario Estadistico 2014. INIDE (Jir6n, 2016).

En la primera Unidad de Muestreo objeto de estudio (Microempresa Quesera, Pedro Lazo) se aisl6 la biota
procedente de 6 puntos (Figura 1) distribuidos en 4 condiciones seleccionadas para el proceso (Leche cruda,
Suero lacteo, queso y residuos del proceso), obteniéndose un amplio espectro de crecimiento microbiolégico
en funcion de los 5 diferentes medios de cultivo empleados para su inoculacion (AN, PDA, LB, PCA y
AM), (Figura 2). La aparicion de las primeras poblaciones microbianas requiri6 menos de 24 horas,
obteniéndose aislados como los que se muestran en la Figura 2.

Luego de aislar y purificar durante 10 dias las diferentes formas microbianas distinguidas en los cultivos
iniciales, se lograron obtener un total de 92 aislados; 76 bacterias, 3 hongos levaduriformes (Figura 3) y 13
aislados de hongos filamentosos, algunos de los cuales se muestran en la Figura 4.

Los registros historicos sefialan el uso artesanal de las fermentaciones microbianas para la obtencion de
alimentos, asi como el consumo de microorganismos y el empleo de fuentes portadoras de antibiéticos en
culturas muy antiguas, por lo que algunos autores consideran que la Biotecnologia es una practica antigua
(Wong-Paz et al., 2011). Otros en cambio, no conciben las fermentaciones artesanales como procesos
biotecnoldgicos porque no se sustentan en conocimientos cientificos, no se controlan las condiciones de
operacion ni se utilizan microorganismos seleccionados (Garcia-Garibay et al., 2004).
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Figura 1. Puntos de Muestreo en Figura 2: Aislados Bacterianos obtenidos en Quesera
Quesera Artesanal Pedro Lazo. (a) I: Artesanal Pedro Lazo. Se muestra el crecimiento de los
Suero Simple Fermentado, (b) II: aislados en medio de cultivo LB y su respectiva repuesta a
Leche Fresca, (c) IlI: Salitre, (d) IV: la Tincién Gram: Cly ClII, Blll y BIV; Gram Positivas y Al
Leche Descremada, (e) V: Agua de y All, Bl y BII, Alll y AIV, ClII y CIV; Gram Negativas.

Lavado, (f) VI: Muestra de Piso.

Figura 3. Hongos Levaduriformes Figura 4. Hongos Filamentosos Aislados de Quesera

Aislados de Quesera Artesanal Pedro Lazo. Artesanal Pedro Lazo. Se muestra su crecimiento en medio

Se muestra su crecimiento en medio Agar Agar Papa Dextrosa y su respectiva observacion de

Papa Dextrosa y su respectiva observacion esporas al microscopio con un objetivo de 50x: Al y All,

de células al microscopio con un objetivo Bl y BIl, Cly Cll, Dl y DIlI, Alll y AlV, Blll y BIV, ClII

de 50x: Al y All, Bl y BIl, Cl y CII. y CIV, DIlly DIV, AV y AVI, BV y BVI, CVy CVI, DV
y DVI.

En Nicaragua, uno de los paises centroamericanos con gran biodiversidad, se pueden encontrar temas de
investigacion como la bioprospeccion de enzimas de restriccion en bacterias de suelos y ambientes
volcénicos, recursos valiosos utilizados en varias técnicas de la biologia molecular por cuanto se les emplea
para cortar el ADN en sitios especificos con aplicaciones en la secuenciacion y posterior elaboracién de
mapas de esta molécula, en el diagnostico genético, en la tecnologia del ADN recombinante y clonacion.
Entre los beneficios que se podrian obtener se encuentra la comercializacion de nuevas enzimas patentables
lo que generaria recursos financieros para continuar con los proyectos de Bioprospeccion, asi como también
la formacion de recursos humanos (Gomez-Rodriguez y Huete-Pérez, 2008). Los subproductos de origen
animal también han sido evaluados como sustrato de fermentacion para la obtencion de bebidas alcohdlicas
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y fermentadas, proteina unicelular, pro bioticos, enzimas, exo polisacaridos y diversos acidos organicos,
entre otros (Pifiero-Bonilla, 2013).

Como producto del trabajo de bioprospeccion microbiana realizado en la quesera artesanal de la Libertad
Chontales, se obtuvieron 76 aislados bacterianos que se encuentran en fase de identificacion final por via
molecular utilizando herramientas de la bioinformatica, al igual que los 13 aislados de hongos filamentosos
y los 3 levaduriformes. Esta pequefia coleccion microbiana, una vez identificada, podria ser de gran valor
para el desarrollo de diversos procesos biotecnolégicos como el desarrollo de procesos para el
aprovechamiento del lacto suero desarrollando la produccion de bebidas fermentadas, alcohdlicas, proteina
unicelular entre otras. Por otra parte, Nicaragua posee una amplia produccién de quesos para el consumo
nacional y para la exportacion, pero lamentablemente no producimos los cultivos biolégicos que se
requieren para la produccion del yogurt, la cuajada fresca, la lecha agria o las enzimas que se requieren para
el cuajado del queso v la rica cuajada. La produccion de pro bioticos, es un campo que se ha explorado por
parte de otros grupos de investigacion en Nicaragua, pero no se han obtenido mayores avances, debido a la
falta de aislados nacionales que puedan utilizarse en dichos procesos. Todo esto nos lleva a afirmar, que los
resultados de esta fase del proyecto bioprospeccion en la quesera artesanal, abre las puertas a un mundo de
oportunidades en materia de investigacion biotecnoldgica, que demandara de recursos para el desarrollo de
procesos, pero que, en el corto 0 mediano plazo, podria estar en condiciones de retribuir econémicamente
al pais contribuyendo al desarrollo industrial del mismo.

3.2 Muestreo en Microempresas mineras de Juan Carlos Chavarria y Aracely Diaz Olivares

La mineria artesanal (MA) se refiere a las actividades informales llevadas a cabo utilizando poca tecnologia
y maquinaria. Se estima que méas de 100 millones de personas realizan estas actividades, especialmente en
paises en vias de desarrollo. En algunas zonas se generan conflictos debido a que la MA se practica en las
proximidades de las minas de gran escala. Actualmente se pueden observar distintas formas de exposicion
a metales siendo algunas de ellas el agua proveniente de mantos freéaticos y los efluentes producidos por
algunas actividades industriales como el curtido de pieles, y la mineria. Muchos metales, en cantidades
traza, tienen un papel integral en los procesos bioldgicos; sin embargo, algunos de ellos pueden llegar a ser
peligrosos para los organismos en concentraciones altas, requiriéndolos asi, en cantidades minimas (Valko
et al., 2005).

La actividad minera artesanal en la Libertad, Chontales, se lleva a cabo en la rastra (lugar de trabajo); esta
en zonas aledafias al pueblo generalmente, estas estan al aire libre con techos de plastico o zinc y cerca de
una fuente de agua natural o por tuberia, siempre hay grandes cantidades de tierra y piedras con bordes
afilados en el lugar donde estan trabajando, el piso es desnivelado y con algunas zanjas, hay mucho lodo y
herramientas por todo el lugar (Figura 5).

Figura 5. Sito de Muestreo. (A) Mineria artesanal de Juan Carlos Chavarria (JCCH), (B) Mineria artesanal de
Aracely Diaz Olivares (ADO).
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Para el muestreo de estos sitios se definieron siete puntos (Figura 6), cuatro en la mineria artesanal de Juan
Carlos Chavarria y tres en la mineria de Aracely Diaz Olivares, los cuales se describen a continuacion: A.
Cola o lama fresca, B. Cola o lama Vieja JCCH, C. Digue de cola, D. Agua de desecho, E. Cola o lama vieja
ADO, F. Drenaje de lodos, G. Lodo estancado en drenaje. Algunos de los aislados bacterianos obtenidos y
su correspondiente tincion Gram, se muestran en la Figura 7.

Figura 6. Puntos de Muestreo en Minerias
Artesanales. (a) I: Cola fresca, (b) 1I: Cola
Vieja, (c) I1: Dique de cola, (d) 1V: Agua
de desecho, (e) V: Cola vieja, (f) VI:
Drenaje de lodos, (g) VII: Lodo estancado
en drenaje.

Figura 7. Se muestran algunos aislados Bacterianos obtenidos del Punto
I: Cola Fresca perteneciente a la mineria de Juan Carlos Chavaria. Se
muestra el crecimiento de los aislados en medio de cultivo LB y su
respectiva repuesta a la Tincion Gram: Al y All, Bl y BIl, Blll y BIV,
Clll'y CIV; Gram Positivas y Cl y CIlI, Alll y AlV; Gram Negativas.

Del proceso de aislamiento y purificacion en minerias artesanales se obtuvieron 68 aislados en total, de los
cuales 44 son bacterianos (Figura 7). También se aislaron 6 hongos levaduriformes como los mostrados en
la Figura 9 y 18 aislados de hongos filamentosos (Figura 8).

[ I mo \Y

Figura 8. Hongos Filamentosos Aislados de Minerias
Avrtesanales pertenecientes a Juan Carlos Chavarria y
Avracely Diaz Olivares; Obtenidos de los siete puntos
de muestreos. Se muestra su crecimiento en medio
Agar Papa Dextrosa y su respectiva observacion de
esporas al microscopio con un objetivo de 50x: Al y
All, Bl yBII, Cly Cll, Alll y AlV, Blll y BIV, CIII
y CIV.
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Figura 9: Hongos Levaduriformes Aislados de
Minerias Artesanales pertenecientes a Juan Carlos
Chavarria'y Aracely Diaz Olivares; Obtenidos de siete
puntos de muestreos. Se muestra su crecimiento en
medio Agar Papa Dextrosa y su respectiva
observacion de células al microscopio con un objetivo

de 50x: Al 'y BI, All y BII, Alll y BIII.
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El uso de metales pesados genera la degradacion de los ecosistemas edaficos y de los ecosistemas hidricos
adyacentes a la zona de explotacion, y posiblemente en estos ecosistemas podemos encontrar
microorganismos que son capaces de convivir a estas condiciones y que pueden ser usados con fines de
bioprospeccion. Los “desechos mineros” (jales) contienen materiales solidos potencialmente toxicos
suspendidos en el liquido fluidificado que es descargado en la presa de jales y, al secarse, el material
particulado sélido es diseminado por el viento que lo deposita sobre la superficie del suelo y de las aguas
superficiales proximas al yacimiento minero. Los lixiviados son otra fuente de contaminacién ambiental al
arrastrar la fraccion soluble de dichos residuos a los mantos freaticos (Lizarraga-Mendiola y col., 2006).
Los jales se depositan en barrancas o planicies préximas a la zona de explotacion minera, el suelo queda
recubierto por capas sucesivas de este material sélido, cuya altura y compactacién se incrementa
continuamente por las nuevas descargas. Los jales difieren de los suelos en su composicion quimica, que es
relativamente uniforme y, sobre todo, que carecen de materia organica y otros elementos necesarios para la
vida como el nitrégeno y el fosforo. Tienen un contenido de humedad muy limitado, ya que debido a su
tamafio de particula tienen una estructura sélida compacta y practicamente carente de espacios de aire y de
agua. La falta de materia organica, agua y aire, son factores que evitan que al interior del material sélido
(jal) pueda desarrollarse la microbiota nativa que contribuiria a mantener una superficie fértil en la que
pudiera crecer y mantenerse una sucesion de especies vegetales. La siembra de jal (Delfin-Alcald y Duran-
de-BazUa, 2008) en una bateria de medios de cultivo liquidos indicé la presencia de biota nativa que a la
observacion microscépica mostro diversidad de hongos y bacterias, que se identificaron tentativamente a
través de bioensayos. A partir de los cultivos mixtos iniciales se aislaron Aspergillus nidulans,
Helicosporium panacheum, Humicola alopallonella, Alternaria alternata y Cladobotryum mycophilum. El
cultivo en medio de Barr mostro la presencia de bacterias anaerobias sulfatorreductoras, identificadas
bibliograficamente como Desulfovibrio desulfuricans.

Los resultados de la bioprospeccion de la microbiota en las minas artesanales de la Libertad, Chontales; al
haberse obtenido hasta un total de 68 aislados; presupone una buena colecta con grandes posibilidades de
encontrar diversos microrganismos adaptados a las condiciones ambientales del lugar. Al haberse hecho un
muestreo en una serie de puntos con condiciones diversas como se mostrd en la Figura 6, permite una
captacién grande de microorganismos diversos que se muestra en los 18 hongos filamentosos diferentes, los
44 aislados bactarianos y 6 hongos de naturaleza levaduriformes. Es en los digues de colas en donde se dan
condiciones similares a los jales descritos por Delfin-Alcala y Duran-de-Bazua, 2008; pero la toma de
muestras en otros lugares con mayor incidencia de luz, aireacién y agua, permiten un mayor crecimiento y
captacion de la biota nativa. EI que estos microorganismos estén habitando estos lugares y una vez que los
hayamos identificado, permitira trabajar en la restauracion de estos sitios que hoy estan grandemente
contaminados tanto por la mineria artesanal, como por la industrial y esto traera mejoras en las condiciones
de vida de la poblacidn.

3.3 Muestreo en la Reserva Natural EI Chocoyero / El Brujo

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 10).
Se ubica a unos 28 kilometros al sur de Managua (Capital de Nicaragua), 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
mafianas, cuando alzan el vuelo y se marchan, y por las tardes cuando regresan. Durante el dia se pasean
por toda la reserva buscando alimento.
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Figura 10. Reserva Natural El Chocoyero / El brujo en el Municipio de Ticuantepe. Departamento de Managua. A.
Area de la Cascada del Chocoyero en época seca. B. Area de cascada del Brujo en época seca.

Los microorganismos adaptados a una regién determinada pueden preferirse en la seleccion de aislamientos
para el desarrollo de inoculantes destinados a cultivos regionales, ya que podrian ser mas competitivos que
las bacterias foraneas o introducidas (Karagoz et al.,2012). El desarrollo de biofertilizantes debe iniciarse
con el aislamiento de microorganismos de interés y la caracterizacion de los mecanismos asociados con la
promocién del crecimiento vegetal (Vanegas et al., 2011). El interés fundamental al muestrear esta reserva
ecoldgica, consistio fundamentalmente en que, al tratarse de un area de reserva, no esta muy intervenida en
buena parte por el hombre y sus cultivos agricolas, asi que es muy probable que puedan localizarse
microorganismos interesantes para su aplicacion en el desarrollo de proceso de produccion de
biofertilizantes y otros bioinsumos, ademas de importantes microorganismos desde el punto de vista
industrial.

El muestreo de la reserva ecoldgica El Chocoyero / El Brujo, se llev a cabo tomando muestras en 9 puntos
diferentes que se muestran en la Figura 11. Esto puntos fueron seleccionados sobre la base de considerar la
existencia en el lugar de microorganismos degradadores de la materia organica que pudiesen tener grandes
aplicaciones en la agricultura y la industria. Por otra parte, el hecho de que el lugar este bastante conservado
de la contaminacion antropogénica, hace suponer la existencia de microorganismos muy Utiles en el
desarrollo y produccion de metabolitos con gran valor industrial.

Como producto del muestreo realizado en la reserva ecoldgica EI Chocoyero / El Brujo, se obtuvo 44

aislados puros. De los cuales 22 son bacterias como las mostradas en la Figura 12 y los otros 22 son hongos
filamentosos, algunos de los cuales se muestran en la Figura 13.

oy

Figura 11: Puntos de Muestreo en Reserva Ecoldgica El Chocoyero / El Brujo. (A) I: Agua de la cascada,
(B) Il: Suelo degradado, (C) Ill: Roca recubierta de biopelicula microbiana blanca, (D) IV: Roca
recubierta de lama, (E) V: Roca recubierta de una flora blanca y verdosa, (F) VI: Tronco de un arbol
degradado, (G) VII: Agua de la cascada el Brujo (H) VIII: Suelo degradado. (I) IX: Tronco de arbol g7
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Figura 12. Aislados Bacterianos obtenidos en El
Chocoyero / El Brujo. Se muestra el crecimiento de
los aislados en medio de cultivo LB y su respectiva

Figura 13. Hongos Filamentosos Aislados de la
Reserva Natural Chocoyero / El Brujo. Se observa su
crecimiento en medio Agar Papa Dextrosa y sus

repuesta a la Tincion Gram. Al'y All, Alll y AlV, respectivas esporas al microscopio con un objetivo de
BlyBIl, Bllly BIV, Cly Cll, Clll y CIV. 50x. Al'y All, Alll y AlV, Bl y BIlI, BllIl y BIV, Cl y
Cil, Clily CIV.

La bioprospeccion involucra actividades de investigacion, interacciones y procesos para garantizar el
mantenimiento in situ y ex situ de los organismos, de las poblaciones naturales y de los ecosistemas sobre
los que se ejerce mayor presion, bien sea por causas naturales o antrOpicas. En el proceso de
aprovechamiento de un recurso natural el bioprospector debe tener en cuenta la forma de aprovechamiento
y el conocimiento sobre los organismos a utilizar. Debe asegurar la reposicion de los organismos y la
conservacion de las condiciones del ecosistema que los sustenta; y desarrollar y emplear metodologias que
permitan la produccién a gran escala y la conservacion del recurso natural. Por lo anterior, se observa que
la bioprospeccidn es un elemento que subyace a los asuntos relacionados con la diversidad biol6gica, debido
a que no solo hace parte del desarrollo sostenible del potencial econémico de la biodiversidad, sino que se
encuentra relacionada directamente con el conocer y conservar la biodiversidad (Melgarejo, 2003).

De lo dicho previamente por Melgarejo 2003, se desprende que este trabajo de bioprospeccion realizado en
la reserva ecoldgica EI Chocoyero/El Brujo, tiene una gran importancia para Nicaragua, porque hasta donde
Se conoce, No existe un trabajo previo realizado en esa area y con este mismo propésito. Por tanto, el conocer
alguna parte de la micro biodiversidad existente en ese lugar, nos dara una mejor idea de como protegerlo
y con qué riguezas contamos en el lugar, a la vez que el desarrollo de procesos con microrganismos
provenientes de ahi podria aportar los recursos econémicos tan necesarios para la conservacion y el
desarrollo sostenible del lugar.

3.4 Rio Chiquito

La ciudad de Leon 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 ubicacién hace
que la contaminacién del rio sea notable y un tema importante ya que la poblacion ademas 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 14) tiene una expresion municipal y gran parte de la
subcuenca lo ocupa el centro urbano del municipio de Leon por lo que se considera una subcuenca urbana,
se ubica en la region del Pacifico de Nicaragua, en el departamento de Leon, es tributaria de la cuenca No.
64 (Entre VVolcan Cosiglina y Rio Tamarindo) y drena al Océano Pacifico (Martinez-Cubillo, 2013).
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Los mataderos se rigen por la necesidad alimenticia y el curtido de pieles es una actividad estrechamente
ligada a sectores productivos como la industria del calzado. Estas industrias estan fuertemente establecidas
en la ciudad de Leon, Nicaragua, habiendo aproximadamente 3 mataderos y 23 curtidoras (Reconocidas),
hay aproximadamente quince teneros trasladados a donde fue construido el Complejo industrial de teneros
a doscientos metros de "la Chanchera", carretera a Poneloya y los otros aun se oponen a dejar el lugar donde
tradicionalmente han funcionado. Mas del 90% utilizan técnicas artesanales y sin ningin método para tratar
sus desechos. El rio mide 21 kilémetros de longitud, 17 de ellos en el &rea rural y 4.5 kilémetros dentro del
perimetro urbano, aproximadamente 3 km cubren las tenerias, atraviesa de norte a sur toda la localidad y es
considerado por distintas organizaciones medioambientales como una pequefia reserva natural de flora y
fauna en el departamento (Martinez-Cubillo, 2013).

En el muestreo realizado en el Rio Chiquito se obtuvo 51 aislados puros, de los cuales 43 son aislados
bacterianos y se muestran algunos de ellos en la Figura 15, 7 son hongos filamentosos como los que se
muestran en la Figura 16 y 1 es una posible levadura como la mostrada en la Figura 17.

Figura 14. Puntos de Muestreo en el Rio Chiquito en

donde se tomaron s6lo muestras de agua. (a) I: Vertiente Figura 15. Aislados Bacterianos obtenidos en el Rio
del puente bypass, (b) 1I: Vertiente del puente la via 23 Chiquito. Se muestra el crecimiento de los aislados en
de Julio. (c) Ill: Vertiente del puente Martinez El medio de cultivo LB y su respectiva repuesta a la

Calvario. (d) IV: Vertiente del puente Teneria Los Tincién Gram: Al 'y All, Alll y AlV, Bl y BII, Blll y
Leones. (e) V: Vertiente del puente Camino al Fortin BIV, Cly Cll, Clll y CIV; obtenidos del punto IV.
Tenerias. (f) VI: Vertiente del puente donde se unen los

desaglies de pilas sépticas, tenerias, consumo

domeéstico.

Hasta donde hemos podido revisar, en Nicaragua poco o practicamente nada se ha reportado de estudios de
aislamiento e identificacién microbiana (En sentido amplio) realizados a muestras de aguas extraidas del
Rio Chiquito de la ciudad de Le6n / Nicaragua. Fonseca-Andino y Galeano-Alonzo, 2012, realizaron
trabajos de aislamiento microbiano a muestras de aguas tomadas del Rio Chiquito, sin embargo, este trabajo
tenia el objetivo especifico de busqueda de Enterococcus spp logrando aislar e identificar por via
morfoldgica alrededor de 55 aislados los cuales finalmente identificaron como pertenecientes al género
Enterococcus. Ademas del trabajo antes mencionado, no conocemos de la existencia de trabajos previos que
hayan realizado una amplia bioprospeccion en la busqueda de captar microrganismos habitantes del lugar y
que una vez identificados por via molecular, se les pueda correlacionar con las posibles funciones que ellos
hacen en el ambiente en el que viven. Es debido a lo antes dicho que este trabajo, se convierte en pionero al
tratar de identificar molecularmente microorganismos que crecen en un ambiente tan contaminado como lo
es el Rio Chiquito de Ledn y luego buscar correlaciones de estos microrganismos con los procesos que
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realizan en el lugar y de esta forma disefiar posteriormente, procesos biotecnoldgicos que permitan que sean
estos mismos microrganismos que siendo aplicados nuevamente en su habitat en mayores proporciones se
encarguen de biorremediar el lugar y devolverlo en un tiempo determinado a sus condiciones originales.

: ,r l 3 o
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Figura 16. Hongos Filamentosos Aislados de Rio Figura 17: Hongo levaduriforme aislado del punto VI
Chiquito; Obtenidos de seis puntos de muestreo en el Rio Chiquito. (A). Crecimiento en medio de
todos obtenidos de agua de algunas de las cultivo PDA; (B). Vista en microscopio a objetivo 50;
vertientes del rio chiquito en Leon. Se observa su (C). Tincion simple o por gota aplastada.

crecimiento en medio Agar Papa Dextrosa y sus

respectivas esporas al microscopio con un

objetivo de 50x: Al y All, Alll y AIV, Bl y BII,

Bllly BIV, Cly Cll, Clll y CIV

4. CONCLUSIONES

Los trabajos de bioprospeccidén microbiana llevados a cabo y que son reportados por medio de estos avances
han permitido que a la fecha se cuente con 92 aislados provenientes de la quesera artesanal Pedro lazo (76
bacterias, 3 hongos levaduriformes y 13 aislados de hongos filamentosos). Un total de 68 aislados
provenientes de las minas artesanales de La Libertad, Chontales (44 aislados bacterianos, 6 hongos
levaduriformes y 18 hogos filamentosos). De la reserva ecolédgica EI Chocoyero / El Brujo, se obtuvieron
44 aislados puros (22 son bacterias y los otros 22 son hongos filamentosos). Finalmente; Del Rio Chiquito
en la ciudad de Leon, se obtuvo 51 aislados puros (43 son aislados bacterianos, 7 son hongos filamentosos
y 1 es un hongo levaduriforme). Todo esto arroja un gran total de: 255 aislados entre bacterias, hongos
filamentosos y levaduriformes, entre los cuales se pueden encontrar muchos con enormes potencialidades
biotecnoldgicas.

La continuidad de los trabajos de identificacion microbiana (En los cuales nos encontramos en este
momento), nos pondra como laboratorio en condiciones de poder formular una serie de proyectos de
investigacion para la busqueda de financiamiento que permitan el desarrollo de aplicaciones concretas
dirigidas a la agricultura, a la industria y al medio ambiente. Ejemplo de lo antes dicho lo constituyen dos
proyectos que actualmente estamos en la busqueda de financiamiento que son: uno dirigido a la continuidad
de los trabajos a nivel de invernadero y campo para el desarrollo de un bioinsecticida a base de Bacillus
subtilis que fueron aislados e identificados en el laboratorio de biotecnologia del PIENSA y otro relacionado
con la busqueda de un sustrato idéneo a nuestras condiciones para la produccion masiva de Trichodermas
previamente aislados e identificados para ser aplicados en correspondencia con el tipo de cultivo en el que
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se requiera. A la vez, se trabaja en un proyecto que ya estd avanzando y que tiene que ver con el disefio de
un consorcio microbiano para la mejora y fertilizacién de los suelos agricolas.
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