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RESUMEN

El objetivo de esta investigacién fue la identificaciébn molecular de bacterias con capacidad
metabdlica para soportar altas concentraciones de Arsénico (As) y Cromo (Cr) de muestras de
agua provenientes de la microcuenca del rio Gala del canton Camilo Ponce Enriquez, provincia
del Azuay. Se realizo el respectivo aislamiento bacteriano mediante siembra por extension de
superficie en medio de cultivo PCA, estas muestras se incubaron a una temperatura de 25 grados
Celsius. Tomando como punto de partida la caracterizacion macroscopica morfoldgica, se
seleccionaron 27 colonias representativas para realizar siembras consecutivas o repliques
correspondientes para la obtencion de cultivos axénicos. Tras la realizacion de nueve repliques
de cultivos puros se realizaron analisis de sensibilidad para arsénico con triéxido de arsénico
desde 0.1 a 100 ppm, se obtuvieron 22 cepas resistentes y para cromo con dioxido de cromo, se
obtuvieron 21 cepas resistentes desde 0.5 a 50000 ppm. La extraccién y purificacion de ADN se
realiz6 por métodos convencionales lo cual consistié en la aplicacion de tubos con perlas con
buffer de extraccion, p-mercaptoetanol, muestra bacteriana, y su homogenizacién en vortex
donde se libera el material genético, a su vez se cuantifico el ADN mediante espectrofotometria
de microvolimenes y se evalud su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa para
posteriormente realizar PCR, los amplicones obtenidos fueron secuenciados en el laboratorio
Macrogen donde se obtuvieron secuencias que fueron emparejadas en andlisis bioinformatico
mediante BLAST y se logro6 identificar 16 especies bacterianas entre las més importantes se
identificaron especies bacterianas pertenecientes a géneros como Enterobacter sp, Pseudomonas
sp, Aeromonas sp, Acinetobacter sp y Bacillus sp las cuales estan relacionadas a tratamientos de
remocién de contaminacion por metales pesados. Se sugiere investigar la resistencia de estos
microorganismos en presencia de otros metales pesados, especialmente de aquellos relacionados

con actividades mineras.

Palabras clave: <IDENTIFICACION MOLECULAR>; <BACTERIAS>; <AISLAMIENTO>;
<CARACTERIZACION MORFOLOGICA>; <CULTIVOS AXENICOS>; <ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)>.

LEONARDO
FABIO MEDINA -
NUSTE

0638-DBRA-UTP-2022
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SUMMARY

The aim of this research was the molecular identification of bacteria with metabolic capacity to
resist high concentrations of Arsenic (As) and Chromium (Cr) present in water samples from Gala
River micro-watershed, located in Camilo Ponce Enriquez county, Azuay province. The
corresponding bacterial isolation was performed through an extensive surface sowing in PCA
culture medium, these samples were incubated at 25 degrees Celsius. Considering the
macroscopic morphological characterization as a starting point, 27 representative colonies were
selected to perform consecutive sowings or copies to obtain axenic cultures. After performing
nine copies of pure cultures, sensitivity analyses were performed for arsenic with arsenic trioxide
from 0.1 to 100 ppm, obtaining 22 resistant strains, while for chromium with chromium dioxide,
21 resistant strains from 0.5 to 50,000 ppm were obtained. DNA extraction and purification were
performed through conventional methods which were based on the application of pipes containing
beads with buffer, p-mercaptoethanol extraction. On the other hand, bacterial sampling and its
homogenization in vortex to release genetic material was carried out. DNA was also quantified
through microvolume spectrophotometry and its integrity was evaluated by agarose gel
electrophoresis to subsequently perform PCR. The amplicons obtained were sequenced in the
Macrogen laboratory where sequences were obtained and matched in BLAST bioinformatic
analysis; thus, 16 bacterial species were identified. The most important bacterial species
belonging to genera were: Enterobacter sp, Pseudomonas sp, Aeromonas sp, Acinetobacter sp and
Bacillus sp, which have relation with contamination caused by heavy metal removal treatments.
It is recommended to investigate the resistance of these microorganisms in other heavy metals,

especially in those related to mining activities.

Keywords: <MOLECULAR IDENTIFICATION>; <BACTERIA>; <ISOLATION>;
<MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION>, <AXENIC CULTURES>;
<DEOXYRHYBRONUCLEIC ACID (DNA)>.

PAUL ROLANDO
i ARMAS PESANTEZ
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INTRODUCCION

En Ecuador, el aumento desmedido de la mineria ilegal de manera artesanal ha tenido como
consecuencia el incremento de la contaminacion debido a la presencia de metales pesados en
sitios cercanos a cuerpos hidricos, ya que no se realiza utilizando técnicas adecuadas generando
impactos sociales y ambientales que afectan directamente a los derechos del ambiente (Oviedo et
al, 2017, p.437). La mineria es uno de los sectores estratégicos del Ecuador siendo una de las
actividades antropogénicas que ponen en vulnerabilidad al ambiente y al mismo tiempo exponen
a la sociedad a cierta conflictividad en relacién a la gran escala de explotacién minera. Cabe
mencionar los impactos negativos mas referidos en el tema del impacto ambiental como es el caso
Nambija, Ponce Enriquez, San Gerardo, San Bartolomé pertenecientes a la provincia del Azuay
(Valencia, 2017, p. 133). EI cantén Camilo Ponce Enriquez se ha convertido en foco de atencion
debido a la mineria ilegal, la cual ha puesto en inminente peligro de contaminacion a los rios y
efluentes de la cuenca hidrica del rio Gala. Segun el Plan de desarrollo y ordenamiento territorial
se menciona que en el catastro realizado por la ARCOM en el afio 2014 en el canton Camilo
Ponce Enriquez se encuentran 105 concesiones mineras que ocupan un 51.98% de la superficie
total de dicho cantdn entre las cuales se presencia un 9.49% de zonas mineras artesanales (Plan de
desarrollo y ordenamiento territorial 2014-2030, 2014, p. 68). Las concesiones mineras tienen consecuencias
medio ambientales graves las cuales atraen efectos negativos al medio ambiente, como por
ejemplo, la mudanza de especies biolégicas debido a la alteracion de condiciones terrestres y
acuaticas. Otro punto importante a mencionar es que el agua que es usada para consumo humano
y regadio ha generado problemas de salud a los residentes de las comunidades asociados al drenaje
acido de minas de plata (Ag), arsénico (As), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio
(Hg) y Niquel (Ni) (valencia, 2017, p. 134). Los metales pesados son toxicos en bajas
concentraciones, y se acumulan en zonas costeras y estuarinas, también tienden a bioacumularse
y biomagnificarse en organismos acuaticos es por ello que se deben tratar los metales pesados

como contaminantes no biodegradables y proponer politicas de descontaminacién (Pernia et al.,
2018, p.90).
El Ecuador pese a ser considerado mundialmente como un pais con una extensa biodiversidad,

tiene muy pocos estudios; los temas afines a la biologia molecular y bacteriana en sitios
contaminados de manera antropogénica y en lugares biodiversos son muy pocos en relacion a
paises vecinos que potencialmente tratan de promover investigaciones relacionadas al cuidado y
preservacion del medio ambiente. De la misma manera, en el cantén Camilo Ponce Enriquez al
ser un sitio de mineria ilegal, no se han destinado los recursos necesarios para realizar
investigacion microbioldgica y/o molecular lo cual resulta preocupante al ser un lugar con muy

poco control ambiental pese a ser un punto con indices de contaminacion alarmantes.



JUSTIFICACION

Actualmente, la ciencia ha descrito técnicas mediante las cuales se pueden remover del ambiente
metales pesados, dentro de estos procesos se puede implementar técnicas de biorremediacion
ambiental, en donde se usan microorganismos o sus derivados para lograr modificar sustancias
peligrosas en elementos inofensivos para el medio ambiente. El proceso de biorremediacion es
muy complejo, requiere de analisis previos para garantizar la eficiencia entre ellos, la indagacién
de microorganismos que sean capaces de metabolizar, bioacumular o abatir niveles altos de
contaminantes, tales como metales pesados y sustancias ajenas al medio ambiente; para lograr la
busqueda se requieren procesos de aislamiento y caracterizacion de microorganismos y puesta a
prueba de organismos vivos frente a elevadas concentraciones de metales pesados para verificar
si existe resistencia de los mismos a concentraciones ajenas a su medio de vida (Mufioz et al., 2019,
p. 110).

Este trabajo de investigacion propone identificar bacterias especificas con capacidad de
resistencia a elevadas concentraciones de Arsénico (As) y Cromo (Cr), es por esto que se ha
tomado como area de estudio la micro cuenca del rio Gala que presenta contaminacion antropica
por mineria artesanal e ilegal con presencia de concentraciones de metales pesados elevadas
debido a la falta de control minero y deficiencia de procesos adecuados de eliminacion de los
mismos.

Los resultados de esta investigacion cientifica serviran como herramienta para procesos de
biorremediacion de ambientes con presencia de metales pesados, lo cual sera a favor de poblados
cercanos a sitios contaminados que estan expuestos a condiciones que atentan contra su vida. La
identificacion molecular de estas bacterias sera una guia para posteriores investigaciones
enfocadas al uso de estas bacterias para elaboracion de celdas de combustible microbianas y
produccién de energias alternativas, renovables y limpias. Este proyecto de investigacion cuenta

con la cooperacion del Grupo de Energias Alternativas y Ambiente (GEAA).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

¢ Identificar bacterias resistentes al arsénico (As) y al cromo (Cr) de la micro cuenca del rio

Gala del canton Camilo Ponce Enriquez.

Objetivos Especificos

e Cultivar cepas bacterianas de muestras liquidas provenientes de efluentes de la micro cuenca

del rio Gala.

e Evaluar la resistencia de bacterias al arsénico (As) y al cromo (Cr) mediante pruebas de

sensibilidad.

e Determinar cepas resistentes al arsénico (As) y al cromo (Cr) mediante el método molecular

de la PCR en tiempo real.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.  Agua contaminada por mineria

El tratamiento del agua de mineria ha generado grandes impactos ambientales que traen consigo
contaminacion del agua y el subsuelo. La contaminacion del agua por mineria esté estrechamente
relacionada con su gestion, pero en si lo que agrava este problema es la cantidad de contaminantes
toxicos gue intervienen en los procesos de mineria y ain mas cuando es ilegal y se lo realiza sin
control ni gestion de desechos producidos, es asi como se encuentran componentes como: As
(arsénico), Cd (cadmio), Se (selenio), Cu (cobre), Pb (plomo), Hg (mercurio), Cr (cromo), Zn
(zinc) entre los més importantes, los cuales son vertidos directamente al agua exponiendo a la
poblacién a peligros inminentes a la salud y a su vez los cambios de la calidad del agua que

afectan al ambiente, flora y fauna (Menéndez & Mufioz, 2021, p. 143).

1.2. Bacterias

Las bacterias son microorganismos de vida libre, excepto algunas que necesitan de otra célula
para sobrevivir, son organismos procariotas unicelulares que se duplican bajo el concepto de
fisién binaria, poseen instrumentos mediante los cuales pueden producir energia y material
genético para su ciclo vital. Estdn compuestas por estructuras como la membrana celular,
ribosomas los cuales se encargan de la sintesis de proteinay ADN el cual contiene la informacion

genética, estos componentes son comunes en diversos tipos bacterianos (Pirez & Mota, 2008, pp. 23-
24).

1.2.1. Morfologia bacteriana

1.2.1.1. Macroscépica

Al sembrar bacterias en medios solidos es posible reconocer de manera simple sus colonias, este
proceso se lleva a cabo en una siembra en medios selectivos y llevando a cabo procesos de
incubacion celular de entre 24 y 48 horas a una temperatura éptima que suele variar dependiendo
del microorganismo en cuestion (Pirez & Mota, 2008, p. 26).

Las caracteristicas de una colonia tienen que ver con su movilidad, su tamafio oscila entre los
0.5mm hasta llegarse a comparar con proteobacterias que son las méas grandes en tamafio, su

forma, los bordes, la superficie poseen caracteristicas propias en cada tipo de colonia bacteriana
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y se describen de mejor manera (Figura 1-1). En relacion con la coloracién que adquieren puede
ser verde, amarillo, blanco, etc. La conducta frente a la luz también es una caracteristica
importante y esta puede ser opaca o brillante. Se debe destacar que, entre las bacterias patdgenas,

las formas capsuladas suelen ser més peligrosas (Pirez & Mota, 2008, p. 27).

1.2.1.2. Microscopica

La rigidez celular es una caracteristica importante y a la vez el determinante de la forma
bacteriana. Las bacterias pueden presentar forma de cocos que suelen ser ovaladas o esféricas,
bacilos o en forma de bastones rectos o curvos y espirilos o0 en forma espiral, pero asi mismo, las
bacterias pueden mostrarse unidas unas a otras formando diplococos, y si los planos de la divisién
son muchos estos pueden ser racimos o Staphylococcus. Un microscopio dptico o electronico
puede mostrar claramente la forma microscépica bacteriana después de realizar el procedimiento
de tincion Gram con colorantes cationicos que son atraidos por componentes de carga negativa
como son los acidos nucleicos o sin tincion si son tratadas con glicerol o soluciones no acuosas
(Pirez y Mota, 2006, p. 25). La morfologia esta definida de la siguiente manera: 1 cocos; 2 diplococos;
3 cocos en cadenas; 4 cocos en racimos; 5 cocos en tétradas; 6 cocobacilos; 7 bacilos; 8 bacilos
bordes redondeados; 9 bacilos bordes rectos; 10 bacilos fusiformes; 11 y 12 bacilos curvos; 13,

14 y 15 espiroquetas (Figura 1-1).
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Figura 1-1: Morfologia bacteriana
Fuente: (Pirez, & Mota, 2008).
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1.2.2. Bacterias resistentes a metales pesados

Las bacterias son microorganismos muy complejos que usan para sus funciones cataliticas y

procesos celulares metales a concentraciones traza, pero para concentraciones superiores han
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desarrollado mecanismos para soportar efectos toxicos de los metales pesados, los cuales pueden
ser los que tienen que ver con elementos celulares que equilibran la toxicidad, ya sea mediante la
captura de iones, o mediante enzimas que cambian el estado redox de metales estructurandolos a
su forma menos toxica y finalmente por transportadores localizados en la membrana que liberan
efectos toxicos desde el citoplasma de las células (Marrero et al., 2010, p.69).

Los mecanismos bacterianos que determinan la resistencia a metales pesados se encuentra
transcrito por determinantes genéticos que codifican proteinas y estan localizadas en el
cromosoma bacteriano y/o en constituyentes, tales como plasmidos o transposones en donde los
que han determinado mayor especificidad son los plasmidos, este mecanismo les permite
oponerse a los efectos nocivos de los metales pesados en el ambiente y modificar las

concentraciones de estos elementos (Marrero et al., 2010, p.71).

1.2.2.1. Principales bacterias resistentes al arsénico

Varios autores han determinado la resistencia de algunas especies bacterianas a metales como el

arsénico como se muestra en la Tabla 1-1:

Tabla 1-1: Bacterias resistentes al arsénico

BACTERIA FUENTE BIBLIOGRAFICA
Pseudomonas alcaligenes (Campos et al., 2007: p.152)
Wautersia solanacearum (Campos et al., 2007: p.152)
Acinetobacter calcoaceticus | (Campos et al., 2007: p.152)
Enterobacter cloacae (Campos et al., 2007: p.152)
Burkordelia cepacea (Campos et al., 2007: p.152)
Bacillus sp. (L6pez, 2020, p.96)
Bacillus simplex (Lépez, 2020, p.96)
Bacillus megaterium (Lépez, 2020, p.96)
Bacillus licheniformis (Prieto et al., 2018, p.23)
Bacillus cereus (Prieto et al., 2018, p.23)
Bacillus pumilus (Prieto et al., 2018, p.23)
Bacillus subtilis (Prieto et al., 2018, p.23)
Bacillus vietnamensis (Prieto et al., 2018, p.23)
Bacillus gibsonii (Prieto et al., 2018, p.23)
Acidovorax sp. (Bachate et al., 2009, p.152)
Acidovorax borkumensis (Bachate et al., 2009, p.152)
Escherichia coli (Bachate et al., 2009, p.152)
Pseudomonas putida (Bachate et al., 2009, p.152)

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

1.2.2.2. Principales bacterias resistentes al cromo

Varios autores han determinado la resistencia al cromo de algunas especies bacterianas como se

muestra en la Tabla 2-1:



Tabla 2-1: Bacterias resistentes al cromo

BACTERIA

FUENTE BIBLIOGRAFICA

Enterococcus avium

(Menchaca, 2015, pp. 88)

Escherichia coli

(Menchaca, 2015, pp. 88)

Escherichia fergusonii

(Menchaca, 2015, pp. 88)

Pseudomonas aeruginosa

(Menchaca, 2015, pp. 88)

Serratia marcescens

(Menchaca, 2015, pp. 88)

Exiguobacterium acetylium

(Okeke, 2008, pp. 1574)

Exiguobacterium antarcticum

(Okeke, 2008, pp. 1574)

Exiguobacterium oxidotolerans

(Okeke, 2008, pp. 1574)

Exiguobacterium aestuari

(Okeke, 2008, pp. 1574)

Aeromona jandaei

(Moray Bravo, 2017, pp. 29)

Aeromona hydrophila

(Moray Bravo, 2017, pp. 29)

Acinetobacter bereziniae

(Mora y Bravo, 2017, pp. 29)

Aeromona caviae

( Loukidou et al, 2004, pp. 98)

Kokuria sp.

(Nesheli er al, 2017, pp. 12)

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

1.3.  Aislamiento y cultivos bacterianos

1.3.1. Aislamiento bacteriano

El cultivo de microorganismos comprende procesos de aislamiento de la microbiota presente en
una muestra, es decir el desprendimiento fisico de los microorganismos. El desprendimiento fisico
de microorganismos, el cual se efectia mediante procesos como: la dilucion seriada de muestras,
placas de las diluciones en agar y posterior la transferencia de colonias solas a otra placa. Otro
método de aislamiento de bacterias es la filtracion mediante filtros con caracteristicas de poro
especificas; para incrementar la certeza de las diluciones seriadas existe un procedimiento con un
sistema de microdispensador MicroDrop (Hahn et al., 2019, p.315).

Frecuentemente se requieren aislamiento de procariotas, que suelen ser cepas de una especie 0
género en especifico y este proceso suele facilitarse mediante la aplicacién de medios de cultivo
selectivos, que van en coordinacién con condiciones selectivas o especificas de incubacién o un
tratamiento previo también especifico para estas bacterias (Hahn et al., 2019, p.315).

En ocasiones el aislamiento tiende a ser dirigido a microorganismos féciles de aislar, pero con
menor abundancia celular o falta de selectividad en el medio de cultivo, para estos casos también
se puede recurrir a cultivos de enriquecimiento, que incrementa significativamente la abundancia,

estas muestras de enriquecimiento se afiaden al agar e incrementan la capacidad de crecimiento
(Hahn et al., 2019, p.316).



1.3.2. Cultivos bacterianos

Un cultivo bacteriano no es mas que un procedimiento que tienen la finalidad de propagar
microorganismos brindandoles condiciones Optimas para su crecimiento y desarrollo. Para que
las bacterias puedan propagarse es necesario otorgarles nutrientes de acceso desde el punto de
vista metabélico. Para obtener un cultivo microbioldgico es importante monitorear bioelementos
como: carbono, nitrégeno, azufre y fdésforo, asi como también vitaminas y controlar factores
fisicos como: el pH, temperatura, humedad y radiacion, los cuales suelen ser importantes para el
desarrollo bacteriano. Los microorganismos en fase de crecimiento realizan réplicas de si mismos
y requieren de los elementos que se encuentran en su composicion quimica (Herandez et al., 2001,
p.45).

Un cultivo que consta solamente de un tipo de microorganismo es conocido como cultivo axénico
0 puro y aquel que esta determinado por una variedad de microorganismos es llamado cultivo
mixto; asi mismo es importante tener en cuenta la importancia de aspectos mediante los cuales se
separa 0 aisla un organismo en cultivo axénico a partir de poblaciones mixtas (Hernandez et al., 2001,
p.49).

1.4, Los metales pesados

1.4.1. Metales pesados

Los metales pesados son un grupo aproximado de 40 elementos en la tabla periédica con una
densidad de 5 g/cm3 que puede ser variable, masa y peso atdmico por encima de 20 (Londofio, 2016,
p.147).

Los metales pesados pueden estar en el medio ambiente de forma natural, ya sea mediante la
erosion o por la actividad volcanica y de forma antropogénica en donde las principales formas de
contaminacién son la mineria, uso de fertilizantes y pesticidas, vertidos industriales entre los mas
importantes; a su vez constituyen una parte importante en los sistemas bioldgicos, ya que suelen
ser esenciales en cantidades diminutas para cumplir diversas funciones vitales (Alietal., 2013, p.870).
Uno de los principales problemas a nivel mundial es la contaminacién por metales pesados, este
tipo de contaminacion antropogénica ocurre debido a la movilizacién de metales pesados
mediante extraccion de minerales, lo cual ha llevado a la liberacion de estos elementos al medio.
Cabe recalcar, que los metales pesados no son biodegradables y tienden a acumularse en el
entorno-siendo asi un riesgo para la salud humana y el ambiente. Este problema es cada vez mas
creciente con el aumento desmedido de la industrializacion y la perturbacion de los ciclos

naturales (Ali et al., 2013, p.870).



1.4.2. Arsénico

El arsénico es un metaloide que pertenece al grupo V-A de la tabla periddica, su forma estable
tiene un nimero atémico el 33, masa atomica de 74.9216 y una densidad de 5.73 g/cm3. Es
cristalino y tiene tres formas alotropicas que suelen ser amarillas, negras y grises. El arsénico
posee capacidad para unirse de forma covalente con la mayoria de metales y no metales formando
asi estructuras organicas estables (Adriano, 2001, p.220).

Los principales compuestos de arsénico se usan de manera primordial en la agricultura para la
produccién de pesticidas y herbicidas, se estima que la produccion mundial de As es de 75 a
100x10 3 toneladas anuales, de los cuales los Estados Unidos usa la mitad, el 97% total de As
producido es el trioxido de arsénico (As,O3) es importante recalcar que este compuesto se usa por
sus efectos toxicos (Adriano, 2001, p.220).

Este compuesto toxico es el 20vo elemento mas abundante en la corteza terrestre, distribuido de
forma no homogeénea en el mundo, también constituye un elemento cancerigeno y de riesgo
biolégico. El arsénico se puede encontrar de manera natural en la atmésfera, en el suelo, agua y
organismos Vvivos, pero constituye un serio problema medio ambiental, debido a su simple
transporte en condiciones naturales, sin embargo, la actividad minera, el uso de pesticidas,
herbicidas y la utilizacion de As como suplemento de animales, ha llevado los niveles de

contaminacion a cifras alarmantes a nivel mundial (Rangel et al., 2015, p.104).

1.4.3. Cromo

El cromo es un metal pesado con nimero atémico 24, forma parte del grupo VI-B en la tabla de
elementos quimicos, tiene masa atomica de 52 u; este metal se disuelve muy facilmente en &cidos
minerales no oxidantes, de la misma manera tiene propiedades de maleabilidad y presenta un
color plateado y brillante. EI cromo se puede encontrar en dos formas: trivalente y hexavalente

entre las cuales la trivalente es benigna mientras que la hexavalente es altamente toxica (Adriano,
2001, p.316).
El cromo es un elemento resultante de la actividad industrial, el cual en su estado trivalente puede

ser sustancial, pero suele alterarse a su forma hexavalente cuando se encuentra en condiciones
acidas, esta forma hexavalente es potencialmente toxica para la salud humana causando
enfermedades, mutaciones y cancer (Benitez, 2011, p.26).

Este elemento quimico es usado en grandes cantidades en la industria de la curtiembre de cuero;
el cual es desalojado directamente al medio, en donde se acumula y sufre transformaciones o
cambios de estado letales para el ambiente. Aproximadamente el 32% del cromo mundial es usado
en esta industria, pero actualmente la industria minera, se ha convertido también en potencial

contaminante por cromo en el mundo. El estado trivalente del cromo se puede encontrar en el
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agua en forma soluble, pero el hexavalente se convierte en mucho mas soluble y con movilidad
entre sustratos perturbando el equilibrio ambiental de microorganismos y organismos vivos por

su capacidad de filtracion en las membranas (Benitez, 2011, p.26).

1.4.4. Mecanismos de toxicidad de metales pesados

La toxicologia de los metales pesados esté relacionad con el elemento metalico involucrado, sus
caracteristicas toxicas, si este es organico, inorganico, lipofilico o hidrofilico. Estas caracteristicas
son las que determinan la cinética de los contaminantes y objetivos biol6gicos, debido a la
reactividad de estos elementos y su facilidad para acoplarse a la diversidad de moléculas organicas
(Buritica & Zamora, 2019, p.85).

Algunos organismos, han desarrollado procesos de bioacumulacién para poder reservar el
contaminante internamente, ya que no tienen la capacidad de mantener niveles dptimos de
excrecion, pero este mecanismo se ve agravado conforme suceden los eslabones de las cadenas
troficas debido al aumento de concentraciones de contaminantes (Buritica & Zamora, 2019, p.85)
Pese a la gran diversidad de caracteristicas quimicas de los metales pesados hay varios
mecanismos involucrados en la toxicidad de estos como son: el estrés oxidativo celular debido a
la incapacidad de regular reacciones redox, inestabilidad genémica provocada por la inhibicion
del ADN vy la inactivacion de controles de crecimiento, por lo cual existe una proliferacion
desmedida de células (Beyersmann & Hartwig, 2008, p.493).

La toxicologia de los metales pesados esta regulada por caracteristicas fisicas y quimicas como el
estado de oxidacion y los radios i6nicos. De manera especifica la geometria, los ligandos, el

namero de coordinacion son desencadenantes de las interacciones de los metales (Beyersmann &
Hartwig, 2008, p.494).

1.5. Interaccion metal-bacteria

1.5.1. Resistenciay tolerancia bacteriana a metales pesados

La diferencia entre bacterias resistentes y tolerantes a metales pesados radica en los mecanismos
gue estas presentan: las primeras, presentan mecanismos codificados genéticamente constitutivos
o inducidos por la presencia del metal, estos mecanismos son rapidos e inespecificos y dependen
de la existencia por medio de la membrana citoplasmética del gradiente quimiosmotico; las
segundas presentan mecanismos indiferentes a la presencia o ausencia del metal, estos
mecanismos son mas lentos en comparacion a los otros y poseen una alta especificidad de sustrato,
por lo general, utilizan como fuente de energia la hidrdlisis de ATP en adicion del gradiente
quimiosmotico y se induce bajo situaciones metabdlicas especiales o condiciones nutricionales
10



desfavorables (Nies y Silver, 1994, p.187). Tanto las bacterias resistentes como las tolerantes poseen
la capacidad de extraer metales pesados por medio de la captacion de estos en lugares de

contaminacion por lo que hoy en dia son consideradas de gran interés (Marreto, 2010, p.69).

1.5.2. Mecanismos de resistencia a metales pesados

Las bacterias poseen varios mecanismos de resistencia que les permiten tolerar a los metales
pesados y los efectos que estos generan (Cervantes, 2006, p.203), estos mecanismos son el resultado
de sistemas especificos de intervencidn de diversos sustratos que le permite a la célula bacteriana
defenderse al interactuar sus componentes celulares con el metal pesado (Marreto, 2010, p.69). Entre

los principales mecanismos se encuentran:

1.5.2.1. Captura de iones en la célula bacteriana

Neutralizan la toxicidad de los iones metalicos quedando atrapados en el interior de la célula por
accion de los polimeros estructurales y los extracelulares con los que interactdan, evitando asi su
interaccidn con otras proteinas esenciales. El secuestro y acumulacién de los metales se puede dar
en la membrana, espacio periplasmatico y el interior de la célula, aunque se han dado casos que

dicha accion ocurre en el citoplasma como el caso especifico de la Pseudomonas aureginosa.
(Marrero, 2010, p.69).

1.5.2.2. Transformaciones medidas por enzimas

Las trasformaciones de los metales por accion de las enzimas involucran reduccién, oxidacion,
dimetilacion y metilaciéon, modificando asi el estado de éxido reduccion de los metales y
transformandolos en formas toxicas menores, 0 a su vez generando compuestos volatiles o bien

poco solubles en agua (Marrero, 2010, p.69).

1.5.2.3. Expulsion de iones metalicos

Se expulsan especies toxicas del citoplasma de la célula mediante transportadores de la membrana

en base a dos sistemas:

1) Sistemas de expulsion de cationes

- Los CDFs (facilitadores de difusion de cationes) son polipéptidos de mediano tamafio con

seis STMs (segmentos transmembranales), estos en la membrana interior cumplen la funcién de
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homodimeros y a su vez se encargan de que los sustratos del espacio periplasmatico, sean
expulsados (Cervantes, 2006, p.203).

- Las ATPasas tipo P se encuentran en la membrana interna, cumplen la funcién de llevar
iones al interior de la célula'y a su vez se encargan de expulsar del espacio periplasmatico metales
tdXicos (Cervantes, 2006, p.203).

- Las proteinas de la familia RND en las especies bacterianas forman parte de los procesos
de resistencia, nodulaciény division celular, a su vez participan en la expulsion de metales toxicos

para ello deben estar ligadas a una pareja de polipétidos auxiliares (Cervantes, 2006, p.203).

2) Sistema de expulsién de aniones

Presentan transportadores cuya funcion es expulsar oxianiones, cuya derivacion es dada del
cromo y del arsénico, incluyendo sistemas relacionados con ATPasas denominados

guimiosmoticos (Cervantes, 2006, p.203).

1.6. EL ADN y técnicas de identificacion molecular

1.6.1. ADN

El &cido desoxirribonucleico es la molécula que se encarga de trasmitir a su descendencia todas
las caracteristicas genéticas almacenadas. EI ADN contiene secuencias de informacion generadas
por sus nucleotidos (elementos fundamentales de la estructura quimica del ADN) mismos que se
encuentran organizados de manera lineal. El gen se define como la informacion que codifica un
determinado caracter, se encuentran organizados de forma lineal y se agrupan para formar los

denominados cromosomas, esto hace posible que genes que son vecinos se hereden juntos (Rocha,
2002, p.10).

1.6.2. Métodos fenotipicos de identificacion bacteriana
Hoy en dia los métodos convencionales para la identificacién bacteriana se basan en las

caracteristicas fenotipicas debido a sus bajos costes de realizacion. Algunos de los principales

métodos se describen a continuacion:

1.6.2.1. Caracteristicas microscopicas

El examen en fresco de muestras no teflidas para observacion directa o con montaje salino en el

microscopio permite verificar la presencia de las bacterias de interés y de otros organismos ajenos
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como micelios, levaduras y demaés parésitos y células. Este proceso facilita la evaluacion la
calidad de la muestra y observar la disposicion y movilidad de las bacterias de interés. En
ocasiones, la tincion es el primer y el Unico paso para identificar bacterias, las que mas se usan
son la tincion Gram y la de azul de metileno. La tincién Gram se emplea principalmente para
definir la morfologia, forma de agruparse y las propiedades de tincién permitiéndonos asi
clasificar a las bacterias en gramnegativas cuando adoptan el color rojo y grampositivas a las de
color violeta (Gobernado & Lépez., 2003, p.56).

Las pruebas bioquimicas comprenden pruebas como caracteristicas microscopicas entre las que
destacan caracteristicas morfolégicas, medios de cultivo y factores de crecimiento se relacionan
directamente con las caracteristicas fisicas de las bacterias. También se incluyen pruebas
bioquimicas, entre las cuales tenemos: pruebas de identificacion previa como catalasa y oxidasa
que son de lectura inmediata; pruebas répidas que incluyen hidrdlisis de hipurato,
aminopeptidasas, indol y urea; pruebas lentas asociadas analisis con DNAsa, fermentacion de
azucares y reduccion de nitratos entre las mas importantes y finalmente pruebas de resistencia en

los que destaca los antibioticos (Bou et al., 2011, p.602).

1.6.2.2. Caracteristicas macroscopicas

La morfologia es la identificacion preliminar de microorganismos. Para su observacion es
necesario su analisis en medios no selectivos con cultivos frescos de las colonias de interés. Para
la identificacién es importante contar con un cultivo puro procedente de una misma célula y con
un solo tipo de microorganismo. En estas condiciones es posible describir sus caracteristicas de

tamafio, forma, consistencia y color (Fernandez, 2010, pp. 4-6).

1.6.2.3. Cultivo

Para que el cultivo de microorganismos sea exitoso se requiere de varios factores, entre los mas

importantes Se encuentran:

1) Medios de cultivo

Los medios de cultivo deben cumplir con una serie de requisitos minimos como: fuente de
energia, fuente de carbono y una fuente de nitrogeno. En ciertos casos también es necesario
vitaminas, factores 0 aminoéacidos esenciales. Todo esto con el fin de que las bacterias satisfagan
sus requerimientos nutricionales y se multipliquen en un rango de 18 a 24 horas (Fernandez, 2010,
pp. 4-6).
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2) Requisitos de crecimiento

Atmosfera

En base a este requerimiento se clasifican en: aerobias a las que crecen sélo en presencia de
oxigeno, anaerobias son aquellas que solo crecen en ausencia de oxigeno, facultativas las que
crecen tanto en ausencia como en presencia de oxigeno, microaerofilicas las que crecen mejor en
una atmosfera con reducida concentracion de oxigeno y capnofilicas las que requieren CO,

adicional para crecer (Fernandez, 2010, pp. 4-6).

- Temperatura

De acuerdo a este requerimiento se clasifican en: las que pueden crecen a temperaturas bajas de
entre 2-5 °C y un éptimo de 10-30 °C (psicrofilicas), las que crecen en un rango de temperatura
de 10-45 °C y un dptimo de 30-40 °C (mesofilicas) y las que crecen en un bajo porcentaje a 37

°C y un 6ptimo de 50-60 °C (termofilicas) (Fernandez, 2010, pp. 4-6).

- Nutricion

Los requerimientos nutricionales son un punto fundamental para la identificacion de los
microorganismos de interés, determinando si es capaz de crecer en medios ordinarios, con adicion

de glucosa, suero, sangre, o si requieren factores de crecimiento especificos (Femandez, 2010, pp. 4-
6).

1.6.3. Meétodos moleculares de identificacion bacteriana

Debido a las limitaciones que se suscitan en la identificacidn de bacterias a través de la aplicacién
de técnicas relacionadas con los sistemas, los métodos moleculares surgen como procedimientos
alternativos y complementarios a los métodos fenotipicos. Una amplia gama de genes han sido
utilizados como marcadores moleculares partiendo del ARNr 16S, que en numerosas ocasiones
ha resultado méas que suficiente para estudios de identificacion taxonémicos y de filogenia, en
aquellos casos que no es posible determinar géneros bacterianos debido a la alta homologia
genética o cambios recientes en la asignacion taxondmica se emplean marcadores alternativos

(Bou et al., 2001, p.602). A continuacion, se detallan los marcadores moleculares mas importantes:
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1.6.3.1. ARNr 16S (rrs)

Presenta un alto grado de conservacién por lo que actia como un cronémetro molecular, se trata
de un polirribonucle6tido que se encuentra codificado por ADN ribosomal y que en el ribosoma
bacteriano est4 incluido en la subunidad 30S. No se invalida su utilizacién debido a las mutaciones
gue pueden conducir a una resistencia fenotipica, su tamafio aproximado de 1500pb le permite
diferenciar y establecer medidas estadisticas validas esto ya que se considera suficiente su
polimorfismo interespecifico (Bou et al., 2001, p.603).

Las hélices universales de la estructura secundaria del ARNr 16S se numeran del 1 al 48, a partir
del extremo 59 en orden de aparicion. Se indican con Pa-b las hélices especificas de las
procariotas, donde a es el nimero precedente de la hélice universal y b la numeracion de la serie.
En negrilla se representan las regiones relativamente conservadas, con lineas finas las regiones
variables designadas de V1 a V9 tomando en consideracion como exclusiva de eucariotas V4. En

un nuamero limitado de estructuras se presentan las regiones con lineas discontinuas (Fig. 2-1) (Del
Rosario & Del Carmen, 2020, p.240).

Figura 2-1: Estructura secundaria del ARNr 16S
Realizado por: (Del Rosario & del Carmen, M, 2020).

1.6.3.2. 165-23S ARNr

Es considerado la base para identificacion, filogenia y/o tipificacion, ya que sus variaciones en
namero, tamafio y composicion de las ITS del 16S-23S ARNTr le permite poseer un grado elevado
en diferentes géneros, en diferentes especies, en diferentes cepas y en una misma cepa como tal.

Presenta una variable nimero en funcién al nimero de operones ARNT (Bou et al., 2001, p.603).
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1.7. Identificacion molecular bacteriana

1.7.1. Extraccion y purificacion de ADN

La extraccion de ADN se puede dar de distintas formas, ya sea por trituracion o lisis hipotonica
(rotura mecénica), por accion de detergentes, agentes caotrdpicos o reduccion con tioles
(tratamiento quimico) o por accion de la proteinasa k (digestion enzimatica). Todas estas formas
se caracterizan por la lisis celular, inactivacion de enzimas nucleasas celulares y por la separacion
de los acidos nucleicos de los restos celulares. En la actualidad se suele utilizar kits comerciales
que incluyen su protocolo especifico de extraccidn (Diaz, 2020, p.90).

Los métodos de purificacion se basan en diferentes procesos y su elecciéon dependera de las
caracteristicas de la muestra, la cantidad tomada, el tipo de &cido nucleico y la técnica de
identificacion posterior a implementarse. Estos procesos son: extraccion/precipitacion,

ultrafiltracion, cromatografia, centrifugacion y separacion por afinidad (Diaz, 2020, p.90).

1.7.2. Amplificacién de ADN bacteriano

El método mas empleado es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), considerada en la
biologia molecular como una de las técnicas mas revolucionarias e importantes debido a que in
vitro permite obtener a partir de una molécula millones de copias de un fragmento de ADN. La
PCR comienza con la separacion o desnaturalizacion de la doble hélice del ADN por
calentamiento a una temperatura de 90 a 96 °C para romper los puentes de hidrdgeno que las
unen, luego se disminuye la temperatura de 40 a 60 °C para que los iniciadores se alineen a sitios
especificos complementarios de las cadenas sencillas de la region a amplificar, para finalizar se
incrementa la temperatura a 72 °C para la sintesis de una nueva cadena en sentido 5" a 3" por
accion de la unién de la ADN polimerasa con los iniciadores y asi comenzar el proceso de
replicacion (Figura 3-1). En teoria este ciclo permite la generacion de amplificacion de mas de

dos billones de copias de ADN en 30 ciclos a partir de una Unica molécula (Espinosa, 2007, pp.526-
528).

1)

Figura 3-1: Amplificacion de ADN mediante PCR

Elaborado por: (Serrato, 2009).
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1.7.3. Revelador por electroforesis en gel de agarosa

Esta técnica permite separar fragmentos de ADN por su carga y tamafio, esto por medio de la
aplicacion de una corriente en el gel con las moléculas de estudio, logrando que estas se separen
unas de otras desplazandose en diferentes direcciones y a distintas velocidades. La totalidad de
las moléculas de ADN poseen la misma cantidad de carga por masa por lo que los fragmentos de
ADN Unicamente se separan por su tamafio (Figura 4-1), es asi que se nos permite visualizar
cuantos de estos estan presentes y la diferencia de tamafio respecto a otros. Ademas, permite
determinar el tamafio de un fragmento de ADN al compararlo con fragmentos de tamafio conocido

a escala estandar (Khan Academy, 2021, p.8).

Marcador
ADN Muectras

| /N

S S e S

Muectrae de ADN

e cargan en pozac

Fuemte de poder ce enciende
y loc Fragmentos de ADV

migran a. travéc del gel

©

— — | & Méc grandes

=— &— Méc pequerias

{og fragmeutor ahora ectan
ceparadoc por tamano

Figura 4-1: Diagrama de los movimientos de los fragmentos de

ADN a través del gel
Fuente: (Khan Academy, 2021).
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1.7.4. Secuenciacion de ADN bacteriano

Técnica basada en la interrupcion de manera controlada de la replicacion de ADN in vitro, en el
fragmento a secuenciar se realiza una PCR no convencional usando un solo iniciador y agregando
dideoxinucledtidos (ddNTPs) que en el extremo 3" no poseen grupo hidroxilo y se encuentran
marcados con fluordforos o con reactividad. En el instante de la incorporacion de un ddNTPs en
la cadena de elongacion su amplificacion termina y se obtienen segmentos con longitud diferente
terminando cada uno en un ddNTPs. Dichos fragmentos, se separan y son analizados de manera

automatica (Figura 5-1) o manual (Marquez, 2011, pp. 232-233).

Figura 5-1: Secuenciacion automatica de ADN
Fuente: (Méarquez, 2011).

1.7.5. Comparacion de secuencias

Actualmente existen varias bases de datos de secuencuas de nucleétidos de ADn de distintas
especies tanto pablicas como privadas. Las publicas son de acceso libre en internet entre las que
destacan: National Center for Biotechnology Information (GenBank NCBI), European Molecular
Biology Laboratory (EMBL), Ribosomal Database Project (RDP) y Ribosomal Diferentiation of
Medical (RIDOM). Entre las bases de datos privadas destacan: Applied Biosystems (MicroSeq)
y Integrated Database Network System (IDNS). Todas las bases de datos antes mencionadas
permiten comparar la secuencia de nucleotidos de una parte del ADN obtenido con secuencias

previamente identificadas (Del Rosario & del Carmen, 2004, p.242).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Tipo de investigacion

Es un tipo de investigacion de tipo descriptiva ya que se cuenta con un unico estudio realizado en
la zona seleccionada y por ende no es posible obtener informacion suficiente. Experimental
debido a que el presente estudio pretende determinar especies de bacterias resistentes al arsénico

(As) y al cromo (Cr) mediante ensayos.

2.2.  Disefio de la investigacién

Es un tipo de disefio de tipo experimental con una variable de tipo dependiente (crecimento
bacteriano) y dos variables independientes (la temperatura registrada in situ en el momento del
muestro y las diferentes concentraciones de arsénico (As) y cromo (Cr) a evaluarse en las

bacterias).

2.3.  Etapas de la investigacion

2.3.1. Localizacion del estudio

El presente trabajo de investigacion se lo realiz6 en la micro cuenca del rio Gala ubicada el canton
Camilo Ponce Enriquez, el cual se localiza a 50 minutos de la ciudad de Machala, en la Provincia
del Azuay al Sur Occidente (Figura 1-2). La micro cuenca limitada al Norte con los cantones
Cuenca y Naranjal pertenecientes a las provincias del Azuay y Guayas correspondientemente, al
Sur con la Parroquia Tendales del canton el Guabo en la provincia del Oro, al este con Cuenca,
Santa Isabel y Pucara todas pertenecientes al Azuay; y al oeste con las parroquias de Balao y

Tenguel pertenecientes al Guayas (Vazconez & Duran, 2015, p.33).

2.3.2. Poblacién de estudio

La poblacion de estudio de la presente investigacion son las bacterias resistentes al arsénico (As)

y al cromo (Cr) presentes en la micro cuenca del rio Gala del cantén Camilo Ponce Enriquez.
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2.3.3. Tamanfo de la muestra

Los puntos de muestreo se seleccionaron de acuerdo a 3 criterios: accesibilidad, representatividad
y seguridad (Figura 2-2). La accesibilidad y seguridad enfocada en que los puntos son de fécil
acceso tanto de vehiculos como de peatones que permiten llevar los materiales, obtener y
transportar las muestras. La representatividad enfocada en que los puntos de recoleccion
representan el total de las caracteristicas del recurso hidrico ya que son puntos estratégicos
establecidos mediante el software informéatico ArcGis.

Por sistema de posicionamiento global se establecen 3 puntos de muestreo, cuyas coordenadas se

muestran en la Tabla 1-2:

Tabla 1-2: Coordenadas de toma de muestras
MUESTRA COORDENADAS

1 -2.987172 | -79.725952
2 -2.979343 | -79.725684
3 -2.969681 | -79.771900

Fuente: (GEAA-ESPOCH, 2019).
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

GUAYAQUIL

Figura 1-2: Mapa de ubicacion de puntos de muestreo
Realizado por: GEAA ESPOCH, 2019.
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Figura 2-2: Sitios de muestreo A: Rio Chico B: Rio Gala C: Rio Tenguel

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

2.3.4. Método de muestreo

El método de muestreo usado fue el aleatorio simple, el cual es parte de los métodos
probabilisticos, este método se usa ya que se encarga de garantizar que todos aquellos individuos
que componen una poblacion en blanco, poseen una misma oportunidad de ser incluidos en la

muestra (Otzen & Manterola, 2017, p.228).

2.4, Muestreo

Los tres puntos de muestreo fueron el Rio Chico, Rio Gala y el Rio Tenguel. Las muestras se
tomaron por triplicado, para ello se procede a usar recipientes de plastico estériles segin lo
establecido en la norma NTE INEM 2176 (2013, p.6), con una capacidad aproximada de 300 ml y
con tapa de rosca. Primero se retira la tapa evitando tocar el interior de esta y del recipiente con
los dedos manos 0 guantes (NTE INEM 2176, 2013, p.4), se introduce el recipiente en direccién
contraria al flujo del agua evitando la adicién de aire en la muestra por turbulencia, una vez lleno
el recipiente se retira el exceso hasta tener las ¥ partes de la capacidad de este para que exista
aireacion y se asegure que los microorganismos sobrevivan, se lo cierra, se seca con la ayuda de
toallas absorbentes y se sella con papel parafilm desde la tapa hasta la boca del recipiente para
asegurar gque no se abra. Se rotula segun lo especificado en la norma NTE INEM 2176 (2012, p.9)
incluyendo: fecha, hora y lugar del muestreo, detalles del punto de muestreo, método de
recoleccion, nombre de quien realizo el muestreo, tipo de analisis y condiciones atmosféricas.
Finalmente, se coloca en un cooler para su posterior transporte. Se miden los parametros fisicos

in situ (pH, conductividad, temperatura, oxigeno disuelto), para ello se empleara el uso de un
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multiparametro Hach Hd40d (Figura 3-2). Segun el Centro Nacional de Sanidad Ambiental (2018,
p.60), para el transporte de la muestra se considera en primer lugar evitar el contacto de la muestra
con la luz, en caso que el transporte se prolongue durante mas de 8 horas se realiza un seguimiento
de la temperatura de manera continua. En el caso de las bacterias, el tiempo maximo de
conservacion incluido el transporte esta en un rango de 12 a 18 horas; se incluye hielo evitando
que este entre en contacto con la muestra y logrando que la temperatura bordee los 5 0 mas menos
3°C.

-

Figura 3-2: Muestreo A: Toma de muestra B: Medicion de parametros

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

2.5. Aislamiento bacteriano

En este apartado se realiz6 el aislamiento en placa por banco de diluciones, para ello se utilizaron
las muestras tomadas en el punto 2.4 y se realiz6 una muestra compuesta de cada punto con sus
correspondientes triplicados (Figura 4-2). De cada muestra compuesta se tomo6 10 ml y se afiadié
90 ml de agua destilada. Luego se procedi6 a colocar en 7 tubos de ensayo 9 ml de agua destilada
y fueron empleados para las diluciones de 107! a 10~7. Se colocé 1 ml de la muestra original a
la diluciéon 1071, de la 10~* 1 ml a la 10~2 y asi sucesivamente hasta llegar a la 10~7 (Garcia,
2010, p.23).

Se procedi6 a preparar medio de cultivo PCA, este medio cultivo es empleado para monitorear y
evaluar el crecimiento de bacterias, es no selectivo; para su preparacion se disuelven 23.5 g de
PCA en 1 litro de agua destilada y se esteriliz6 en autoclave. De las diluciones se tom6 0.1 ml de
las tres Gltimas diluciones, es decir 107%, 107¢ y 1077, se extendi6 esta cantidad con un asa de
vidrio, se cerrd la placa Petri y se incub6 en posicidn invertida durante un lapso de 24 a 48 horas
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a 25 °C (temperatura promedio tomada en los puntos de muestreo). Se repitid el procedimiento
con cada muestra compuesta de cada punto. Finalizado el tiempo de incubacion se confirmé

visualmente por la morfologia colonial el cultivo (Garcia, 2010, p.23).

4 . . r 74
Figura 4-2: Aislamiento bacteriano A: Preparacion de muestra compuesta B: Preparacion

de diluciones C: Preparacion del medio de cultivo
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

2.6.  Cultivos puros

Se tomaron 27 colonias escogidas al azar obtenidas en el aislamiento previo y se cultivaron de 24
a 48 horas en medio de cultivo PCA por triplicado y se aplicé la técnica de estriado en placa
(Figura 5-2). Finalizado el tiempo de incubacion se confirmé visualmente por la morfologia

colonial si el cultivo obtenido es puro (Garcia, 2010, p.24).

Figura 5-2: Cultivos puros

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.
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2.7.  Ensayos de sensibilidad

Para los ensayos de sensibilidad se empled el medio de cultivo PCA a diferentes concentraciones
del metal (As y Cr) tomando como punto de partida la legislacion del AM 097-A (2015, p.24) de
los limites permisibles de descarga en cuerpos de agua dulce. Segln esta legislacion, la
concentracion de As permisible es de 0.1 ppm y del Cr de 0.5 ppm. Las concentraciones

empleadas para cada ensayo se detallan a continuacion en la Tabla 2-2:

Tabla 2-2: Concentraciones por ensayo realizado

Metal | C1 (ppm) | C2 (ppm) | C3 (ppm) | C4 (ppm) | C5 (ppm) | €6 (ppm) | C7 (ppm)
Ar 0.1 1 10 100 - - -
Cr 0.5 5 50 500 5000 50000 -

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

Los reactivos empleados fueron triéxido de arsénico (As,03) y Oxido de cromo (Cr0,) (Figura

6-2) respectivamente para cada ensayo a las concentraciones ya establecidas.

Figura 6-2: Medio de cultivo con 6xido de cromo a 5000 ppm

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

2.8. Tinciéon Gram

Para este proceso primero se coloco en el porta objetos una gota de agua previamente esterilizada,
luego un fragmento de una colonia y se homogeniza, se flame6 sobre el mechero, se colocé una
gota de cristal violeta y se esper6 por un minuto, se enjuagé con agua destilada, se colocé una
gota de lugol y se esperd un minuto, se enjuag6 con agua destilada, se colocé una gota de alcohol
cetona y se esperd 30 segundos, se enjuago con agua destilada, se colocd una gota de safranina
durante un minuto, se enjuag6 con agua destilada y se dejo secar la placa al ambiente. Finalmente,
se observd en el microscopio con el aumento 100x empleando suero fisioldgico, aquellos que den
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una coloracién rosada tenue serdn Gram negativas y las que tengan una coloracién azul oscuro o

violeta seran Gram positivas (Garcia, 2010, p.27).

2.9. Identificacion molecular de bacterias

2.9.1. Extraccion y purificacion de ADN bacteriano

Se aplicé el protocolo de extraccion de ADN por métodos convencionales segln lo descrito por
(Wilson, 2001, pp. 2.4.1-2.4.5) que consiste en la aplicacion de tubos con perlas de 1.5uL donde se
afiadieron 500 uL de buffer de extraccién (CTAB, SDS, componentes del buffer) y 2 ul de -
mercaptoetanol, posteriormente se tomo aproximadamente 50mg de muestra bacteriana con un
aza para depositar en los tubos con perlas, lo cual facilitara el proceso de homogenizacién de
tejido y lisis celular con el fin de liberar el material genético. Adicionalmente a eso con un vortex
se agitd los tubos y se los incubd a bafio maria por 30min, se afiadié cloroformo congelado y se

volvio a homogenizar nuevamente en el vortex (Figura 7-2).

Figura 7-2: Extraccion de ADN bacteriano A: Toma de pellet bacteriano B:

Aplicacién de reactivos y muestra de pellet a los tubos con perlas
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

Se centrifugaron los tubos a 14.500xg por 10min, se tom6 el sobrenadante producto de este
proceso sin mezclar las fases y se afiadi6 a otro tubo estéril para afiadir 30uL de etanol absoluto,
150uL de Acetato de sodio 3M y 300uL de etanol 70% filtrado para precipitar el ADN y se deja
reposar a -20°C.

Posterior al tiempo de reposo de aproximadamente 12 horas, se centrifugd a 14.500xg por 15min

y se elimind nuevamente el sobrenadante tratando de ubicar el pellet y evitar que este se eliming,
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este proceso se realiz6 en una camara estéril y se realizaron dos lavados con 200uL de etanol al
70%, finalmente se realiz6 una centrifugacion por 3min y se retird el sobrenadante (Figura 8-2).

Figura 8-2: Purificacion de ADN A: Centrifugacion de muestras B: Ubicacion de pellet de

ADN para posterior lavado y secado
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

En la cdmara de flujo laminar se dejé secar el pellet por 20 minutos y se resuspendio el pellet de
ADN en 26uL de master mix preparado a base de 25uL de agua libre de nucleasas y 1uL de
RNAsa para proceder a incubar a 37°C por 30 minutos. En esta etapa se pretende separar el ADN
de las proteinas y lipidos. Generalmente las proteinas y lipidos se separan mediante la accion de
solventes organicos y los grupos fosfato en medios acuosos (Cornejo et al, 2014, p.11).

Para poder visualizar la calidad del ADN extraido se realiza la medicién en NanoDrop 2000 de
Thermo Scientific™., El primer paso para uso de este equipo consiste en blanquear con 2uL de
agua y proceder a la medicion de cada muestra hasta obtener rangos de entre 100 a 300 ng/uL
para realizar la PCR. Una particularidad importante del ADN es que absorbe la luz ultravioleta a

260nm para cuantificar por procesos de espectofotometria (Cornejo et al, 2014, pp. 14).

2.9.2. Amplificacion del gen 16s ARNr mediante reaccion en cadena de la polimerasa

Mediante reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 la amplificacion de la region 16S de
ADN usando el master mix del kit 2X PCR Taq Mastermix with Dye, el cual contiene polimerasa,
buffer, buffer de carga, dNTPs y MnCI2, también primers universales para amplificar la regién
16S de la cadena de ADN, los cuales fueron el 27F y 1492R, agua libre de nucleasas y 2uL de
muestra de ADN.
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Para la PCR se us6 el termociclador con la siguiente programacion: la fase de desnaturalizacion
con 94°C durante 3 minutos con 30 segundos, a continuacion, la fase de hibridacion a 53°C
durante 30 segundos y se finaliza con la fase de elongacion a 72°C durante 5 minutos con 45
segundos, por 35 ciclos.

Se visualizo los fragmentos obtenidos en gel de agarosa, 1% de fragmento de aproximadamente
1200pb, amplificado con los primers 27F y 1942R y marcador de peso molecular ABM 100pb
Opti-DNA Marker el cual, corri6 a 90V durante 35 minutos (Figura 9-2). Este proceso de
electroforesis consiste en analizar la integridad de ADN y separar fragmentos de ADN y ARN de

acuerdo a su tamafio (Cornejo et al, 2014, pp. 15).

SCN SR
Figura 9-2: Amplificacion de ADN A: Preparacion y deposito de Master Mix en los tubos B:

Programacion de termiciclador para PCR C: Preparacién de gel de agarosa
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

2.9.3. Secuenciacion molecular

Los productos de la PCR fueron purificados por el método SANGER previo a la secuenciacion y
los amplicones que se procesaron en la PCR fueron enviados al “Macrogen sequencing order
system” Corea para su posterior secuenciacion molecular.

2.9.4. Identificacion molecular bacteriana

Transcurridos los analisis de secuenciacion molecular se obtuvieron secuencias de pares de bases,

se hizo un ensamblaje del forward y el reverse mediante programas bioinformaéticos y se

generaron las secuencias de ADN, las cuales fueron comparadas usando bases de datos de
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nucledtidos de GenBank del NCBI mediante la plataforma BLAST tomando en consideracion el

porcentaje de calidad de las cadenas, su longitud y el porcentaje de identidad.
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CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento bacteriano

Se seleccionaron 27 cepas aisladas de las cuales 12 pertenecian a la muestra obtenida del Rio
Chico, 12 al Rio Gala y 3 del Rio Tenguel (Figura 1-3).Las cajas petri fueron etiquetadas de
acuerdo a la siguiente nomenclatura: Ch-rio Chico, Gal-rio Galay Ten-rio Tenguel, R nimero de
repeticion de toma de muestra y C correspondiente al nimero de la cepa establecido del
aislamiento. Posterior al aislamiento se procedid a describir de manera morfoldgica las 27 cepas
aisladas (Tabla 1-3). Para obtener cultivos puros, se realizé 9 repliques de cada una de las 27

cepas (Figura 2-3).

Figura 1-3: Bacterias aisladas A: Ch-R3 B: Ten-R1
Realizado por: Burbano, G; Ldpez, G, 2021.
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L -

Figura 2-3: Repliques de bacterias aisladas A: Gal-R3-C7 B: Gal-R3-C6 C: Gal-R3-C8 D:
Gal-R2-C5 E: Ch-R3-C5 F: Ch-R1-C2
Realizado por: Burbano, G; Lopez, G, 2021
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Tabla 1-3: Morfologia de cepas aisladas

. P LUZ LUz
TAMANO FORMA BORDES ELEVACION | SUPERFICIE TRANSMITIDA | REELEJADA TEXTURA
Ll
< L %) 8 = <
x 0wlyv x|s | & w 518 o > w e}
= <lg|l< | <|lw|sS|® o < | < [ <|<| <0
2 | B(2/28|3|B|3|elz|e|%|elE|s|8|S] 5| 8| & § |3 | w|ocoor |<|BIB|8Z
2 | °|3/5/Z|3/E/Q|R/2 /3318|312 |z|8 2| 5 | £ |3|¢< nigIEI28
2 Olw|x|x|E o sla|lz|2|a|2|a |0 - 2 2 o é' = n g < | x 8
alsS|O|0o S| 2w % Q S O | w < a el0| 5
o = <
C2 X | X X X X X X Amar!llo X
medio
C4 X | X X X X X X Ai‘:t]:rr]!;a X
Ch-R1
C5 X X | X X X X X Blanca X
C6 X X X X X X X Amarilla leve X
C8 X X X | X X X X Crema X
Ch-R2 | C9 X X X X X X X Palo de rosa X
C4 X X X X X X X Beige X
C5 X X X X X X X Beige X
C7 X | X X X X X X Beige X
Ch-R3 Amarilla
Cc8 X | X X X X X X . X
intensa
C9 X X X X X X X Beige X
C10 X | X X X X X X Beige X
C1 X X X | x X X X Blanca X
GalR1 C4 X X X X X X X Amarilla leve X
a_
C8 X X X X X X X Amarilla leve X
C9 X X X X X X X Crema X
Cl X X X | X X X X Blanca
Gal-R2 Amarilla
C4 X | X X X X X X . X
intensa
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C5 X X Morada

C1 X | X X Amarilla leve X

C5 X X Blanca X
Gal-R3 | C6 X X Blanca

C7 X | X X Naranja leve X

C8 X | X X Blanca X

C1 X X Blanca X
Ten-R1| C3 X | X X Naranja leve X

C5 X | X X Amarilla leve

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.
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3.2. Pruebas de sensibilidad

3.2.1. Arsénico

Se realizaron 5 ensayos de sensibilidad con trioxido de arsénico para evaluar la resistencia de las
bacterias de acuerdo a lo establecido en la Tabla 2-2. Los resultados obtenidos de las pruebas de
sensibilidad al arsénico se detallan en la Tabla 2-3:

Tabla 2-3: Pruebas de sensibilidad con arsénico

CONCENTRACION (ppm)
0.1 |1] 10| 100 | 1000
Ch-R1-C2 | X X X
Ch-R1-C4
1 Ch-R1-C5
Ch-R1-C6
Ch-R1-C8
2 Ch-R2-C9
Ch-R3-C4
Ch-R3-C5
Ch-R3-C7
Ch-R3-C8
Ch-R3-C9
Ch-R3-C10
Gal-R1-C1
Gal-R1-C4
Gal-R1-C8
Gal-R1-C9 | x | x| X X
Gal-R2-C1 | x | X
2 Gal-R2-C4
Gal-R2-C5
Gal-R3-C1
Gal-R3-C5
3 Gal-R3-C6
Gal-R3-C7
Gal-R3-C8
Ten-R1-C1
TENGUEL 1 Ten-R1-C3
Ten-R1-C5| x | X

RIiO N° DE MUESTRA| CEPA

x

CHICO

X [ X [ X [ X [X [X [X

XX [ X | X [X [ X [X [X [X [X [X
XX [ X X [X [ X | X [ X | X [X [X

x
x

GALA

X | X | X | X

X | X [ X |X

X X | X X
x

X | X

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

Las cepas bacterianas mas resistentes al trioxido de arsénico fueron aquellas que soportaron una
concentracion de 100 ppm, entre ellas se encuentran: Ch-R1-C2, Ch-R1-C5, Ch-R1-C6, Ch-R1-
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C8, Gal-R1-C1, Gal-R1-C9 y Gal-R3-C6. Del total de las 27 cepas, 22 resistieron la concentracion
inicial de 0.1 ppm, aquellas que no resistieron dicha concentracion fueron: Ch-R1-C4, Gal-R1-
C4, Gal-R2-C4, Gal-R2-C5 y Gal-R3-C8. La concentracién de 1000 ppm ninguna de las cepas

consiguio resistir (Figura 3-3).

Figura 3-3: Pruebas de sensibilidad con arsénico a concentracion de 10 ppm A: Ch-R1-C2 B:
Gal-R3-C1
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

3.2.2. Cromo

Se realizaron 7 ensayos de sensibilidad con éxido de cromo para evaluar la resistencia de las
bacterias de acuerdo a lo establecido en la Tabla 2-2. Los resultados de la sensibilidad al cromo

se detallan en la Tabla 3-3:

Tabla 3-3: Pruebas de sensibilidad con cromo

RIO |N°DE MUESTRA| CEPA CONCENTRACION (ppm)
0.5|5|50|500 | 5000 | 50000 | 500000
Ch-R1-C2 | x x| x| X X X
Ch-R1-C4
1 Ch-R1-C5 | x |x| x| x | x X
CHICO Ch-R1-C6 | x |x| X | X X X
Ch-R1-C8 | x |x| x| X X X
2 Ch-R2-C9 | x |x| x| x | x X
3 Ch-R3-C4 | x |x| x| X X X
Ch-R3-C5 | x x| x| X X X

34



Ch-R3-C7 | x |X| X | X X X
Ch-R3-C8 | x |x| X | X X X
Ch-R3-C9 | x |X| X | X X X
Ch-R3-C10| x |X| X | X X X
Gal-R1-C1 | x [x| x| X X X
1 Gal-R1-C4
Gal-R1-C8 | x |X X
Gal-R1-C9 | x |X| X | X X X
Gal-R2-C1 | x |X| X | X X
GALA 2 Gal-R2-C4
Gal-R2-C5
Gal-R3-C1 | x |X| X | X X X
Gal-R3-C5 | x |x| X | X X X
3 Gal-R3-C6 | x |[x| x| x | X X
Gal-R3-C7
Gal-R3-C8
Ten-R1-C1 | x |X| X | X X X
TENGUEL 1 Ten-R1-C3 | x |x| x| X X X
Ten-R1-C5| x |X| X | X X X

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

Las cepas bacterianas mas resistentes al 6xido de cromo fueron aquellas que soportaron una
concentracion de 5000 ppm. Del total de las 27 cepas 21 resistieron la concentracion inicial de
0.5 ppm, aquellas que no resistieron dicha concentracion fueron: Ch-R1-C4, Gal-R1-C4, Gal-R2-
C4, Gal-R2-C5, Gal-R3-C7 y Gal-R3-C8. La concentracion de 500000 ppm ninguna de las cepas

consiguio resistir (Figura 4-3).

Figura 4-3: Pruebas de sensibilidad con cromo a concentracion de 5000 ppm A: Ten-R1-C1
B: Gal-R3-C1

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.
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3.3. Tinciéon Gram

Posterior a las pruebas de sensibilidad se realizo6 la tincion Gram de las 27 cepas seleccionadas

por duplicado (Figura 5-3). Los resultados se detallan en la Tabla4-3:

Tabla 4-3: Tincién Gram de bacterias aisladas

RIO MUESTRA| CEPA TINCION GRAM
Tipo Forma

Ch-R1-C2 G- Bacilo

1 Ch-R1-C5 G- Bacilo

Ch-R1-C6 G- Coco

Ch-R1-C8 G- Bacilo

2 Ch-R2-C9 G- Bacilo

CHICO Ch-R3-C4 G- Bacilo
Ch-R3-C5 G+ Bacilo

3 Ch-R3-C7 G- Bacilo

Ch-R3-C8 G- Coco

Ch-R3-C9 G+ Coco

Ch-R3-C10 G+ Coco

1 Gal-R1-C1 G- Coco

Gal-R1-C9 G- Bacilo

GALA 2 Gal-R2-C1 G- Bacilo
3 Gal-R3-C1 G- Bacilo

Gal-R3-C5 G- Bacilo

Ten-R1-C1 G+ Bacilo

TENGUEL 1 Ten-R1-C3 G- Coco
Ten-R1-C5 G- Bacilo

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

Figura 5-3: Tincién Gram A: Bacilos Gram — B: Cocos Gram +

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.
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3.4. Identificacion molecular

3.4.1. Extraccion y purificacién de ADN bacteriano

Mediante métodos convencionales de extraccion de ADN descrito en el apartado 2.9.1. se
obtuvieron de 19 muestras de aproximadamente 100 mg de pellet de cada una, mismas que fueron
cuantificadas mediante espectrofotometria de micro volimenes y posteriormente se realiz6 una
dilucién hasta llegar a una concentracion de aproximadamente 200 ng/ul para su posterior

amplificacion mediante PCR en tiempo real.

Figura 6-3: Medicion de calidad de muestra de ADN mediante Nanodrop 2000
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

3.4.2.  Amplificacion del gen 16s ARNr mediante reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) en tiempo real

Se obtuvo ADN de alta calidad en un rango de 100 a 300 ng/ul en base a la medicién de
espectofotometria en Nanodrop 2000 para el posterior proceso de PCR convencional de las 19
muestras (Figura 6-3). Se ensambl6é la reaccion de PCR visualizdndose fragmentos de
aproximadamente 1200pb en las muestras amplificadas con primers 27F/1492R.

Se visualiz6 en gel de agarosa 1 % de fragmentos de aproximadamente 1200pb, amplificado con
primers 27F/1492R. M: Marcador de peso molecular ABM 100pb Opti-DNA Marker. Las bandas

obtenidas desplegaron el tamafio descrito en la Figura 7-3:
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Figura 7-3: Electroforesis de la amplificacion con primers 27F/1492R.
M: Marcador de peso molecular ABM 100pb Opti-DNA

Marker
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

3.4.3. Secuenciacién molecular

Las secuencias obtenidas fueron comparadas mediante la plataforma BLAST usando bases de
datos de nucledtidos de GenBank del NCBI teniendo en cuenta el porcentaje de calidad de las

cadenas, su longitud y el porcentaje de identidad.

w =
PIT0_138N st Filter Results
© Orgarvism
- -
Fertem \gersy E walue Query Coverage
——— o Bl
Sequen(es producing signdficant alagneents Towreaad TS Sevesct conamms Som el

Figura 8-3: Comparacion de las secuencias obtenidas

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.
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Figura 9-3: Eleccion del organismo
Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

3.4.4. Identificacion molecular bacteriana

Para una identificacion molecular satisfactoria se sugiere un 99 % de identidad, en ese sentido se
logré identificar que las muestras etiquetadas como: Ch-R1-C6, Ch-R3-C4, Gal-R1-C9, Gal-R2-
C1, Gal-R3-C5 y Ten-R1-C5 tuvieron la calidad suficiente para lograr el ensamblaje entre las
secuencias forward y reverse. En el resto de muestras, las secuencias no se alinearon, por lo que
las busquedas en la base de datos del NCBI se realizaron con las cadenas individuales obtenidas,
tomando los resultados con mayor porcentaje de similitud.

Al secuenciar las muestras con el cédigo Ch-R3-C8, Gal-R1-C1 y Ten-R1-C3 se obtuvieron
secuencias cuya calidad no permite el andlisis bioinformatico por lo cual no se logré su
identificacion por comparacion en las bases de datos del NCBI. Por ello, de las 19 cepas
bacterianas, se identificaron 16 muestras con base a las secuencias obtenidas mediante la

amplificacion de la region 16s (Tabla 5-3).

Tabla 5-3: Identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas

CEPA LONGITUD % DE ORGANISMO FRAGMENTO % DE N° ACCESION
CALIDAD IDENTIDAD

Enterobacter

Ch-R1-C2 854 86.2 | cloacae 16S 99.41 | MN594805.1
Pseudomonas

Ch-R1-C5 704 73.9 | aeruginosa 165 9901 CP080511.1
Enterobacter

Ch-R1-C6 433 89.6 | roggenkampii 16S 99.40 | MT613370.1

Ch-R1-C8 293 64.2 | Enterobacter sp. | 16S 98.98 | CP080511.1
Acidovorax

Ch-R2-C9 772 78.9 | defluvii 16S 99.48 | CP017184.1
Aeromonas

Ch-R3C4 1350 81.8 | caviae 16S 99.56 | LS483441.1
Exiguobacterium

Ch-R3-C5 583 91.2 | acetylicum 16S 99.83 | MT256271.1

Ch-R3-C7 161 58.4 | Acidovorax sp. 16S 100 | CP021361.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN594805.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEMUDSS2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP080511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NEMUDSS2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613370.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEMUDSS2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP080511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NEMUDSS2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP017184.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEJBA2T6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LS483441.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEJBA2T6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT256271.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEJBA2T6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021361.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEJBA2T6013

Ch-R3-C9 531 78 | Kocuria sp. 16S 100 | LC556325.1

Ch-R3-C10 372 44.1 | Kocuria sp. 16S 97.45 | MN733351.1
Kosakonia

Gal-R1-C9 1354 96.8 | oryziphila 16S 99.04 | NR_125587.1
Pseudomonas

Gal-R2-C1 1339 95.2 | hamedanensis 16S 99.78 | CP077091.1
Kosakonia

Gal-R2-C3 1356 94.1 | cowanii 16S 99.63 | CP019447.1
Acinetobacter

Gal-R3-C5 865 80.7 | oleivorans 16S 99.16 | MT020340.1

Ten-R1-C1 584 19.2 | Bacillus sp. 16S 98.66 | MT066090.1
Pantoea

Ten-R1-C5 1357 87.5 | agglomerans 16S 99.41 | KY013009.1

Realizado por: Burbano, G; Lépez, G, 2021.

De las cepas identificadas en la Tabla 5-3 existe evidencia bibliogréfica que determina la
resistencia al arsénico y el cromo. Las principales cepas resistentes al arsénico basados en otros
estudios son: Enterobacter cloaca y Bacillus sp; por otro lado las principales cepas resistentes al
cromo son: Pseudomonas aeruginosa, Aeromona cavia, Exiguobacterium acetylicum y Kokuria

sp. En base al presente estudio se ha determinado la resistencia tanto al arsénico como al cromo

de todas las cepas identificadas en la Tabla 5-3.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC556325.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NETPV0G401N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN733351.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NETPV0G401N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_125587.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEJBA2T6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP077091.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEJBA2T6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP019447.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEJBA2T6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT020340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEV32FXW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT066090.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NEV32FXW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY013009.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEJBA2T6013

CONCLUSIONES

Las colonias fueron aisladas en agar s6lido PCA a partir de muestras liquidas provenientes de la
micro cuenca del rio Gala, partiendo desde el primer aislamiento realizado mediante siembra por
extension se lograron identificar 27 cepas representativas, las cuales se replicaron 9 veces hasta
obtener cultivos puros, los cuales fueron analizados mediante tincion Gram para validar la
confiabilidad de las muestras obtenidas.

A partir de los cultivos puros, los cuales fueron caracterizados macroscopica Yy
microscépicamente se realizaron ensayos de sensibilidad sometiendo las 27 cepas a condiciones
con arsénico y cromo. Se emplearon reactivos como triéxido de arsénico (A4s,053) desde 0.1ppm
hasta 100ppm donde se consideraron 6 colonias resistentes y éxido de cromo (Cr0,) en
concentraciones de 0.5ppm hasta 50000ppm donde se obtuvieron 21 colonias, los datos
considerados se tomaron a partir de las cepas que resultaron mas resistentes a condiciones
extremas de concentracion del reactivo empleado.

Se realiz6 la identificacion molecular de las 21 cepas con mayor resistencia al arsénico y cromo,
el punto de partida fue la obtencion de ADN bacteriano, el cual fue extraido mediante métodos
de extraccion de ADN convencionales. De las 21 cepas se logré extraer el ADN de 19 muestras,
las cuales fueron purificadas y cuantificadas mediante espectofotometria de micro vollimenes. Se
amplifico laregion 16S mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se evalud mediante
electroforesis en gel de agarosa. Los amplicones obtenidos fueron secuenciados y dichas
secuencias fueron ensambladas usando programas bioinformaticos donde se obtuvieron 16
organismos identificados con calidad suficiente para lograr su ensamblaje entre las secuencias
forward y reverse, los organismos identificados pertenecen a los géneros Enterobacter sp.,

Pseudomonas sp, Aeromonas sp., Acinetobacter sp. y Bacillus sp
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RECOMENDACIONES

Se propone profundizar en el conocimiento de las caracteristicas de organismos identificados,
para posibles aplicaciones de celdas de combustible microbianas.

Se sugiere investigar la resistencia de estos microorganismos en presencia de otros metales
pesados, especialmente de aquellos relacionados con actividades de mineria.

Proponer ensayos de biorremediacion usando consorcios bacterianos formulados con las cepas

obtenidas en esta investigacion.
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GLOSARIO

Biorremediacion: Es una técnica destinada a limpiar sitios contaminados in situ o ex situ de una
forma muy practica empleando los mismos microorganismos que habitan el medio de interés u
otros micoorganismos de otros sitios (exdgenos) ya sea en presencia de oxigeno (aerobios) o
ausencia de oxigeno (anaerobios). Las actividades metabolicas de estos microorganismos les

permiten degradar, transformar o remover los contaminantes a metabolitos inocuos (Martinez et al.,
2011, p.242).

Bioacumulacién: Es la captacion de un téxico por un organismo vivo, esto desde un medio

bidtico y/o abidtico concentrandolo en el mismo organismo (Rand, 1995, p.54).

Biomagnificacion: Es la transferencia de un xenobidtico desde el medio a un organismo vivo,
dando como resultado una elevada concentracion dentro de dicho organismo en comparacion con

la fuente original y con esto incrementando entre los niveles tréficos la concentracion (Connell,
1989, p.1583).

Biodegradacién: Es una descomposicién organica realizada por microorganismos en donde los
materiales se pueden transformar en sustancias mas simples ayudando asi en la eliminacién de

contaminantes o en el reciclaje de nutrientes de la naturaleza (Gémez y Saiz, 2013, p.562).

Biodiversidad: Es la variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente ya sea cada especie,
entre especies y ecosistemas, dichos ecosistemas pueden ser terrestres 0 marinos y otros sistemas

acuaticos, asi como complejos ecolégicos de los que forman parte (Dorado, 2010, p.5).

Bioenergia: Es la energia obtenida de material organico de origen biolégico (seres vivos, sus

excretas y restos no vivos), este material se o conoce también como biomasa (Secretaria de medio

ambiente y recursos naturales, 2018, p.1).

Nucleasa: Son enzimas que cuando reconocen un patrén de secuencia especifico cortan el ADN

de doble cadena (Castafio et al., 1997, p.87).

Pellet: Es una porcién sedimentada que se acumula durante la centrifugacion (GreenScript, 2020,
p.1).



Buffer: Son sistemas tampdn que afiadiendo pequefias cantidades de H+ u OH- impiden la

variacion de pH, actian como dador y aceptor de protones siendo un par &cido- base conjugada
(TUnez et al., 2006, p.4).

Primer: Es una secuencia corta de ADN con un nimero reducido de nucleétidos de entre 18 a

24 pares de base y que se utiliza en la PCR (Loftus, 2021, p.1).

Marcador de peso molecular: Es una herramienta usada durante el proceso de electroforesis

con el fin de establecer el tamafio estimado de un fragmento de ADN (Mufioz, 2021, p.6).

Electroforesis: Es una técnica utilizada para separar ADN, ARN, proteinas u otras moléculas

en base a su tamafio, esto por accion de corriente eléctrica sobre el gel (Austin, 2021, p.1).
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ANEXO A: INFORME DE RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION MOLECULAR
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Gabriela Lopez / Gregory Burbano

Informe No.: A-253
Técnico Responsable: Francisco Garrido, Ing.

Fecha: 29/09/2021
Resultados
m Cédigo original | Longitud c::' - Organismo Fragmento H:*: M N2Accesion
B170 chric2 854 862 Enterobacter clocaoe 165 99.41 MNSBI805 1
FETT370 1
B171 chri s 704 | 739 = e”z::’::‘;'m’;"m 165 gg:g; %
B172 chrict 433 89.6 Enterobocter roggenkampil 168 99.40
B173 chrlc8 293 642 Enterobocter sp. 165 98.98
B174 chr2 ¢ m 785 Acidovarax defiuwi 168 9948
B175 chr3cd 1350 818 Aeromonas coviae 165 99.56 54834419
B176 chrics 583 912 Exiguobocterium ocetylicum 168 99.83 MT256271.1
B177 chrd c7 161 58.4 Addovorox sp. 165 100 CP021361 1
B178 chr3c8 -
B1739 chr3 c9 s 78 Kocurio sp. 168 100 LCSE6325 1
B180 chr3 c10 n a4 Kocuria sp. 165 97.45 MNT333511
B181 galrlcl -
8133 galrl c9 1354 96.8 Kosokonio aryziphia 165 99,04 NR_ 125587 1
B184 galr2 c1 1339 85.2 Pseudomanas homedanensis 168 99.78 CPoTT081 .1
B185 galr3c1 1346 941 Kosakonia cowanii 165 99.63 CPRO18447 1
8186 galr3 c5 865 807 Acinetobacter oleivorans 165 99.16 MT020340.1
B137 tenricl S84 192 Bacifius sp. 168 $8.66 MTOS8060 1
B1838 tenrlc3 -
B189 tenrl c5 1s7 | 875 | Pantoen ogglomerans | 168 9941 | Kvo

Nota: Los resultados con un porcentaje de identicdad menor al 99% no permiten: asegurar que of aislado coresponde a esa
espece. £5 posltie que se trate de una especike no descrita 0 LNA especie para & cual no hay referenclas en i base de

datos.

Francisco Javier Flores Flor, PhD.

LY

/'Flrma altorizada

Propietario IDgen
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