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Resumen
El creciente desarrollo de la poblacion de Alchipichi-Puello en el area urbana y agricultura
hacen necesario la busqueda de nuevas fuentes de agua que abastezcan a esta poblacion,
este sector cuenta con varios efluentes que no han sido estudiados; con este trabajo de
investigacion se pretende generar datos sobre la calidad fisico-quimica y microbiolégica de un
efluente hidrico para usar dicha agua en la piscicultura, esta actividad permitiria un crecimiento
econdmico a parte del cultivo de plantas frutales. La presencia de microorganismos
oportunistan que impiden el desarrollo de varios peces en conjunto con la presencia de metales
pesados en el agua por causas naturales o por actividades del ser humano, hay la posibilidad
de que generen estrés en los peces y por tanto su mal desarrollo e incluso su muerte. Para la
recoleccién de datos se seleccioné la temporada de lluvia y sequia del sector y en cuanto al
analisis microbioldgico se implementaron técnicas dependientes de cultivo y metataxondémica
con el fin de hallar la diversidad y abundancia de bacterias del sedimento y agua del lugar de

estudio.

La presente investigacion determind la presencia de varios parametros que no cumplen con la
normativa del Acuerdo ministerial 097-A del ministerio del Medio Ambiente tales como: oxigeno
disuelto (temporada de lluvia: 1.73mg/L; temporada seca: 1.44mg/L ), arsénico (temporada de
lluvia: 0.042 mg/L) y plomo (1.049 mg/L); se aislaron cuatro bacterias de la cuales solamente
dos se identificaron a nivel de género y especie: Bacillus swezeyi y Aeromonas media de los
cuales la segunda es un microorganismo indice de otras bacterias que son un riesgo para la
piscicultura; en cuanto a diversidad bacteriana presente, se encontré que la mayoria pertenece
a los filos Firmicutes (39.59%) y Bacteriodota (31.66%) y en nivel de género a Prevotella

(13.06%) y Microcoleus (3.52%).

Palabras clave: Alchipichi, fuente hidrica, bacteria, fisico-quimica, metataxonémica.
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Abstract
The growing development of the population of Alchipichi-Puéllo in the urban area and
agriculture make it necessary to search for new sources of water that supply this population, this
sector has several effluents that have not been studied; with this research work it is intended to
generate data on the physical-chemical and microbiological quality of a water effluent to use
such water in fish farming, this activity would allow economic growth apart from the cultivation of
fruit plants. The presence of opportunistic microorganisms that prevent the development of
several fish together with the presence of heavy metals in the water due to natural causes or
human activities, there is the possibility that they generate stress in the fish and therefore their
poor development and even their death. For the data collection, the rainy and dry season of the
sector was selected and as for the microbiological analysis, culture-dependent and
metataxonomic techniqgues were implemented in order to find the diversity and abundance of

bacteria in the sediment and water of the study site.

The present investigation determined the presence of several parameters that do not comply
with the regulations of the Ministerial Agreement 097-A of the Ministry of the Environment such
as: dissolved oxygen (rainy season: 1.73mg/L; dry season: 1.44 mg/L), arsenic (rainy season:
0.042 mg/L) and lead (1.049 mg/L); four bacteria were isolated of which only two were identified
at the genus and species level: Bacillus swezeyi and Aeromonas media of which the second is
a microorganism affects other bacteria that are a risk to fish farming; in terms of bacterial
diversity present, it was found that the majority belongs to the phyla Firmicutes (39.59%) and

Bacteriodota (31.66%) and at the genus level to Prevotella (13.06%) and Microcoleus (3.52%).

Key words: Alchipichi, water source, bacteria, physico-chemistry, metataxonomic.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del Problema

Debido al incremento de urbanizacion y areas de cultivo en el sector de Puéllaro y
sectores aledafios es necesario encontrar nuevas fuentes hidricas que tengan buenos
pardmetros para poder sostener una buena calidad de vida mediante su consumo y utilizacion
tanto en la agricultura como en la piscicultura; esta localidad cuenta con varias fuentes de agua
gue no han tenido un estudio apropiado tanto en sus caracteristicas fisicas y quimicas como en
los aspectos microbioldgicos y por lo tanto la gran mayoria de este recurso no es tratado para
Su respectivo uso; esta situacion puede generar inconvenientes en la elaboracion de diversos
productos e inclusive en actividades recreacionales. A través del estudio de la presencia de
cepas bacterias y parametros fisico-quimicos del agua es posible obtener informaciéon que
permita determinar la calidad del agua y en consecuencia se podré elegir los posibles
tratamiento respectivos para cumplir las normas de calidad de agua para el uso responsable y
seguro en la localidad de Alchipichi perteneciente a Puéllaro, este trabajo contribuye con datos
relevantes para fututos proyectos que favorezcan a la comunidad ubicada alrededor de la

fuente hidrica en las coordenadas 0°01'35.2"N 78°24'08.8"W.

Justificacion del problema

En los procesos de desarrollo de la agricultura y la salud publica se comenzé a realizar
estudios microbioldgicos y fisico-quimicos para estimar la calidad del agua en distintas partes
del mundo y con los resultados obtenidos se disefiaron tratamientos adecuados para su
aprovechamiento (Daou et al., 2020). Varias investigaciones realizadas en cuerpos de agua
permitieron la disminucidn del riesgo de enfermedades que afectan al ser humano
indirectamente (Ferreira et al., 2022) por este motivo; actualmente se estudian en conjunto
diversos factores tales como caracteristicas microbiolégicas y quimicas que sean beneficiosas

en la agricultura, piscicultura, uso recreativo y consumo humano (Liao et al., 2022).
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La poblacion de Alchipichi-Puello al no tener este tipo de estudios de sus recursos
hidricos que segun Hezacar (2019) este sector posee humerosas efluentes que son utilizados
en distintas actividades agricolas sin su respectivo tratamiento, aumentan las posibilidades de
zoonosis , por ello se busca realizar la identificacion de bacterias a fin de obtener datos para
apoyar en la buena gestion de calidad de agua de uno de los efluentes hidricos ubicados en la
localidad de Alchipichi; con los datos recolectados se puede evitar varios problemas producidos
por bacterias patégenas presentes en el agua dado que en los alrededores del efluente hay
murcielos; en relacion a enfermedades de plantas con importancia agricola del sector (tomate
de &rbol, aguacate, mandarina, maiz) se podria evaluar los riesgos al utilizar el agua

directamente del efluente y valorar los peligros para la inocuidad de los alimentos producidos.

Es indispensable realizar el estudio porque con ello se impulsara el desarrollo de
estrategias adecuadas para cumplir los parametros de calidad del agua que exigen las
normativas nacionales; con ello se fomenta el crecimiento econémico de la zona pudiendo
generar otro tipo de actividades como la piscicultura que es muy deseada en la localidad de
Alchipichi para fomentar la actividad turistica. Teniendo datos sobre las bacterias presentes en
el agua del efluente se podria evitar pérdidas econdémicas por muerte de alevines provocadas
por bacterias perjudiciales para su desarrollo y a su vez se puede maximizar la produccién de

peces de agua dulce de clima templado-frio.

OBJETIVOS
Objetivo General del Proyecto
Evaluar de forma fisico-quimica y metataxonémica una fuente hidrica natural en la localidad de

Alchipichi, cantdén Quito, para su potencial uso en la piscicultura.
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Objetivos Especificos

1. Estimar propiedades fisico-quimicas de la fuente hidrica tanto en época lluviosa como

en seca.
2. Aislar e identificar bacterias meséfilos mediante métodos microbiolégicos y moleculares.
3. Evaluar la diversidad bacteriana de la fuente hidrica natural mediante metataxonémica.
Hipotesis
El agua de la fuente hidrica ubicado en la localidad de Alchipichi, cantén Quito, con coordenadas

0°01'35.2"N 78°24'08.8"W es adecuada para su uso en la piscicultura.



Capitulo Il: Marco referencial

Microorganismos de agua dulce

20

Los microorganismos predominantes en el agua dulce son los pertenecientes a los

dominios Eukarya, Archeas y Bacterias, cada uno de estos se los puede distinguir por las

caracteristicas estructurales y bioguimicas; el dominio Bacteria es el que se encuentra

mayormente presente en los lugares de agua dulce conteniendo al reino Eubacteria que incluye

actinomicetos, algas verde-azules y bacterias (Sigee, 2005).

Tabla 1

Caracteristicas de los dominios presentes en el agua dulce

Dominios
Caracteristicas Bacteria Archea Eukarya
Reino Eubacteria Archeabacteria Fungi, Pro'.ustaz
Plantae, Animalia
Nivel de organizacién celular Procariota Procariota Eucariote
Nucleo con membrana Ausente Ausente Presente
Organelos con membrana Ausente Ausente Presente
Ribosomas 70s 70s 80s
Pared celular de peptidoglicano Presente Ausente Ausente
Lipidos de membrana Ligado a ésteres LJgado a Ligado a ésteres
o ésteres .
No ramificado o No ramificado
Ramificados

ARNt iniciador Formil-metionina Metionina Metionina
Operones Si Si No
Plasmidos Si Si Rara vez
RNA polimerasa Uno Algunos Tres
Sensible a}l _cIoranfenlcoI yala Si No No
estreptomicina
Ribosomas sensibles a la toxina . .

e No Si Si
diftérica
Algunas son etandgenas No Si No
Algunas fijan nitrdgeno Si Si No
Algunos realizan la fotosintesis basada S; No S|

en la clorofilos

Nota. Adaptado de Sigee (2005)

Los microorganismos de agua dulce pueden dividirse segun su estado tréfico, es decir,

su actividad alimentaria como autotrofos y heterétrofos; los organismos también se clasifican en
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base al lugar en que pasan su mayor parte del tiempo en su estado de crecimiento como
pelagicos (ubicados en la masa de agua principal) y bentonicos (localizados en los

sedimentos).

Microorganismos autoétrofos.

Forman sus compuestos a partir de la fijacion de diéxido de carbono y obtienen sus
nutrientes a partir de compuestos inorganicos simples. En este puesto se encuentran bacterias
fotosintéticas y microalgas, estos forman la biomasa en lugares de agua dulce (Benson, 2001,

Sigee, 2005).

Microorganismos heterotrofos
Obtienen su carbono a partir de compuestos organicos (polisacaridos, carbohidratos,
aminoacidos, péptidos y proteinas), la gran mayoria de los microorganismos de agua dulce

pertenecen a este grupo (Benson, 2001; Sigee, 2005).

Microorganismos pelagicos
Estos son practicamente planténicos, por lo que suelen tener estructuras especificas
para moverse o0 mantener su posicion en el cuerpo de agua, en esta clasificacion se hallan

bacterias y microalgas (Sigee, 2005).

Microorganismos benténicos
Se caracterizan por ser capaces de descomponer materia organica sedimentada,
debido a esta caracteristica se suelen ubicar en el interior del sedimento, pero también se

encuentran en la superficie (Sigee, 2005).

Métodos de Identificacién Microbiolégicos
Para la identificacién adecuada de un microorganismo se debe comprender sus

caracteristicas morfolégicas, criterios de cultivo y su fisiologia mediante pruebas bioquimicas; a
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mas de ello también se puede realizar varias pruebas con el propésito de determinar los tipos

de enzimas que produce y sus caracteristicas de crecimiento (Benson, 2001).

Caracteristicas morfoldgicas

La tincion Gram ayuda a recolectar informacion sobre las caracteristicas morfolégicas
(cocos bacilos, espirilos...) como la presencia de un glicocalix, endosporas o granulos
citoplasmaéticos y con ello se establece caracteristicas clave de la bacteria desconocida. Con un
frotis fino, se puede saber la disposicion de las células, en otras palabras, silas células se
presentan solas, en parejas, en masas o en cadenas (Benson, 2001); para determinar la
movilidad de microorganismos no patégenos, el método denominado gota colgante que se
prepara a partir de un cultivo de caldo es la forma preferida y en caso de ser patégenos es

preferible utilizar el medio SIM (Benson, 2001; Brown & Smith, 2015).

En el estudio de diferentes muestras de aguas ambientales se ha considerado la
presencia de E. coli como un indicador de contaminacion fecal por tanto es necesario conocer
ciertas caracteristicas de esta bacteria como: es perteneciente a la familia Enterobacteriaceae
en la clase Gamma-proteobacteria, se clasifica como una bacteria Gram-negativa y tiene la
forma de un bastén (2.0-6.0 um de longitud y 1.1-1.5 um de ancho) con sus extremos
redondeados, no forma esporas y se mueve gracias a la presencia de flagelos periticos
(Percival & Williams, 2014) ; tiene una capacidad de crecimiento rapido (replicacion alrededor
de 20 minutos) y para su deteccion se aplican métodos basados en la reaccion de su enzima
especifica B-glucuronidasa tales como el agar mTEC modificado e incluso se han elaborado
kits con fines comerciales para determinar de forma cuantitativa la presencia E. coli en

muestras de agua (Jang et al., 2017).
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Métodos de Identificacion Moleculares

Extraccion de ADN

Generalmente para la extraccion del ADN de una célula se procede primero con la lisis
de sus membranas, seguida de la separacién de los distintos elementos que no se requieren
como las proteinas y carbohidratos, para la desintegracion de la pared celular se utiliza
enzimas (generalmente lisozima) y para la membrana se implementa detergentes, el mas
comun es el dodecil sulfato de sodio (SDS); el ARN se elimina mediante la adicion de
ribonucleasa (RNasa) que ha sido tratada térmicamente para inactivar cualquier contaminante
de la DNasa (Hofmann & Clokie, 2018); después se separa el ADN de los oligorribonuleétidos
por su alto peso molecular y la solubilidad que tiene en los disolventes no polares (agua o
alcohol); las proteinas son degradadas por la agregacion de la proteinasa-K, se puede
mencionar que la forma mas comuan para eliminar las proteinas es la desnaturalizacion y la

extraccién en una fase organica mediante el uso de fenol y cloroformo (Das & Dash, 2015).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se utiliza para amplificar un fragmento especifico de ADN a partir de un ADN
molde, este proceso requiere conocer las secuencias que flanquean el tramo de ADN que se
quiere amplificar, dado que con esta informacion se puede sintetizar los cebadores
oligonucledtidos (forward y reverse); estos se afladen a la reaccién en exceso para que cada
uno de los cebadores esté siempre disponible tras la etapa de desnaturalizacion (Nicholl,

2008).

La PCR consta de tres etapas que tienen tiempos y temperaturas especificas,
denominados: desnaturalizacion, alineamiento y extensién; cada uno de estos pasos se repite
entre 30 y 40 veces, y cada repeticion se denomina ciclo (Hofmann & Clokie, 2018); segun

Sambrook & Russell (2001) esta técnica consta de siete elementos principales:
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1. ADN polimerasa termoestable que cataliza la sintesis de una nueva cadena de ADN, la
enzima de uso comun es la Tag polimerasa cuya actividad especifica es de alrededor de
80000 U/mg de proteina y comienza a disminuir su actividad cuando el producto amplificado
de la reaccion es de 1.4x10'? a 7x10* moléculas.

2. Un par de oligonucledtidos sintéticos (primers) para la sintesis de ADN, se los debe disefiar
de manera cuidadosa para obtener el producto deseado en alta concentracion.

3. Deoxinucleosidos trifosfatos (ANTPs), estos deben estar en una cantidad equimolar de
dATP, dTTP y dGTP y su concentracion debe estar entre 200 y 250 uM y para evitar
problemas de abastecimiento se deben almacenar a -20°C en pequefias alicuotas.

4. Cationes divalentes para que la actividad del ADN polimerasa, generalmente se utiliza Mg?*
debido a que se une a los dNTPs por este motivo la concentracion molar del magnesio debe
exceder la concentracion de los trifosfatos.

5. Buffer para mantener el pH, ajustado a un pH entre 8.3 y 8.8 a temperatura ambiente.

6. Cationes monovalentes, una PCR estandar debe contener 50mM para una amplificaciéon
correcta de un segmento de ADN mayor a 500bp de largo.

7. DNA molde que debe tener la secuencia objetivo, se puede mejorar la zona de amplificacion

a través de la digestion de enzimas de restriccidon que no corten en la secuencia objetivo.

Secuenciacién Sanger

Para la implementacién de esta técnica se debe tener un ADN molde, ADN polimerasa,
cebadores de secuenciacion, desoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs) y dideoxinucleétidos
trifosfatos (ddNTPs) marcados con fluorescencia; el proceso inicia con la separacién de la
doble cadena con el aumento de temperatura, posterior a esto el cebador y la ADN polimerasa
se unen a la hebra de ADN plantilla en consecuencia se unen varios dNTPs a través de

enlaces fosfodiéster para formar la nueva cadena y cuando un ddNTP se incorpora a la cadena
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se detiene el progreso de la sintesis debido a que estos no presentan el grupo 3’ hidroxilo que

forma el enlace fosfodiéster (Carson et al., 2019; Hofmann & Clokie, 2018; Nicholl, 2008).

La adicion de un ddNTP es aleatoria en la reaccion de secuenciacién por ende se
obtiene copias parciales del ADN plantilla, cada uno de estos fragmentos inician en el extremo
5’ con el cebador y termina donde se afnade un ddNTP; la determinacion de la secuencia se
hace en funcion de las longitudes de onda que emiten estos fragmentos, se obtiene como
resultado un electroferograma donde se muestran una serie de picos que reflejan la secuencia

de ADN sintetizada (Carson et al., 2019).

Figura 1

Proceso de la secuenciacion Sanger

DNA template  3'-TAAATGATTCC-5"

B —- k48 [ 2K}
Primer L@ _ .
anneals AT @ Extension produces a series of

ATT @ ddNTP terminated products each
~ one base different in length

ATTT @

ATTTA @

ATTTAC @ Each ddNTP is labeled
ATTTACT @ with a different color

ATTTACTL @ fluorescent dye
ATTTACTARL @
ATTTACTAAG O
ATTTACTARCGG ©

ATTTACTA AGG
¢70 4 Sequence is read by nofing peak
color in chromatogram (possessing
1 o af )/\ single base resolution)
AL S IR

Nota. Adaptado de Carson et al. (2019).

Secuenciacion masiva lllumina

En la secuenciacion de nueva generacion (NGS) se desefiaron varias tecnologias para
secuencias varios segmentos de ADN en paralelo y en forma masiva con una disminucion
significativa de tiempo y costos; segun Rubio et al. (2020) es importante saber dos conceptos
fundamentales en este tipo de procesos: la cobertura que representa el porcentaje de bases del

genoma de referencia que se ponen a secuenciar una cantidad de veces definida, mientras que
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la profundidad indica el nimero promedio de veces que cada base del genoma es secuenciada

en los fragmentos de ADN (Figura 2).

La secuenciacion lllumina se basa en la secuenciacion por sintesis (SBS) dicho de otro
modo, permite afladir nucleétidos a través de enzimas en conjunto con esquemas de deteccion
gue posibilita a los programas del secuenciador recopilar datos al mismo tiempo que se realiza
la sintesis enzimética de un ADN molde (McCombie et al., 2019). Varias de las tecnologias
pertenecientes a NGS siguen una metodologia similar donde primero se segmenta el ADN en
distintos fragmentos (bibliotecas de secuenciacién), luego se marca el ADN con primers que
indican el punto de partida de la replicacién, a continuacién se amplifica los fragmentos
marcados por medio de reacciones en cadena de polimerasa, después se hace una lectura de
los fragmentos de ADN y finalmente se reconstruye la secuencia completa con la ayuda de
secuencias de referencia y se generan ficheros de informacion (McCombie et al., 2019; Rubio

et al., 2020).

Figura 2

Identificacién de cobertura y profundidad en NGS

‘- N N 1x
3X

: 4

] 6x

7x

Cobertura
5X

Fragmentos de ADN
secuenciados

Nota. Adaptado de Rubio et al. (2020).

La reaccion de secuenciacion de lllumina se lleva a cabo en una celda de flujo la cual

contiene canales microfluidicos llamados carriles que son el lugar donde se recopila las sefales
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de secuenciacion a través de un escaneo; los carriles con millones de micro pozos estan
recubiertos por secuencias de oligonucleétidos complementarios a las secuencias de anclaje y
cuando las bibliotecas de secuenciacion se cargan en cada uno de los carriles, se unen a las
secuencias de oligonucleétidos inmovilizdndose en la superficie, en seguida cada plantilla se
amplifica clonalmente por el proceso llamado amplificacion de puente generando hasta mil
copias iguales a la plantilla molde formando un clister (X. Wang, 2016). Después de la
amplificacion clonal se quitan las hebras reversas, en ese momento se aplica nucleétidos
modificados con fluorescencia, eso hace que cuando una base se una a la sintesis emita una
sefial para su identificacion (Ballard et al., 2020; Rubio et al., 2020; X. Wang, 2016). Este

proceso se puede observar en la Figura 3.

Figura 3

Proceso de Secuenciacion Illumina

Flow cell Illumina

La

—/] .nm”

¢W,;¢m,,m, DnA binding  2™strand Zorec bridge double stranded bridge
ofigo synthesis amplification bridge denaturation

multiple amplification primer
cles
Cy denaturation and removal of @ '
reverse strands

primer hybridzation

Nota. Adaptado de Ballard et al. (2020).

El enfoque de lectura corta de lllumina, es decir, la generacién de lecturas cortas de

150pb; hace posible la secuenciacion del genoma completo de varios microorganismos a gran
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escala ya que utiliza nucledtidos reversibles marcados con fluorescencia en plantillas de ADN
amplificadas e inmovilizadas en la superficie de una celda de flujo de vidrio (Yoshinaga et al.,
2018), la adicion de un nucleétido bloquea la incorporacion posterior de otros nucleétidos con
esto se interrumpe la sintesis y se libera una sefial fluorescente que es Unica para cada tipo de
nucledtido; después de la toma de imagenes, el grupo de bloqueo se elimina y deja las hebras
de ADN listas para la préxima incorporacién de nucleétidos. Estos pasos contindan durante un
namero especifico de rondas, lo que permite longitudes de lectura de 60 a 150 bases

(Escalante et al., 2014).

Anélisis bioinforméatico

Actualmente gracias a la bioinformatica los investigadores pueden analizar directamente
los datos a escala del genoma para establecer con mayor confianza las relaciones entre las
cepas bacterianas, asi como obtener informacion detallada sobre las causas genéticas de
diversidad de cepas (Carrizo et al., 2018; Pallen, 2016); para establecer dichas relaciones
existen bases de datos (RDP, NCBI) que permiten hacer la comparacién y varias herramientas
gue son de gran utilidad como BLAST y MEGA 7; en el caso de microorganismos se hace el
andlisis del gen16S rRNA que evoluciona a un ritmo constante, por lo que también sirve como

un reloj filogenético (Jinemann et al., 2017).

Arboles filogenéticos. Son una forma de representacion matematica que intenta
relacionar ancestros en comun entre varios organismos para ello es indispensable cuantificar el
grado de similitud entre microorganismos, esto se hace mediante un alineamiento de
secuencias; se lo puede considerar también como una forma de representar el proceso de
evolucion de millones de afios entre diversos organismos (A. D. Scott & Baum, 2016;

Weyenberg & Yoshida, 2016).
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Figura 4

Construccion de un arbol filogenético a partir de una secuencia de datos

Possible phylogenetic tree

Organism Saquenca

A C@UAGAUG@CGCC
C

CCUAGAG UGGCGC

B
c C@EAAGGUGGCGCC
D

[ElcunrcAa@d]gUuc ¢ celgc

Nota. Adaptado de Dale & Park (2010)

Metagendmica

Este procedimiento esta basado en la informacion que se puede obtener a partir del
ADN que se encuentre en una muestra, en otras palabras, datos taxondmicos y filogenéticos;
segun el tipo de microrganismo que se desee identificar (bacterias, virus, algas, hongos...) se
debe adecuar los protocolos de extraccion de ADN. Se usa ampliamente para tener referencias
sobre la diversidad y abundancia relativa de microorganismos presentes en fuentes de agua

(Hong et al., 2020).

La metagendmica estd asociada a la secuenciacion de nueva generacién en todas sus
implementaciones; estas nuevas tecnologias, van mas alla del enfoque de secuenciaciéon de
ADN basado en Sanger, es la profundidad de la secuenciacion de nucle6tidos por muestra que
permite extraer informacion de los microorganismos que se encuentran en abundancia o cuales

son los mas significativos (Izard & Rivera, 2015).
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Figura 5

Proceso de analisis metagenémico

Recoleccidn Metadatos
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Biogeografia
Linea de tiempo

Muestra

Almacenamiento

Extraccion
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(16S rRNA u otros) ADN metagendmicos Metatranscriptémica
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DNA-seq
:Qué esta £Qué hacen £Queé hacen
ahi? probablemente? realmente?

Nota. Adaptado de Izard & Rivera (2015)

Metataxondmica

También denominado como metabarcodificacion (metabarcoding) que hace referencia
al estudio de la composicion poblacional, taxonomia y abundancia, dentro de estas técnicas se
encuentra la metabarcodificacién del ARNr 16S que utiliza un fragmento del gen ribosémico
16S para obtener un perfil de diversidad de la comunidad bacteriana en un entorno especifico e
incluso se ha implementado en el estudio de comunidades bacterianas en rios (Romero et al.,

2021).

Gen ARNr 16S

La identificacion de especies bacterianas se realiza mediante la amplificacion del gen
16s ribosomal seguida de su comparacion con una base de datos para determinar su similitud y
homologia, este gen es un componente de la subunidad pequefia 30S del ribosoma procariota
gue contiene 1,542 kb. Las ventajas que brinda en identificacion bacterias incluye: la presencia
del gen en todos los organismos que desempefian la misma funcién, la secuencia del gen esta

suficientemente conservada y el tamafio de 1500 bp, que es relativamente facil de secuenciar y
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lo suficientemente grande como para contener bastante informacién con la finalidad de realizar
la identificacidon y el andlisis de la filogenia mediante una base de datos, este proceso inicié con
Carl Woese que cambi6 la definicion del linaje principal en la evolucién de los microorganismos

(Das & Dash, 2015).

Figura 6

Estructura del gen ARNr 16S

165 rRNA Primer Map

8 515F D 165.1100.F16 14';12R{!-‘]_F
27F 519R 97R 1100k 1492R(:_S_]
333F 895F 1237F 1391R -
cc 902R 1185aR 13|§1§
357F 904R 11§?mR 131ﬁbR

1 1500

Nota. Las regiones verdes son preferibles para el analisis filogenético de bacterias

desconocidas. Adaptado de Yang et al. (2016)
Bases de datos

En el estudio de procariotas con el gen 16S; se ha implementado en varias
investigaciones los denominados SILVANgs para el analisis de datos utilizando los archivos
fastqg comprimidos a través de canales de software autométicos en linea basada en la base de
datos SILVA rDNA en la configuraciéon predeterminada. Cada lectura se alinea con el ARNr de
SILVA SSU utilizando el alineador incremental SILVA (SINA v1.2.10). Para este proceso es
indispensable descartar lecturas cortas y con mas del 2% de homopolimeros (Mahmoud &

Magdy, 2021).

Software de analisis de secuenciacion
El desarrollo de software para el analisis de datos de secuenciacion de 16S rRNA crece
continuamente y se han propuesto muchos métodos, Segun los estudios de Straub et al. (2020)

se pueden distinguir tres tipos principales de métodos:
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1. Agrupacion de lecturas de secuenciacion para obtener unidades taxonémicas
operativas (OTU),

2. Generacion de variantes de secuencia de amplicon (ASV) utilizando lecturas con
correccion de errores

3. Clasificacion taxondmica directa de lecturas en bruto.

Varias herramientas juntan secuencias con una similitud aproximada o mayor al 97%,
estas se denominan unidades taxondmicas operativas (OTUSs); entre las mas utilizadas se
encuentran: “Quantitative Insights Into Microbial Ecology” (QIIME) y Mothur. Actualmente se
han desarrollado nuevos y novedosos procesos de tratamiento de datos como el algoritmo de
eliminacion de ruido de amplificacion divisiva (DADA2) o Deblur que son capaces de convertir y
calcular variantes de secuencia de amplicon (ASVs) que permiten obtener informacién con

mayor precision y detalle (Bolyen et al., 2019; Mahmoud & Magdy, 2021; Straub et al., 2020).

Los ASVs indican secuencias de amplicon reales con una resolucién de un solo
nucledtido producidas a partir del gen 16S rRNA de cada especie presente en la muestra que
se esta analizando, esto puede ocasionar la representacion de una especie con varios ASVs; la
implementacién de este método de agrupamiento y eliminacion de interferencias en los datos
obtenidos de una secuenciacién masiva utilizados en programas bioinformaticos como DADAZ2,
en conjunto con el calculo de OTU puede generar informacién relevante para detectar cambios
en la comunidad microbiana debido a que los enfoques de agrupacién son complementarios

(Djemiel et al., 2020).

Flujo de trabajo en la metagendémica
Existen varios tipos de analisis de datos metagenomicos, pero cada uno de estos
contiene semejanzas en las lineas analiticas y experimentales, segun Baxevanis et al. (2020)

cada tipo de analisis presentan en comun los siguientes aspectos:
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. La recoleccion de la muestra debe seguir un protocolo estandar, se puede incluir la
filtracién por el tamafio, el hisopado, entre otros. Se debe tomar en cuenta las
condiciones de almacenamiento a razén de evitar el deterioro del ADN.

) Seleccion de la técnica para la extraccion de ADN depende del habitat de origen de la
muestra; en caso de que la muestra sea de suelo hay que considerar la presencia de
acidos himicos que interfieren con las enzimas empleadas en la preparaciéon y
secuenciacion de la muestra por tal motivo también se debe realizar la purificacién del
ADN con anterioridad.

. Elaboracion de una biblioteca de secuencias, una coleccién de ADN preparado y
derivado de los genomas que se van a ser secuenciados; este paso implica la
amplificacién del ADN mediante PCR, el cizallamiento del ADN, incorporacion de
adaptadores para agilizar la secuenciacién y la adicién de fragmentos distintivos de

ADN cortos para multiples muestras que se estén procesando al mismo tiempo.

Figura 7

Flujo de trabajo general para el andlisis del microbioma
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Nota. Adaptado de Baxevanis et al. (2020)
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Calidad de los datos

Debido a los diferentes tipos de error que se genera en distintas plataformas de
secuenciacion de ADN, es esencial determinar la calidad de los datos en los estudios
metagenomicos en funcion de las métricas de calidad, esto se realiza como una primera fase y
generalmente los resultados son presentados en formato FASTQ); el control de calidad mide un
conjunto de estadisticos para estimar si los datos son adecuados para el andlisis posterior,
dicho de otra manera , las pruebas de control de calidad incluyen el recuento de la frecuencia
relativa de nucle6tidos en cada posicién de un conjunto de lecturas con el fin de identificar las

posibles desviaciones de las frecuencias esperadas (Smith & de Sena Brandine, 2019).

La puntuacién Phred es una medida de calidad que se utiliza ampliamente, indica la
probabilidad de que una base sea identificada de forma errénea, vale decir que se utiliza para
identificar las posiciones de las bases con una calidad global baja con relacién a la muestra
analizada permitiendo hallar una posible degradacion en la secuenciacion (Baxevanis et al.,

2020; Smith & de Sena Brandine, 2019).

La puntuacién de calidad de una secuenciacién de una base determinada (Q score), es
la probabilidad estimada de que la llamada de base sea errénea, por lo tanto, la puntuacion
mas alta indica una menor probabilidad de error (Mahmoud & Magdy, 2021). El contenido GC
también es un parametro que puede afectar la calidad de los datos de la secuenciacién de

nueva generacion (Izard & Rivera, 2015).

Hay varios programas que se han vuelto de uso general para generar informes de
control de calidad a partir de los archivos FASTQ (salida estandar en bruto de los
secuenciadores), la herramienta FastQC desarrollada por el Instituto Babraham permite
observar una serie de pardmetros que permiten analizar la calidad de los datos de forma

grafica y mas no modificar los archivos en cuestion (Curry, 2020).
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Parametros fisicoquimicos del agua
El habitat de los microorganismos depende de varios factores como el pH, temperatura,
la penetracién de luz y el oxigeno disuelto (Tabla 2), siendo este ultimo el mas importante dado

gue las fuentes de agua pueden estar limitados por el oxigeno (Willey et al., 2020).

Potencial de hidrégeno (pH)

El pH de los sistemas de agua dulce es débilmente amortiguado por los minerales del
suelo y por la eliminacién del CO que es realizada por los microorganismos fotoautotrofos
(diatomeas) en conjunto con aquellas bacterias que se encargan de la fijacion del CO, (Willey
et al., 2020). Esta caracteristica tiene un efecto directo sobre los tratamientos de coagulacion y
desinfeccion con productos que tienen cloro en su compaosicion, este pardmetro es
relativamente estable en periodos cortos de tiempo y si cambia es posible que esté ocurriendo

un proceso importante (OECD, 2003).

Los microorganismos pueden crecer en un amplio rango de pH, aunque hay limites de
tolerancia para este proceso, cuando se genera un cambio fuerte de pH en el entorno dafa la
membrana plasmética o detiene la actividad enzimatica haciendo que mueran los microbios; la
mayoria de los microorganismos es afectado drasticamente si su pH interno decrece a valores

menores de 5.0 a 5.5 (Karki et al., 2020; Willey et al., 2020).

Temperatura

Los microorganismos son muy susceptibles a la temperatura de su entorno
considerando que no pueden regular su propia temperatura; este factor influye en el
crecimiento porque las reacciones cataliticas producidas en el interior de los microbios son
sensibles a esta, es decir, en el rango 6ptimo de temperatura su metabolismo se vuelve mas
activo y por ende su crecimiento es mayor, en cambio si la temperatura baja fuera del rango

optimo esto puede provocar el congelamiento de las membranas y en caso contrario si la
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temperatura aumenta en exceso la bicapa lipidica se desintegra(Dey et al., 2020; Willey et al.,

2020).

Oxigeno disuelto

El oxigeno tiene un papel fundamental en el crecimiento de los microorganismos por los

procesos que permiten la conservacion de la energia especificamente en el movimiento de

electrones a través de la cadena de transporte de electrones; esta cadena requiere un aceptor

de electrones para su funcionamiento y para muchos microorganismos el oxigeno es el aceptor

terminal mas adecuado (Willey et al., 2020).

La ausencia de oxigeno puede provocar un entorno extremo y generar nichos andxicos

gue estan estrechamente relacionados con las zonas oxigenadas en todos los procesos

biogeoquimicos que se dan en los cuerpos de agua. Sin embargo, el exceso de oxigeno

también es un problema en la biota de agua dulce a causa de la proliferacién de algas que

producen una sobresaturacion en las aguas superficiales (Sigee, 2005).

Tabla 2

Respuestas microbianas a los factores ambientales

Factor Clasificacién Definicion Genero y especie
representativos
o Crecimiento optimo entre 0y  Sulfolobus, Picrophilus,
Acidofilo ]
55 Ferroplasma, Acontium
o Crecimiento optimo entre 5.5 Escherichia, Euglena,
pH Neutrofilo _
y 8.0 Paramecium
o Crecimiento optimo entre 8.0 Bacillus alcalophilus,
Alcaldfilo _
y11.5 Natronobacterium
o Crece a 0°C.una temperatura Bacillus psicrophilus,
Psicrofilo o o
Optima de 15°C o0 menos Chlamydomonas nivalis
Temperatura Puede crecer a 0-7°C, optimo  Listeria monocytogenes,

Psicrotolerante

entre 20-30°C y un maximo
de 35°C

Pseudomonas

flourescens




Clasificacion

Definicién

Género y especie

representativos
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Mesobfilo

Termofilo

Hipertermdfilo

Aerobio
obligado

Anaerobio
facultativo
Presencia _
] Anaerobio
de Oxigeno
aerotolerante
Anaerobio

obligado

Microaerofilo

Crecimiento optimo entre 20
y 45°C

Puede crecer a 55°C 0 mas

alto, 6ptimo entre 55y 65°C

Tiene un éptimo entre 85y
alrededor de 113°C
Completamente dependiente

de una atmosfera con O

No requiere O, para crecer,
pero crece mejor en su

presencia

Crece en ausencia o

presencia de O;
No tolera el O

Requiere Ozentre un 2y
10% para crecer y es dafiado

por O, atmosférico (20%)

Escherichia coli,
Trichomonas vaginalis
Geobacillus
stearothermophilus,
Thermus aquaticus
Sulfolobus, Pyrococcus,
Pyrodictium
Micrococcus luteus,
protistas y fungi
Escherichia,
Enterococcus,
Saccharomyces

cerevisiae
Streptococcus pyogenes

Clostridium, Bacteriodes,
Methanothermobacter
Campylobacter, Spirillum
volutans, Treponema

pallidum

Nota. Adaptado de Willey et al. (2020)
Parametros microbianos del agua
Grupo coliformes

Este conjunto esta formado por bacterias con caracteristicas especificas de crecimiento
y bioquimicas que se utilizan para identificar contaminantes fecales en distintos cuerpos de
agua; los coliformes totales generalmente se multiplican a 37°C, también se encuentran los
coliformes termotolerantes respecto a bacterias que pueden crecer a una temperatura de
44,2°C como es el caso de Escherichia coli que es una especie es especifica de origen fecal

(OECD, 2003). Este grupo reunen varios géneros propios de la familia Enterobacteriacea tales
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como: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella las cuales se caracterizan por la
capacidad de fermentar lactosa, por tal motivo los métodos para su deteccion estan basados en
la identificacion de los productos metabdlicos finales de lactosa (Baird et al., 2017; OECD,

2003).

Enterococos y estreptococos fecales

La gran mayoria de las especies de Enterococcus son de origen fecal y pueden
considerarse, en general, como indices especificos de contaminacién fecal humana; los
enterococos son detectables mediante métodos de cultivo sencillos y econémicos que
requieren instalaciones basicas de laboratorio de bacteriologia, aunque hay un riesgo de salud

porque algunas son patdégenas (OECD, 2003).

Normas de Calidad de Agua

El Estado ecuatoriano tiene una entidad del sector publico denominado Servicio
Ecuatoriano de Normalizacién (INEN) que fue creado el 28 de agosto de 1970 con el objetivo
de crear normativas técnicas para establecer criterios de calidad y con ello acatar el reglamento
propuesto por la Organizacion Mundial del Comercio en el sector de la salud y seguridad de las

personas y el resguardo del medio ambiente (Servicio Ecuatoriano de Normalizacién, 2019).

En el afio del 2015 el Ministerio del Ambiente del Ecuador actualiz6 por Ultima vez el
Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente: Norma de
calidad Ambiental y de descarga de efluentes al recurso agua, donde se describen los criterios
de calidad de las aguas para distintos usos (limites permisibles, disposiciones y prohibiciones)
en conjunto con métodos y procedimientos para determinar parametros fisicos, quimicos y
biol6gicos que tengan un riego potencial en la contaminacién del agua. Esta normativa tiene
por objetivo proteger la calidad de los recursos hidricos para preservar y salvaguardar la

seguridad de las personas y los ecosistemas en general.
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El acuerdo ministerial 097-A emitido en el ailo 2015 por el gobierno ecuatoriano que
dicta los criterios de calidad de aguas para la preservacién de la vida acuatica y silvestre en
agua dulce, todavia esta vigente y se utiliza en la actualidad para tener una referencia de
control en actividades de reproduccién, crecimiento, extraccion y aprovechamiento de especias
acuaticas en los casos de pesca y acuacultura (Ministerio del Ambiente, 2015). En la Tabla 3
se presentan algunos parametros que se deben controlar en el agua que se utiliza para la

piscicultura.

Agua para la piscicultura
Se refiere al agua que se utiliza para la crianza de peces con fines comerciales que debe
cumplir con propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas para que su consumo sea inocuo

(INEN, 2020).

Tabla 3

Criterios de calidad en aguas dulces frias o calidas

Limite maximo

Parametro Unidad permitido
Oxigeno Disuelto mg/L no menor a 6
pH 6.5-9
NH3 mg/L 0.02

Al mg/L 0.1

As mg/L 0.05
Ba mg/L 1

Be mg/L 0.1

B mg/L 0.75
Cd mg/L 0.001
Zn mg/L 0.18
Co mg/L 0.2
Cu mg/L 0.02
Cr mg/L 0.05

Fe mg/L 0.3
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Limite maximo

Parametro Unidad "
permitido
Hg mg/L 0.0002
Ni mg/L 0.025
Coliformes NMP/100mL 20

Nota. Adaptado del Acuerdo ministerial 097-A Ministerio del Ambiente (2015)

Enfermedades bacterianas presentes en la piscicultura

Renibacteriosis. Afeccion crénica producida por la bacteria Rinabacterium
salmoninarum, tiene una distribucién mundial y genera la enfermedad en varias especias de
salmédnidos en cultivo provocando pérdidas por la mortalidad directa, tratamiento y control e
inmunosupresién a otras enfermedades. Se presentan signos de la enfermedad en un estado
avanzado, los mas comunes son: movimientos erraticos, anorexia, letargia y oscurecimiento de

la piel (Vidal et al., 2017).

Flavobacteriosis. Se origina por varias especies del género Flavobacterium dentro del
cual las mas comunes son Flavobacterium psychrophilum y Flavobacterium columnare; estas
dos especies estan distribuidas a nivel mundial afectando varios peces en la piscicultura. Los
sintomas de F. psychrophilum son: natacién superficial, exoftalmia bilateral, branquias palidas,
abultamiento abdominal y ano hemorragico; en cuanto a F. columnare se caracteriza por las

lesiones en la cabeza, cuerpo y dorso (Pekala-Safinska, 2018; Vidal et al., 2017).

Francisellosis. Se presenta por la presencia de bacterias del género Francisella, su
distribucion es muy amplia en varios paises que practican la piscicultura, los peces que tienen
esta enfermedad se observan oscuros, apéaticos con natacion superficial y pueden presentar
hemorragias cutaneas junto con ulceraciones, también resalta la presencia de nédulos

blanquecinos irregulares en rifién e higado (Vidal et al., 2017).

Estreptococosis. Producida por especies de Streptococcus, afecta varios peces de

agua dulce a nivel mundial, los principales patdgenos de la Estreptococosis en aguas calidas



41

son Streptococcus agalactiae y Streptococcus iniae, estas dos especies se las toma

importancia en el cultivo de tilapias por su alta mortalidad y pérdidas econémicas que pueden

provocar. Los peces suelen tener anorexia, natacion circular en decubito lateral y una postura

caracteristica del cuerpo en forma de C, opacidad corneal, hemorragias y ruptura ocular (Vidal

etal., 2017).

Edwardsielosis. Es una enfermedad piogranulomatosa ocasionado por el género

Edwardsiella, las especias mas comunes relacionadas a esta enfermedad son Edwardsiella

tarda, Edwardsiella piscicida, Edwardsiella aguillarum y Edwardsiella ictaluri, estdn presentes a

nivel mundial siendo reportadas por varios paises como causantes de Edwardsielosis en

cultivos de tilapia. Sus indicios son opacidad corneal, distencion abdominal, prolapso anal y

exoftalmia (Vidal et al., 2017). La Tabla 4 indica otras amenazas que afectan a los peces.

Tabla 4

Bacterias causantes de enfermedades en peces

Patégeno Enfermedad Huésped
Catenabacterium sp - Salmonete (Mugil auratus)
Clostridium botulinum Botulismo Salmoénidos

Eubacterium tarantellae

Carnobacterium piscicola
Lactobacillus spp.
Streptococcus phocae
Aerococcus viridans
Streptococcus) faecalis

Weissella sp.

Vagococcus

salmoninarum

Enterococcus seriolicida

Meningitis eubacteriana

Lactobacilosis, enfermedad
pseudorrenal

Estreptococosis

Septicemia hemorragica
Lactobacilosis, enfermedad
pseudorrenal, peritonitis,
septicemia

Estreptococosis

Salmonete rayado (Mugil

cephalusi)

Salmoénidos

Tilapia
Trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss)
Salmén del Atlantico (Salmo
salar),
trucha marrén (Salmo trutta)

Varias especies de peces
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Patégeno

Enfermedad

Huésped

Lactococcus piscium

Rhodococcus gingshengii
Chryseobacterium

piscicola

Piscirickettsia salmonis

Lactobacilosis, enfermedad
pseudorrenal
Peritonitis
Ulceracion cutanea y
muscular
Sindrome del salmén coho,
rickettsiosis salmonidea

septicemia

Trucha arco iris (Oncorhynchus
myKkiss)

Salmoénidos

Salmoén Atlantico, Trucha arco iris

Salmoén

Nota. Adaptado de Austin & Austin (2012).
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Capitulo lll: Metodologia

Lugar de estudio

La fuente hidrica natural se encuentra a una altura de 2084 metros, al norte de la ciudad
de Quito-Ecuador, en la localidad de Alchipichi, via Pisque-Puéllaro con coordenadas
0°01'35.2"N 78°24'08.8"W. En el Apéndicel se puede observar la autorizacion por parte del
duefio del terreno donde se encuentra el cuerpo de agua y del cual se recolecté las distintas

muestras.

Figura 8

Efluente hidrico de estudio

Nota. Adaptado de Google Maps (2022).

Caracterizacion fisicoquimica
Fase de campo

Para la medicion del pH se utiliz6 tiras indicadoras de pH, para ello la tira se coloc6 en
un tubo de ensayo con la muestra de agua recolectada, luego se esper6 10 segundos para el
cambio de colores y posteriormente se determiné el valor del pH; con la necesidad de obtener

mas exactitud se incorporé un pH-metro de bolcillo, marca Lovibond que permitié obtener
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valores de hasta dos decimales, en el caso de la temperatura se utilizé un termémetro

electrénico, marca Boeco Germany; este dio valores de la temperatura con un decimal.

Figura 9

Recoleccién de datos in situ

Nota. A) Medicién con cintas de pH, B) pH-metro electronico y C) Termdmetro digita

Fase de laboratorio

Para el analisis de los parametros presentados en la Tabla 3 se recolect6 2L de agua en
botellas de plastico PET en un termo para evitar posibles reacciones fotoquimicas y mantener
su temperatura ambiente, de forma inmediata se trasladé el recipiente a los laboratorios de
Labolab Analisis de Alimentos Aguas y Afines, ubicado en Quito Francisco Andrade Marin E7-
29 entre Diego de Almagro y Antonio Navarro. Este proceso se realizé diez veces en distintas
fechas (temporada seca y lluviosa) después se sac6 un promedio de sus valores en conjunto
con sus intervalos de confianza y se establecié el cumplimiento de los limites permitidos por la

normativa vigente.

Se realizé el andlisis de algunos metales (Ca?*, Pb, Fe, Zn) con el uso del

espectrémetro de absorcion atbmica (marca Perkin EImer y modelo AANALYST 200) del
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laboratorio de Medio Ambiente de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, para ello se
realiz6 diluciones de la solucion stock de cada metal y se colocé en el espectrometro con el
proposito de calibrarlo y generar una recta de regresién que permitié hallar las concentraciones
correspondientes de cada metal. Las diluciones se presentan en el Apéndice3. Para colocar la
muestra en el equipo primero se filtr6 (Millex-HPF HV, 0.45 um, PVDF, con filtro de borosilicato
graduado, 25mm, no estéril) y se almacend la muestra en refrigeracién en balones aforados de

50 mL, este proceso se desarrollé una sola vez por cada elemento examinado.

Figura 10

Espectrémetro de Absorcion Atomica

Nota. Cuenta con un compresor en la parte exterior y con varios tanques de distintos gases, en

este trabajo se utilizé el acetileno.
Cuantificacion de coliformes
Fase de campo

Muestreo. Para el andlisis microbiologico de coliformes totales, se recalentdé agua en un
recipiente estéril de 100 mL, para mantenerlo a una temperatura cercana a 10°C se coloco
geles congelados en un cooler que permitié conservar su integridad en el transporte al
Laboratorio de Microbiologia Ambiental del CENCINAT de la Universidad de las Fuerzas

Armadas ESPE; este proceso se tom6 del Standard Methods edicion 23, seccién 9060.A y
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9060.B (Baird et al., 2017). Cuando las muestras llegaron al laboratorio, se colocaron en el

refrigerador, se registro la hora y la temperatura; el analisis se realizé de forma inmediata.

Fase de laboratorio

Recuento de coliformes. Se empled placas de recuento rapido de coliformes/ E. coli
3M™ Petrifilm™ siguiendo el proceso descrito por el fabricante (Luca, 2019): las placas se
almacenaron a temperatura de refrigeracion (4°C) en el interior de una funda ziploc; al
momento de su uso se dejé el paquete de las placas a temperatura ambiente durante unos 15
minutos, posterior a ello se esterilizé una zona plana con alcohol al 70% y se prendi6 un
mechero bunsen para mantener el area estéril, después se colocaron tres placa Petrifilm con
cuidado de no contaminarlas y se rotularon, luego se levanto el film superior de cada una 'y en
seguida con una pipeta se colocé de forma perpendicular 1 mL de la muestra en el centro del

film inferior seguidamente se bajé el film superior sin introducir burbujas de aire.

Como control positivo se inoculé 1mL de agua de la fuente de los patos de la
Universidad de las Fuerzas Armadas y como control negativo se colocé 1 mL de agua
embotellada Dasani. Enseguida se coloc6 el aplicador en el film superior sobre el in6culo y se
presiond para repartir el indculo sobre toda el area circular en cada una de las placas,
finalmente al cabo de un minuto de que se solidificara el gel se incubaron a 37°C durante 24
horas. Al finalizar este tiempo se sacaron de la incubadora y se contaron las colonias que se

formaron en todas las placas.

Determinaciéon del nimero mas probable. Se realiz6 el conteo segun la técnica
descrita por Baird et al. (2017) presentada en la edicion 23 del libro Standard methods
(Apéndice4); primero se realizo la fase presuntiva con cinco tubos de ensayo con diluciones de
10 mL, 1 mL y 0.1mL, colocando la cantidad de medio e inéculo como se indica en la Tabla 5,
se incubd a 35 £ 0.5 °C por 24 horas en seguida se observo los tubos que tenian cambio de

color y gas en las campafias Durham; a los tubos que dieron resultados positivos se les realizé



47

la fase de confirmacion mediante la inoculacién de dichos tubos a otros con cultivo compuesto
de caldo de bilis con lactosa de color verde brillante y un indculo. Posterior a la verificacion se
procedi6 a calcular el nimero mas probable tomando en consideracion la tabla de indices NMP

con una con un valor de confianza del 95% presentado en el Apéndice4.

Tabla 5

Preparacion del caldo de lauril-triptosa

In6culo Cantidad de Medio  Volumen de medio + Caldo de Lauril-triptosa
(mL) en Tubo (mL) In6culo mL g/L
1 10 o mas 11 o mas 35.6
10 10 20 71.2
10 20 30 53.4
20 10 30 106.8
100 50 150 106.8
100 35 135 137.1
100 20 120 213.6

Nota. Adaptado de Standard methods: For the examination of water and waste water Edicion
23, Baird et al. (2017)

Aislamiento e identificacion de bacterias
Fase de campo

Muestreo para aislamiento de bacterias. El medio de cultivo usado para el muestro
fue el caldo nutriente para microorganismos sin necesidades exigentes (Microbiologie Clinique,
n.d.), el pH se lo ajusté aproximadamente a 7. La muestra de sedimento se recolectd con
hisopos esterilizados en un tubo Falcén de 50 mL con 20 mL de caldo nutritivo (Moposita, 2017;
Naranjo, 2017) y se recogi6 en un recipiente estéril 250 mL de agua, inmediatamente las
muestras fueron coladas en un cooler con geles refrigerantes para su traslado al Laboratorio de

Microbiologia Ambiental del CENCINAT de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
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Fase de laboratorio

Siembra bacteriana. Para este procedimiento se utilizé el medio TSA (agar de soya y
caseina) que es un medio no selectivo que ayuda al crecimiento de las bacterias
Gramnegativas, de igual forma se usa para el transporte de cultivos de microorganismos que
han sido extraidos de muestras de agua (Microbiologie Clinique, 2022). Con un isopo estéril se
tomo un inéculo del caldo nutriente, a continuacion, se esparcié aplicando el método de rayado

del cuadrante (Figura 11) en una caja Petri con TSA.

Figura 11

Siembra por el método de raya del cuadrante

Nota. Adaptado de Brown & Smith (2015)

En cuanto a la muestra de agua, se filtr6 los 250 mL recolectados mediante una bomba
de vacio con un filtro (S-Pack, 0.45 um con un diametro de 47mm, blanco cuadriculado) (Figura
12), al cabo de este proceso se lo coloco con férceps estériles en una caja Petri con TSA.
Finalmente, todas las cajas Petri se etiquetaron e incubaron a 37°C por 24 horas (Naranjo,

2017).
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Figura 12

Equipo de filtracién con membrana

Nota. A) Antes de cada uso se autoclavé cada parte a 15 PSI por 15 minutos.

Aislamiento de bacterias. Al finalizar la incubacion de los cultivos iniciales (agua y
sedimento), se identificd las diferentes morfologias que se formaron en cada uno de los
medios; posteriormente con un asa estéril se tomd varios indculos de cada morfologia y se
sembraron en disticas cajas Petri con medio TSA mediante el procedimiento de siembra por
estrias con el fin de obtener cepas que se encuentren completamente separadas, a partir de
ello se procedi6 a observar la morfologia de los cultivos obtenidos haciendo uso de la tincion

Gram, el proceso de detalla en el Apéndicebs.

Extraccion de ADN de bacterias. Se prepararon medios de cultivo liquido con caldo
nutriente en tubos de ensayo (la misma cantidad de morfologias que se logré distinguir con la
tincion Gram) y se inocularon con las bacterias aisladas en el paso anterior después se puso a
incubar por 48 horas a 37°C para obtener medios saturados de bacterias, se trabajé en una
zona estéril con un mechero Bunsen para evitar contaminaciones; después se almacend los
cultivos a una temperatura de 4°C hasta el momento de la extraccién de ADN para esto se
aplicé el método descrito por Weising et al. (2005) con varias modificaciones que se presentan

en el Apéndice6.
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Reaccién en cadena de polimerasa. Se empled la mezcla maestra Thermo Scientific
Dream Taq Green PCR para la amplificacién del gen ribosémico 16S por su efectividad en los
productos de la PCR, al utilizarlo se evit6 tener contaminaciéon en el momento de la
electroforesis e incluso gracias a sus colorantes facilit este proceso y se logré amplificar con
éxito el gen ribosomal (ThermoScientific, 2016). En la Tabla 6 se indica la cantidad utilizada en
cada reaccion con un volumen de 25 pl. Los cebadores que se colocaron estan descritos en la

Tabla 7

Tabla 6

Cantidad de los elementos para la solucién madre

Componente Volumen (pL) Para 5 Rx (pL)

Agua ultrapura 7 35

Cebador Forward 10 uM 15 7.5

Cebador Reversel0 uM 15 7.5

Dream Taq Green PCR Master Mix 125 62.5

AND molde 2.5 -
Volumen total 25 uL

Nota. Para realizar la soluciéon se coloc6 cada uno de los componentes como esta enlistado

Tabla7

Cebadores para la PCR

Cebador Secuencia
Forward (27F) 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’
Reverse (1492R) 5 ACGGCTACCTTGTTACGA &

Nota. Adaptado de Das & Dash (2015).
Después de armar cada una de las soluciones en tubos eppendorf para PCR se los
colocé en una camara del termociclador marca Fisher Scientific con el programa descrito en la

Tabla 8 a continuacion:
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Tabla 8

Programacion para el Termociclador

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94.0 5 min 1
Desnaturalizacion 94.0 30s

Hibridacion 57.0 45 s 30
Extension 72.0 1.5 min

Extension final 72.0 7 min 1

Nota. Programa para un volumen de 25uL incluido el ADN molde.

Finalmente, al terminar el programa del termociclador, todos los productos de la PCR se
sometieron a electroforesis con un gel de agarosa ultrapura al 1.2% para comprobar si la PCR
dio resultado. Todos los productos fueron almacenados a una temperatura de -20°C para evitar

su degradacion.

Secuenciacién Sanger. Los productos obtenidos de la PCR fueron enviados a los
laboratorios de Biosequence S.A.S para su purificacién y secuenciacion, el volumen que se
envio por cada muestra fue de 20uL aproximadamente a una concentracién de 90ng/5pL

(Cadavid & Gomez, n.d.; Naranjo, 2017).

Anélisis bioinformatico

Las secuencias proporcionadas por Biosequence fueron optimizadas tomando en
consideracion las observaciones de Crossley et al. (2020) en cuanto a la calidad e
interpretacion de las secuencias. Las secuencias forward y reverse fueron ensambladas para
formar contigs de cada una de las muestras mediante el uso del programa “Geneious Prime
Trial” seguidamente se analizé la homologia y similitud de las secuencias consenso con el uso

de BLASTN perteneciente a la base de datos NCBI.

En la construccion de los arboles filogenéticos se usé el programa MEGA 11 con su

herramienta “MUSCLE” para la alineacion se secuencias. Con el fin de seleccionar el mejor
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arbol filogenético que mejor indica la semejanza entre bacterias se realizd estadistica
inferencial con el complemento “MODELS” y se observé el modelo que tuvo el pardmetro BIC
(Criterio de informacion bayesiana) mas bajo (Tamura 3-parameter), finalmente en la
elaboracion de la topologia del arbol filogenético se implementd el método de maxima

verosimilitud Neighbor-Joining con un bootstrap de 1000.

Metabarcoding

Fase de campo

Muestreo para secuenciaciéon masiva. Se recolectd 10 L de agua en botellas plasticas
PET previamente esterilizadas y también se tom6 una muestra de sedimento en recipiente
estéril de 50mL, en su transporte se lo mantuvo a una temperatura menor a 10°C mediante
geles congelados en un cooler apropiado hasta los laboratorios de microbiologia ambiental del
CENCINAT de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, este procedimiento fue realizado

tres veces en distintas fechas.

Fase de laboratorio

Extraccion de ADN para secuenciacién masiva. En el caso del agua se traté 10L con
el equipo de filtracion con membrana (Figura 12), después se aplicé el kit Power Soil DNA
Isolation modificado (Apéndice7); para el suelo, como se encontraba con un exceso de agua se
lo sometid a centrifugacion por 30 segundos a 10000xg e inmediatamente se procedié con el kit
ya mencionado. Al finalizar los procedimientos de extraccion se traslado manteniendo la
cadena de frio a los laboratorios de Biosequence S.A.S ubicado en la ciudad de Quito en la
Avenida Checoslovaquia y Avenida Eloy Alfaro para su respectiva secuenciacion en lllumina
con la tecnologia “Secuenciacion NGS Metagendmica de Amplicon” con una profundidad de

20000 y un tipo de lectura de 2x250.
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Andlisis bioinformatico: Metabarcoding

Para los datos obtenidos por parte se Biosequence, se procedio a realizar los analisis
en conjuntos separados; es decir, las muestras de agua y las muestras de sedimento por
separado utilizando el “pipeline” DADA2 que es parte del programa bioinformatico
“Bioconductor” version 3.17, en el programa estadistico R version 4.2.2 en base a la
metodologia propuesta por Sanchez (2022) y Callahan et al. (2016) para el analisis de
metabarcodificacion del ARNr 16S y la formacién de ASVs con sus respectivas adaptaciones a

los datos de este trabajo de investigacion.

Control de calidad. En esta etapa se realiz6 un mapa de calor tanto para las corridas
de cebadores delanteros como reversos con el objetivo de ver la cantidad de bases que se
deben separan para evitar la formacion de quimeras al momento de formar los ASVs. Se
recortd y filtré con la funcion “filterandTrim” con un méximo de error esperado de cinco por la
cantidad muy pequefia de datos, después se realizo el aprendizaje de la tasa de errores con la
funcién “learnErrors” tanto para los cebadores delanteros y reversos (proceso relevante para el

paquete DADAZ2)

Agrupacion de ASVs. Se implementd la funcion “dada” para cada muestra de datos,
posteriormente se juntaron las secuencias delanteras y reversas con la funcién “margePairs”,
por la pequefa cantidad de datos que se generd y la calidad de las lecturas obtenidas se
procedio el analisis solo con las lecturas “forward” e inmediatamente se construy6 una tabla de
frecuencias mediante “makeSequenceTable” a fin de encontrar las abundancias de cada uno

de los ASVs.

Anotaciéon taxondmica. Se realiz6 mediante la base de datos SILVA para procariontes,
denominada “silva_nr_v138_train_set.fa.gz” obtenida de McLaren (2020) , esta pagina

proporciona diversos archivos fasta para el paquete DADAZ2.
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Andlisis estadistico
Valores fisicoquimicos

Se realiz6 el analisis de cinco muestras de la fuente hidrica en distintas fechas
(temporada seca y lluviosa) a fin de estimar valores promedios de las variables: Oxigeno
Disuelto, pH, NHs, Al, As, Ba, Be, B, Cd, Zn, Co, Cu, Cr, Fe, Hg y Ni, obtenidos mediante los

métodos indicados en el Apéndice2.

Con los datos recolectados se formularon intervalos de confianza (a=95%) con la
distribucion de probabilidad T Student (Tabla 9), con el fin de determinar si cumplen los limites

de calidad de agua para su uso en la piscicultura se elaboré una comparacion con los datos de

la Tabla 3.

Tabla 9

Formulas para intervalos de confianza

Parametro Formula
. . ) n oy
Media aritmética ¥ = Zi=17t
n
n L v2
Desviacién estandar S = i=1(Xi — X)
n—1
. - X—u
Media del estadistico t =
S/\n
_ S
Limite inferior X —ta —
z Vn
_ S
Limite Superior X+t —
p % N

Nota. Adaptado de Gutiérrez & de la Vaca (2012)
NUmero mas probable

El valor del NMP se tomé de la tabla presentada en el Apéndice4, al analizar los tubos
gue resultaron positivos con 10 mL, 1.0 mL y 0.1 mL de muestra de la fuente hidrica, se buscé

la combinacion de valores iguales en estas tablas, enseguida se tomé el valor correspondiente
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a la combinacion obtenida en los ensayos y se lo expresé como NMP/100 mL con sus

respectivo limite superior e inferior.

Diversidad bacteriana

Se elaboré una estadistica descriptiva; debido a que el presente estudio tiene por
objetivo recabar informacién sobre un lugar especifico; para ello se manejé graficas de barras
generadas a través del programa Rstudio versidn 4.2.2 con el propésito de representar lo
abundancia relativa de los ASVs (obtenidos después del tratamiento con el paquete DADA2)
pertenecientes a cada jerarquia taxonémica (Reino, Filo, Clase, Orden, Familia y Género) tanto

en muestras de agua como en sedimento del sitio de estudio.
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Capitulo IV: Resultados
Parametros fisicoquimicos
Las cinco muestras correspondientes a la época seca se tomaron en distintas fechas
comprendidas entre el mes de noviembre de 2022 e inicios de diciembre de 2022, mientas que
las mediciones de la época de lluvia se las realizé entre el mes de diciembre de 2022 y todo el

mes de enero de 2023. La Tabla 10 indica los valores obtenidos en este proceso:

Tabla 10

Caracteristicas fisicoquimicas en época seca y lluviosa

) _ Seca Lluviosa
Parametro Unidad Vedia Vedia Normativa
Temperatura °C 20.08 +0.57 20.04 -
pH - 8.12 +0.17 8.30 £0.13 Cumple
oD mg/L 1.73+0.77 1.42 +0.77 No cumple
Amoniaco mg/L 0.11+0.1 <0.05
Arsénico mg/L <0.002 0.027 £ 0.033
Aluminio mg/L <0.04 <0.04
Bario mg/L <0.25 <0.25
Boro total mg/L <0.02 <0.02
Cadmio mg/L <0.03 <0.03
Cobre mg/L <0.01 <0.01 Cumplen las
Cromo mg/L <0.03 <0.03 normativas
Cobalto mg/L <0.02 <0.02
Mercurio mg/L <0.0002 <0.0002
Niquel mg/L <0.04 <0.04
Zinc mg/L <0.01 0.018 £ 0.01
Hierro total mg/L <0.1 0.11+£0.04

Nota. Resultados obtenidos de “Labolab”, laboratorio acreditado por el SAE.

En la mayoria de los metales analizados (As, Al, Ba, B, Cd, Cu, Cr, Co, Hg, Ni, Zn, Fe)

no se realizaron intervalos de confianza debido a que los resultados en todas las mediciones se
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encontraron muy por debajo de los limites presentados en el Acuerdo ministerial 097-A del afio
2015; el Unico parametro que no lo cumple es el oxigeno disuelto (OD) con un promedio de
1.73 mg/L cuyo valor adecuado para mantener la vida acuatica deberia ser mayor a 6 mg/L. En
la concentracién de amoniaco (0.11 mg/L) es necesario considerar los valores del pH y
temperatura en el agua, en este caso al tener una temperatura promedio de 20.08 °C y un pH
de 8.12 el valor permitido para el amoniaco es de 0.499 mg/L, por lo tanto la concentracién de
amoniaco esta dentro de los limites (Ministerio del Ambiente, 2015, p. 90), la tltima medicion
de este compuesto resulté elevada (0.32 mg/L) en comparacion con las mediciones anteriores,

provocando el aumento del promedio como se puede ver en la Figura 13 a continuacion:

Figura 13
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Nota. Se indican las cinco mediciones realizadas en cada fecha.

Los valores de los metales: As, Al, Ba, B, Cd, Cu, Cr, Co, Hg, Ni, Zn y Fe total; no
tuvieron cambios, es decir, se encontraban en concentraciones muy pequefias que no se

lograron detectar mediante los métodos aplicados (Apéndice2) para cada uno de ellos. El
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oxigeno disuelto (OD), pH y temperatura en el transcurso del tiempo no cambiaron de forma

drastica, aunque el oxigeno tuvo una tendencia a disminuir en toda la temporada seca.

Figura 14

Valores en época lluviosa
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En vista de que en la temporada seca la concentracién del oxigeno disuelto (OD) tendio
a bajar se decidié6 medir la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) en la época de lluvia; resultd
gue a medida que el OD disminuia por el contrario la DBO tendié a subir teniendo un valor
maximo de 25 mg/L. A diferencia de la época seca en la época lluviosa, se encontro niveles de
arsénico (As) significativos, incluso sus concentraciones comenzaron a aumentar llegando a
tener una concentracion maxima de 0.06 mg/L, este valor supera el valor permitido por la

normativa (0.05 mg/L).

En época de lluvia también hubo infimas concentraciones de los metales Al, Ba, B, Cd,
Cu, Cr, Co, Hg, Ni, Zn a diferencia del Fe total que tomé un valor de 0.15mg/L en su primera

medicion, después no se encontrd una cantidad que se pudiera encontrar en el resto de las
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fechas analizadas. Los valores del pH y temperatura no sufrieron cambios significativos en

comparacion de la época seca.

Para conocer si existe verdaderamente una diferencia entre el tiempo de lluvia y sequia
en los pardmetros de: pH, Temperatura, Oxigeno Disuelto, Arsénico y Zinc, se realizé una
prueba de Kruskal-Wallis (Apéndice2) y se determind Unicamente que el Arsénico es
significativamente diferente (p< 0.05) en cada temporada. La Figura 15 indica con mayor

claridad las diferencias.

Figura 15
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El espectrometro de absorcion atdmica genera de una sola muestra automaticamente
tres mediciones de absorbancia y las convierte en medidas de concentracion, inmediatamente
presenta un promedio de aquellas mediciones (Tabla 11). La muestra tomada para el analisis
en este equipo fue en época de lluvia. El valor que no se pudo estimar fue el de Zinc por las

cantidades muy pequefias presentes en la muestra.
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Tabla 11

Valores obtenidos por el espectrémetro de absorcién atdmica

Parametro Concentraciéon (mg/L)
Calcio 18.5

Plomo 1.079

Hierro 0.01

Zinc <0.001*

Nota. (*) Menor que el limite de deteccién del equipo

Se descubrio la presencia de plomo (1.079 mg/L) en el efluente, este valor supera por
mucho el limite permitido (0.001 mg/L) por lo tanto no cumple con la normativa para su uso en
la piscicultura. Al estimar la concentracion de Calcio se hallé que su concentracion es muy alta

en comparacion al resto de compuestos analizados en este equipo de medicion.

Inoculacién en placas Petrifilm 3M
Las inoculaciones en estas placas se realizaron cinco veces para poder determinar un
valor promedio y determinar intervalos de confianza (Tabla 12). Las colonias que se contaron

fueron aquellas que tuvieron color rojo y presencia de gas como se indica en la Figura 16.

Tabla 12

Unidades formadoras de colonias
Variable Cantidad Media DE LI LS
UFC/mL 5 1.40 1.14 0.32 2.49

Nota. Se realiz6 una prueba t Student bilateral con un valor de confianza del 90%. DE:

Desviacién estandar, LI: limite inferior, LS: Limite superior
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Figura 16

Coliformes en placas Petrifilm 3M

Control Positivo. Muestra de fuente de patos | Control negativo. Muestra de agua embotellada

Nota. Al finalizar las 24 horas no se obtuvo crecimiento de coliformes fecales en una placa (1)

por otra parte el resto de las placas tuvo por lo menos una UFC/mL.
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Método NMP

En la fase presuntiva Unicamente salieron positivos dos tubos de las diluciones de 10
mL de muestra (Figura 17), es resto de tubos tanto de 1 mL y 0.1 mL no tuvieron ningun
resultado positivo (Figura 18 y 19), los tubos que se consideraron positivos fueron aquellos que
tuvieron un cambio de color del medio de cultivo y la presencia de gas en las campanas
Durham (Figura 20); en cuanto a la combinacién para obtener el NMP/100mL fue de 2-0-0
obteniendo un resultado de 4.5NMP/100mL con un limite inferior de 0.79 y un limite superior de

15 (tabla de Apéndice4).

Los resultados se aclararon ain mas en la fase de confirmacion con el medio que
contenia caldo de bilis verde brillante, dado que se evidencio la presencia de cambio de color y

la presencia de gas en las campanas de Durham, como se puede ver en la Figura 20.

Figura 17

Tubos en dilucion con 10mL de in6culo

Nota. Los Unicos resultados positivos fueron los tubos Il y lll. Se puede apreciar el gas en las

campanas de Durham.
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Figura 18

Tubos en dilucion de 1mL de indculo

Nota. Solo hubo un cambio en la coloracién, ninguno tuvo gas en las campanas de Durham.

Figura 19

Tubos en dilucion de 0.1 mL de in6culo

Nota. La tonalidad del medio cambié un poco pero no lo suficiente para indicar la presencia de

coliformes fecales.
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Figura 20

Fase de confirmacion

Nota. Se puede asegurar la presencia de coliformes fecales en los tubos Il y 11l

Aislamiento e identificacion de bacterias

A partir de los cultivos iniciales de suelo y sedimento indicados en la Figura 21 se logré
distinguir cuatro morfologias (dos del cultivo de agua y dos en el cultivo de sedimento), a partir
de los cuales se aisloé en medio TSA para su posterior observacion. La primera morfologia de
agua tuvo forma irregular, bordes lobulados y una elevacién plana; la segunda se caracterizé
por tener una elevacién umbilicada alrededor del filtro, a més de ello presentaba bordes
ondulados y una forma fusiforme. En el cultivo de sedimento se observo una morfologia con
elevacion plana de color blanco lechoso con bordes ondulados y formas irregulares; la segunda
se identificé por su color café claro, forma irregular, bordes lobulados y por su elevacion

planoconvexa.
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Figura 21

Cultivo inicial de agua y sedimento

En la Figura 22 se indica el crecimiento masivo que se obtuvo al aislar la morfologia uno
en toda la caja Petri, se observé su color blanquecino y su elevacion plana; posteriormente se

realizo la tincion Gram y resulté ser un bacilo gramnegativo con una forma muy alargada.
Figura 22

Morfologia 1 de cultivo de sedimento

Nota. A) Crecimiento masivo de cepa S1 en medio TSA; B) Tinciobn Gram de cepa S1 de cultivo
puro con objetivo 100X.
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La segunda morfologia también tuvo crecimiento masivo, aunque no cubrié toda la caja
(Figura 23), mantuvo sus bordes ondulados y su color café claro. En el microscopio se
observaron bacilos gramnegativos de dimensiones muy pequefias en comparacion con la cepa

S1.

Figura 23

Morfologia 2 de cultivo de sedimento

Nota. A) Crecimiento masivo de cepa S2 en medio TSA; B) Tincion Gram de cepa S2 de cultivo
puro con objetivo 100X.

El crecimiento de la cepa Al en el medio TSA resultdé con su creciente masivo con
bordes lobulados, elevacién plana y color blanquecino; después de la tincién Gram se lo

identific6 como bacilo gramnegativo (Figura 24).



Figura 24

Morfologia 1 de cultivo de Agua

Nota. A) Crecimiento masivo de cepa Al; B) Tincion Gram de cepa Al de cultivo puro con
objetivo 100X

En el cultivo de la cepa A2 se observo que cubrié por completo la caja Petri (Figura 25), su
color fue blanco junto con el medio TSA tuvo un aspecto se sequedad, posterior a la tincién

Gram, también resulto ser un bacilo gramnegativo

Figura 25

Morfologia 2 de cultivo de agua

Nota. A) Crecimiento masivo de cepa A2 B) Tincién Gram de cepa A2 de cultivo puro con
objetivo 100X

67
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Para la secuenciacién Sanger se realiz6 la extraccion de ADN de los medios liquidos de

cada una de las morfologias descritas anteriormente, posterior a ellos se realiz6 la

cuantificacion obtenida en el espectrofotdmetro NanoDrop ™ 2000 (Marca: Thermo Fisher

Scientific) del Laboratorio de Inmunologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. La

Tabla 13 indica los valores obtenidos por cada extraccion.

Tabla 13

Cuantificacion de ADN y radios de pureza

Morfologia Concentracion [ng/pL] 260/280 260/230
S1 32.2 2.15 1.60
S2 415 2.11 0.92
Al 781.7 2.04 1.60
A2 122.9 2.06 75

Al finalizar este proceso se efectu6 una PCR a fin de observar la presencia del gen

ribosomal 16S consiguiendo los resultados presentados en la siguiente figura:

Figura 26

Amplificacion del gen 16S de bacterias aisladas

Nota. M: marcador molecular 1kb “Opti-DNA Marker”, A1: cepa uno aislada de agua, S1: cepa

uno aislada de sedimento, A2: cepa dos aislada de agua, S2 cepa dos aislada de agua
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Los productos de amplificacion de la PCR fueron enviados a Biosequence manteniendo
la cadena de frio para su secuenciacién Sanger; de este proceso se obtuvo ocho
cromatogramas y después de su analisis en el software Geneious Prime Trial se logré formar
Unicamente dos contigs de las cepas Al y S1. En el analisis de similitud y homologia en la base
de datos BLASTN de cada uno de los contigs, se obtuvo los posibles microorganismos (Tabla
14y 15) a los cuales pertenece cada una de estas; con el fin de encontrar la relacion mas
cercana de las secuencias consenso, también se realiz6 un arbol de cladograma para cada una

de las cepas aisladas (Figura 27 y 28).

Tabla 14

Microorganismos préximos a la cepa Al

Descripcion Numero de Coberturade Porcentaje de
acceso consulta Identidad
Bacillus haynessii (NRRL B-41327) NR_157609.1 100% 99.91%
Bacillus paralicheniformis (KJ-16) NR_137421.1 100% 99.91%
Bacillus piscis (16MFT21) NR_165685.1 100% 99.91%
Bacillus licheniformis (DSM 13) NR_118996.1 100% 99.91%
Bacillus licheniformis (BCRC 11702) NR_116023.1 100% 99.91%
Bacillus licheniformis (ATCC 14580) NR_074923.1 100% 99.82%
Bacillus licheniformis (NBRC 12200) NR_113588.1 100% 99.73%
Bacillus sonorensis (NBRC 101234) NR_113993.1 100% 99.73%
Bacillus swezeyi (NRRL B-41294) NR_157608.1 100% 99.55%
Bacillus aerius (24K) NR_042338.1 100% 99.27%

Nota. Se tomaron las diez mejores puntuaciones de las opciones presentadas en BLASTN

La Figura 27 indica que la cepa Al tiene mayor relacién con Bacillus swezeyi cepa
NRRL B-41294, al pertenecer estos microorganismos a un mismo clado se puede mencionar
gue tienen un ancestro en comun. En cambio, la cepa que menor relacién tiene con la cepa Al

es Bacillus licheniformis y sus distintas cepas dado que se encuentran en un clado distinto.
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Figura 27

Cladograma de microorganismo homélogos a la cepa Al

Bacillus haynesii (NRRL B-41327)
{ Bacillus paralicheniformis (KJ-16)
Bacillus piscis (16MFT21)
71 Bacillus sonorensis (NBRC 101234)

58 { Bacillus swezeyi (NRRL B-41294)
63 Cepa Al

[ Bacillus aerius (24K)
63— Bacillus licheniformis (BCRC 11702)

Bacillus licheniformis (DSM 13)

18] 7 Bacillus licheniformis (ATCC 14580)
53— Bacillus licheniformis (NBRC 12200)

30

Tabla 15

Microorganismos préximos a la cepa S1

Descrincion Numero de Cobertura Porcentaje
P acceso de consulta deidentidad
Aeromonas media (ATCC 33907) NR_119041.1 100% 99.59%
Aeromonas aquatica (AE235) NR_136829.1 100% 99.59%
Aeromonas tecta (CECT 7082) NR_118043.1 100% 99.59%
Aeromonas media (RM) NR_036911.2 100% 99.59%
Aeromonas veronii bv. veronii (ATCC

NR_119045.1 99% 99.59%
35624)
Aeromonas cavernicola (MDC 2508) NR_132718.1 99% 99.59%
Aeromonas veronii (JCM 7375) NR_112838.1 99% 99.59%
Aeromonas veronii bv. veronii (ATCC

NR_118947.1 99% 99.59%
35624)
Aeromonas sobria (ATCC 43979) NR_119044.1 100% 99.48%
Aeromonas jandaei (ATCC 49568) NR_119040.1 99% 99.59%

Nota. Fueron seleccionadas las mejores puntuaciones indicadas en BLASTN
En la Figura 28 se puede apreciar la cercania de la cepa S1 con la bacteria Aeromonas
media cepa ATCC 33907 y las cepas que tiene menor caracteristicas en comudn son

Aeromonas veronii y Aeromonas cavernicola.
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Figura 28

Cladograma de microorganismos homdlogos a la cepa S1
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Cepa S1
Aeromonas tecta (CECT 7082)
Aeromonas sobria (ATCC 43979)
r— NR 118947.1:Aeromonas veronii bv. veronii ( ATCC 35624)
7 L——— Aeromonas veronii bv. veronii (ATCC 35624)
—— Aeromonas veronii (JCM 7375)
9 L——— Aeromonas cavernicola (MDC 2508)
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Metataxonémica
Para mandar a secuenciar a Biosequence posterior a la extraccion se realizé una PCR

con los cebadores 27F y 1492R para verificar la presencia de ADN de bacterias después se
elaboré una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, en el caso del suelo se realizaron seis
extracciones de las cuales se seleccioné solamente las tres mejores, tomando en cuenta la
intensidad del amplicén presente en el gel de agarosa como se puede observar en la siguiente

figura:

Figura 29

Amplificacion del gen 16S de extractos de suelo
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Se puede observar que de las 6 extracciones solamente en cinco hay presencia de ADN
bacteriano. Las muestras que se mandaron a secuenciar fueron las correspondientes a S1, S4

y S6. M: marcador molecular 1kb “Opti-DNA Marker”.

En cuanto a las extracciones de agua se mando6 inmediatamente a secuenciar cuidando
la cadena de frio para evitar la degradacion del ADN; Biosequence se encargd de medir las
concentraciones de las extracciones realizadas. Los resultados se presentan en la siguiente

tabla:

Tabla 16

Concentraciones de ADN obtenidos mediante kit Power Soil DNA isolation

Origen Muestra Concentracién (ng/uL)
Al 0.01
Agua A2 0.05
A3 0.06
S1 0.305
Sedimento S4 14
S6 1.23

Nota. Datos proporcionados por Biosequence en el control de calidad. Los resultados fueron
aceptados para la secuenciacién metagenémica de amplicén 16S por lllumina. Las

concentraciones se obtuvieron por medio del instrumento de medicion QUBIT.

Reinos

La Tabla 17 indica que en el sedimento de la fuente de agua se logré identificar 112 510
ASVs gque en su mayoria (99.88%) fueron bacterias de los cuales 2001 ASVs son distintos y en
el agua se encontraron 215 005 ASVs que casi en su totalidad son bacterias en donde 1075

ASVs son Unicos.



Tabla 17

Reinos predominantes en sedimento y agua
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Sedimento Agua
Kingdom ASVs Porcentaje ASVs Porcentaje
Bacteria 112 374 99,879 213 707 99,4
Eukaryota 71 0,063 370 0,17
Archaea 65 0,058 928 0,43
Total 112 510 215 005

Nota. Los datos indicados son la suma de las tres muestras analizadas de agua y de

sedimento. Biosequence amplificé la regién v3-v4 del gen ribosomal 16S con los cebadores
341F (6'CCTACGGGNGGCWGCAG3’) y 805R (5GACTACHVGGGTATCTAATCC3’) mediante

la tecnologia lllumina “Miseq”.

Filos

El tratamiento de datos revel6 gque las filos con mayor presencia en el sedimento fueron

Proteobacteria (26.37%) seguido del filo Cianobacteria (25.10%), Bacteroidota (9.94) y

Planctomycetota (9.53%); en cambio en el agua prevalecen principalmente los filos Firmicutes

(39.53%), Bacteroidota (31.66%), Proteobacteria (11.97%) y por Gltimo se encuentra

Actinobacteriota con 4.82%, en la Figura 30 se puede apreciar los diez filos que destacan en

ambos ambientes.

Figura 30

Filos presentes en sedimento y agua
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Clases

En el sedimento, la clase con mayor cantidad fue Cianobacteria con un 25.07% seguido
de Alphaproteobacteia (13.22%) y Gammaproteobactiria (13.14%) del total de los ASVs
analizados; en el agua se encontré la abundancia mas alta repartida en tres clases principales:

Nanoarchaeia (46.08%), lainarchaeia (17.6%) y Methanobacteria (10.89%) (Figura 31).
Figura 31

Clases principales en sedimento y agua
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Ordenes
La abundancia de Cyanobacteriales, Chloropast y Burkholderiales en el sedimento son
dominantes en relacion con los demas, por el contrario, las ordenes que tienen mayor

presencia en el agua son: Bacteroidales, Oscillospirales y Lachnospirales (Figura 32).

Figura 32
Ordenes principales en sedimento y agua
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Nota. NA: Ordenes no identificadas
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Familias

En la Figura 33 se observa que en esta jerarquia taxondmica no se logré clasificar
alrededor del 29.51% de los ASVs identificados en sedimento, aunque la familia que predomina
con un 7.05% es Coleofasciculaceae. En el agua solamente el 11.88% de las lecturas no se
pudo clasificar, en este caso tienen mayor abundancia la familia Prevotellaceae con un 15.88%
seguida de Lachnospiraceae (11.66%), Ruminococcaceae (11.33%) y Bacteroidaceae con un

9.82%.

Figura 33

Familias principales en sedimento y agua
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Géneros

En el nivel de género no se logré clasificar el 58.15% y 22.94% de los ASVs de
sedimento y agua respectivamente, los datos que se lograron identificar en los dos ambientes
se indican en la Figura 34. Las Tablas 18 y 19 se indican los géneros que tuvieron una

abundancia relativa mayor al 0.2%.

Figura 34

Géneros principales en sedimento y agua
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Tabla 18

Resultados analizados de la secuenciacion metagendémica de amplicén 16S de muestras de agua
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Género ASVs Porcentaje Género ASVs Porcentaje Género ASVs Porcentaje
NA 48381 22,64 Dialister 1633 0,76 Anaerostipes 671 0,31
Prevotella 28085 13,14 Catenibacterium 1612 0,75 Rikenellaceae_RC9_ 662 031
Bacteroides 21124 9,88 Phascolarctobacterium 1516 0,71 gut_group
) ) Holdemanella 617 0,29
Faecalibacterium 16771 7,85 wb1-A12 1404 0,66
. Treponema 604 0,28
Agathobacter 6934 3,24 Subdoligranulum 1197 0,56
Fusicatenibacter 565 0,26
UCG-002 6041 2,83 Alloprevotella 1186 0,55
Paraprevotella 539 0,25
Sutterella 5544 2,59 Nitrospira 1164 0,54
Pantoea 534 0,25
Barnesiella 4234 1,98 Streptococcus 1122 0,53
. . Coprococcus 516 0,24
Roseburia 4180 1,96 Slackia 1081 0,51 .
Clostridium_sensu_
Pseudomonas 4178 1,96 Negativibacillus 1029 0,48 stricto 1 515 0,24
Bifidobacterium 3838 1,80 Aquabacterium 933 0,44 Lactobacillus 501 0,23
Alistipes 3582 1,68 Monoglobus 931 0,44 Escherichia/Shigella 485 0,23
Succinivibrio 3315 1,55 Anaeroplasma 875 0,41 Rhodopirellula 472 0,22
Ruminococcus 3261 1,53 Collinsella 847 0,40 Erysipelotrichaceae_
UCG-003 462 0,22
Blautia 2784 1,30 Sh765B-TzT-35 804 0,38 )
. NK4A214 _group 459 0,21
Megasphaera 2019 0,94 Gaiella 803 0,38
. Odoribacter 442 0,21
UCG-005 1826 0,85 Lachnospira 803 0,38
. o . Acinetobacter 441 0,21
Parabacteroides 1779 0,83 Elusimicrobium 766 0,36
. Lactococcus 435 0,20
Akkermansia 1670 0,78 Christensenellaceae R_group 739 0,35

Nota. ASVs bacterianos totales en muestras de sedimento = 213 707.

al 0.2%.

Se omitieron los géneros que tuvieron un porcentaje menor



Tabla 19

Resultados analizados de muestras de sedimento
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Género ASVs Porcentaje Género ASVs Porcentaje Género ASVs Porcentaje
NA 65292 58,10 OLB12 622 0,55 Chalicogloea 319 0,28
Microcoleus SAG 3960 3,52 Ellin6067 585 0,52 CCfL2_97 >
Calothri; 305 0,27
1449-1a JGI_0001001-HO3 519 0,46 arotrix '
Microcoleus 3936 3,50 lianai PCC-6303
Es-Yyy1400 Haliangium 495 0,44 Pir4_lineage 304 0,27
Luteolibacter 2709 2,41 Rubrimonas 486 0,43 Chthoniobacter 291 0,26
Nitrospira 1778 1,58 MND1 483 0,43 Oscillochloris 288 0,26
Leptothrix 1348 1,20 SM1A02 479 0,43 AKYG587 287 0,26
Bryobacter 1079 0,96 llumatobacter 463 0,41 Novosphingobium 272 0,24
SWB02 992 0,38 Nodosilinea 463 0,41 Nostoc_PCC-73102 267 0,24
.. PCC-7104 ..
Tabrizicola 967 0,86 Azohydromonas 442 0,39 Rub:wvax 266 0,24
j . H 260 0,23
Z lriJ;y mbiont 965 0,86 Acidibacter 406 0,36 Y f O";O”C’S
, . Polycyclovorans 255 0,23
Amphiplicatus 886 0,79 Sphingopyxis 400 0,36 :
Gemmatimonas 384 034 Haliscomenobacter 251 0,22
Rhodobacter 861 0,77 ' Blastopirellula 249 0,22
Fimbriiglobus 821 0,73 966-1 349 0,31
. . 1S-44 243 0,22
Pseudomonas 765 0.68 Pedomicrobium 345 0,31 ]
’ Paludibaculum 240 0,21
Rivibacter 740 0,66 YB-42 345 0,31 .
isoh Ahniella 238 0,21
Hyphomicrobium 732 0,65 Lacunisphaera 342 0,30 .
lavob . Candidatus 229 0,20
Gemmata 714 0,64 Flavobacterium 327 0,29 Chloroploca
Pirellula 669 0,60 Leptolyngbya.ANT.L52.2 325 0,29 JAFR-76 226 0,20

Nota. ASVs totales en muestras de agua= 112 374. Se omitieron los porcentajes menores al 0.2%.
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Diversidad bacteriana

Para determinar la diversidad entre las muestras recolectas, se empleé el indice de
Shannon para indicar que las muestras de sedimento tienen una diversidad levemente mayor a
las de agua (Figura 35). También se efectu6 un andlisis multidimensional no paramétrico
(NMDS) en base a la distancia Bray-Curtis que determina la disimilitud entre grupos, se
encontré que el agua y el sedimento contienen comunidades bacterianas ligeramente distintas

(Figura 36).

Figura 35

indice de Shannon

Shannon

Sedimento

o
w

Agua

Alpha Diversity Measure

Nota. Las muestras dos y cinco se recolectaron en un dia de lluvia, el resto se recolecté en dias

Secos.

La medida de diversidad alfa indica que en dias lluvia (muestra dos) la cantidad de
bacterias disminuye drasticamente en el agua mientras que en dias secos hay la posibilidad de
encontrar una mayor cantidad de microorganismos (muestra uno y tres); en tanto que las
bacterias que conforman el microbiota del sedimento no disminuye significativamente (muestra

cuatro).
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Figura 36

Andlisis multidimensional no paramétrico
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Nota. Las muestras dos y cinco se recolectaron en dia de lluvia y el restante en dias secos

EI NMDS indica que en las muestras de sedimento no hay variacion de la comunidad
bacteriana, la cercania al cero (del eje NMDS2) indica que practicamente las comunidades son
las mismas. En las muestras de agua, se puede apreciar cierto espacio que no superan el 0.3

indicando que hay una ligera diferencia en la composicion de las bacterias presentes.

Las Figuras 37 y 38 indica la composicion microbiana de cada una de las muestras (tres
de agua y tres de sedimento), se puede observar que tienen mucha similitud entre muestras
complementado la informacion de la Figura 35, ademas esto indica la reproductibilidad de los

resultados.



Figura 37

Composicién microbiana a nivel de Familia
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Figura 38

Arbol taxonémico de calor
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Conteo de ASVs
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Capitulo V: Discusioén

Andlisis fisico-quimico

Los parametros analizados tanto en época de lluvia como en seca cumplen en su gran
mayoria los limites dictaminados por el acuerdo ministerial 097-A, excepto por el oxigeno
disuelto (OD) que tiene concentraciones muy bajas, lo que contrasta con los estudios
realizados por Bu et al. (2020) que encontraron concentraciones muy pequefias de OD en
aguas subterrdneas en la zona oriental de China. Se puede atribuir las pequefias cantidades de
OD al proceso de desnitrificacion que ocurren en la capa freética del efluente, este proceso
consume oxigeno minimizando su concentracion en el agua (Konan et al., 2020). La cantidad
de oxigeno al no ser suficientes puede generar un estado de estrés en los peces haciendo que
surjan infecciones oportunistas que se relacionan con necrosis en branquias y en consecuencia

pueden provocar la muerte(S. J. Scott & Bollinger, 2014).

La presencia de amoniaco (NH4*) en la temporada seca, aunque cumple con los limites,
es un indicador de contaminacion por infiltracién de compuestos contenidos en estiércol
aprovechado como abono en plantas ubicadas en la parte superior del efluente hidrico, segun
Konan et al. (2020) la presencia de amoniaco en aguas subterraneas se debe a actividades
agricolas y abonos que contiene heces de animales que se drenan hasta llegar al liquido vital;

esto corrobora los resultados obtenidos en esta investigacion.

La presencia de arsénico en la época de lluvia infringe la normativa, en la investigacion
de Podgorski & Berg (2020) se afirma que la existencia de este metal en aguas subterradneas
se da de forma natural y puede estar distribuido en gran parte de la corteza terrestre formando
compuestos con varios metales como el plomo, zinc y cobalto (A. Rahman & Rahaman, 2018),
lo que coincide con los resultados obtenidos. Dado que el pH en todo momento se encuentra
por debajo de 9.2 y su entorno tiene condiciones reductoras, la especie predominante es el As

(111) formando el compuesto arsenito sin carga HsAsO3z° (Edmunds et al., 2015). La ausencia de
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este metal en la época seca podria explicarse por las reacciones de adsorcion y precipitacion
gue sufre el arsénico con minerales presente en la arcilla a un pH cercano al neutro (W. Cao et

al., 2022; Edmunds et al., 2015).

Danczak et al. (2019) observaron que la movilidad del arsénico también es influenciada
en parte por el metabolismo microbiano de bacterias resistentes que son capaces de reducir y
transportar en su interior este metal, pueden retenerlo mediante procesos de oxidacion; es
posible que, en época de lluvia se desprendieran bacterias con arsénico en su interior
provocando su presencia. Tomando en consideracién el valor del pH en época de lluvia,
Mayorga (s.f.) asevera que cuando hay valores cercanos a 8.5 o superiores el arsénico
adsorbido por el sedimento comienza a liberarse y si hay presencia de bicarbonato, la
adsorcion de As disminuye drasticamente, esto explica las concentraciones obtenidas en

tiempo de lluvia.

El arsénico en el agua es un riesgo para la piscicultura en vista de que se acumula en
tejidos como el higado, retina y rifiones de los peces provocando una alteracién en su sistema
inmune disminuyendo algunos anticuerpos (Kumar et al., 2023), haciéndola inadecuada para la

crianza de peces.

Varios estudios (Mijic et al., 2020; Spreadbury et al., 2021; Q. Yang et al., 2020) indican
gue el Pb puede estar presente en lixiviados de asfalto de carreteras y puede llevar a fuentes
subterraneas de agua por procesos de infiltracion de varios afios y mas aun cuando se utiliza
asfalto recuperado en la pavimentacion; esto podria explicar su presencia en las muestras de
agua analizadas en la temporada de lluvia, ya que la fuente hidrica se encuentra
aproximadamente a 100 metros de bajo de la carretera via Pisque-Puéllaro y por informacion
obtenida de los moradores, se conoce que esta via fue arreglada con asfalto recuperado por
varias ocasiones. Igualmente, el Pb puede estar presente debido al uso constante de pesticidas

gue tienen este elemento y en conjunto con la aplicacion habitual de fertilizante en suelo
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agricola hacen que el suelo disminuya su pH, facilitando la movilidad de este metal pesado a
fuentes de agua subterraneas a traves de la infiltracion en presencia de lluvia (Wongsasuluk et
al., 2014). De acuerdo con la investigacion de Kumar et al. (2023) se afirma que los peces
tienen la capacidad de bioacumular este metal en sus musculos generando efectos de cancer
en su desarrollo; esta hace que el agua en cuestién no sea adecuada para actividades de

piscicultura sin un tratamiento previo para su uso.

Segun Q. Wang et al. (2022) la presencia de varios metales pesados puede hacer
cambios en la comunidad microbiana del agua, esto podria provocar un desequilibrio en las
comunidades microbianas haciendo que las bacterias oportunistas se encuentren en mayor
proporcion, Attramadal et al. (2014) siguiere que para el buen desarrollo de los alevines es
preferible tener un ambiente con abundantes especies probidticas, bacterias que favorezcan su
crecimiento tales como las comunidades microbianas maduras y poca cantidad de
microorganismos oportunistas; lamentablemente estas condiciones no son cumplidas ya que se
ha encontrado una gran porcentaje de bacterias oportunistas (Filo Bacteroidota 31.66% en

agua) a mas de ello se han encontrado microbios indicadores de contaminacion.

Andlisis de coliformes fecales

Los coliformes fecales son uno de los parametros biolégicos que se toman en cuenta
para determinar la calidad del agua con el fin de indagar posibles contaminantes e incluso
mencionar su origen con diferentes técnicas moleculares como la PCR cuantitativa (Lutterodt et
al., 2021; Z. Ur Rahman et al., 2021; Zhang et al., 2014). Segun la investigacion de Aram et al.
(2021) la presencia de plomo o cadmio en aguas subterrdneas estan relacionados con la
contaminacioén de coliformes fecales, esto corrobora los resultados obtenidos en este estudio
debido al hallazgo de coliformes tanto en placas Petrifilm 3M (Tabla 12) como a través del
método NMP (Figura 20) junto a la presencia de plomo (Tabla 11) en el efluente hidrico. Si bien

la cantidad de coliformes totales se encuentra dentro de la normativa, es un indicativo de que
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realmente hay contaminacion fecal en el lugar de estudio. Es posible que la poca cantidad que
se obtuvo (1.40 + 1.09 UFC/mL en Petrifilm 3M; 4.5 NMP/100mL) en los ensayos se deba al
proceso de union de los coliformes (tales como E. coli) a particulas de sedimento de entre 4 a 8
pm gue sedimentan de forma natural, disminuyendo su concentracién en el agua y dejando de

ser parte del resto de las bacterias plancténicas (Wu et al., 2019).

Varias investigaciones (Duman et al., 2019; Hamilton et al., 2020) advierten que las
aguas contaminadas por coliformes fecales, son un riesgo para la piscicultura en vista de la
acumulacién de estos microorganismos en la mucosa de los peces que al ser usados como
alimento son fuentes de varias infecciones estomacales que pueden ser graves; esto sugiere
gue es preferible realizar un proceso de eliminacion de coliformes antes de su uso en la crianza
de peces a fin de evitar complicaciones de salud tanto al personal que se encarga del cuidado

como a los posibles consumidores.

Analisis del aislamiento e identificacion de bacterias

Se logré aislar cuatro microorganismos, los cuales al realizar la tincién Gram se los
clasific6 como bacilos gramnegativos (Figuras 22, 23, 24 y 25), estos resultados coinciden con
los obtenidos por Garcia-Lopez et al. (2004) donde encontraron 44 bacilos gramnegativos
provenientes de una fuente de agua dulce, ademas informan que cada uno de esos bacilos se
cultivé en medio TSA que posteriormente fueron identificados mediante métodos de
secuenciacion del gen 16S. Gracias al andlisis comparativo en BLASTN de las secuencias
consenso obtenidas en el programa “Geneious” a parir de la secuenciacién Sanger del gen
ribosomal 16S rRNA se llegd a determinar las posibles bacterias Bacillus swezeyi y Aeromonas
media. En la investigacion de Dunlap et al. (2017) reportan el aislamiento de B. swezeyi en
medio de cultivo TSA y agar nutriente mencionando que su crecimiento fue abundante,
corroborando los resultados de esta investigacion, adicionalmente describen que sus

condiciones Optimas de temperatura y pH son de 37°C y 7 respectivamente. Latif-Eugenin et al.
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(2016) informan que es posible el aislamiento y cultivo en medio TSA de varias especies del
género Aeromonas incluido Aer. media con un buen crecimiento aseverando los resultados
obtenidos y segun Kuncham et al. (2017) es posible identificar especies bacterianas mediante
el gen 16S corroborando estos resultados. Esta bacteria es un patdégeno oportunista
usualmente relacionado con Aer. rivipollencis que tiene cualidades de resistencia a antibiéticos
de lactamasas aumentando su virulencia hacia los peces de su entorno (Fono-Tamo et al.,
2023; Talagrand-Reboul et al., 2017); estas especies representan otro peligro en las
actividades de la piscicultura principalmente si se realiza un sistema de recirculacion debido a
su posible proliferacién en las piscinas. En Dinamarca aislador Aer. media e identificaron varios
genes de resistencia a antibidticos (Ampicilina, cefoxitina, cefalotina, penicilina, tetraciclina 'y
amoxicilina) e incluso descubrieron la posibilidad de que esta especie pueda transmitir estas
caracteristicas de resistencia antimicrobiana y virulencia a otras especies bacterianas (Dubey
et al., 2022) intensificando aln mas el riesgo de contraer infecciones en el cultivo de peces.
Varias investigaciones (Austin & Austin, 2012a; Pekala-Safinska, 2018; Woo & Bruno, 2011)
relacionan la presencia de bacterias del género Aeromonas con distintas enfermedades como:
Flavobacteriosis (Fla. columnare); necrosis producida por Pangasius hypophthalmus,
infecciones por Pseudomonas sp. y Shewanella putrefaciens; septicemias con

microorganismos del género Edwardsiella; entre otras.

En las dos muestras restantes no se logré formar las secuencias conceso debido a
posibles errores en la elaboracion del amplicén, concentraciones inadecuadas de cebadores
con relacién al fragmento objetivo de ADN o incluso en el control de calidad (Crossley et al.,

2020).

Anélisis de la metataxondmica
En la investigacion de Rieder et al. (2023) se sugiere que las secuencias de lectura

corta son adecuados para determinar la composicién de una comunidad microbiana con
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excelentes resultados, incluyendo que tiene un costo bajo y las herramientas para el analisis
del gen ribosomal 16S tienen un alto rendimiento, las herramientas usadas en esta
investigacion (DADA2, phyloseq) sostienen dichas recomendaciones ya que gracias a estas
aplicaciones se logré analizar con éxito los datos proporcionados por Biosequence, sobre todo
DADA2 que tiene una sensibilidad muy alta en la formacién de ASVs a partir de secuencias
“single ends” por su aprendizaje de errores a partir de datos proporcionados (Callahan et al.,
2016), este procedimiento hace que los datos de baja calidad sean optimizados y

posteriormente generar buenos resultados.

Esta parte de la investigacion se basé en el analisis de variantes de secuencias de
amplicén (ASVs) en vez de las unidades taxondmicas operativas (OTUs) debido a que los
procedimientos basados ASVs tienen mayor exactitud por la eliminacion de ruidos permitiendo
hallar diferentes cepas bacterianas con una minima diferencia en las secuencias presentes en

muestras ambientales (Chiarello et al., 2022).

Composicion de la comunidad bacteriana

El filo con mayor abundancia en el agua fue Firmicutes con un 39.53% y en sedimento
fue el filo Proteobacteria con 26.37% (Figura 30), estudios recientes (Goma-Tchimbakala et al.,
2022; Khandelwal et al., 2022) comunican que por lo general estos microorganismos se
encuentran en lugares contaminados con petréleo, debido a su gran capacidad de resistencia y
degradacién de hidrocarburos complejos; esto sugiere que el agua del sito de estudio esta
contaminado con petréleo confirmando la posibilidad de contaminacion por los lixiviados de
asfalto provenientes de la carretera situada en la parte superior del ojo de agua. Si bien estas
bacterias no tienen un efecto directo en la piscicultura, son indicativos de contaminacion de

derivados de petréleo que es perjudicial para los peces por sus efectos cancerigenos.

Sin embargo, en la investigacion de D’Auria et al. (2018) también se encontré la

dominancia de bacterias concernientes al filo Proteobacteria indicando que su presencia se
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debe principalmente a guano de murciélagos que habitan en el interior de las cuevas y que
microorganismos del filo Firmicutes son habituales en todos los lugares con agua que
presentan contaminacion por materia organica de origen humano o animal. Hedrich et al.
(2011) reportaron la presencia de varias bacterias de los filos Proteobacteria, Nitrospirae y
Firmicutes capaces de oxidad el hierro Il a hierro Il en condiciones anoxicas, haciendo que se
precipite y se inmovilice en las partes profundas de los lugares acuéticos, esta puede ser una
de las posibles razones por las cuales en el analisis fisico-quimico no se encontraron

cantidades suficientes de este mental en las muestras tomadas.

El filo Bacteriodota (31.66%), es el segundo mas abundante en el agua (Figura 30), esta
conformado mayormente por bacterias oportunistas de los géneros Flavobacterium, Cytophaga
y Bacteroides (gramnegativas quimio-heteroétrofas) que se mueven mediante la corriente del
agua y sus principales huéspedes son los peces que encuentran a su alcance (Hudson & Egan,
2022); esto puede resultar en una pérdida econémica en la piscicultura en vista de las

enfermedades que pueden contraer los peces en su crecimiento.

Los microorganismos del tercer filo que destaca con un 4.82% denominado
Actinobacteriota, son consideradas como probiéticos muy beneficiosos para mantener una
buena salud en los sistemas de piscicultura; en donde resalta el género Streptomyces que tiene
una capacidad antimicrobiana eficaz en prevenir enfermedades, ademas es capaz de degradar
materia organica e inorganica considerada como desechos (James et al., 2023), por esta razon
se debe seleccionar un método adecuado de tratamiento de agua que permitan aumentar la
cantidad de este tipo de bacterias antes de su manejo y de esta forma no depender del uso

excesivo de antibioticos para el control de enfermades.

Las clases Alphaproteobacteria y Gammaproteobactiria presentes en agua y sedimento
(Figura 31), tienen un papel importante en la degradacion de materia organica como lo

mencionan Taniguchi et al. (2020) estas bacterias son esenciales para la sostenibilidad en la



91

acuicultura, lo anterior permite deducir que esta fuente hidrica tiene una ventaja en cuanto a la
eliminacion de heces que pueden producir los peces; por el otro lado la clase Clostridia es

reconocida por la alta capacidad que tiene al desintegrar carbohidratos complejos mediante su
fermentacion en el intestino de los peces provocando problemas digestivos (Salas-Leiva et al.,

2020).

(Schriewer et al., 2010) en su estudio describen el uso de bacterias del orden
Bacteroidales como marcadores de contaminacion fecal animal, es decir, su presencia en
fuentes de agua siguiere que estan contaminadas; en este caso al encontrar coliformes fecales
por diferentes métodos (Figura 16 y 20) es necesario un tratamiento o controlar dichas fuentes
gue alteran la composicidn natural del agua. Dentro de este Orden se encuentra el género
Prevotella que fue el de mayor abundancia de ASVs encontrados e identificados (Figura 34),
segun Koskey et al. (2014) su presencia se debe a que la contaminacion fecal es de origen
humano; la posible explicacion de estos resultados se debe a que en la partes superior del ojo
de agua se encuentra el asentamiento de una familia que por la falta de alcantarillado utilizan
un pozo séptico y su infiltracion alcanzo las aguas subterraneas que conectan con la fuete de
agua. Por otro lado, también se detecté ASVs de los géneros Staphylococcus, Bacillus,
Enterobacter y Lactococcus que son comunes en las heces de murciélagos (Dimki¢ et al.,

2021) confirmando la presencia de estos animales en los alrededores del lugar de estudio.

En los resultados obtenidos también se encontré evidencias de la presencia de
bacterias del género Acinetobacter del filo Proteobacteria, esto indica el riesgo de que en el
agua existan especies capaces de causar infecciones a los peces causando varios sintomas
como congestion branquial e inflamacion intestinal que impiden su correcto desarrollo y por
ende pérdidas econdmicas en la piscicultura (Pekala-Safinska, 2018), recientemente se ha
detectado la especie A. Iwoffii en peces con ulceras en la piel, hemorragias alrededor de la

boca y en los érganos internos en la regién de China(S. Cao et al., 2018).
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Se diviso la presencia de los géneros Aeromonas y Flavobacterium en un bajo
porcentaje confirmando los resultados de Rieder et al. (2023) que describe una ventaja
importante en la aplicacion de metataxonémica en el analisis de aguas para la piscicultura
mencionando que es posible detectar la presencia de especies oportunistas como o son
Aeromonas y Flavobacterium que podrian generar espacios ideales para bacterias patégenas,
esta informacién permite idear un tratamiento especifico con el fin de eliminar dichos
microorganismos evitando asi inconvenientes fututos mejorando la gestion de la crianza de
peces. Bartelme et al. (2019) también encontraron la presencia de Flavobacterium en varias
fuentes de agua utilizadas para la acuacultura mencionando que es posible evidenciar la
presencia de Flavobacterium spartasii, F. columnare, F. branchiophilum y F. psychrophilum
responsables de diversas enfermedades sistémicas de los peces (Chen et al., 2017). En la
investigacion de S. J. Scott & Bollinger (2014) lograron aislar Aeromonas hydrophila y F.
columnare afirmando que estas dos especies fueron las responsables de la muerte de peces
en un ambiente natural; esto advierte los riesgos que se pueden presentar si la fuente de agua

en estudio no se trata antes de su aplicacién en la piscicultura.
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Capitulo VI: Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

o La mayoria de las caracteristicas fisico-quimicas estimadas cumplen con la normativa
del Acuerdo Ministerial 097-A del afio 2015, a excepcion del oxigeno disuelto
(temporada seca: 1.73 mg/L; temporada de lluvia: 1.44 mg/L), arsénico (temporada de
lluvia: 0.042 mg/L) y plomo (1.049 mg/L), compuestos que pueden generar
complicaciones en el crecimiento de los peces.

e Se aislaron cuatro bacterias de las cuales se logré identificar mediante secuenciacion
Sanger y analisis bioinformatico dos bacterias: Bacillus swezeyi y Aeromonas media.

e La bacteria Bacillus swezeyi segun bibliografia no representa ningun riesgo para la
piscicultura, sin embargo, la bacteria Aeromonas media es un microorganismo indice
gue bacterias oportunistas que pueden causar dafios en la piscicultura.

e La comunidad bacteriana encontrada en el agua corresponde principalmente a los filos
Firmicutes (39.59%) y Bacteroidota (31.66%) destacandose por contener
microorganismos nocivos para el crecimiento normal de los peces.

e La comunidad bacteriana en el sedimento corresponde en mayor cantidad a los filos
Proteobacteria (26.37%) y Cianobacteria (28%).

e Los microorganismos identificados a nivel de género con mayor abundancia en agua fue
Prevotella (13.06%) y en sedimento fue Microcoleus (3.52%).

e La metataxondmica es una herramienta versatil que permitié identificar bacterias
indicadoras de contaminacién en la fuente de agua, logrando identificar su posible

origen.
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Recomendaciones

Es necesario realizar un estudio con mayor duracion y con otros metales pesados
presentes en aguas subterraneas ya que es posible encontrar concentraciones que
estén fuera de la norma y por ende afectar a la vida de varios peces utilizados en la
piscicultura.

Los parametros fisico-quimicos y microbiologicos deben ser monitoreados
constantemente en el agua que se usa para la piscicultura para evitar repercusiones a
cortay a largo plazo.

Es indispensable realizar un tratamiento para eliminar los contaminantes y
microrganismos oportunistas del agua para su posterior aplicacion en las actividades de

piscicultura.
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