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Microorganismos de agua dulce

Agua dulce

Bacterias
» Eubacteria

Eukarya

Archeas
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[ Heterotrofos )
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[ Bentdnicos ]
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Bacterias
fotosintéticas

C-> a partir de
materia organica

Pueden moverse
en el agua
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sedimento
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Métodos de Identificacion
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INTRODUCCION

Métodos moleculares

Secuenciacion Sanger

DNAtemplate 3'-TAAATGATTCC-5"
5:—......6... O 3 r

Primer
anneals

A

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

ATTTACTA @  fuorescent dye
ATTTACTAL @
ATTTACTAAG O
ATTTACTAAGG O

W TTTACTAAGG
270

Sequence is read by noting peak
color in chromatogram (possessing

2
[‘\[\/\ JMM single base resolution)

Possbla phyloganatic traa

Organism Sequence

A c[B]lunaGA[C|[CluGBE]cGCC
B CCUAGAGUGGCGC@
c clefaAlraccl@lucececc
D [Glc URAGA[B|GUG G CG[E|C

D

Secuenciacidon masiva

lHlumina
< Cobertura o
N B 1x
2X
3x
4ax
5x
] 6x
Fragmentos de ADN 7)(
secuenciados
Flow cell lllumina ‘
' I‘ flow cell ' m I I
complementery  DMA binding 2" strand o ‘ '
priny 5
bridge double stranded bridge
multiple amp“ fication amplification bridge denaturation
cycles —
* denaturation and remaoval of @ u (e
reverse strands * o A
o ,
0 0
Of o
primer hybridzation
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Metagendmica

Recoleccion Metadatos

Datos contextuales
Biogeografia
Linea de tiempo

Muestira

Almacenamiento

Extraccion

ADN ADN+ARN
Genes especificos WGS
(165 rRNA u otros) ADN metagendmicos Metatranscriptémica
AND metagendomicos DNA-Seq
DMA-seq B I
. é,[-luéjes-té. — " ;Qué hacen . "~ {Qué hacen '
ahi? S S~ probablemente? __ realmente?

Izard & Rivera (2015) ;Yang et al. (2016); Baxevanis et al. (2020)
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INTRODUCCION

Metataxonomica
165 rRNA Primer Map
8F 515F o)) 165.1100.F16 1492R(L)
27F 519R 907R 1100R 1492R(S)
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» Acidofilos
» Neutrofilos
« Alcalofilos

» Coliformes

* Enterococos y
estreptococos
fecales

Willey et al. (2020); Ministerio del Ambiente (2015)

Parametros del agua

Microbiologicos

 Psicrofilos
» Psicrotolerante
* Mesofilo

Temperatura

Presencia
de Oxigeno

Aerobio obligado
* Anaerobio facultativo

* Anaerobio
aerotolerante

®
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Normas de Calidad de Agua

Parametro Unidad Limite maximo permitido
Acuerdo ministerial Oxigeno Disuelto mg/L no menor a 6
097-A emitido en el pH 6.5-9
ano 2015 NH, mg/L 0.02
v Al mg/L 0.1
As mg/L 0.05
Libro VI del Texto Ba mg/L 1
Unificado de Be mg/L 0.1
Legislaqién B ma/L 0.75
Sepu_ndapa del cd i 0.001
Mlnlstgrlo del B mall .
Ambiente
Co mg/L 0.2
Cu mg/L 0.02
Cr mg/L 0.05
Fe mg/L 0.3
Hg mg/L 0.0002
Ni mg/L 0.025
Coliformes NMP/100mL 20

Willey et al. (2020); Ministerio del Ambiente (2015)
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INTRODUCCION

Enfermedades bacterianas presentes en la piscicultura

W LT lvF:'f" . ) :
- Renibacteriosis

* Rinabacterium
salmoninarum

' Flavobacteriosis

.« Especies del género
Flavobacterium

= rrancisellosis

= = Bacterias del género
& Francisella

Estreptococosis

.« Especies de
Streptococcus

Edwardsielosis

» Por el género
Edwardsiella
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OBIJETIVOS
Objetivo General

LA

Evaluar de forma fisico-quimica y metataxondmica una fuente hidrica natural en la localidad de Alchipichi,
canton Quito, para su potencial uso en la piscicultura.

Objetivos Especificos
Estimar propiedades fisico-quimicas de la fuente hidrica tanto en epoca lluviosa como en seca.
Aislar e identificar bacterias mesofilas mediante métodos microbiolégicos y moleculares.

Evaluar la diversidad bacteriana de la fuente hidrica natural mediante metataxondémica.
Hipotesis

El agua de la fuente hidrica ubicado en la localidad de Alchipichi, canton Quito, con coordenadas

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

il

. i
de rv‘tiendaTopsw’@.

o
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MATERIALES Y METODOS

Fase de campo

Recoleccidn

Alchipichi, via Pisque-Puéllaro
0°01'35.2"N 78°24'08.8"W

10 mediciones
Seco (5) / lluvioso(5)

| |
/,..-—-—-h Tk
Dilucion

L A TN
R R

PET Espectrémetro de absorcién atomica
https://app.biorender.com/illustrations< (Perkin Elmer y modelo AANALYST 200)
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16 MATERIALES Y M

Cuantificacion de coliformes

2
~ e \*

Placas Petrifilm 1'3'3

=

Estéril

Petrifilm 3M
Coliformes

37°C, 24h

Método NMP

imL /} 0.1 m/

/’/\\ TN

= /
100
mL

cCHommw v TR 35°C, 24h 35°C, 48h
IANAnn onaoum |Caldo Bilis Verde Brillante |

Caldo de Lauril-triptosa ] Y

| < Fase de confirmacion

Fase presuntiva
https://app.biorender.com/illustrations %‘ E S p E
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N SY METODOS

@ Aislamiento e identificacion de bacterias

Siembra bacteriana > | Aislamiento >

Sustrato

/Q S

Sustrato

Caldo
nutriente

Estéril Filtracién con

membrana Medio TSA

Medio TSA

/.
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18 MATERIALES Y METODOS

| Tincién Gram > I Extraccién de ADN >

W . )
Al ‘
— ) a7 I: 48h &0ul

Extraccion
con CTAB

Weising et

ll_l
-l !:..I

] PCR > II Secuenciacion Sanger >

27F 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ P . A /
1492R 5’ ACGGCTACCTTGTTACGA 3 E.LI[[H ¢ v B'U oBClUBI'ICB

%r 5 ' !
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Metabarcoding

kit Power Soil DNA
Isolation

Estéril modificado

Cadena de frio

= kit Power Soil DNA
Estéril Isolation
modificado

https://app.biorender.com/illustrations

MATERIALES Y METODOS

S

BioSequence

-

lllumina Miseq

Secuenciacion NGS Metagendémica de
Amplicon

Amplifico la region v3-v4 del gen ribosomal 16S
341F (5CCTACGGGNGGCWGCAG3J')
805R (5GACTACHVGGGTATCTAATCC3’)
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MATERIALES Y METODOS

o= Analisis bioinformatico
Datos de Metabarcodin é‘// :
Datos de Datos de 9 ] ;‘/ —
Parametros secuenciacion - \
fisico-quimicos Sanger ¥ metacoder

@ studio i DA

Amplicon Sequencing. Exactly.

geneiousg -

prime

« Mapa de calor-> “plotQualityProfile”
Control de calidad — * Recorte y Filtracion -> “filterandTrim”
« Tasa de errores-> “learnErrors”

> « “dada”
Agrupacion de ASVs { “makeSequenceTable”

“assignTaxonomy”

m Molecular Evolutionary 5z z . ’
Genetics Analysis AnotaC|On taxonomica {o “phyloseq”

InfOStat Si lva% silva_nr_v138 train_set.fa.gz McLaren (2020)

high quality ribosomal RNA databases
w‘ % :“ E S I E
L;\ g
=
URDOR
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Nota. Resultados obtenidos de
“Labolab”, laboratorio acreditado

por el SAE

Parametro

Temperatura
pH

oD
Amoniaco
Arsénico
Aluminio
Bario

Boro total
Cadmio
Cobre
Cromo
Cobalto
Mercurio
Niquel
Zinc

Hierro total

Propiedades fisico-quimicas

Unidad

°C
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

RESULTADOS Y DISCUSION

Seca Lluviosa
Media Media
20.08 £0.57 20.04
8.12 +0.17 8.30£0.13
1.73+£0.77 1.42 £ 0.77
0.11+0.1 <0.05
<0.002
<0.04 <0.04
<0.25 <0.25
<0.02 <0.02
<0.03 <0.03
<0.01 <0.01
<0.03 <0.03
<0.02 <0.02
<0.0002 <0.0002
<0.04 <0.04
<0.01 0.018 £ 0.01
<0.1 0.11 £ 0.04

Normativa

Cumple

No cumple

Cumplen
las
normativas

)

ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




u|=
2 3la
z 20888688 Fzz:z 8 mN
w
bttt tt bttt ottt =
A w
Q
8=
N w
[ o <
. -EZ0Z L LTSN Wiz
T8
<
o Qe
o -EZOZ L 0T W J|s
w
' -£20Z L EL EW 2l
Ofo
mn|<
| -2202 24V 91 ZW S
< 2|2
\\ /. 2=z
v : -ZZOZ ZL B LW >
& = & & iy &
(o] [a¥] — — = =
= = = = = =
soJBllelEd
8
5 8 a =
.m oo = E
Sttt
-EZ0Z ) LT 5N
-E202 L 0Z W §
i
B
-EZOZ L EL EW
N 8
. =
~ e B
-220Z 24 9L ZW S
-ZZ0OZ TV B LW
w0 = o o 0 o
o o — -
sollawleled
" = o = (=] _.,H.._
mNMBMCCGC&HNME
2ttt bttt
rffrrf -ZT0Z TV T 5W
/ SZZ0Z b1 ST FM
SZTOZ VL 8L EM
SZT0Z LV L 2m
A AR AN |
™ & - o
= = (] =
sollawiele 4
S
o S
2 o T nmu.
w .m o =m B
3 & HIHT
o
L
SZTOZ TV T SW
-ZZ0Z LL G2 tW
SZTOZ VL 8L EM
SZZ0Z LL ML ZW
-ZZ0Z 0L BT LW
o 0 o 0
o - -

(98]
(@

sodielleied




24

T84-

TS . ) ’ .

https://app.biorender.com/illustrations

pH Temperatura
—.208-
=
[} i
520.4
— £
2195
=
Lluvia Seco Lluvia Seco
Temporadas Temporadas
Amoniaco Arsénico
—.0.06-
|
=)
Eoo4-
w
L1 H]
50.02-
I__| L]
> 0.00-
Lluvia Seco ' Lluvia Seco
Temporadas U Temporadas
~ )

N

Oxigeno Disuelto

T 25-
k=)
E 20-
o
5 15-
@
= 1.0- 1 1
Lluvia Seco
Temporadas
Zinc
—0.030-
=
o A
EU.DQS
w 0.020-
o
LS 0.015-
>
0.010- ; ;
Lluvia Seco
Temporadas
. ,_."‘\‘ 0 -
." I "':!" >
0" e

Espectrémetro de absorcion atémica
(marca Perkin ElImer y modelo AANALYST 200)

Parametro

Calcio

' Plomo

Hierro
Zinc

Concentracion (mg/L)

18.5
1.079
0.01
<0.001*

ESPE
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Variable
UFC/mL

Coliformes

Placas Petrifilm 3M

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

Cantidad Media DE LI LS
5 1.40 1.14 0.32 2.49

RESUL

NUmero mas probable

10 mL de in6culo 1 mL de inéculo 0,1 mL de in6culo

0

2 0

Confirmacion

Combinacion NMP Lim. Lim.
de positivos /100mL Inferior  Superior
2-0-0 4,5 0,79 15
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’5 " Ajslamiento e identificacion de bacterias R—

Sedim. Morfologia 1 (S1) Sedim. Morfologia 2 (S2) ‘ Cuantificacion de ADN v radios de pureza \

v
Morfologia Concentraciéon [ng/uL] 260/280 260/230
S1 32.2 2.15 1.60
S2 41.5 211 0.92
Al 781.7 2.04 1.60
A2 122.9 2.06 .75

[ Agua, Morfologia 1 (Al) ] [ Agua, Morfologia 2 (A2) ]

ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Microorganismos préximos a la cepa Al

Bacillus haynesii (NRRL B-41327)

Numero de Coberturade Porcentaje de
Descripcion 2CCeso consulta Identidad - 51 BaCfIIus pfalra.llchen|form|s (KJ-16)
Bacillus piscis (16MFT21)
Bacillus licheniformis (BCRC 11702) NR_116023.1 100% 99.91% 71 Bacillus sonorensis (NBRC 101234)
Bacillus licheniformis (ATCC 14580) NR_074923.1 100% 99.82% s Bacillus swezeyi (NRRL B-41294)
( ) = e3l——— Cepa Al
Bacillus licheniformis (NBRC 12200) NR_113588.1 100% 99.73% ——— Bacillus aerius (24K)
Bacillus sonorensis (NBRC 101234) NR_113993.1 100% 99.73% 63— Bacillus licheniformis (BCRC 11702)
Bacill i (NRRL B-41294 NR_157608.1 100% 99.55% pacilus ficheniormis (DSM 13)
cie e ez | - ) - ' 0 2970 D Bacillus licheniformis (ATCC 14580)
Bacillus aerius (24K) NR_042338.1 100% 99.27% o ) 53 Bacillus licheniformis (NBRC 12200)
Tamura 3. Verosimilitud Neighbor-Joining
Microorganismos préximos a la cepa S1
Descripcidn Numero de Coberturade Porcentajede _ _
_31|: Aeromonas jandaei (ATCC 49568)
acceso consulta identidad 26 Aeromonas aquatica (AE235)
89 .
Aeromonas media (ATCC 33907) Aeromonas media (RM)
NR_119041.1 100% 99.59% i *® Aeromonas media ( ATCC 33907)
. Cepa S1
Aeromonas aquatica (AE235
9 ( ) NR_136829.1 100% 99.59% 2 Aeromonas tecta (CECT 7082)
Aeromonas sobria (ATCC 43979)
Aeromonas tecta (CECT 7082) NR 118043.1 100% 09.59% — NR 118947.1:Aeromonas veronii bv. veronii ( ATCC 35624)
- 7 L——— Aeromonas veronii bv. veronii (ATCC 35624)
Aeromonas media (RM) NR_036911.2 100% 99.59% —— Aeromonas veronii (JCM 7375)

9 L—— Aeromonas cavemicola (MDC 2508)

Aeromonas veronii bv. veronii (ATCC Tamura 3. Verosimilitud Neighbor-Joining
B NR_119045.1 99% 99.59% E S p E

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Metataxondmica

Amplificacién del gen 16S de extractos de suelo

RESULTADOS Y DISCUSIGN.

Concentraciones de ADN obtenidos mediante kit Power Soil DNA

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

Se obtuvieron por medio del
instrumento de medicién QUBIT

S
" BioSequence
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Reino
Bacteria
Eukaryota
Archaea
Total

RESULTADOS Y DISCUSION

studio L DA? silva

Amplicon Sequencing. Exactly.

Filtracion y
eliminacion de
guimeras

Sedimento Agua
ASVs Porcentaje ASVs
112 374 99,88% 213 707
71 0,06% 370
65 0,05% 928
112 510 215 005

high quality ribosomal RNA databases

Porcentaje
99,4%
0,17%
0,43%

&)
\\.»,} ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
£cuano® CAMINO A LA EXCELENCIA



o
=

Alpha Diversity Measure
o

e
o
'

b
o
'

00-

[ Indice de Shannon

Shannon
)
o

Sedimento

G¢-
0S-

Agua

Gl

RESULTADOS Y DISCUSION

[ Analisis multidimensional no paramétrico ]

Bray NMDS

Sedimento

025 0.00

0.25 0.50
NMDS1
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Filo

Chloroflexi
4,60%

Acidobacteriota
5,33%

Actinobacteriota
2,18%

. . Proteobacteria
Verrucomicrobiota

6,01% 26,37%
Sedimento
Planctomycetota
9,53%
Cyanobacteria
Bacteroidota 28%
9,94%

Phycisphaerae; 2,22%

Anaerolineae; 2,40%

Blastocatellia; 1,73%

Clase

Verrucomicrobiae; 5,47%

Cyanobacteriia; 25,07%

Planctomycetes; 5,90%

Bacteroidia; 9,60%

| Alphaproteobacteria; 13,22%

Gammaproteobacteria; 13,14%

Verrucomicrobiota

Patescibacteria ;1L,47%

:1,51%

Cyanobacteria;
1,15%

Actinobacteriota;
4,82%

Methylomirabilota

:1,13%

Proteobacteria;
11,97%

Bacteroidota
:31,66%

NA, 1.62?6

Alphaproteobacteria, 2.22% | /

—

| Actinobacteria, 2.45%

-

‘ Gammaproteobacteria, 9.74% | ;?TJ Bacteroidia, 31.59%

Firmicutes;
39,53%

| Parcubacteria, 1.30%

e —__J Coriobacteriia, 1.17%

—

"~ Clostridia, 32.50%

(] ] =B
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Veillonellales-Selenomonadales; 1,88% Clostridia_vadinBB60_group;
1,88%

Rhodobacterales; 3,06% Verrucomicrobiales; 2,93%

Aeromonadales; 1,99%

Gemmatales; 3,10% Cyanobacteriales; 13,36%

Cytophagales; 3,73% i%

[ Orden ] |Rhizohiales;3,78%?’ Sedimento

NA; 8,50%

| Chitinophagales; 3,86% |
Saprospiraceae; 2,16%

Bifidobacteriales; 1,79%

Pseudomonadales; 2,15%
NA; 3,91%

Burkholderiales; 3,92%

Bacteroidales; 31,23%

Chloroplast; 9,24%

Lachnospirales; 11,71% Oscillospirales; 16,90%

Burkholderiales; 6,40%

Barnesiellaceae;
1,97%

Succinivibrionaceae; 1,96% |

| Rikenellaceae; 1,97%

Rubritaleaceae; 2,57%
. Microscillaceae; 3,04%
Familia
| Rhodobacteraceae; 3,06%

| Gemmataceae; 3,10% Sedimento

Comamonadaceae; 3,58%

7

Nostocaceae; 4,11%

Pirellulaceae; 2,10%

| Sutterellaceae; 2,63% Prevotellaceae; 15,11%

Oscillospiraceae; 4,40%

NA; 29,51%

NA; 11,88%

Bacteroidaceae; 9,82% |

/A

Ruminococcaceae; 11,33%

Lachnospiraceae; 11,66%

o~ E
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Género

Leptothrix; 1,20%

Bryobacter; 0,96%

Nitrospira; 1,58%

Tabrizicola; 0,86%

i‘:l.

Luteolibacter; 2,41%

Microcoleus_Es-
Yyy1400; 3,50%

Sedimento

Microcoleus SAG_144
9-1a;3,52%

| SWB02; 0,88%

SU2 symbiont_group;
0,86%

- Agathobacter; 3,23%

NA; 58,15%

Barnesiella; 1,97%

Roseburia; 1,94%

Sutterella; 2,58%

Pseudomonas; 1,94%

UCG-002;2,81%

NA; 22,94%

Faecalibacterium; 7,80%

Prevotella; 13,06%

- Bacteroides; 9,82%
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RESULTADOS Y

Agua

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

03~
02-
0.1~
00~ . | . . | . | . |

Family

Bacteroidaceae
Barnesiellaceae
Bifidobacteriaceae
Lachnospiraceae
Oscillospiraceae

Prevotellaceae

Abundance

Pseudomonadaceae
Ruminococcaceae
Succinivibrionaceae
Sutterellaceae

NA

GL'9
00°L
T4V
SLL
00’8
GZ'8
GL'8
00’6
GZ'6
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35 RESULTADOS
Sedimento

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

03-
Family

Abundance

A0839
Chitinophagaceae
Coleofasciculaceae

= Comamonadaceae
Flavobacteriaceae
Gemmataceae
Nitrospiraceae

01 - Nostocaceae
Rhodobacteraceae
Roseiflexaceae
Rubritaleaceae
NA

00-

& (=) =] =) - - - %) no
o (=) ha ~ =) o ~ =) [*)
b =) 3] 3 =) (3 3] (<) (3
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-2.000— 1.0

-0.889 - 91.3

-0.222 - 362.0
0.000 - 814.0
0.222 -1450.0
0.889 2260.0
2.000

Log 2 de proporciones de la media%é
Conteo de ASVs
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CONCLUSIONES

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.

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

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

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

' @ESPE
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CONCLUSIONES

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

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

La metataxonOmica es una herramienta versatii que permitio identificar bacterias indicadoras de

contaminacion 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 esten fuera de la normay
por ende afectar a la vida de varios peces utilizados en la piscicultura.

» | Los parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos deben ser monitoreados constantemente en el
y agua gue se usa para la piscicultura para evitar repercusiones a corta y a largo plazo.

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