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1. RESUMEN

Las actinobacterias pertenecen a un grupo de bacterias Gram positivas que se han
logrado encontrar en una gran variedad de ecosistemas, incluyendo aquellos que
muestran condiciones extremas. El objetivo principal de esta investigacion fue
lograr la identificacion de especies de este filo en aislados provenientes de piscinas
de petrdleo de la Amazonia ecuatoriana a través de su descripcion morfologica-
fisiolégica y contrastacion con la literatura especializada. Las caracteristicas que
se evaluaron fueron: forma, textura y color a nivel macro en diferentes medios de
cultivo, forma a escala micro, uso de carbohidratos como Unica fuente de carbono,
tolerancia a distintos niveles de pH, produccién de pigmento melanoide. Se
realizaron ensayos con 7 aislados, que al microscopio presentaron formacion de
filamentos, mientras que en medios sélidos desarrollaron colonias de forma circular
e irregular, con bordes filamentosos, texturas arrugadas, lisas y polvorosas. Estas
caracteristicas se compararon con el Manual de Bergey y bibliografia sobre
actinobacterias aisladas en ambientes contaminados por hidrocarburos. Con base
en este andlisis, se identific6 a todos los aislados como pertenecientes al filo
Actinomycetota, donde los géneros mas probables fueron Rhodococcus,

Streptomyces, Actinomadura y Actinomyces.

Palabras clave: Actinobacterias, ambientes extremos, piscinas de petréleo,

caracterizacion morfologica, caracterizacion fisiologica



2. ABSTRACT

Actinobacteria belong to a group of Gram-positive bacteria that have been found in
a wide variety of ecosystems, including those that display extreme conditions. The
main objective of this research was to identify species of this phylum in isolates from
oil ponds in the Ecuadorian Amazon through their morphological-physiological
description and comparison with specialized literature. The characteristics that were
evaluated were: shape, texture and color in different culture media, micro-scale
shape, use of carbohydrates as the only carbon source, tolerance to different pH
levels, melanoid pigment production. Tests were carried out with 7 isolates, which
under the microscope presented filament formation, while in solid media they
developed circular and irregular colonies, with flamentous edges, wrinkled, smooth
and dusty textures. These characteristics were compared with the Bergey Manual
and literature on actinobacteria isolated in hydrocarbon-contaminated
environments. Based on this analysis, all isolates were identified as belonging to
the Actinomycetota phylum, where the most probable genera were Rhodococcus,
Streptomyces, Actinomadura, and Actinomyces.

Keywords: Actinobacteria, extreme environments, oil ponds, morphological

characterization, physiological characterization



3. INTRODUCCION

Las Actinobacterias son un grupo de bacterias Gram positivas que en su
mayoria se las localizan en la tierra, mar y en los sedimentos de lagos y rios;
cumplen un rol de suma importancia que se centra en la descomposicion de materia
organica (Quifiones, 2021). Otro rasgo importante de estos microorganismos es su
uso biotecnoldgico, debido a que producen mas de la mitad de los compuestos
bioactivos presentes en la base de datos de antibiéticos (Lopez De Mesa et al.,
2005). Ademas, este filo comprende un elevado contenido de G+C en su ADN y
una gran diversidad de morfologia que puede variar dependiendo del taxén, pueden
producir células ramificadas, ceélulas modviles o inmoviles, estructuras
miceliarescomplejas, etc. (Saenz et al., 2018). Existen humerosas investigaciones
acerca de actinobacterias y su gran potencial en biorremediacién por lo que se ha
visto como una alternativa promisora para la depuracion de sitios contaminados

con diversos hidrocarburos, metales pesados y pesticidas (Aparicio et al., 2015).

La mejor opcidn en biorremediacion es emplear bacterias enddgenas, ya
gue estan adaptadas a las condiciones ambientales del sitio contaminado (Sun et
al. 2022). Por ello, es importante estudiar la diversidad microbiolégica de sitios con
presencia de hidrocarburos como, por ejemplo, las piscinas de petréleo. En estos
sitios, la concentracion de hidrocarburos es alta, lo cual afecta la relacion de la biota
con el agua. De acuerdo con la descripcion de Gordillo y Decock (2019), las
piscinas o estanques de petroleo son depdsitos de petréleo de mala calidad que
guedaron en la selva amazédnica durante la década de 1980; con el tiempo, estas
areas fueron cubiertas por restos vegetales, cuya acumulacion y descomposicion
resultdé en un manto organico flotante recolonizado por plantas. Estas piscinas
contaminadas por hidrocarburos han sido estudiadas y se han encontrado
microorganismos capaces de sobrevivir y adaptarse en estas circunstancias que
normalmente son mortales para estos, por lo que se les categoriza como un
ambiente extremo (Moreno, 2019).

Para estudiar las cepas extremofilas es necesario aislarlas y luego describir
su morfologia y fisiologia. Con ello, se puede obtener informacién puntual y facil de

interpretar en cuanto a cualidades como las redactadas por Lopez (2005) por



ejemplo, tamafio de la célula, forma, estructura, requerimientos nutricionales para
su crecimiento, crecimiento en medios de cultivo especificos para determinado
microorganismo, color de la colonia, textura, técnica de sembrado, visualizacion al
microscopio para dar detalles como su coloracién Gram, pruebas bioquimicas para

diferenciar entre géneros y entre especies de un mismo género, etc.

La informacion redactada por Parada et al. (2017) menciona que la
identificacion de los actinomicetos se la realiza de acuerdo con sus caracteristicas
de crecimiento macroscopicas ya puedan ser su textura, forma, color del micelio
aéreo y del sustrato, y por la produccion de pigmentos difusibles en los medios de
cultivo, ademas de realizarse observaciones microscopicas mediante tincion Gram.
Uzcategui-Negron et al. (2009) también mencionan que el uso de técnicas
fenotipicas es util para la identificacion de actinobacterias, complementado con el
analisis del comportamiento bioquimico y propiedades de degradacion de ciertos
sustratos. De los métodos ya mencionadas para la identificacion de actinomicetos
la investigacion de Gonzalez (2010) menciona que el uso de pruebas bioquimicas
y moleculares son importantes actualmente, ademas de que ayudan a determinar
caracteristicas a nivel molecular y saber con mayor exactitud puntos como la

composicion del peptidoglicano, la relacion de guanina-citocina en el ADN, etc.

La finalidad de esta investigacion es poder resolver la duda de si existen
actinobacterias en la capa de materia organica de una piscina de petroleo de la
Amazonia ecuatoriana. Para lo cual se interpretara caracteristicas fisioldgicas y
morfologicas de los microorganismos encontrados en este lugar, con el objetivo de
responder a las preguntas: ¢, Cudles son las cepas del filo Actinomycetota que han
logrado adaptarse en este ambiente contaminado por hidrocarburos ubicado en la
Amazonia ecuatoriana? y ¢Qué caracteristicas similares tienen estas
actinobacterias en comparacion con otras reportadas como provenientes de

ambientes contaminados por hidrocarburos?



OBJETIVO GENERAL

Identificar géneros del filo Actinomycetota en aislados bacterianos
provenientes de piscinas de petréleo de la Amazonia ecuatoriana mediante sus
caracteristicas morfologicas y fisiologicas para la evaluacion de la diversidad de
este habitat extremo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Categorizar aislados microbianos como actinobacterias mediante su
morfologia y su capacidad para la utilizacion de ciertos carbohidratos, la tolerancia

a distintos niveles de pH y la produccién de melanina.

2. Contrastar las caracteristicas de los microorganismos categorizados con
géneros reportadas en articulos cientificos y bases de datos.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE BACTERIAS

Se trabajé con ocho cepas colectadas de la region del oriente del Ecuador,
aisladas de suelo rizosférico de un estanque de petréleo ubicado en la provincia de
Sucumbios, canton Lago Agrio, campamento Charapa, sitio descrito por Gordillo y
Decock (2019).

La técnica usada para el aislamiento de las cepas fue la descrita en el protocolo
de Adam et al. (2018) modificado, donde como primer paso, se suspendi6 0.5 g de
suelo en 50 mL de tapon fosfato 0.01 (pH 7,0), y se agito esta mezcla en un vértex
durante 5 min y se incub6 durante 90 min a 30°C, en agitacion. Finalizado el tiempo
de incubacion se transfirié 8 mL del sobrenadante a un tubo cénico de centrifuga
con capacidad de 15 mL, se centrifugd a temperatura ambiente durante 10 min a
3000 rpm. y se incub6é nuevamente por 30 min a 30°C. Luego, se prepararon
diluciones seriadas en base 10 hasta 102y se inocul6 100 L de ambas diluciones
en los medios sélidos ISP 5 y medio de nitrato de almidén (SN) con y sin
suplemento de hidrocarburos (n-decano y tolueno). Las placas inoculadas se
incubaron a 27°C durante 4 semanas; transcurrido el tiempo, se seleccionaron las
colonias prometedoras para subcultivarlas hasta obtener cultivos puros que se
almacenaron en medios solidos a 4°C. De estas cepas puras se obtuvo el stock de

micelio que se guardd en glicerol al 20% a -20°C.

Para la obtencion del stock de micelio por un lado se preparé caldo ISP2 y por
otro matraces Erlenmeyer con capacidad de 125 mL con diez a quince esferas de
vidrio que serviran para la evitar la aglutinacion del micelio y se autoclavé. Dentro
de la cabina de flujo laminar (BioBase HCM-400), se dispens6 50 mL del medio
liquido ISP 2 en cada matraz procurando evitar contaminaciones. Se seleccionaron
las colonias méas sospechosas de ser actinomicetos para su inoculacion dentro del
caldo, esto se lo realizd con ayuda de un palillo estéril y depositdndola en el medio
de cultivo con movimientos de arriba hacia abajo evitando topar la boca del matraz.
Se incubd en un agitador rotatorio Optic Ivumen System durante 72h a una

temperatura de 28°C a 140 rpm. Finalizado el tiempo de incubacion, se transfirié el



cultivo a un tubo cénico de polipropileno estéril (tipo Falcon) de 50 mL, bajo cAmara
de flujo laminar, para después llevarlo a centrifugar en una centrifuga Scientific
MR23i a 3500 g durante 10 min a 4 °C; asimismo, bajo flujo laminar, se desecho el
sobrenadante procurando no descartar el pellet. Se lavé dos veces con 10 mL de
agua estéril; en cada lavado se agitd con vortex (Fisher Scientific G-560) durante
10s antes de centrifugarlo durante 10 min, 3500 g, 4°C. Para su almacenamiento,
se colocaron 2 mL de agua 'y 2 mL de glicerol 40% estériles obteniendo una solucion
1:1 que se mezcl6 con la suspension del micelio y se transvaso a criotubos de 2
mL. De cada cepa se obtuvo dos criotubos, uno para usarlo como stock de trabajo
(almacenado a -20°C) y el otro se guardd como respaldo a -80°C.

4.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y FISIOLOGICA

Se seleccionaron protocolos del Instituto Leibniz DSMZ - Coleccion Alemanda
de Microorganismos y Cultivos Celulares detallados por Wink (2012) para utilizarlos

en la identificacion de los microorganimos.

4.2.1 DESCRIPCION MORFOLOGIA DE COLONIAS Y PRODUCCION DE
PIGMENTO MELANOIDE

Se utilizo los siguientes medios de cultivo: medio complejo 5006, agar 5265
(ISP2), agar 5315 (ISP3), agar 5317 (ISP4), agar 5323 (ISP5) y agar 5322 (ISP7).
La composicion e indicaciones de cada medio se encuentran detallados en el
Anexo 1. El ISP7 se lo empled principalmente para la visualizacion del pigmento
melanoide. Para la identificacién de cada cepa se usé la siguiente nomenclatura,
EC#, para proceder con su inoculacion en cada medio solido.

Después de autoclavar los medios de cultivo, en camara de flujo laminar se
afiadio antifangico (500 pL) y antibidtico (500 uL) a cada uno, para posteriormente
dispensar de 25 a 30 mL en cada caja Petri. Cuando el medio se solidificé, se
inocul6 20puL del stock de micelio a temperatura ambiente en cada medio de cultivo.
Se sell6 con Parafilm cada caja y se incub6 a 28 £ 2°C durante 7-10 dias. Para la
descripcion de las caracteristicas macro y microscopicas de cada cepa se tomé en

cuenta:



e Micelio Aéreo (A): Se diferencio entre “buena formacién (+)” y “formacion
escasa (-)”

e Color reverso (R): Color del micelio en el sustrato influenciado en ocasiones
por un pigmento soluble. Los colores se describieron a través de codigos
RAL, para lo cual primero se obtuvo el codigo RBG con ayuda del programa
Microsoft Paint (version 22H2, Windows 10). Se seleccion6 una colonia en
una fotografia y se registré6 los numeros RGB que posteriormente se
convirtieron a codigo RAL (mediante RGB to RAL Converter, n.d.) para poder
obtener el color mas representativo para cada cepa.

e Crecimiento (G): Se interpreté como “buen crecimiento (++)”, “crecimiento
escaso (+)” y “no crecimiento (-)”

e Pigmento Soluble (S): Solo si existié produccién de pigmento soluble en el
medio; también se describi6 con el codigo RAL.

Microscépicamente, se identificd principalmente el desarrollo de estructuras
filamentosas llamadas también como micelio y presencia esporas. Se realizd la
observacion con y sin tincion Gram, con ayuda de un microscopio (Olympus BX53)

con el lente de 40X y bajo contraste de fases en caso de placas sin tincion.

4.2.2 UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS

Esta etapa se baso en el método de Shirling y Gottlieb (1966). Donde se usé
el agar basal 5338. Los carbohidratos empleados para este ensayo fueron: glucosa
(dextrosa), sucrosa, manitol, rafinosa, ramnosa, inositol, arabinosa, celulosa v,
como control negativo, el medio basal sin carbohidrato. Se preparé el agar basal
conforme a lo indicado en el Anexo 1, tomando en cuenta el volumen de disolucion
del carbohidrato para obtener 1% como concentracion final; se autoclavé
(Tuttnauer 3870M) a 121°C durante 30 minutos. Antes de usar los carbohidratos se
los diluy6é con agua destilada y se los filtro mediante una jeringa con un filtro (Millex-
GS) de 0,22 um, en flujo laminar (BioBase HCM-400) se incorpor6 los carbohidratos
al medio y se agreg6 antifungico (cicloheximida 50 pug/mL, concentracion final) y
antibiético (acido nalidixico 50 pg/mL, concentracion final). Se mezcl6 el medio y
se dispenso encajas Petri. Luego, se inoculé 20 uL de cada cepa y se estridé con

asa bacteriologica. Al finalizar, se sellaron las placas con Parafilm y se incubaron a
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28 + 2°C durante 10 dias. Transcurrido el tiempo de incubacién, se interpreté los
resultados con los siguientes parametros: Crecimiento igual que el control positivo

(glucosa) (+), Crecimiento mayor que el control positivo (++) y sin crecimiento (-).

4.2.3 TOLERANCIA AL PH

Para este ensayo se uso6 el medio 5265 (ISP2) en caldo ajustado a distintos
niveles de pH en rangos de 1,8 a 12,0 los cuales se prepararon usando soluciones
de &cido clorhidrico (HCI) e hidroxido de sodio (NaOH), se los midié con un pHmetro
(Martini Mi 805). Después, se colocé 7 mL de medio en los tubos de ensayo y se
etiquetaron con el nivel de pH correspondiente, se los autoclavo a 121°C durante
30 minutos. Se trabajé en cabina de flujo laminar (BioBase HCM-400) con los
stocks de micelio ya temperado se inocul6é 20 pL de la cepa dentro del medio
liquido, por duplicado para cada pH. Luego, se llevo los tubos de ensayos a la
incubadora Optic lvumen System 0010115 y se los dejé a 28°C con 140 rpm
durante 72 horas. La interpretacion de resultados se basé en el crecimiento de
micelio en el medio liquido ISP2 con los siguientes parametros: Crecimiento (G):
Se interpreté como “buen crecimiento (++)”, “crecimiento escaso (+)” y “no
crecimiento (-)”

4.3 IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS

Se realiz6 una busqueda de 20 articulos que mencionen géneros de
actinobacterias capaces de sobrevivir en ambientes contaminados por
hidrocarburos. Los datos mas relevantes como: el sitio de extraccion, el objetivo de
estudio, las cepas/géneros reportados, metodologia y caracterizacion fueron
considerados para la comparacion de las caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas
reportadas con aquellas obtenidas en esta investigacion a fin de determinar

similitudes.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Gracias a la caracterizacion fisioloégica de microorganismos también podemos

diferenciar, clasificar e identificar entre distintos géneros o especies de un grupo de

9



10

microorganismos, para lo cual se considera ciertos parametros, por ejemplo, su
capacidad nutricional, productos metabdlicos o su respuesta a diferentes
condiciones ambientales (UnADM, 2017). La informacion proporcionada por estas
caracteristicas debe ser lo mas detallada posible, debido a que mientras mas
informacioén se aporte, esto servird de mas apoyo para las personas que usen esto
para sus investigaciones y puedan tener un punto de referencia.

5.1 DESCRIPCION DE COLONIAS Y PRODUCCION DE PIGMENTO
MELANOIDE

Caja Petri: 150 x 25 mm Microscopio: 40x

Figura 1.Cepa EC2: crecimiento en los medios agar 5265 (ISP2), agar 5315 (ISP3), agar 5317 (ISP4),

agar 5323 (ISP5) y agar 5322 (ISP7), medio complejo (MC) y Medio harina de soya-manitol (SFM) y
microscopia a 40x.
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Caja Petri: 150 x 25 mm Microscopio: 40x

Fig ura 2. Cepa EC 4y crecimiento en los medios agar 5265 (ISP2), agar 5315 (ISP3), agar 5317 (ISP4),

agar 5323 (ISP5) y agar 5322 (ISP7), medio complejo (MC) y Medio harina de soya-manitol (SFM) y
microscopia a 40X.

Caja Petri: 150 x 25 mm Microscopio: 40x

Figura 3. Cepa EC 7 y crecimiento en los medios agar 5265 (ISP2), agar 5315 (ISP3), agar 5317 (ISP4),
agar 5323 (ISP5) y agar 5322 (ISP7), medio complejo (MC) y Medio harina de soya-manitol (SFM) y

microscopia a 40X.
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Microscopio: 40x

Fig ura 4. Cepa EC 8y crecimiento en los medios agar 5265 (ISP2), agar 5315 (ISP3), agar 5317 (ISP4),
agar 5323 (ISP5) y agar 5322 (ISP7), medio complejo (MC) y Medio harina de soya-manitol (SFM) y

microscopia a 40X.

Caja Petri: 150 x 25 mm Microscopio: 40x

Fig ura 5. Cepa EC 14 y crecimiento en los medios agar 5265 (ISP2), agar 5315 (ISP3), agar 5317 (ISP4),

agar 5323 (ISP5) y agar 5322 (ISP7), medio complejo (MC) y Medio harina de soya-manitol (SFM) y
microscopia a 40X.
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Caja Petri: 150 x 25 mm

Microscopio: 40x

Figura 6. Cepa EC 16 y crecimiento en los medios agar 5265 (ISP2), agar 5315 (ISP3), agar 5317 (ISP4),

agar 5323 (ISP5) y agar 5322 (ISP7), medio complejo (MC) y Medio harina de soya-manitol (SFM) y
microscopia a 40X.

Caja Petri: 150 x 25 mm

Figura 7. Cepa EC 20y crecimiento en los medios agar 5265 (ISP2), agar 5315 (ISP3), agar 5317 (ISP4),

agar 5323 (ISP5) y agar 5322 (ISP7), medio complejo (MC) y Medio harina de soya-manitol (SFM) y
microscopia a 40X.

En las figuras anteriores se pueden observar el crecimiento de cada cepa en
los siguientes medios: ISP2, ISP 3, ISP 4, ISP 5, ISP 7, MC y SFM. Ademas, se

incluye una micrografia de cada una. Los resultados obtenidos dieron a conocer
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gue los medios ISP 4 e ISP 5 fueron los 6ptimos para el crecimiento de seis de las
siete cepas analizadas. Por otro lado, el medio menos adecuado para el
crecimiento de estas cepas fue el ISP 2 debido a que solo se observé crecimiento
de tres de las siete cepas inoculadas.

Macroscopicamente, las cepas presentaron las siguientes caracteristicas en
medio solido ISP 4: la cepa EC 2 presentd una formacién de la colonia irregular
puntiforme con borde ondulado, con una superficie convexa y de textura seca, de
consistencia dura y brillante, ademas de la presencia de pigmento melanoide en
medio ISP 7.

La cepa EC 4 mostré una forma irregular mediana con borde rizado, con una
superficie pulvinada, una textura rugosa, de consistencia dura, opacas y con

presencia del pigmento melanoide en los medios ISP 7 y MC.

La cepa EC 7 tuvo una forma circular pequefia con borde entero, una
superficie convexa, con textura lisa, de consistencia suave, sin brillo y con la
presencia del pigmento melanoide en el medio ISP 7 y presencia de pigmento
soluble en medio SFM y ISP 5 de color gris y amarillento respectivamente. Ademas,
esta cepa en medio SFM tiende a tener una textura aterciopelada.

La cepa EC 8 exhibié una forma irregular mediana con borde rizado, una
superficie pulvinada, una textura rugosa, con consistencia dura, opaca y con
presencia de pigmento soluble en medio ISP 5 pero ausencia de pigmento
melanoide en los demas medios. En medio SFM crecié de manera irregular y su
consistencia fue mucoide.

Por su parte, la cepa EC 14 presenté una forma irregular puntiforme con
borde ondulado, con una superficie elevada mucoide, una textura rugosa, de
consistencia suave, sin brillo y con presencia de pigmento soluble en medio MC y
ausencia de pigmento melanoide.

La cepa EC 16 tuvo una forma circular mediada con borde entero, su
superficie convexa, de textura lisa, con consistencia dura, sin brillo y esta cepa de
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igual manera presentd produccion del pigmento melanoide en el medio ISP 7 y
produccién de pigmento soluble en el medio MC.

Por ultimo, la cepa EC 20 present6 una forma rizoide pequefia con borde
rizoide, con superficie elevada, con textura rugosa, consistencia suave, sin brillo y
con produccién de pigmento soluble en medio MC y de pigmento melanoide en
medio IPS 7

Con respecto a, el analisis microscopico se observo estructuras filamentosas
con formacién de artrosporas aéreas en forma de cocos o varillas cortas en las
cepas EC 2, 4, 14 y 16 (Figuras 1-6). Se observaron hifas en las cepas EC2, 4, 7,
8, 14 y 20. Asimismo, se visualiz6 filamentos microsifonados (didmetro menor a
una micra) en los que se apreciaron algunas esporas de forma ovalada y de un

tamafio reducido para las cepas EC 8, EC 16 y EC 20.

Tabla 1. Resumen de caracteristicas de cada cepa en distintos medios inoculados

MEDIO Cepa Crecimiento Color reverso Micelio aéreo Pigmento soluble
Ec 2
Ec 4
Ec 7 + RAL 7032 Gris guijarro RAL 1014 Marfil
ISP 2 Ec 8 + RAL 9002 Blanco grisaceo
Ec 14
Ec 16 + RAL 1020 Amarillo oliva RAL 1014 Marfil
Ec 20
Ec 2 + RAL 7022 Gris sombra
Ec 4 + RAL 7037 Gris polvo RAL 7037 Gris
Ec 7 + RAL 7036 Gris platino RAL 7036 Gris platino
ISP 3 Ecs8 + RAL 7039 Gris cuarzo RAL 7039 Gris cuarzo
Ec 14 + RAL 7043 Gris trafico B RAL 7037 Gris polvo
Ec 16
Ec 20 ++ RAL 5014 Azul colombino RAL 9023 Gris oscuro perlado
Ec 2 + RAL 9023 Gris oscuro RAL 9023 Gris oscuro perlado
perlado
Ec 4 ++ RAL 8025 Pardo palido
Ec 7 + RAL 7036 Gris platino RAL 7036 Gris platino
ISP4 Ec 8 ++ RAL 7003 Gris musgo
Ec 14 + RAL 7001 Gris plata RAL 7001 Gris plata
Ec 16 ++ RAL 6013 Verde cafia
Ec 20 + RAL 7039 Gris cuarzo RAL 7037 Gris polvo
Ec 2 ++ RAL 8003 Pardo arcilla RAL 7006 Gris beige
ISP 5 Ec 4 ++ RAL 8022 Pardo negruzco RAL 7013 Gris parduzco
Ec7 ++ RAL 8007 Pardo corzo RAL 7022 Gris sombra
Ec 8 ++ RAL 7037 Gris polvo RAL 7037 Gris polvo RAL 8003 Pardo arcilla
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Ec 14
Ec 16 + RAL 8022 Pardo negruzco RAL 8022 Pardo negruzco
Ec 20 + RAL 8028 Marrén tierra
Ec 2 + RAL 8017 Chocolate RAL 3007 Rojo negruzco RAL 8025 Pardo palido
Ec 4 ++ RAL 5004 Azul negruzco RAL 5004 Azul negruzco RAL 9005 Negro intenso
Ec 7 + RAL 8016 Caoba RAL 8016 Caoba RAL 8024 Pardo beige
ISP 7 Ec 8
Ec 14 + RAL 8028 Marrén tierra
Ec 16 ++ RAL 9005 Negro intenso RAL 7015 Gris pizarra RAL 5004 Azul negruzco
Ec 20 + RAL 3007 Rojo negruzco RAL 3007 Rojo negruzco RAL 8028 Marr6n tierra
Ec 2
Ec 4 ++ RAL 3007 Rojo negruzco RAL 4012 Morado perlado RAL 8022 Pardo
negruzco
Ec 7 + RAL 1035 Beige perlado RAL 9003 Blanco mate
MC Ec 8
Ec 14 ++ RAL 8025 Pardo palido RAL 7039 Gris cuarzo
Ec 16 + RAL 1011 Beige pardo
Ec 20 ++ RAL 1011 Beige pardo RAL 9003 Blanco mate
Ec 2 + RAL 7021 Gris negruzco RAL 7021 Gris negruzco
Ec 4 ++ RAL 1019 Beige agrisado RAL 7032 Gris guijarro
Ec 7 ++ RAL 7024 Gris grafita RAL 9023 Gris oscuro perlado
SFM Ec 8 ++ RAL 1001 Beige RAL 1019 Beige agrisado
Ec 14 + RAL 7022 Gris sombra RAL 7022 Gris sombra
Ec 16
Ec 20 + RAL 8011 Pardo nuez

(-): Sin crecimiento; +: Crecimiento moderado; ++: Buen crecimiento.

En cuento a la produccion del pigmento melanoide se reporta que las cepas
EC2, EC4, EC7, EC16 y EC20 tienen la capacidad de producir dicho pigmento.
Debido a la coloraciéon de esta sustancia, se deduce que se trata del pigmento
melanoide o melanina, sustancia que es parte de las caracteristicas distintivas de
las actinobacterias.

5.2 TOLERANCIA AL PH

Los resultados obtenidos en este ensayo demostraron que el rango de pH
para el crecimiento de las cepas fue de seis a nueve. Se observo el crecimiento de
las siete cepas dentro de rango. Asimismo, se registré lisis celular de las siete
cepas en los pH 1.8, 11 y 12 debido a que se visualizé una nube homogénea
diferente a micelio.
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Tabla 2. Resultados del crecimiento de las cepas en el medio liquido 5265 (ISP2) con distintos

niveles de pH.

Niveles de pH

Cepas
, 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
EC2 - - + - ++ ++ + + - - -
EC4 - + + ++ 4+ 4+ 4+ + - -
EC7 - + + + ++ ++ + + - - -
ECS8 - + + ++ o+ + - -
EC 14 - + + + e = S R + - -
EC 16 - + + ++ + - -
EC 20 - + + + ++ ++ ++ + - - -

» o«

“buen crecimiento (++)”, “crecimiento escaso (+)” y “no crecimiento (-)”

El rango de crecimiento de las cepas estudiadas depende de cada una. Existen
3 tipos de microorganismos en los que se los puede clasificar como acidofilos,
neutroéfilos y alcaldéfilos, segun el pH que prefieren. Se conoce que el rango de pH
de las actinobacterias se encuentra entre 5 a 9 con un mejor desarrollo a pH neutro
(Gonzélez, 2010), por tanto, son neutréfilas. El estudio de Jin y Kirk (2018) indica
gue el pH puede afectar la termodinamica y a su vez la cinética de la respiracion
celular, ademas, el metabolismo de los microorganismos esta controlado por
distintos factores como la temperatura, salinidad, pH, disponibilidad de nutrientes y
su ubicacion geografica. De todos los factores antes mencionados el pH es usado
como control primario y, por si fuera poco, este también esta estrechamente
relacionado con las respuestas de las actividades metabdlicas de las comunidades
naturales a las variaciones en el pH ambiental. Teniendo esto en cuenta, mientras
mas bajo sea un pH el microorganismo va a necesitar de un mejor metabolismo y
de mas recursos de nutrientes para poder crecer dentro de un rango de pH acido,
igualmente con pH alcalino. Algo importante a aclarar es que el pH también afecta
a las actividades enzimaticas extracelulares. Con los resultados obtenidos, se
puede afirmar que cada cepa exhibid similitudes a cepas descritas previamente en
distintas investigaciones. Como ejemplo de esto, se observé una tolerancia de pH
similar a lo obtenido en el género Actinomyces, donde las cepas no presentaron
ningun crecimiento en pH 10 (Chamorro, 2018). Al igual que las cepas estudiadas

donde tres cepas fueron incapaces de crecer en rangos superiores a 10.

5.3 UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS

Tabla 2. Uso de distintos carbohidratos como unica fuente de carbono por parte de las cepas EC2,

4,7, 8, 14, 16, 20.
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CARBOHIDRATOS

Manito Inosito Ramno Rafin

CEPA i
Contro Gycosa Celulosa  Sucrosa  Arabinosa | |

I sa osa
EC?2 - - - + - - + - -
EC 4 (+) - + ++ + + + + ++
EC7 (+) - + ++ - + - + ++
EC8 - - ++ - - - + - +
EC 14 - + ++ + - - - +
EC 16 - + ++ + + - + +
EC 20 +) + + ++ - + - + ++

Crecimiento igual que el control positivo (glucosa) (+), Crecimiento mayor que el control positivo (++) y sin
crecimiento (-). Para el crecimiento en control negativo se interpretd de la siguiente manera: Crecimiento en

medio sin fuente de C —control negativo “(+)”

La lectura se realiz6 usando una comparacion con un control negativo que
este caso fue el medio basal sin carbohidratos, mediante el cual se determin6 que
las cepas analizadas metabolizan mayormente la sucrosa, rafinosa y celulosa.
Asimismo, el carbohidrato menos utilizado fue la arabinosa donde solo dos cepas
lograron metabolizarla y crecer moderadamente.

5.4 IDENTIFICACION DE AISLADOS

Las técnicas para la caracterizacion e identificacion de microorganismos han
evolucionado de forma significativa a lo largo del tiempo. Si bien se han
desarrollado metodologias mas sensibles y precisas para obtener informacion mas
detallada del microorganismo a estudiar, no se descarta el uso de métodos
estandarizados basados en la morfologia y fisiologia debido a que estos son en
muchos casos mas visuales, rapidos y econdmicos que los métodos de nueva

generacion.

En el anexo 4 se detallan las caracteristicas de algunos géneros de
actinobacterias de acuerdo con lo descrito por Whitman et al. (2012). Se condensé
esta informacién con base en 20 articulos cientificos que reportan actinobacterias
en suelos contaminados con hidrocarburos, considerando que existe mayor
probabilidad de encontrar alguno de estos géneros en los aislados provenientes de
la piscina de petroleo en estudio. Los resultados descritos sugieren que las cepas
EC 2, 4, 14 pertenecen al género Streptomyces, mientras que la cepa EC 8 seria

Rhodococcus sp., las cepas EC 7 y 16 se identificaron con el género Actinomyces,
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mientras que la cepa EC 20 tiene similitudes con el género Actinomadura. Esta
identificacion debera ser corroborada con andlisis molecular en el futuro, lo que,

seguramente, ademas permitira llegar a nivel de especie.

El primer punto para destacar es que, todas las cepas estudiadas, son Gram
positivas. Otra razén por lo que se las identifican con los géneros mencionados es
el hecho de que presentan la forma celular caracteristica de estos géneros siendo
estos en forma de cocos, barrillas, como artrosporas y como barrillas curvadas. La
presencia de esporas es otra caracteristica clave ya que algunos géneros no las
presentan y es facil guiarse. De igual manera, la textura y los colores son otras
caracteristicas para poder identificar a cada género. Los colores que mas se
repitieron fueron las tonalidades crema, beige, negras, marrones y blanco grisaceo.
Las texturas fueron mayormente asperas, lisas o mucoides; las cepas que
presentaran crecimiento de micelio aéreo tuvieron una textura pulverulenta,

granulosa o aterciopelada.
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Tabla 3. Caracteristicas importantes de cepas EC 2, 4, 7, 8, 14, 16 y 20 para asignacion de género

20

Forma de Caracteristicas fisiologicas Formacion de Apariencia de colonias Temperatura Género
Cepas Forma de células o o .
micelio Azlcares Otros esporas Color Textura de crecimiento asignado
Estructuras .
. Lisas, con
filamentosas con o
. i . o micelio aéreo
formacién de Ramificado y con Metaboliza: Crecimiento en ) )
EC 2 3 . . No esporulan Gris tienen a ser 28°C Streptomyces
artrosporas aéreas en hifas Sucrosa e Inositol pH: 4,6,7,8,9
rugosas y
forma de cocos o ]
. aterciopeladas
varillas
Estructuras . . .
. Metaboliza: Gris, azuly Rugosa, lisas y
filamentosas con o .
y " Celulosa, Sucrosa, Crecimiento en morado mucoides
formacién de Ramificado y con . . .
EC 4 i ) Arabinosa, Manitol, pH: 3,4,5,6, 7,8, No esporulan perlado dependiendo 28°C Streptomyces
artrosporas aéreas en hifas ) ) )
Inositol, Ramnosa y 9,10 dependiendo del medio de
forma de cocos o ) ] )
. Rafinosa el medio cultivo
varillas
Marfil, gris,
) Metaboliza: o caoba, blanco
. Filamentosos, Crecimiento en .
Varillas rectas o i Celulosa, Sucrosa, y gris Seca, rugosay .
EC7 ramificados y con . pH: 3,4,5,6,7,8, No esporulan . . 28°C Actinomyces
curvadas hif Manitol, Ramnosa y 9 dependiendo aterciopelada
ifas
Rafinosa el medio de
cultivo
Filamentos
) ) o microsifonados )
. Filamentosos, Metaboliza: Crecimiento en . Lisas, mucosas,
Varillas rectas o . ) con presencia de ) )
EC8 ramificados y con Celulosa, Inositol, pH: 3,4,5,6,7,8, Gris y beige secasy 28°C Rhodococcus
curvadas . ) esporas en forma
hifas Rafinosa 9, 10 rugosas

ovalada y de

tamafio reducido
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Estructuras
filamentosas con
formacioén de

Ramificado y con

Metaboliza:
Glucosa, Celulosa,

Crecimiento en

Lisas, mucosas,

EC 14 i ) pH: 3,4,5,6,7,8, No esporulan Gris y beige secas, 28°C Streptomyces
artrosporas aéreas en hifas Sucrosa, Ramnosa )
) 9,10 aterciopelada
forma de cocos o y Rafinosa
varillas
Metaboliza: Filamentos
i Glucosa, Celulosa, o microsifonados
Artrosporas aéreas en . Crecimiento en . o .
Filamentosos y Sucrosa, con presencia de Marfil, gris, Rugosas, lisas .
EC 16 forma de cocos o i . . pH: 3,4,5,6,7,8, 28°C Actinomyces
. ramificados Arabinosa, Inositol, esporas en forma pardo y azul y verrugosas
varillas 9, 10
Ramnosa y ovaladay de
Rafinosa tamafio reducido
) Filamentos
Metaboliza: ) ) Blanco mate,
o microsifonados )
. . Glucosa, Celulosa, Crecimiento en . rojo negruzco
En bastoncillos Ramificado y con ) con presencia de ) ) )
EC 20 Sucrosa, Manitol, pH: 3,4,5,6,7,8, y gris Rugosas y lisas 28°C Actinomadura

irregulares

hifas

Rafinosay
Ramnosa

9

esporas en forma
ovalada y de
tamafio reducido

dependiendo
el medio
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El género Rhodococcus se ha reportado en ambientes marinos
contaminados por hidrocarburos. Romero (2011) realiz6 ensayos de degradacion
de hidrocarburos y vio que existe una mayor eficacia al formar consorcios junto con
Gordonia sp. y Pseudonomas sp., alcanzando un 100% de degradacion de
naftaleno, un hidrocarburo aromatico. En el Manual de Bergey se menciona que
una especie de este género es normalmente encontrada en el suelo, por lo que no
es raro el hecho de que puedan sobrevivir especies de Rhodococcus en suelos
contaminados por hidrocarburos. Por otro lado, el género Streptomyces ha sido
reportado en suelos contaminados por hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) por Vifas (2005). De igual manera, la investigacion realizada por Bjorklof
et al. (2009) menciona que se han logrado reportar especies de los géneros
Rhodococcus, Streptomyces, Mycobacterium y Nocardia que fueron capaces de
sobrevivir en suelos contaminados por hidrocarburos complejos envejecidos,
especialmente en capas subterraneas y lo importante de este estudio es la
realizacion de bibliotecas de clones basadas en el gen 16s rRNA donde obtuvieron
como resultado que existen un gran numero de géneros bacterianos y que algunos
de estos han logrado sobrevivir en cantidades de oxigeno muy reducidas.

De forma complementaria, algo a resaltar de la investigacién de Lopez De
Mesa et al. (2005) es la mencion del género Rhodococcus como el género mas
explotado en bioprocesos no convencionales debido a su alta capacidad de
transformar, degradar y utilizar como Unica fuente de carbono compuestos
hidr6fobos. También, se menciona que posee una gran variedad de vias
metabodlicas para degradacién y modificacion de compuestos aromaticos. Los
resultados proporcionados por este estudio nos dan a entender que las especies
de Rhodococcus pueden llegar a ser importantes para degradar compuestos que
se encuentran en el petréleo.

La investigacion realizada por Cando (2011), menciona que el género
Streptomyces tiende a favorecer la degradacion de fenoles, compuestos
arométicos, aromaticos clorados, lignocelulosas, también ha sido usado para
biorremediacion por metales pesados, degradacion de pesticidas, herbicidas,
plasticos y &cidos huamicos, debido a que producen enzimas como las
lignocelulosas, quitinasas y hemicelulosas, ademas que tienen la caracteristica de

formar consorcios microbianos con bacterias, hongos y plantas. Ademas, las
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caracteristicas mencionadas por los autores concuerdan con las obtenidas por esta
investigacion. Se recomienda seguir con la investigacion de las cepas enfocandose
en evaluar su potencial en biorremediacion o el estudio de metabolitos producidos,

por ejemplo, con capacidad antagdnica

Como menciona Aparicio et al. (2015) la biorremediacion con actinobacterias
podria ser una gran alternativa debido a su gran versatilidad metabdlica ademés de
gue tienen la capacidad de crear consorcios y aumentar el potencial como
biorremediadores y degradar metales pesados, hidrocarburos, herbicidas y
pesticidas. Por lo que se recomienda realizar estudios y determinar si son capaces
de degradar hidrocarburos y poder usarlas como biorremediadores de ambientes

contaminados.

Al finalizar el andlisis de los resultados y comparar con la informacién
bibliogréafica se encontraron similitudes con informacién publicada. Sin embargo, el
uso de pruebas moleculares y la realizacion de mas pruebas bioquimicas podrian
ayudar en la confirmacién del género y, posiblemente, la determinacion de especie
de estas cepas, en estudios posteriores. Anteriormente, las caracteristicas
fisioloégicas se emplearon como Unica fuente de informacién taxonémica, adn con
sus limitaciones y dificultades. Se lleg6 a proponer el uso de claves dicotomicas y
poder clasificar y describir de forma mas rapida las cepas de actinobacterias
(Kuster, 1972). Sin embargo, con el advenimiento de nuevas tecnologias, en la
actualidad se prefieren métodos fenotipicos, moleculares y protedbmicos, ya que
cada uno aporta con informacién de gran valor microbiolégico, particularmente para
el area clinica (Bou et al., 2011). Aqui, también entra en juego la rapidez, el costo
y sensibilidad de cada método para ser usado debido a que los métodos
moleculares y prote6micos emplean herramientas biotecnolégicas, base de datos
genomicos, instrumentacion especializada, etc. que no siempre estan el alcance de
todos los laboratorios. Estas técnicas son usadas en proyectos donde se desea
saber informacién acerca de genes, proteinas, enzimas, las cuales representan
ciertas ventajas con los métodos tradicionales, pero a su vez tienen ciertas
limitaciones e inconvenientes en su aplicacion. Por ello, los criterios morfolégicos y
fisiolégicos continlan siendo de suma utilidad, aun si se realiza la identificacion
molecular con secuenciacion de amplicones o de genoma completo (Dhanasekaran
y Jiang, 2016).
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6. CONCLUSIONES

Se identificé siete aislados provenientes de una piscina de petréleo de la
Amazonia ecuatoriana como bacterias pertenecientes al filo Actinomycetota.
De acuerdo con las caracteristicas evaluadas y su comparacion con las
descritas en el Manual de Bergey se considera que los géneros mas
probables de las cepas EC 2, 4 y 14 son Streptomyces, para EC 8
Rhodococcus, EC 7 y 16 pertenecen al género Actinomyces y EC 20 al
género Actinomadura. Estos géneros concuerdan con los reportados en la
literatura cientifica relativa a la diversidad bacteriana en suelos
contaminados por hidrocarburos.

La informacion recopilada de publicaciones cientificas relacionadas a
bacterias del filo Actinomycetota presentes en suelos contaminados con
hidrocarburos brindé un panorama de los géneros mas frecuentemente
asociados a estos ambientes. Al contrastarlos con los resultados obtenidos
en este estudio, se obtuvo un primer acercamiento a la identificacion de los
microorganismos aislados de piscinas de petroleo de la Amazonia
ecuatoriana, determinandose similitud en los hallazgos.

Se debe continuar con mas estudios de estas cepas, tanto para la
confirmacion de su identificacion, la determinacion de especies, pero, sobre
todo, de las aplicaciones biotecnolégicas o como fuentes de principios
bioactivos.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Composicién y preparacién de medios de cultivo

Medio agar 5338 (Basal)

Medio Basal
Sustancia (g) Cantidades g/l Preparacion
(NH4)2SO4 2,64 Medio Liquido: Medio Solido:
KH.PO4 2,38 Pesar sustancias en un vaso de  Pesar agary
KoHPO, 4,31 precipitacién. Disolver en el 80% colocar en el
MgSO;4 x 7H,0 1,0 del volumen final. Afiadir recipiente en el que
Solucién oligoelementos y ajustar pH a se va a esterilizar.
Oligoelementos 2 mk 7.3. Ajustar al 90% volumen con  Preparar caldo y
agua. Esterilizar a 121°C adicionar al mismo
durante 20 min. Disolver el recipiente.

Agar 15,0 carbohidrato en 10% del Esterilizar a 121°C
volumen de agua. Esterilizar con  durante 20 min.
filtro. Mezclar ambas soluciones.

Medio agar 5315 (ISP3)
Medio ISP3
Sustancia (g) Cantidades g/l Preparacion
Hojuelas de avena 20,0 Medio Liquido: Medio Solido:
Agar 18,0 Cocer la avena en agua Pesar agar y colocar en el
Solucién elementos (volumen final) por 20 min. recipiente en el que se va
traza 3 25 mk Filtrar con gasa. Afadir agua a esterilizar. Preparar
hasta restaurar volumen final.  caldo y adicionar al mismo
Afadir oligoelementos y recipiente. Esterilizar a
ajustar pH a 7.2. Completar el 121°C durante 20 min.
volumen con agua.
Medio agar 5265 (ISP2)
Medio ISP2
Sustancia (g) Cantidades g/l Preparacion
Extracto de malta 10,0 Medio Liguido: Medio Solido:

Extracto de Pesar sustancias en un vaso de  Pesar agar y colocar en el
levadura 40 precipitacion, Disolver en el 80% recipiente en el que se va
Glucosa 4,0 del volumen final requerido. a esterilizar, Preparar

Medir con probeta, Ajustar pHa  caldo y adicionar al mismo
Agar 15,0 7.2, Colocar en una probeta y recipiente y Esterilizar a
completar el volumen con agua.  121°C durante 20 min.

Medio agar 5317 (ISP4)
32
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Medio ISP4
Sustancia (g) Cantidades g/l Preparacion
CaCOg3 2,0 Medio Liquido: Medio Solido:
K,HPO 1.0 Disolver el almidén en una Pesar agar y colocar
pequefia cantidad de agua en el recipiente en el
MgSO0O4 x 7H20 1,0 . -
caliente hasta que la mezcla sea  gue se va a esterilizar.
NaCl 10 homogénea. Anadir agua hasta el  Preparar caldo y
(NH4)2S04 2,0 50% del volumen final. Disolver adicionar al mismo
Agua destilada 500,0 los otros componentes en agua recipiente.
Solucién de sales traza (40% del volumen final). Mezclar
4 1.0 ambas soluciones. Afiadir
oligoelementos y ajustar pH a 7.2.
Agar 20,0 Colocar en una probeta y
completar el volumen con agua.
Medio agar 5323 (ISP5)
Medio ISP5
Sustancia (g) Cantidades g/l Preparacion
L-asparraguina 1,0 Medio Ligquido: Medio Solido:
Glicerol 10,0 Pesar sustancias en un vaso de Pesar agar y colocar en
K2HPOQ4 anhidro 1,0 precipitacion. Disolver en el 80% el recipiente en el gue se
Agar 20,0 del volumen final requerido. Medir va a esterilizar. Preparar
con probeta. Afiadir solucidn salina. caldo y adicionar al
) ] Ajustar pH a 7.0-7.4. Colocar en mismo recipiente.
Solucién salina 1mL

una probeta y completar el

volumen con agua.

Esterilizar a 121°C

durante 20 min.

Medio agar 5322 (ISP7)

Medio (ISP7)
Sustancia (g) Cantidades g/l Preparacién
Glicerol 15,0 Medio Liquido: Medio Solido:
L-Asparagine 1,0 Pesar sustancias en un Pesar agar y colocar en el
L-Tyrosine 0,5 vaso de precipitacion. recipiente en el que seva a
K2HPO, 0,5 Disolver los constituyentes  esterilizar. Preparar caldo y
Fosfato dipotasico 0,5 en 1L de H20. Ajuste el adicionar al mismo
Sulfato de magnesio. pHa72-74. Estilizar en recipiente. Estilizar en
7H,0 0.5 autoclave. autoclave.
Cloruro sédico 0,5
Agar 20,0
Sulfato ferroso x 7H.0 0,01

11.2 COMPOSICION Y PREPARACION DE SOLUCIONES
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Solucién 5342 DSMZ.

Solucion oligoelementos 2

Sustancias Cantidades g/I
CuSO04 x sH20 0,64
FeSO4 x 7H20 0,11
ZnSO4 X 7TH20 0,15
MnCl; x 4H20 0,79

Solucion 5314 DSMZ.

Solucién elementos traza 3

Sustancias Cantidades g/

CacCl; x 2H20 3
Citrato férrico (Fe Ill) 1
MnSOg4 0,2

ZnCl, 0,1

CuS0O4 x sH20 0,025
Tetraborato de sodio 0,2

CoCl; x gH20 0,004
Molibdato de sodio 0,01

Solucién sales traza 4.

Solucién de sales traza 4

Sustancias Cantidades g/l
FeSO, x 7H20 0,1
MnCl; x 4H20 0.1
ZnSO4 X 7H20 0,1

Solucién salina

Solucién salina

Sustancias Cantidades g/l
FeSO4 x 7H,0O 1
Mn C|2 X 4H20 1
ZnS04 x 7H0 1

ANEXO 2: PREPARACION DE SOLUCIONES SUPLEMENTARIAS

Solucién stock de antifungico (50 mg/L)
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Se disuelve 100 mg de cicloheximida (>98% de pureza) en 2 mL de dimetilsulféxido.
Esta mezcla se esteriliza mediante filtracion por membrana de 0,22 um (teflon o
nylon); se recomienda usar una jeringa y filtro pequefios. Una vez filtrado se debera
guardar en refrigeracion o congelacion en tubos de polipropileno 1,5 o 2 mL,
previamente esterilizados.

Para su adicién al medio de cultivo se debe colocar 1 mL de la solucion en 1L de
medio (0 su equivalente, dependiendo el volumen de medio preparado) en el

momento previo al dispensado y agitar bien para asegurar una mezcla homogénea.

Solucién stock de antibiotico (50 mg/L)

Disolver 100 mg de &cido nalidixico en 1 mL de NaOH 0,5M y, una vez disuelto,
afiadir 1 mL de agua destilada. Esta mezcla se esteriliza mediante filtracion por
membrana de 0,22 um; se recomienda usar una jeringa y filtro pequefios. Una vez
filtrado se debera guardar en refrigeracion o congelacion en tubos de polipropileno
1,5 0 2 mL, previamente esterilizados.

Para su adicién al medio de cultivo se debe colocar 1 mL de la solucion en 1L de
medio (0 su equivalente, dependiendo el volumen de medio preparado) en el

momento previo al dispensado y agitar bien para asegurar una mezcla homogénea.

ANEXO 3. Fotos de resultados de ensayo de pH
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ANEXO 4. Caracteristicas importantes de géneros de actinobacterias considerados para la identificacién taxondmica de

las cepas estudiadas

Forma de

Caracteristicas fisiolégicas

Formacion de

Apariencia de colonias

Respiracion

Temperatura
de

Referencias

Género 3 Forma de micelio %G/C Tincion Gram o L
células esporas o bibliogréaficas
. crecimiento
Azlcares Otros Color Textura
Metabolizan: .
Catalasa Beige, crema,
Cocos 0 maltosa, B ] . . . . 3
. i positiva, acido- . naranja, rojo, Asperas, lisas o . . (Sanchez et al.,
Rhodococcus barrillas Ramificado manosa, 67-73% No esporulan Grampositivas ] ) Aerobio estricto 15-40°C
. alcohol amarillo e mucoides 2004)
cortas sorbitol, . )
resistente incoloras
sacarosa
Cadenas cortas o
o Inicialmente una 25-35°C
Micelio aéreo con de esporas, o
. superficie lisa, con Algunas
cadenas de Catalasa esclerocios, o .
N o . micelio aéreo especies L
Artrosporas artrosporas Sacarosa, positiva, no son picnidios, . Blanco grisaceo, . (Hidrin et al.,
Streptomyces . . . -78% . Grampositivas pueden parecer Aerobias crecen dentro
aéreas Forman filamentos glucosa acido-alcohol esporangios y crema y negro 2001)
i . . flocosa, granulosa, del rango
ramificados no resistentes sinnematos o
pulverulenta o psicrofilo y
fragmentados Esporas no i .
. aterciopelada termdfilo
moviles
Micelio que se
fragmentan en
. formas no moviles, Catalasa 3
Hifas ) Glucosa, N Desde colores De concavas,
. coccoides, en forma positiva, no son . " ) ) . 3
Promicromonospora septadas maltosa, . 70-75% Clamidosporas Grampositivas amarillos a arrugadas, lisasy Aerobias 28-30°C (Chévez, 2016)
- deYodeV, acido-alcohol
ramificadas ) sucrosa ) blancos pastosas
bastoncillos, resistentes
difteroides o
clamidosporas
Fructosa, Amarillo palido a
glucosa, Esporas no naranja claro
i sacarosa, . moviles, sésiles Dependiendo de la .
. Ramificadas i . No &cido . . . Aerobio a .
Micromonospora Ramificado celobiosa, . 68-75% o terminales en Grampositivas cepa, desarrollan  Lisas, mucosas . » 20-40°C (Garcia, 2011)
y septadas resistente ) . y microaerofilico
galactosa, esporéforos una pigmentacion
manosa, cortos azul verdosa,

trehalosa, xilosa

marrén, naranja
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oscuro, purpura o

roja
Amarillas,
Lactosa, X .
) Oxidasay purpuras, rojas ) ,
) Bacilos Forma de glucosa, . ) Lisas, convexas, . (Serret-Lopez et
Burkholderia . . catalasa 59-69% No esporulan Gramnegativas Dependiendo en . Aerobios 20-45°C
rectos bastoncillos rectos celobiosa, N . mucoides al., 2020)
) positivos que medio se
sorbitol .
inocule
Sin coloracién
. distintiva. El
. L-Arabinosa, D- . Lo )
Hifas Forma de No acido micelio aéreo, si  Son de pastosas a
) ) ) Galactosa, D- ) - . . : i
Kribella vegetativas bastoncillos o . resistente, No esporulan Grampositivas esta presente, es blandas, a menudo Aerobios 28-30°C (Arbeli, 2009)
» - Xylosa, Inositol y oo T71,3% L .
ramificadas  cocos, no méviles Manitol catalasa positiva principalmente  con forma de liquen
anito
blanco o amarillo
palido
Hifas de X
Catalasa » . Lisas o granulares
sustrato . N ) Grampositivas Tonos de naranja, )
. ) . Forma coccoidea a positiva, acido- . e irregulares, . (De Pasquale et
Nocardia rudimentarias . D-Glucosa 63-72% No esporulan a Gram- rosa, rojo o Aerobios 20-45°C
bastoncillos alcohol . . arrugadas o al., 2012)
a muy . variables amarrillo .
" resistente apiladas
ramificadas
Protacion El micelio del
Hifas de Arabinosa, acropetal y/o sustrato suele ser
Pseudonocardia sustrato Forma de varilla Glucosa, N/A 68-79% por septacion Grampositivas de color Abultadas Aerobios 15-37°C  (Jiménez, 2011)
ramificadas Ramnosa. basipetal amarillento a
(fragmentacion) marrén
o Varia de convexo,
. El micelio del i .
Bastoncillos . brillante y liso a
Grampositivas sustrato suele ser | B B
) y cocos Formade Voen _ N aspero, mate y . (Mufioz-Pefia et
Gordonia Glicerol Catalasa positiva 63-69% No esporulan a Gram- de color Aerobios 20-37°C
cortos no cadenas cortas . . plegado con al., 2016)
. variables amarillento a i
moviles ; margenes
marrén .
irregulares
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Color blanco a .
Facultativamente

Varillas " blanco grisaceo o De &spera y seca a .
" Grampositivas anaerobias,
. rectas o Ramificado y Glucosay No blanco cremoso  desmenuzable o (Chanqueo &
Actinomyces ) . . . 55-71% No esporulan a Gram- B . algunas crecen 35-37°C
ligeramente filamentoso fructosa acidorresistente . La coloracién lisa Blanda . Morales, 2019)
variables . bien
curvadas depende del a mucoide .
. . aer6bicamente
medio de cultivo
Maltosa,
) glucosa, Catalasa positiva . . .
. ) Bastoncillos Forma de . . Amarillo palido o  Opacas, circulares .
Zhihengliuella . sacarosa |- y oxidasa No esporulan  Grampositivas . Aerobios 27-29°C (Castro, 2019)
cortos bastoncillos . . 70.3% blanco y lisas
arabinosa y negativa
trehalosa
) Dificiles de
Bastoncillos .
. o tefiir por este  Color blanco a . .
. ligeramente » . Acido-alcohol ) . Aerobios a (Mycobacterias,
Mycobacterium Ramificado Glicerol . 57-73% No esporulan método, pero crema; algunas de  Lisas, rugosas . . 20-45°C
curvados o resistentes . . . microaerofilos 2017)
se consideran amarillo o naranja
rectos N
Grampositivas
Esporas
. cilindricas, ) 20-45°C
Hifas de Formas . . Color azul y un Aerobios a
. Arabinosa y . ocasionalmente . . o . . Algunos
Amycolatopsis sustrato cuadrangulares y Catalasa positiva 66-75% . Gram positivos pigmento difusible Lisas anaerobios (Guerra, 2014)
B ) galactosa ovoides, en ) . mayores a
ramificadas bastoncillos marrén claro facultativos
cadenas rectas 45°C
a flexuosas
Manitol, Esporas )
o Azul, marron,
Cadenas de Extensamente Rhamnose, individuales, . Irregular, rugosa,
) ) . . . crema, gris, verde, . . (Serrano et al.,
Actinomadura bastoncillos ramificado, no Raffinose, N/A 66-73% cadenas Gram positivos i lisa, espinosa o Aerobios 25-40°C
) . rosa, rojo, blanco 2001)
irregular fragmentado Glucose, rizadas en . verrugosa
. . o amarillo
Arabinose espiral o rectas
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