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RESUMEN

El embalse Pasto Grande es el principal sistema de abastecimiento de agua para el
consumo humano en toda la region de Moquegua, en el 2023 se reportaron personas con
arsénico en sangre; una solucion es la biorremediacion. El objetivo fue determinar la
resistencia a arsénico en Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter de sedimentos del
embalse Pasto Grande. La evaluacion de la resistencia al arsénico se realizé empleando
la técnica de la concentracion minima inhibitoria (CMI) utilizando arseniato de sodio
heptahidratado a concentraciones de 1200 mg/L a 10000 mg/L, mientras que la
determinacion de la presencia de genes se realizd mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y electroforesis utilizando los cebadores forward y reverse de ARRA-
CV, ARSB, BAARSB, ARSH y MARR. Los analisis estadisticos correspondieron a la
prueba de rangos de Friedman y andlisis de varianza Kruskal Wallis con un 0=0,05
utilizando el software Infostat V 2020. Como resultado se aislaron 20 cepas entre P.
aeruginosa, P. putida, B. subtilis, B. megaterium y Enterobacter sp., siendo la cepa mas
resistente P. aeruginosa (ES1-2LB) y B. subtilis (MS6-3) resistiendo concentraciones
hasta 10000 mg/L de As, seguido de Enterobacter sp. (AS1-1) siendo resistente hasta
7000 mg/L de As. Asimismo, se pudo determinar la presencia de un gen promotor de
resistencia a arsénico arrA en cepas de P. aeruginosa (AS1-4) y Enterobacter sp. (AS1-
1). También se observd diferencias significativas entre el crecimiento de P. putida 'y P.
aeruginosa (p=0.015) frente a As y entre cepas de Enterobacter sp. (p=0.022), pero no
entre cepas de B. subtilis y B. megaterium (p=0.230). Se concluye que hay cepas de
Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter resistentes hasta concentraciones de 10000 mg/L

de arsénico relacionado a la presencia del gen arrA.

Palabras Clave: Nicleos de sedimentos, Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter,
Resistencia a arsénico, Genes de resistencia a Arsénico.
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ABSTRACT

The Pasto Grande reservoir is the main water supply system for human consumption in
the entire Moquegua region. In 2023, people with arsenic in their blood were reported;
one solution is bioremediation. The objective was to determine the resistance to arsenic
in Pseudomonas, Bacillus and Enterobacter from sediments of the Pasto Grande
reservoir. The evaluation of arsenic resistance was carried out using the minimum
inhibitory concentration (MIC) technique using sodium arsenate heptahydrate at
concentrations of 1200 mg/L to 10,000 mg/L, while the determination of the presence of
genes was carried out using the polymerase chain reaction (PCR) and electrophoresis
using the forward and reverse primers of ARRA-CV, ARSB, BAARSB, ARSH and
MARR. The statistical analyzes corresponded to the Friedman rank test and Kruskal
Wallis analysis of variance with a=0.05 using the Infostat VV 2020 software. As a result,
20 strains were isolated among P. aeruginosa, P. putida, B. subtilis, B. megaterium and
Enterobacter sp., with the most resistant strain being P. aeruginosa (ES1-2LB) and B.
subtilis (MS6-3) resisting concentrations up to 10000 mg/L of As, followed by
Enterobacter sp. (AS1-1) being resistant up to 7000 mg/L of As. Likewise, the presence
of an arsenic resistance promoter gene arrA could be determined in strains of P.
aeruginosa (AS1-4) and Enterobacter sp. (AS1-1). Significant differences were also
observed between the growth of P. putida and P. aeruginosa (p=0.015) against As and
between strains of Enterobacter sp. (p=0.022), but not between strains of B. subtilis and
B. megaterium (p=0.230). It is concluded that there are strains of Pseudomonas, Bacillus
and Enterobacter resistant to concentrations of 10,000 mg/L of arsenic related to the

presence of the arrA gene.

Keywords: Sediment core, Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Arsenic resistance,

Arsenic resistance genes.
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ﬂ. UNIVERSIDAD

CAPITULO |
INTRODUCCION

El embalse Pasto Grande pertenece al Distrito de Carumas, Provincia Mariscal
Nieto de la region de Moquegua, el embalse se encuentra a una altitud de entre los 3900
a 4500 m. Siendo el principal proveedor del suministro de agua tanto para el consumo
humano, agricola y ganadero (Consorcio V5, 2012a). El embalse cuenta con 4 principales
afluentes que vendrian a ser los rios Millojahuira, Antajarane, Patara y Tocco. Estos
afluentes son considerados “rios muertos” por la presencia de metales pesados y la
acidificacion del pH a excepcidn del rio Tocco ya que este no ha sido afectado (Consorcio
V5, 2012b). En la actualidad el embalse sufre de impactos negativos por la actividad
minera, derrame de petroleo y el cambio climatico causando alteraciones de las
condiciones hidrolégicas que han resultado en la acidificacién de sus aguas teniendo un

valor promedio de 3.5 de pH.

En la ciudad de llo el dia 25 de setiembre la Direccion Regional de Salud de
Moquegua dio a conocer que 67 personas entre ellos 33 infantes, 18 embarazadas y 7
adolescentes presentaron arsénico en sangre (Caldero, 2023). EI 20 de septiembre del afio
2023 la Direccion Regional de Salud de Moquegua informaron que 50 nifios presentaron
metales pesados en sangre, donde se pudo observar que los metales eran Arsénico,
Cadmio y Boro (Prensa regional, 2023). Este no seria el Unico reporte ya que en el afio
2018 en los pueblos de Yacango y Torata (Moquegua) se activé una alerta sanitaria
debido a la exposicion a metales pesados donde fueron atendidos 136 alumnos sin
embargo los resultados nunca salieron a la luz (Peru21, 2019), y siendo que llo es el
altimo punto a donde llegan estas aguas, esto nos indicaria que las personas que consumen
estas aguas serian las mas afectadas con metales pesados dafiando su salud.
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Estas alteraciones de las aguas del embalse por metales pesados y la acidificacion
influyen en el desequilibrio en las condiciones medio ambientales de las aguas y los
sedimentos. Los sedimentos son como las huellas digitales de un cuerpo de agua donde
esta puede almacenar toda la informacidn y la historia pudiendo mostrar todos los eventos
que ocurrieron. Los sedimentos tienen la capacidad de bioacumular sustancias
contaminantes ya sean metales pesados u otros (Das & Khangarot, 2010). Los metales en
el sedimento provienen principalmente de la mineria, fundicion u otras actividades
industriales. Estos contaminantes que se presentan en varias formas en el sedimento son
extremadamente dafiinos y representan una gran amenaza para el medio ambiente y
especialmente para la comunidad microbiana (Diaz et al., 2016). Los microorganismos
que se adaptan a estas condiciones pueden desarrollar mecanismos de resistencia y genes
de resistencia a metales pesados pudiendo utilizarse estos microorganismos en la

restauracion de ambientes contaminados con metales pesados (Chen et al., 2018).

El encontrar bacterias resistentes a metales pesados pueden ser una solucién a la
restauracion de medios contaminados siendo una alternativa de biorremediacion, también
se considera el método mas eficiente y menos costoso para tratar la contaminacion por
metales u otras sustancias (Fang et al., 2019). En esta investigacion se pudo lograr el
aislamiento, caracterizacion e identificacion de bacterias pertenecientes a los géneros de
Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter. Asi mismo se pudo observar la resistencia de
bacterias hasta 10000 mg/L asi mismo se logrd observar la presencia de un gen promotor
de resistencia al arsénico. El hecho de ya observar casos de personas contaminadas con
arsénico en sangre es un problema muy grande, por lo cual la biorremediacion es una
opciodn cientifica que puede solucionar este problema; sin embargo, el primer paso para

realizar este procedimiento es aislar e identificar los microrganismos que sean capaces de
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resistir estas condiciones y encontrar los genes que estan implicados en esta resistencia.

Por todo lo mencionado lineas arriba se plantearon los siguientes objetivos.

1.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la resistencia a arsénico en aislamientos de Pseudomonas, Bacillus

y Enterobacter aislados de sedimentos del embalse Pasto Grande.

1.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la resistencia a arsénico en concentraciones de 1200 a 10000 mg/L en
bacterias Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter aisladas de sedimentos del

embalse Pasto Grande.

e Determinar la presencia de genes de resistencia a arsénico en aislados de

Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter de sedimentos del embalse Pasto Grande.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Satyapal et al., (2018) en la llanura del Ganges medio en la India, observaron una
alta concentracién de arsénico, lo que supone un importante riesgo para la salud; aislaron
un total de 48 bacterias resistentes al arsenito morfologicamente distintas. Los valores de
concentracion minima inhibitoria (CMI) de arsenito variaron ampliamente en el rango de
1 a 15 mM de los aislados. Segun su CIM, se seleccionaron dos aislados, AK1
(KY569423) y AK9 (KY569424). El analisis de la secuencia del gen 16S rRNA de
aislados seleccionados reveld que pertenecen al género Pseudomonas. EI método de
microplaca basado en la prueba AgNO3 revel6 que los aislados AK1 y AK9 tienen
potencial en la transformacion de especies de arsénico. Ademas, se confirmo la presencia
de los genes aoxR, aoxB y aoxC en las cepas aisladas AK1 y AK9, que desempefian un
papel importante en la biorremediacion del arsénico mediante la oxidacién de arsenito.
Las cepas aisladas también mostraron resistencia a metales pesados contra Cr(IV), Ni(ll),

Co(l1), Pb(l1), Cu(lt), Hg(l1), Ag(l) y Cd(Il).

Fashola et al., (2020) en Guateng (Sud Africa) investigaron bacterias autoctonas
resistentes a metales pesados de los sedimentos de una mina de oro, las bacterias
encontradas fueron Enterobacter asburiae y Bacillus cereus, quienes redujeron de 16.4
mg/L a 6.2 mg/L y de 17.6 mg/L a 7.4 mg/L lo cual indica que la movilidad del niquel
disminuyé en un 35%, en caso del plomo y zinc disminuyeron en un 90% y 60%. En
conclusion, estas especies bacterianas extraidas del sedimento de relaves mineros de oro
tienen potencial como biorremediadores de metales pesados en ese ambiente utilizando

técnicas de bioestimulacion.
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Abbas et al., (2014) realizaron una investigacion donde aislaron tres bacterias
(MNZ1, MNZ4 y MNZ6) que pudieron crecer en altas concentraciones de arsénico. Las
concentraciones minimas inhibidoras de arsénico contra MNZ1, MNZ4 y MNZ6 fueron
300 mg/L, 300 mg/L y 370 mg/L respectivamente. Las cepas aisladas mostraron un
crecimiento méximo a 37 °Cy a pH 7,0. Todo el procedimiento se realiz6 en medio Luria
Bertani. Todas las cepas eran oxidantes de arsenito. Todas las cepas se caracterizaron
biogquimicamente y se realiz6 una ribotipificacion (ARNr 16S) con fines de identificacion,
lo que confirm6 que MNZ1 era homologo de Enterobacter sp. mientras que MNZ4 y

MNZ6 mostraron su maxima homologia con Klebsiella pneumoniae.

Tarig et al., (2019) identificaron y aislaron una cepa resistente al arsénico del agua
subterranea de Pakistan AT-01. La cepa se cultivé a 37 °C en caldo Luria Bertani
suplementado con diferentes concentraciones de arseniato y arsenito. La concentracion
minima inhibidora de arsénico contra el aislado bacteriano fue de 7 g/L (7000 mg/L) para
el arseniato y de 1.4 g/L (1400 mg/L) para la sal de arsenito. El aislado bacteriano también
se caracteriz6 tanto desde el punto de vista molecular como bioquimico. La cepa aislada
pertenecia a la Pseudomonas aeruginosa. La alta resistencia al arsénico que ofrecen las
bacterias se aprovechd aun mas con fines de biorremediacion. La biomasa bacteriana
generada a partir de la cepa AT-01 pudo eliminar eficazmente el arsénico con una eficacia

del 98 %.

Escalante et al., (2009) aislaron bacterias resistentes al arsénico de sedimentos de
un rio contaminado con arsénico. La tolerancia al arsénico de las bacterias aisladas se
llevo a cabo mediante diluciones seriadas en placa de agar. Las capacidades redox se
investigaron utilizando KMnOs. Los genes arsC y aox se detectaron mediante PCRy RT-
PCR respectivamente. Las poblaciones bacterianas fueron identificadas mediante el

sistema RaplD. Se aislaron 49 cepas bacterianas, de estas, el 55 % correspondio a
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bacterias reductoras, el 4% a bacterias oxidantes, el 8% presentd ambas actividades y en
el 33% de las bacterias no se detectd actividad. EI gen arsC se detect6 en 11 cepas y no
se detectaron genes aox. La actividad de los microorganismos transformadores de
arsénico en los sedimentos de los rios tiene implicaciones importantes para el

comportamiento del metaloide.

Sun et al., (2019) mencionan que la contaminacion de As y Pb provocé fuertes
reducciones en la diversidad microbiana en los sedimentos del rio fuertemente
contaminados. Los microorganismos eran mas sensibles al As en comparacién con el Pb,
como lo revela la red de co-ocurrencia y las predicciones forestales aleatorias. Las
unidades taxondmicas operativas (OTU) que estaban potencialmente involucradas en el
metabolismo de Asy Pb, como Anaerolinea, Sphingomonas y Opitutus, se enriquecieron
en las muestras muy contaminadas. Por el contrario, muchos taxones clave, incluidos
miembros de las familias Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae, fueron inhibidos por
la contaminacion por metaloides, lo que podria perjudicar aln mas los servicios

ambientales cruciales proporcionados por estos miembros.

Niane et al., (2019) realizaron en Senegal en el rio Gambia un estudio que describe
las bacterias resistentes al Hg presentes en sedimentos acuaticos que provenian de la
extraccion de oro artesanal. La susceptibilidad bacteriana al Hg se valord realizando
concentraciones minimas inhibitorias (CMI). Las concentraciones de Hg en areas de
actividad de mineria de oro artesanal a pequefia escala iban desde 2.4 a 6.2 mg kg™*. Las
densidades de poblacion de bacterias heterdtrofas en sedimentos himedos oscilaron entre
3.7 x 10%y 4.6 x 102 CFU g Las cepas bacterianas resistentes al Hg fueron
Stenotrophomonas maltophilia, Dyella ginsengisoli, Arthrobacter defluvi, Arthrobacter

pascens, Bacillus firmus y Pseudomonas moraviensis.
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Gillard et al., (2019) en la isla de Clipperton perteneciente a Francia, investigaron
la resistencia a metales pesados de microrganismo que se encuentran en sedimentos de
aguas profundas perturbadas por la actividad minera. La técnica “sediment core” fue
aplicada para obtener las muestras. Aislaron 40 cepas pertenecientes a Proteobacterias,
Actinobacterias y Firmicutes. Las bacterias resistentes a arsénico fueron Rhodococcys
erythropolis, Loktanella cinnabarina y Dietzia maris. La mayor tolerancia a los metales
se encontrd utilizando arsenito con D. maris (CMI de 14.3 mM), Loktanella cinnabarina
(CIM de 57.2 mM) y R. erythropolis (CMI de 228.9 mM), pero K. polaris también mostro

una mayor tolerancia en comparacion con las otras cepas bacterianas.

Ndeddy & Babalola, (2017) en Rustenburg, Sudéafrica en una mina de platino
aislaron bacterias tolerantes a Cromo, Cadmio y Niquel, Aislaron en total 11 cepas
bacterianas la comprobacién de la tolerancia a cepas bacterianas se empled el método de
dilucion en agar y dio como resultado cepas resistentes como Pseudomonas aeruginosa,
Alcaligenes feacalis y Bacillus subtilis. Todas las cepas mostraron multiples tolerancias
contra los metales pesados, pero los resultados mas prometedores se aparecieron en las
cepas BCr3, BCd33 y BNi11: fueron tolerantes a 15 mM de Cr6C, 7.5 mM de Cd2C y 10
mM de Ni2C, respectivamente. Las bacterias fueron sometidas a diferentes temperaturas
y pH observando un mayor crecimiento a 7.5y 8.5 de pH y a una temperatura de 35 a 37
°C. Se revel6 que todos los aislados contenian un mismo plasmido detectando genes de
resistencia como chrA, chrB (Cromo), nccA (Niquel) y genes multirresistentes czcB czcC

czcD.

Suhadolnik et al., (2017) en Brasil en una minera de oro recolectaron muestras de
sedimentos del arroyo para identificar bacterias resistentes al arsénico. Realizaron la
extraccion del ADN con el kit PowerSoil, el perfil taxondmico revelé diferencias

significativas entre las comunidades. Arcobacter y Dechloromonas, Identificaron nuevos

23

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

taxones que son tanto reductores de Arseniato como oxidantes de Arsenito:
Dechloromonas, Acidovorax facilis, A. delafeldii, Aquabacteriu sp, Shewanella sp, C.
thermopalmarium y Macellibacteroides fermentans. Encontraron los genes resistentes a
Aslll en un 68%, 70% y 62% en los genes arsC, arrA y aioA. Para AsV en un 70%, 83%

y 64% en los genes arsC, arrA y aioA.

Kafilzadeh & Saberifard, (2016) en Shiraz-Iran identificaron bacterias con la
capacidad de reducir el Cromo transformandolo en complejo purpura de Cromo. Las
bacterias mas resistentes a CIM de 200 y 150 mg/L fueron Pseudomonas aeruginosa y
Serratia marcescens, Ambas bacterias redujeron 25y 50 mg/L de Cr en 36 y 48 horas asi
mismo en una temperatura de 25 a 45 °C y un pH de 5 a 9 tuvieron mejor tasa de
disminucion de Cromo. La tasa del crecimiento de estas bacterias disminuyo al aumentar
las concentraciones de Cromo. Ambas bacterias pueden ser extraordinarios candidatos

para la detoxificacion de Cromo.

Costa et al., (2014) en Brasil en una mina de oro “Stream” identificaron bacterias
y genes involucrados en la especiacion de arsénico de sedimentos. Se aislaron un total de
123 bacterias resistentes a As de los cultivos de enriquecimiento, que se caracterizaron
fenotipica y genotipicamente para la transformacion de As. Se encontraron diversas de
bacterias capaces de resistir al As a traves de andlisis filogenéticos del gen 16S ARN. Los
aislados bacterianos estaban afiliados a Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. La
mayoria eran reductores de Arseniato (72%), mientras que los oxidantes de Arsenito
representaban el 20%. Predominaron las bacterias portadoras del gen arsC (85%),
seguidas de aioA (20%) y arrA (7%). Ademas, se identificaron dos nuevos generos
transformadores de As, Thermomonas y Pannonibacter. El analisis metagenémico de las
secuencias arsC, aioA y arrA confirmo la presencia de estos genes, y las secuencias arrA

estan mas estrechamente relacionadas con los organismos no cultivados.
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Acevedo & Severiche, (2013) en playas de Cartagena de India se realizaron la
identificacion de bacterias resistentes a di bromo- de mercurio aisladas de sedimentos. Se
identificaron 9 géneros de bacterias marinas las Gram negativas fueron Escherichia coli,
Enterobacter sp, Serratia sp, Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonela sp, Acinetobacter sp.
Solo se encontrd una bacteria Gram positiva que fue Staphylococcus sp. La concentracion
de resistencia de las bacterias fue de 10ppm a 180ppm donde si se observo resistencia de

estas bacterias al di-bromo-mercurio

Francois et al., (2012) en Guyana Francesa trabajaron con efluentes y sedimentos
fluviales de la paya arena negra de la que aislaron y caracterizaron bacterias ambientales
capaces de realizar la biosorcién extracelular de mercurio, donde las muestras fueron
recolectadas por la técnica “sediment core”. Se amplificaron mediante PCR con el juego
de cebadores 27F y 138R. Se usaron los programas de GenBank y BLAST. Se obtuvieron
80 aislados bacterianos después de una semana de incubacién a 30°C. Ademas, se aislaron
40 cepas tolerantes al arsénico del suelo y sedimentos. Como resultado, se encontraron
siete cepas bacterianas ambientales tolerantes a mercurio fueron aislados de suelos B.
cereus, Lysinibacillus sp., Bacillus sp., K. rosea, M. oxydans, S. marcescens y

Ochrobactrum sp.

Quispe, (2017) realizd una investigacion en el rio Ramis de la region de Puno
donde cuantificé las unidades formadoras de colonia, ademas identificd seis géneros
bacterianos: Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia, Streptococcus vy
Enterobacter, encontrando que fueron resistentes al plomo y al mercurio a
concentraciones de 200, 500, 1000 y 2000 ug/mL. Por su parte Mollocondo, (2022),
determind la tolerancia de enterobacterias a metales pesados a concentraciones de 1, 10,
30 y 50 mg/mL y a los antibidticos, asi mismo realizd recuentos de coliformes

termotolerantes en aguas del rio Coata, teniendo un promedio de 2400, 1246.67 y 386. 67
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NMP/ml. También identifico bacterias como E. coli y Shigella sp que toleraron plomo y
Shigella sp como la bacteria mas tolerante al mercurio; ademas todas las bacterias fueron
sensibles a cefalexina; mientras que E. coli tuvo susceptibilidad intermedia y Shigella sp

fue resistente a cloranfenicol.

2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Embalse Pasto Grande
a) Descripcion

El embalse Pasto Grande esta geograficamente ubicado en el distrito de
Carumas, provincia de Mariscal Nieto, en el departamento de Moquegua, y segun
el sistema UTM en la zona 19K, este: 371944.77 m y sur: 8147627.99 m, a una
altitud de ~4250 m, al este de la ciudad de Moquegua (Figura 1). El embalse Pasto
Grande tiene poca profundidad, con una maxima de 8 metros y una extension
superficial de 45 km?. Presenta afluentes de los cuales dos de ellos aportan aguas
acidas de origen natural y antropogénico (mineria) en ~30% siendo estos los rios
de Millojahuira y Antajarane; ademas del afluente del rio Patara que recibe aguas
acidas en sus nacientes de sus afluentes provenientes de fuentes termales y de

zonas mineras (Consorcio V5, 2012a).
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Figura 1. El embalse Pasto Grande (Consorcio V5, 2012b)

b) Recurso hidrico

En el embalse Pasto Grande se ejecuta un proyecto el cual es el Proyecto
Especial Regional Pasto Grande logrando embalsar 194 millones de metros
cubicos con una presa de tierra de 80 m de coronamiento y 10.30 m de altura,
constituyendo el tercer embalse de mayor tamafio en el pais (Consorcio V5,

2012b).
C) Hidrometeorologia

La evaporacién anual varia de 1163.1 mm a 1982.8 mm con un valor
promedio de 1588.9 mm. La humedad relativa promedio anual presenta dos

periodos bien marcados, el primero va de 1963 a 1983, el segundo 1984 a 2009,
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con un promedio de 34.1% y 52.2% respectivamente. La temperatura maxima
anual presenta poca variacién con un valor promedio de 17.1°C oscilando entre
20.8 °C y 14.3°C. La temperatura minima anual presenta variacion con valor

promedio de -10.6 °C oscilando entre -17.4 °C y -6.6°C (Consorcio V5, 2012c).

El embalse Pasto Grande presenta una profundidad superior de 8 metros,
se produce una estratificacion térmica que lleva a la existencia de dos zonas
separadas por la termoclina, en una y otra, tienen lugar distintos procesos, lo que
origina una composicion diferente en cada una de ellas. En la superficie ocurre un
intercambio de oxigeno y didxido de carbono y en el hipolimnion hay presencia
de materia organica y especies quimicas en forma oxidades. En el hipolimnion
sucede la descomposicion de la materia organica, debido a la concentracion baja
de oxigeno disuelto, habiendo especies quimicas reducidas e intercambio de éstas
con los sedimentos. No hay reportes fiables de la presion atmosférica (Consorcio

V5, 2012¢).

d) Contaminacion antropica

El problema comenz6 en 1985 cuando se dio el cierre de la minera
Cacachara que contamind con relaves al rio Cacachara, afluente del rio Patara. En
ese tiempo no existia restricciones o cumplimientos de calidad de descargas por
parte del sector minero. En 1989 se concluye la construccion de la presa Pasto
Grande con inicio de operacion el 1995. En 1991 se realiz6 la siembra de alevinos
para la comercializacion de estas, siendo la empresa Lago Azul la encargada. En
el afio 2000 comenzaron sus operaciones dos mineras tales como la Aruntani y
Santa Rosa, realizando actividades en la cabecera de la cuenca Cacachara,

Cotafiani y Acosiri (Consorcio V5, 2012b).
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De este modo, en el afio 2006 se observo la muerte de alevinos de trucha
lo que alarmo a las autoridades regionales de Moquegua y en abril del 2007 al
realizarse estudios de calidad del embalse se observo valores bajos de pH en los
rios Millojahuira y Antajarane asi como predominancia de nitritos, nitratos, hierro

y aluminio en los rios afluentes (Consorcio V5, 2012b).

2.2.2. Sedimentos

Los sedimentos son particulas solidas y fragmentadas (limo, arena y
grava), que se transportan y depositan mediante procesos fisicos como el agua, el
viento y el hielo. Los sedimentos consisten en particulas solidas sueltas que se
originan por la erosion de las rocas o por la precipitacion quimica de una solucion,
incluida la secrecion de organismos en el agua (Dalezios et al., 2017). Los
sedimentos varian en términos de tamafio de particula, forma (redonda, oblonga y
angular), densidad y composicion. Por ejemplo, el mineral mas comdn en los
sedimentos de los rios suele ser el cuarzo (Long et al., 2021). Con el tiempo los
sedimentos se convierten en rocas sedimentarias mediante litificacion. Las rocas
sedimentarias son basicamente de naturaleza clastica, quimica u organica. Las
estructuras sedimentarias comunes incluyen estratos (estratificados cruzados,
estratificados), grietas de barro, marcas de ondulaciones y fosiles (Vikram et al.,

2016).

2.2.2.1. Clasificacion de los sedimentos

La clasificacion de los sedimentos se basa en el tamafio de las
particulas (textura), la ubicacion (deposicién de granos), la fuente y la
quimica. La clasificacion textural en EE.UU. se ajusta a las escalas de
Wentworth o Krumbein. Durante casi un siglo, la escala de tamafio de
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grano de Udden-Wentworth (U-W) ha sido el sistema estandar utilizado
para describir el tamafio de las particulas sedimentarias. Parte de 1 mm vy,
dividiendo o multiplicando por 2, en sentido decreciente o creciente de
tamafio respectivamente, se definen los limites de didmetro de cada clase,
desde particulas de tamafio arcilla (con didmetro menor de 1/256 mm) a

blogues (con didmetro mayor de 256 mm) (Tabla 1) (Terry & Goff, 2014).

2.2.2.2. Los clastos

En la sedimentologia la descripcion de los clastos es importante ya
que las propiedades de los clastos reflejan una gran cantidad de la historia,
del ambiente de la roca, para lo cual generalmente se observa el tamafio,
redondez, clasificacion (distribucion), relacion entre los clastos, tipos de

clastos y la orientacion (Glew & Smol, 2002).

La clasificacion cléstica se basa en el tamafio de los granos de sus
componentes y refleja las condiciones de sedimentacion. La grava de
didmetro de grano > 2 mm o su equivalente solidificado, el conglomerado
requiere corrientes fuertes como aquellos de rios fluyentes con alta
velocidad en las montafias o las altas orillas en una playa rocosa para su
transporte (Guilizzoni, 2012). La arena de didmetro de grano igual a 0.02-
2 mm o su equivalente solidificado, la arenisca puede ser transportada por
vientos fuertes formando dunas o por corrientes moderados como aquellos
de rios o aquellos cercanos de la costa. El barro de diametro de grano <
0.02 mm o su equivalente solidificado, la roca arcillosa indica areas de
sedimentacion de aguas tranquilas (Tabla 1) (Bennington & Farmer,

2015).
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Tabla 1

Escala de Udden-Wentworth (U-W).

Tamario del clasto o

) Clastos sedimentarios Clase de tamafio
cristal en mm.
256 Bloques
64 Grava
_ Grava
16 Guijarro
4 Granos
2 Arena muy gruesa
1 Arena gruesa
0.5 Arena media Arena
0.25 Arena fina
0.125 Arena muy fina
0.032 Limo
Lodo
0.004 Arcilla

Fuente: Bennington & Farmer, (2015).

2.2.3. Técnicasy métodos de evaluacion de sedimentos

Los nucleos de sedimentos (NS) se pueden muestrear como compuestos
continuos o en profundidades discretas. El intervalo de muestreo, que puede variar
desde 1 cm hasta la longitud de todo el tubo central (Bennington & Farmer, 2015).
Los NS son una fuente de datos fundamental para obtener informacion sobre el
caracter de la historia de las deposiciones y el cambio ambiental; asi mismo,
proporcionan datos sin procesar para una amplia gama de investigaciones,
incluidos estudios de cambio climatico global, paleoceanografia, paleobiologia,
paleomicrobiologia, estabilidad de taludes, exploracién petrolera, evaluacion y

control de la contaminacion (Tuit & Wait, 2020).
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La extrusion del nucleo de sedimento consiste en insertar un piston en el
fondo del nucleo para expulsar gradualmente el sedimento de la parte superior del
tubo del nacleo, donde se puede cortar y recolectar (Glew & Smol, 2002).

Los NS se pueden seccionar verticalmente, cortando el nucleo
longitudinalmente en dos pedazos, o en varios segmentos, cortando el nucleo
horizontalmente en varios pedazos, para submuestrear partes especificas del
nacleo. El corte del ndcleo de sedimento s6lo es apropiado para material
consolidado. Dividir los ncleos mas largos por la mitad verticalmente permite la
observacion visual del sedimento y el registro de capas estratigraficas (Figura 3)
(Somerfield & Warwick, 2013).

En sedimentos, la extraccion de muestras es la mejor técnica de muestreo
cuantitativo para lo cual se emplean los sacatestigos que tienen un area de seccion
transversal conocida y pueden estar hechos de tubos o tuberias de cualquier
material rigido. Los materiales transparentes o translucidos de estos tienen la
ventaja de que la muestra de sedimento se puede ver en el tubo. En algunos
depositos, donde hay piedras o conchas, o cuando se requieren nucleos muy
profundos en tramos individuales, es posible que sea necesario martillar el tubo
hasta el fondo y, en tales casos, probablemente se requiera un sacanucleos de
metal (Figura 2). Las elecciones del didmetro del nicleo y la profundidad de
muestreo y, por lo tanto, el volumen de la muestra, dependen de los requisitos de

un estudio en particular (Glew & Smol, 2002).
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Figura 2. Diversidad de saca testigos para obtener muestras de ndcleos de sedimentos.
A-B, saca testigos de gravedad; C saca testigo de Limnos y D saca testigo de Jenkin

(Glew & Smol, 2002).

Figura 3. Corte de nucleos y corte longitudinal del nicleo de sedimento mediante laminas
metélicas. A-B, seccionamiento de ndcleos y corte longitudinal del ndcleo de sedimento
mediante laminas metélicas; C-D, sub muestreo y diferenciacion de los sedimentos; E,
dispositivo Klempt para el seccionamiento de NS; F, conservacion de los ndcleos de
sedimentos (Somerfield & Warwick, 2013).
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2.2.4. Metales pesados

Los metales pesados son elementos naturales que tienen un alto peso
atomico y una densidad al menos cinco veces mayor que la del agua (Tchounwou
et al., 2012). Sus mudltiples aplicaciones industriales, domésticas, agricolas,
médicas y tecnoldgicas han llevado a su amplia distribucién en el medio ambiente,
lo que genera preocupacion sobre sus posibles efectos sobre la salud humana y el
medio ambiente (Peng et al., 2009). Su toxicidad depende de varios factores,
incluida la dosis, la via de exposicion y las especies quimicas, asi como la edad,
el sexo, la genética y el estado nutricional de los individuos expuestos (Zaynab et
al., 2022).

Debido a su alto grado de toxicidad, el arsénico, el cadmio, el cromo, el
plomo y el mercurio se encuentran entre los metales prioritarios de importancia
para la salud pablica. Estos elementos metalicos se consideran toxicos sistémicos
que se sabe que inducen dafio a maltiples 6rganos, incluso a niveles mas bajos de
exposicion (Kumar et al., 2020). También estan clasificados como carcindgenos
humanos (conocidos o probables) segin la Agencia de Proteccion Ambiental de
EE. UU. y la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (Kahlon et
al., 2018).

Los metales pesados (MP) son contaminantes ambientales increiblemente
dafiinos (Valdés et al., 2014). Los metales pesados pueden transferirse y
biomagnificarse a través de las cadenas alimentarias y amenazar gravemente la
salud humana (Liu et al., 2018). Se les atribuye el termino pesado debido a la alta
densidad que tienen todos los metales de los Grupos 3 al 16 que se encuentran en

los periodos 4 y mayores (Kumar Sharma & Agrawal, 2005).
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2.2.5. Fuente de metales pesados

Las principales razones del aumento de la toxicidad ambiental debida a los
metales pesados son factores humanos y antropogénicos. Las fuentes naturales de
MP incluyen desechos del suelo arrastrados por el viento, incendios forestales,
erupciones volcanicas, procesos biogénicos y sal marina (Muhammad et al.,
2011). Las causas antropogénicas de la contaminacion por MP incluyen
operaciones mineras, uso de pesticidas, fertilizantes y herbicidas, riego de campos
de cultivo con aguas industriales y residuales (Figura 4). Los niveles de trazas de
MP en los fertilizantes son fuentes importantes de contaminantes de metales
pesados en nuestros alimentos. EI manejo inadecuado de residuos industriales, la
contaminacion por transito, el uso de plomo (Pb) como combustible antidetonante,
las latas de aerosol, la metalurgia y fundicion, el vertimiento de aguas residuales
y materiales de construccion son las practicas antropogénicas responsables de la

contaminacion por MP (Srivastava et al., 2018).

Varias industrias, incluidas la fabricacion de medicamentos, los
conservantes de papel y pulpa, el sector agricola, la industria del cloro y la sosa
caustica, liberan mercurio (Hg) a la atmdsfera (Ibrahim et al., 2019). Los suelos y
las rocas, incluido el carbon y los fertilizantes minerales, contienen una cierta
cantidad de cadmio. El cadmio (Cd) se utiliza ampliamente en galvanoplastia para
una variedad de aplicaciones, incluidas baterias, pigmentos, textiles vy
revestimientos metalicos (Saini & Dhania, 2020). Todas estas practicas son
factores responsables del aumento de la contaminacion del medio ambiente por

metales pesados.
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Volca

Incendios
forestales

Figura 4. Fuentes diversas de los metales pesados (Zaynab et al., 2022).

2.2.6. Efecto toxico de los metales pesados

La contaminacion por metales pesados se esta convirtiendo en un
problema mundial. Los metales pesados pueden ingresar a los peces a través de
tres rutas: las branquias, la superficie del cuerpo y el tracto digestivo (Bonsignore
et al., 2018). El zinc se acumula en las branquias de los peces, interrumpiendo el
suministro de oxigeno a los tejidos y provocando hipoxia, que provoca la muerte.
Sin embargo, si el pH del agua cae, los MP pueden movilizarse y descargarse en
la columna de agua, poniendo en peligro a organismos marinos como crustaceos
e insectos. Estos sedimentos toxicos matan a los organismos benténicos y reducen
la disponibilidad de alimentos para el gigantesco organismo (Tchounwou et al.,

2012).

En niveles modestos, los MP que se encuentran en
el medio ambiente y los alimentos son necesarios para una salud 6ptima, pero en

grandes cantidades pueden ser dafiinos o insalubres.Su toxicidad puede agotar la
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energia y afectar el cerebro, los pulmones, los rifiones, el higado, la sangre y otros
organos vitales. La exposicion prolongada eventualmente resulta en procesos
degenerativos fisicos, tisulares y neuroldgicos que imitan enfermedades como el
Alzheimer, el Parkinson, la distrofia muscular y la esclerosis multiple (Srivastava

etal., 2018).

La exposicion aguda al plomo, cadmio, arsénico y otros puede provocar
pérdida del apetito, dolores de cabeza, hipertension, malestar estomacal,
disfuncion renal, fatiga, insomnio, artritis, alucinaciones y vértigo. La toxicidad
por mercurio produce acrodinia o enfermedad rosada (Guzzi et al., 2021). La
exposicién a vapores de mercurio metalico en niveles mas altos durante un periodo
de tiempo mas corto puede provocar dafio pulmonar, vémitos, diarrea, nauseas,
erupciones cutaneas y aumento de la presién arterial. Los signos y sintomas de la
toxicidad del mercurio organico incluyen depresién, problemas de memoria,
temblores, fatiga, dolor de cabeza y caida del cabello. Debido a que estos signos
y sintomas frecuentemente se asocian con otras enfermedades, las circunstancias

pueden ser dificiles de reconocer (Atti et al., 2020).
2.2.4. Arsénico

El arsénico es un metaloide , que se encuentra disponible en el medio
ambiente terrestre y considerado un factor de riesgo para la salud
global. Esencialmente, el arsénico se concentra en la corteza terrestre , los lechos

rocosos y se lixivia gradualmente en el agua potable (Silva, 2013).

El arsénico es un elemento cristalino raro que comprende alrededor de
quinientas milésimas del 1% (0.00005%) de la corteza terrestre y la concentracion
promedio de arsénico en rocas igneas y sedimentarias es de 2 mg kg L. En la

37

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/metalloid
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/earth-crust
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/potable-water

. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

mayoria de las rocas oscila entre 0.5 y 2.5 mg kg *, aunque se encontraron
concentraciones mas altas en sedimentos arcillosos de grano mas fino y fosforitas
(Mohammed et al., 2015). EI arsénico se concentra en algunos sedimentos
marinos reductores, que pueden contener hasta 3000 mg kg . El arsénico podria
precipitarse con hidroxidos y sulfuros de hierro en rocas sedimentarias. Los
depositos de hierro, los minerales de hierro sedimentarios y los nédulos de

manganeso eran ricos en arsénico (Mandal & Suzuki, 2002).

El arsénico en el suelo se presenta principalmente como especies
inorganicas, pero también puede unirse a materiales organicos en los suelos. En
condiciones oxidantes, en ambientes aerobicos, los arseniatos (As V) son las
especies estables y se absorben fuertemente en arcillas, 6xidos/hidroxidos de
hierro y manganeso y materias organicas. El arsénico precipita como arseniato
féerrico en horizontes de suelos ricos en hierro. En condiciones reductoras, los
arsenitos (As I11) son los compuestos de arsénico predominantes. Los compuestos
inorganicos de arsénico pueden ser metilados por microorganismos, produciendo
en condiciones oxidantes acido monometilarsénico (MMA), acido dimetilarsinico

(DMA) y oxido de trimetilarsina (TMAsO) (Nickson et al., 2000).
2.2.5. Fuentes del arsénico

Las fuentes m&s comunes de As en ambientes naturales son las rocas
volcanicas, especificamente sus productos de erosion y cenizas, rocas
sedimentarias marinas, depdsitos minerales hidrotermales y las aguas geotermales
asociadas, asi como combustibles fésiles, incluyendo carbon y petrdleo

(Bundschuh et al., 2008).

Las fuentes antropogénicas del arsénico incluyen actividades como:
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- Laadquisicién y procesamiento de metales: se realiza con el fin de producir
diferentes materiales o satisfacer la necesidad de la poblacion. En los ultimos
afios el avance de la tecnologia requiere de grandes cantidades de diversos
metales para la elaboracion de electrodomésticos y otros. Las actividades
antropogénicas son la produccion y el procesamiento de minerales, fundicion
de minerales. Tostacion en fundiciones de metales no ferrosos, fundicién de
metales en fundiciones de hierro; aditivo para tratamiento de metales en la
produccion de aleaciones de bronce, plomo y cobre; galvanizado procesos;
fabricas de municiones; produccion de placas de bateria. Energia: Quema de
petréleo y carbon a alta temperatura; y operacion de centrales eléctricas

(Nickson et al., 2000).

- Enlaagriculturay ganaderia: En actividades como la agricultura se utilizan
insecticidas, alguicidas y defoliantes con arsénico; descortezado de arboles,
esterilizantes del suelo, aditivos alimentarios, bafios para ganado y barcos,
intensos desinfectantes para la cria; excedentes de compost y estiércol

(arsénico procedente de la alimentacion animal).

- Medicina: En el area de la medicina se utilizan sustancias farmacéuticas:
farmacos antisifiliticos que contienen pequefias cantidades de As; para los

tratamientos de tripanosomiasis, amebiasis y enfermedad del suefio.

- Material de desecho: Los desechos cada dia van en aumento haciendo que
unos de sus procesos sea la incineracion de residuos; eliminacion de residuos
domeésticos. Otros usos/fuentes industriales: produccion de cristaleria y
ceramica; uso en agentes decolorantes; industrias electronicas; células

solares, dispositivos optoelectronicos, aplicaciones de semiconductores,
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diodos emisores de luz (relojes digitales); tintes y colores; pirotécnica;
agentes secantes para algodon; reciclaje de aceites y disolventes; fabricas de
cemento; agentes angioincrustantes; catalizadores que presentan As

(Bundschuh et al., 2008).

2.2.6. Toxicidad del arsénico

En los individuos fisioldgicos, el sistema de drganos se describe como un
grupo de organos que realizan transacciones colectivas y se asocian con otros
sistemas para funciones corporales convencionales. El arsénico se ha asociado con
una variedad de complicaciones en los sistemas de 6rganos del cuerpo:
tegumentario, nervioso, respiratorio, cardiovascular, hematopoyético,
inmunoldgico, endocrino, hepatico, renal, sistema reproductivo y desarrollo

(Tchounwou et al., 2012).

También se han explorado los mecanismos subyacentes del desarrollo de
enfermedades en cada sistema de 6rganos debido al arsénico. Sorprendentemente,
el arsénico ha podido inducir cambios epigenéticos (en el Utero) y mutaciones
geneticas (una de las principales causas de cancer) en el cuerpo. Actualmente se
estudia la aparicion de diversos efectos sobre la salud inducidos por el arsénico
que involucran &reas emergentes como la epigenética y el cancer, junto con sus

respectivos mecanismos (Mohammed et al., 2015).

2.2.7. Bacterias resistentes al arsénico

Estudios han demostrado que la presencia de determinantes de resistencia
a metales pesados es omnipresente en casi todas las especies bacterianas (Silver
& Phung, 2005). Por ejemplo, Farias et al., (2015), identificaron 35 cepas

bacterianas de 8 especies diferentes que albergan fenotipos resistentes a multiples
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metales de respiraderos hidrotermales de aguas profundas. Ademas, diversas
bacterias tanto Gram positivas y Gram negativas aisladas de suelos, sedimentos
agricolas, suelos contaminados con combustibles y aguas residuales han
demostrado exhibir resistencia a diversos metales como Hg, Ag y As (Farias et

al., 2015; Huang et al., 2017; Kim et al., 2015; Seiler & Berendonk, 2012).

Hasta la fecha, se han dilucidado seis mecanismos propuestos de

resistencia a los metales pesados:

Liberacion de iones metalicos por barreras extracelulares como la capsula, la
pared celular y la membrana plasmatica.

- Extrusién de iones metélicos mediante bombas de eflujo o por difusion.

- Secuestro intracelular de iones metalicos.

- Secuestro extracelular de iones metalicos.

- Biotransformacion/desintoxicacion de iones metalicos toxicos.

- Disminucion de la sensibilidad de los objetivos celulares a los iones

metalicos.

En general, los genes que codifican la resistencia a metales pesados se
transportan en elementos genéticos moviles como plasmidos y transposones o en
ADN cromosomico (Farias et al., 2015; Sayed, 2016; Huang et al., 2017; Seiler &

Berendonk, 2012).

2.2.8. Revision literaria de mecanismos de resistencia al arsénico en

Bacterias

Todas las bacterias tienen diferentes formas de poder coexistir con
contaminantes tales como los metales pesados en este caso con el arsénico (As),

realizando diversos procesos como la bioacumulacion, la biotransformacion y
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bioadsorcion de estos compuestos y utilizarlos para obtener energia y poder

sobrevivir en estos ambientes.

En la Figura 5 se observa la resistencia bacteriana al arsénico que sigue el

siguiente proceso.

Moléculas de arsénico ingresan a la célula bacteriana gracias a los
transportadores especificos de fosfatos denominamos Pst y transportadores tipo
[11 (PiT) en el caso de arseniato As®*, las moléculas correspondientes a arsenito
As®*" utilizan los transportadores de acuaglicerolporinas (Paez et al., 2009). El
operon Ars alberga 3 genes centrales cotranscritos que confieren resistencia no
s6lo a As** y As®. Sin embargo, los genes del operon Ars también estan
involucrados en la resistencia de otros metales tales como el antimonio, aluminio

y cobre (Figura 5).

Cada gen tiene una funcion especifica como el gen arsR que tiene la
capacidad de codificar un represor transcripcional, arsC codifica un arseniato
reductasa citoplasmatica y arsB codifica una bomba de eflujo de arsenito unida a
membrana. También pueden estar presentes dos genes adicionales dentro del
operon Ars, que vendrian a ser los genes arsA y arsD. El gen arsA codifica una
ATPasa intracelular que se une a arsB para formar una bomba de eflujo de ATPasa
arsA-arsB, mientras que el gen arsD es una metalochaperona que se une y entrega
moléculas de arsenito As®* y antimonio Sb3* al complejo arsA-arsB para su eflujo,
ademas de su funcion como transactivador. correpresor del operén ars junto con

arsR (Hobman & Crossman, 2015) (Figura5).
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Figura 5. Mecanismos de resistencia bacteriana al arsénico (Bazzi et al., 2020).

Nota: La figura 5 muestra el proceso de resistencia de bacterias al As. Comienza con el
ingreso de moléculas de arseniato As®* mediante los transportadores PiT y PsT vy el
arsenito As>* por las acuagliceroporinas, el gen arsC recepciona y codifica una enzima el
arsenato reductasa en el citoplasma y las transporta a la proteina arsenato reductasa
respiratoriay arsenito oxidasa respiratoria que estas proteinas son expresadas gracias al
del gen arsB. El gen arsD tiene la capacidad de trasportar moléculas de arsenito As** al
complejo arsA-arsB utilizando un fosfato como energia (ATP a ADP) para el eflujo del

arsenito As®*. Todo ese proceso esta regulado por el gen arsR y arsD (Bazzi et al., 2020).

Algunos microorganismos escapan de la toxicidad mediante metilacién, lo que
lleva a la produccion de derivados menos toxicos y volatiles que se difunden fuera de la
célula bacteriana (Péaez et al., 2009). Ademas de la toxicidad del As, las bacterias
pertenecientes a Shewanella spp., Sulfurospirillum spp., Clostridium spp. y Bacillus spp.,
utilizan el arseniato As®* como aceptor final de electrones durante la respiracion
anaerobica reduciéndolo a arsenito As®*, mientras que otras bacterias utilizan As** como
donante de electrones y oxidarlo a As® durante la oxidacion aerdbica (Silver & Phung,
2005). Los procesos de oxidacion y reduccion estan mediados por la arsenato reductasa
respiratoria y el arsenito oxidasa respiratoria que estan codificadas por los genes operon

arrAB y asoAB respectivamente (Bazzi et al., 2020).
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Se demostr6 que el operdn ars de Yersinia enterocolitica contenia un nuevo gen
denominado arsH , pero su funcion no estaba clara, confiriendo s6lo un aumento muy
ligero en la resistencia tanto al arsenito como al arseniato, y era dificil entender como un
solo gen podria conferir resistencia tanto a la forma pentavalente como a la trivalente del
arsénico inorganico (Ryan & Colleran, 2002). La eliminacién de arsH en Serratia
marcescens 'y S. meliloti también provocd ligeros aumentos en la sensibilidad al
arsénico. La resistencia al arsénico en Thiobacillus ferrooxidans y
la cianobacteria Synechocystis no se vio afectada ni por una mutacion de pérdida de

funcion ni por la sobreexpresion de arsH (Ye et al., 2007) .

Por tanto, los datos sobre el papel fisiolégico de arsH no se interpretaron
facilmente hasta hace poco. Actualmente, hay aproximadamente 9000 secuencias de
proteinas relacionadas con arsH depositadas en la base de datos del NCBI. Una gran
mayoria de secuencias de arsH se encuentran en bacterias (97.7%),
principalmente gammaproteobacterias , mientras que s6lo unas pocas se encuentran en
eucariotas, principalmente en hongos (2.2%). Algunas secuencias de arsH de mamiferos
estan presentes en la base de datos del NCBI, pero no esta claro si estas secuencias son

validas (Hervés et al., 2012).

ArsH purificada de S. meliloti exhibe actividad de la molécula flavina mono
nucledtido (FMN) reductasa dependiente de NADPH , reduciendo los colorantes
azoicos y generando peroxido de hidrdgeno, pero esta enzima no cataliz6 la oxidacién de
As (1) o la reduccién de As (V) (Cile et al., 1997). Synechocystis arsH ha sido
identificada como una quinona reductasa (Ye et al., 2007) y es capaz de reducir el
cromato y el hierro férrico, pero no se observo actividad asociada al arsénico. Por un lado,
los genes arsH no estarian en los operones ars si no estarian relacionados con el

metabolismo del arsénico. Por otro lado, no existe un fenotipo claro asociado con
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el genarsHin vivo, y el arsH purificado no tiene actividad con los arsenicales
inorgénicos. Una deduccidn razonable de la ausencia de actividad asociada al arsénico
con el S. meliloti arsH purificado es que el papel fisioldgico del arsH involucra especies

de arsénico distintas de los arsenicales inorganicos (Ryan & Colleran, 2002).

2.2.8.1. Pseudomonas

a. Estructura y clasificacion

Las especies de Pseudomonas son bacilos aerobios gramnegativos
que miden de 0.5 a 0.8 um por 1.5 a 3.0 um. La motilidad se realiza
mediante un solo flagelo polar. Las especies se distinguen mediante

pruebas bioquimicas y de hibridacion de ADN (Coburn & Michael, 1991).

El género Pseudomonas contiene mas de 140 especies, la mayoria
de las cuales son saprofitas. Mas de 25 especies estan asociadas con los
humanos. La mayoria de las Pseudomonas que causan enfermedades en
humanos estan asociadas con infecciones oportunistas (Cross et al.,
1980). Estos incluyen P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. cepacia,
P. stutzeri, P. maltophiliay P.  putrefaciens. S6lo dos especies, P.
mallei y P. pseudomallei, producen enfermedades humanas especificas: el
muermo y la melioidosis. Pseudomonas aeruginosay P. maltophilia
representan aproximadamente el 80 por ciento de las Pseudomonas
observadas en muestras clinicas. Debido a la frecuencia con la que
interviene en enfermedades humanas, P. aeruginosa ha recibido la mayor
atencion. Es una bacteria ubicua de vida libre y se encuentra en la mayoria
de los ambientes humedos. Aunque rara vez causa enfermedad en
individuos sanos, es unagran amenaza para los pacientes hospitalizados,
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particularmente aquellos con enfermedades subyacentes graves como
cancer y quemaduras. La alta mortalidad asociada con estas infecciones se
debe a una combinacion de defensas debilitadas del huésped, resistencia
bacteriana a los antibidticos y la produccion de enzimas y toxinas

bacterianas extracelulares (Hancock et al., 1983).

b. Patogénesis

La neutropenia en pacientes con cancer y otras personas que
reciben farmacos inmunosupresores contribuye a la
infeccion. Pseudomonas  aeruginosa presenta  varios factores de
virulencia, pero su papel en la patogénesis no esté claro. Un alginato es
antifagocitico y la mayoria de las cepas aisladas producen toxina A, una
exotoxina similar a la toxina diftérica. Todas las cepas tienen endotoxina,
que es un factor de virulencia importante en la bacteriemia y el shock

séptico (Slabbinck, 2009).

C. Epidemiologia

Las especies de Pseudomonas normalmente habitan en el suelo, el
aguay la vegetacion y pueden aislarse de la piel, la garganta y las heces de
personas sanas. A menudo colonizan los alimentos, los fregaderos, los
grifos, los trapeadores y los equipos respiratorios de los hospitales. La
transmision se produce de paciente a paciente por contacto con fomites o
por ingestion de agua y alimentos contaminados (Coburn & Michael,

1991).
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d. Diagnostico

Pseudomonas puede cultivarse en la mayoria de los medios de uso
general e identificarse con medios bioquimicos (Cross et al., 1980). El
diagnostico de P. aeruginosa depende de su aislamiento e identificacion
de laboratorio. Crece bien en la mayoria de los medios de laboratorio y
comunmente se aisla en placas de agar sangre o en agar azul de eosina-
metiltionina. Se identifica por su morfologia Gram, su incapacidad para
fermentar la lactosa, una reaccion oxidasa positiva, su olor afrutado y su
capacidad para crecer a 4,2 °C. La fluorescencia bajo radiacion ultravioleta
ayuda a la identificacion temprana de colonias de P. aeruginosa y también
es util para sugerir su presencia en heridas. Otras pseudomonas se

identifican mediante pruebas de laboratorio especificas (Poole, 1994).

e. Resistencia al Arsénico

La conformacion genética de la resistencia a As en Pseudomonas
se muestra en la Figura 6. Pseudomonas puede oxidar el metaloide arsenito
As (111) a arseniato As (V) siendo el arseniato un compuesto menos toxico
esto mediante la accion de las oxidasas AsllII (genes que codifican aioBA).
También contiene los genes de arseniato reductasa arsC y arsH, asi como
el complejo de eflujo de arsenito arsAB, que permite reducir el arseniato a
arsenito y bombearlo fuera de la célula, respectivamente. EI complejo de
bomba de eflujo de mdaltiples farmacos AcrAB también se encontré en
Pseudomonas, que jugaria un papel importante en la desintoxicacion

bacteriana de metales (Figura 6) (Yu et al., 2003).
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Figura 6. Organizacion genetica de los genes de resistencia (A) al arsénico en

Pseudomonas (Zheng et al., 2018).

Saez et al.,, (2019) mencionan que los genes que presenta
Pseudomonas aeruginosa son arsR y arsB, también tienen presente los
genes de arseniato reductasa arsC y arsH, asi como el complejo de eflujo
de arsenito arsAB, que permite reducir el arseniato a arsenito y bombearlo
fuera de la célula, respectivamente. EI complejo de bomba de eflujo de
multiples farmacos AcrAB también se encontrd6 en Pseudomonas
aeruginosa, que jugaria un papel importante en la desintoxicacion
bacteriana de metales. Ademas del arsénico inorganico, P. putida alberga
un gen NfnB que codifica una nitrorreductasa, que confiere resistencia a

la roxarsona organoarsénica (Paez, 2009).

Pseudomonas fluorescens MSP3 aislada del agua de mar es
resistente al arseniato. Esta bacteria no alberga plasmidos, lo que indica
que la resistencia al arsénico esta codificada cromosémicamente. EI ADN
cromosémico de P. fluorescens MSP3 cuando se le afiadié un gen de
resistencia le confirid a la bacteria una mayor resistencia al arseniato de
sodio y al arsenito de sodio siendo el gen arsC (Prithivirajsingh et al.,

2001).

En la Figura 7 se muestra un modelo del mecanismo de

desintoxicacion de arsénico en Pseudomonas.
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- Oxidacion del arsenito: La desintoxicacion y generacion de energia,
ocurre por el cambio de respiracion de parte de la bacteria haciendo que
el oxigeno que no se utiliza pase a formar una molécula de H-O, gracias
a ese cambio de respiracion se activa la proteina Aio haciendo que el
arsenito As(OH)s que este en contacto con la pared celular de la bacteria
se transforme a arseniato (AsO47%). También el cambio de respiracion
hace que la bacteria produzca electrones es decir produzca energia

(Figura 7A).

- Reduccion de arseniato: generacion de energia: En esta seccion la
bacteria realiza un proceso en donde estd presente la respiracion, al
haber un consumo de oxigeno y produccion de CO2 esa molécula
brindara dos electrones los cuales serviran para que se dé la activacion
de la proteina Arr que se encuentra en el periplasmay asi esta proteina

pueda transformar arseniato (AsO473) a arsenito As(OH)s (Figura 7B).

- Mecanismo de resistencia al arsénico: el arseniato (AsO473) es
absorbido por los transportadores de fosfato (Pit y Pst), y el arsenito
(As(OH)s) es absorbido por el facilitador de glicerol (GlpF). El arsenito
se une al represor ArsR, induciendo la expresion del operon
arsRDABC, lo que da como resultado la reduccién del arsenito y la

extrusion de arsenito de las células (Figura 7C).
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Figura 7. Mecanismo de desintoxicacion de arsénico en bacterias como Pseudomonas.

Nota: A. Oxidacién de arsenito: desintoxicacidn y generacion de energia; B. Reduccion
de arseniato: generacion de energia; C. Mecanismo de resistencia al arsénico: el
arseniato (AsOa) ) es absorbido por los transportadores de fosfato (Pit y Pst), y el arsenito
(As(OH)z3) es absorbido por el facilitador de glicerol (GlpF). El arsenito se une al represor
ArsR, induciendo la expresion del operdn arsRDABC, lo que da como resultado la

reduccion del arsenito y la extrusion de arsenito de las células (Rodriguez et al., 2022).

2.2.8.2. Bacillus

a. Estructura y clasificacion

La familia Bacillaceae se caracteriza por bacterias con forma de
baston que forman endosporas, tiene dos subdivisiones principales: las
bacterias anaerdbicas formadoras de esporas del género Clostridium, y las
bacterias aerdbicas o anaerdbicas facultativas formadoras de esporas del
género Bacillus frecuentemente conocidas como bacterias portadoras de
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esporas (ASB) (Villarreal et al., 2018). Las células bacterianas de los
cultivos de Bacillus son Gram positivas cuando son jovenes, pero en
algunas especies se vuelven Gram negativas a medida que envejecen

(Badia et al., 2011).

Las especies de Bacillus se utilizan en muchos procesos medicos,
farmacéuticos, agricolas e industriales que aprovechan su amplia gama de
caracteristicas fisioldgicas y su capacidad para producir una gran cantidad
de enzimas, antibidticos y otros metabolitos. La bacitracinay la polimixina
son dos antibidticos bien conocidos obtenidos de especies de
Bacillus (Orberé et al., 2005). Varias especies se utilizan como estandares
en ensayos médicos y farmacéuticos. Las numerosas especies del género
exhiben una amplia gama de habilidades fisiol6gicas que les permiten vivir
en todos los entornos naturales. S6lo se forma una endospora por
célula. Las esporas son resistentes al calor, el frio, la radiacion, la

desecacion y los desinfectantes (Castafieda & Consuelo, 2016).

Debido a que las esporas de muchas especies de Bacillus son
resistentes al calor, la radiacion, los desinfectantes y la desecacion, son
dificiles de eliminar de los materiales médicos y farmacéuticos y son una
causa frecuente de contaminacion. Las especies de Bacillus son bien
conocidas en las industrias alimentarias como organismos problematicos

de descomposicion (Corrales et al., 2014).
b. Patogénesis

En el género Bacillus se conocen y se siguen estudiando especies
patdgenas como B. anthracis que presenta una capsula y tres toxinas muy
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agresivas, ambas codificadas en plasmidos. Bacillus cereus produce
numerosas enzimas y agresores. Los principales factores de virulencia son
una enterotoxina necrotizante y una potente hemolisina (cereolisina). La
intoxicacion por alimentos eméticos probablemente se debe a la liberacion
de factores eméticos de alimentos especificos por parte de enzimas

bacterianas (Tejera et al., 2011).

C. Defensas del anfitrion

Se desconocen las razones de las marcadas diferencias en la
susceptibilidad al antrax entre diferentes especies animales. Las acciones
protectoras de la vacuna animal de esporas vivas o de las vacunas quimicas
humanas se basan en la induccion de inmunidad humoral y mediada por
células al componente antigénico protector de la toxina del antrax

(Castafieda & Consuelo, 2016).

d. Epidemiologia

Las personas en riesgo de contraer antrax incluyen aquellas que
estan en contacto con animales o productos animales infectados. Los
episodios de intoxicacion alimentaria por B.  cereus ocurren
esporadicamente en todo el mundo y resultan de la ingestion de alimentos
contaminados en los que la bacteria se ha multiplicado a niveles altos en
condiciones de almacenamiento inadecuado después de la coccion (Orberd

et al., 2005).
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e. Importancia farmacéutica, agricola e industrial

Muchas de las propiedades fisiologicas y metabolitos
especializados de las especies de Bacillus se utilizan en las industrias
farmacéutica, agricola y alimentaria. Por otro lado, la resistencia de las
esporas a la esterilizacion y desinfeccion las convierte en contaminantes
problematicos en alimentos, suministros médicos, procedimientos

quirdrgicos, etc (Badia et al., 2011).

f. Resistencia al arsénico

La resistencia que esta especie presenta es gracias a los genes de
resistencia que presentan tal como es gen arsC y arsB una vez dentro de la
célula, el arseniato es reducido a arsenito por arsenatos reductasas (arsC)
y es expulsado por bombas de expulsién de arsenito (arsB). Se ha
observado que el arsenito puede estimular la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales dafian proteinas, lipidos y al DNA
(Prieto et al., 2018). Bacillus subtilis puede sufrir procesos de metilacion
con diversos metales tales como arsénico, aluminio y otros. Aun asi, las
células bacterianas siguen sobreviviendo hasta en un 30% de toda su
poblacion inicial esta resistencia se deberia a la activacion de genes de

resistencia como arsB y arsR (Yang et al., 2012).

2.2.8.1. Enterobacter

a. Estructura y clasificacion

Las bacterias del género Enterobacter son bacilos Gram negativos

pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, ampliamente distribuidas
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en la naturaleza. Se les puede encontrar en el suelo, agua y como parte de
la microbiota de animales, insectos y tracto gastrointestinal humano (Jha
et al., 2011). Incluye 21 especies, al género Enterobacter se le considera
como enterobacteria capaz de fermentar rapidamente la lactosa con
produccion de &cido y gas, asi como de degradar la glucosa con produccion
de acetoina; utiliza el citrato como fuente de energia, lo que la diferencia

claramente de Escherichia (Martins et al., 2010).

Es una cepa mdvil que no sintetiza ADNasa, pero es capaz de
producir orinitindescarboxilasa. Las bacterias del género Enterobacter por
lo comun fermentan lactosa con rapidez y producen colonias similares a
las de Klebsiella, aunque no tienen el aspecto mucoide (Lavigne et al.,
2012). Una caracteristica diferencial es su motilidad por flagelos
peritricos, que por lo comln estan presentes en bacterias del género
Enterobacter, pero que se encuentran ausentes de manera uniforme en

bacterias del género Klebsiella (Davin & Pages, 2015).

b. Patogénesis

El género Enterobacter, por lo comdn es menos virulento que
Klebsiella, y la bacteria prototipo del grupo es Enterobacter aerogenes,
comun en suelo y aguas, y en alguna ocasion localizada en el tracto
intestinal. Como caracteristica tipica, algunas cepas de este género estan
capacitadas para efectuar la fijacion de nitrogeno en condiciones
anaeradbicas, propiedad que las distingue de las demas cepas entéricas, sin
embargo, Enterobacter cloacae puede producir enfermedades

gastrointestinales (Mezzatesta et al., 2012).
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Ademas de la ampicilina, son resistentes a cefalosporinas de
primera generacion, pero pueden ser susceptibles a generaciones mas
avanzadas de cefalosporinas; no obstante, con frecuencia relativa ocurre la
produccion de mutantes que elaboran betalactamasas y confieren
resistencia a muchas cefalosporinas (Davin & Pages, 2015). La mayor
parte de las cepas poseen una 3 lactamasa cromosémica denominada ampC
que las vuelven intrinsecamente resistentes a la ampicilina y a las
cefalosporinas de primera y segunda generaciones. Las mutantes suelen
producir en exceso [ lactamasa que confiere resistencia a las

cefalosporinas de tercera generacion (Jha et al., 2011).

C. Mecanismos de resistencia a arsénico

Bhati et al., (2022) identificaron cepas de Enterobacter
cloacae mediante el analisis de la secuencia del gen 16S rRNA siendo
capaces de tolerar altas concentraciones de As de hasta 6000 mg/L.
Diversos analisis mostraron que Enterobacter presentaba genes de
resistencia al arsénico como arsABC haciendo que puede realizar la
transformacion de Arsenito a Arseniato (Das et al., 2014). Siendo una gran
opcion en procesos de biorremediacion o bioadsorcién por parte de
Enterobacter sp. tal como explica Dash et al., (2021) quienes mencionan

una absorcion del 32.22% de arsénico de muestras de suelos.
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. AMBITO DE ESTUDIO

El muestreo de los nucleos de sedimentos se realizo en el embalse Pasto Grande
del distrito de Carumas, Provincia de Mariscal Nieto en el departamento de Moquegua a
una altitud de 4515 metros. Donde se extrajeron 7 nucleos de sedimentos (Figura 8) que
fueron transportados envueltos con ice packs al laboratorio de biologia molecular y
biotecnologia de la Universidad Nacional de Moquegua Sede llo que se encuentra en el
distrito de Pacocha, Provincia de Ilo en el departamento de llo (19 K, 251573.12 m E,
8052355.82 m S). Los puntos se eligieron en la interseccion de los efluentes con el

embalse. Las ubicaciones se muestran en la Figura 8.
Las coordenadas geograficas en el sistema UTM se muestran en seguida:

E1l: Rio Antajarane (19K; 371796.78 m E; 8151892.97 m S)
E2: Rio Millojawira (19K; 371589.02 m E; 8153552.76 m S)
E3: Rio Tocco (19 K; 376129.00 m E; 8144336.00 m S)

E4: Embalse (19 K; 371202.00 m E; 8144323.00 m S)

E5: Rio Tocco (19 K; 375486.00 m E; 8145563.00 m S)

E6: Rio Patara (19 K 374185.00 m E; 8147447.00 m S

E7: Rio Millojawira (19 K 371742.00 m E; 8153788.00 m S
K: Zonay banda.

mE: Metros al este.

mS: Metros al sur
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Figura 8. Puntos de muestreo de los nlcleos de sedimentos en el embalse Pasto Grande.

3.2. DISENO Y TIPO DE ESTUDIO

El disefio de esta investigacion fue de tipo experimental, ya que en este estudio se
manipul6 intencionalmente la variable independiente que fueron las concentraciones de
As de 1200mg/L a 10000 mg/L (considerados como tratamientos) para observar el efecto
que tenian en la variable dependiente que fueron bacterias Pseudomonas, Bacillus y
Enterobacter, para asi analizar como influyen los tratamientos en las bacterias

observando si hay resistencia o no (Hernandez et al., 2014).

El tipo de estudio fue explicativo, ya que se buscé dar respuesta a las causas del
efecto que producen las concentraciones de As en las bacterias Pseudomonas, Bacillus y
Enterobacter. Al someter a las bacterias a diferentes concentraciones de arsénico hace
que las bacterias expresen las proteinas que codifican sus genes que hacen posible la

subsistencia de las bacterias frente al arsénico (Hernandez et al., 2014).
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3.3. POBLACIONY MUESTRA

La poblacién comprendié todos los aislados de Pseudomonas, Bacillus y
Enterobacter de todos los puntos de muestreo. De los 7 puntos de muestreo se analizaron
68 niveles de sedimentos. De los 68 niveles de sedimentos se identificaron 20 cepas
bacterianas distribuidas de la siguiente manera: 4 cepas de Pseudomonas putida, 4 cepas
de Pseudomonas aeruginosa, 4 cepas de Bacillus subtilis, 5 cepas de Bacillus megaterium
y 3 cepas de Enterobacter sp. Las bacterias aisladas correspondian a diferentes puntos de

muestreo gue eran los rios Millojahuira, Antajarane, Patara, Tocco y Embalse (Figura 9).

La muestra comprendié 20 cepas bacterianas de las especies Pseudomonas
putida, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis y Enterobacter
sp. (Figura 9). Es decir que se consideré a todos los aislados entre los géneros
Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter como muestras para los procedimientos de
evaluacion de la resistencia a As. Sin embargo, a las cepas que mostraron mayor
resistencia se les realizo el analisis de presencia o ausencia de genes de resistencia a

arsénico.
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(Pseudomonas putida (MS7-1)
Pseudomonas putida (ES2-2)
Pseudomonas putida (AcMS7)
Pseudomonas |Pseudomonas putida (AS2-3)

(Pseudomonas aeruginosa (TS2-4)
Pseudomonas aeruginosa (PS8-3)
Pseudomonas aeruginosa (ES1-2 Ib)
(Pseudomonas aeruginosa (AS1-4)

Bacillus subtilis (AS5-1)
Bacillus subtilis (PS2-1)

Bacillus Bacillus subtilis (TS1-2)
\Bacillus subtilis (MS6-3)

("Bacillus megaterium (MS1-2)
Bacillus megaterium (AcMS1)
Bacillus megaterium (PS3-2)
Bacillus megaterium (MS5-1)
\_ Bacillus megaterium (TS4-3

Enterobacter ‘ Enterobacter sp. (AS1-1)
Enterobacter sp. (PS6-4)

Enterobacter (TS13-2)

Figura 9. Formato empleado para la descripcion de la muestra y poblacion utilizada en

esta investigacion.

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Evaluacion de la resistencia a arsénico a concentracion de 1200 a
10000 mg/L en bacterias Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter

aisladas de sedimentos del embalse Pasto Grande.
3.4.1.1. Toma de muestra de los nucleos de sedimentos

La toma de muestras de los ndcleos de sedimentos se realizé con
un diseno propio de unos “saca testigo” (Figura 10A) que consistio en
utilizar una estructura de tubo metélico de 2.5 pulgadas de diametro. Se

usaron tres tubos con longitud de 150 cmy 4 tubos de 250 cm de longitud.
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Todos los tubos tuvieron un espesor de 3 mm. Estos “saca testigos” se
desinfectaron con lejia y acido bérico. Los tubos fueron introducidos en
los sedimentos, con la ayuda de un blogue de cemento (Figura 10B), se
golped por la parte superior del tubo para que este ingresara lo maximo

posible (Figura 10 C).

Una vez que ya no ingresaba mas se extrajeron estos tubos
taponeando la parte superior y asi creara un sistema de vacio, una vez que
sali6 todo el “saca testigo” se taponeo la parte inferior para que no se
saliera las muestras de sedimentos (Figura 10D) (Sun et al., 2015). Luego
se transportaron al laboratorio de Biologia molecular y biotecnologia de la
UNAM. Ya en la universidad se realizaron los cortes de los ndcleos de
sedimentos tanto transversales y horizontales (Figura 10E). Los pedazos
de los nlcleos de sedimentos se envolvieron con film y se conservaron las

muestras a -20°C hasta su procesamiento (Figura 10E).

Disefio propio

ANe e
T

Figura 10. Toma de muestra de los ndcleos de sedimentos. A disefio propio de saca
testigo. B adentramiento del nucleo golpeando con un blogque sélido. C nucleo de
sedimento introducido al maximo para extraccion. D Procesamiento de conservacion in

situ. E Cortes de los ndcleos para conservar a -20 °C y procesamiento en el laboratorio.
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3.4.1.2. Diferenciacion de niveles de sedimentos y medicion de pH.

La diferenciacion de niveles de sedimentos se realizé6 comparando
las muestras obtenidas con los resultados mostrados por Velazquez &
Gardufio, (2018) asi mismo se observd la textura, el color, la consistencia

y el olor de estas muestras.

a. Diferenciacion de los clastos

Una vez cortados y separados en dos los nucleos de sedimentos se
realiz6 la diferenciacién observacional de los sedimentos por el color y
tamafio de los clastos (Figura 11A), sin embargo, para mayor seguridad se
extrajo 1 gr de sedimento y se hizo secar por 24 horas para la medicion de
los clastos en el estereoscopio, midiendo con la aplicacion AxioVision 4.8
Zeiss. El tamafio de los clastos se clasifico segun la escala de Udden
Wentworth (Santos et al., 2013). Como se aprecia en la Figura 11 muestra
la diferenciacion de los niveles de sedimentos, la toma de muestra de los
nacleos para observar en el estereoscopio y la medicion de los clastos en

el estereoscopio.
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A S2 S3 S45586 579

Figura 11. Procedimiento de diferenciacion de sedimentos de acuerdo al tamafio del

clasto. A Observacion de los nucleos de sedimentos, B toma de muestra para el analisis

de pH de los sedimentos y granulometria. C procedimiento empleado para la medicion
de los clastos.

b. Medicion de pH de los sedimentos

Se extrajeron 10 gramos de cada nivel de sedimento diferenciado y
se agregaron 40 ml de agua destilada autoclavada; luego se agit6 usando
un vortex durante 5 minutos, después se dejdé en reposo durante 15
minutos, luego se realizd la medicion de pH en el equipo Hanna Edge

(Figura 12) (Grumelli et al., 2016).
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Figura 12. Procedimiento de medicion de pH de los niveles de sedimentos. A, sub
muestreo de los niveles de sedimento; B, agregacion de agua destilada autoclavada; C,
homogenizacion de sedimento con agua utilizando Vortex; D, medicién del pH en el

equipo Hanna Edge.

3.4.1.3. Aislamiento y caracterizacion de cepas bacterianas.

A. Inoculacién de muestras de sedimentos en diferentes medios

de cultivo

. Método: Técnica de placa de extension y diluciones seriadas o en
serie; se aplicé esta técnica con el objetivo de reducir progresivamente la
concentracion del cultivo, se utilizo esta metodologia para aislar la mayor
diversidad de bacterias de acuerdo a su morfologia en placa (Bedoya et

al., 2019).

ii. Fundamento: Implica la dilucion gradual de una solucién
concentrada para lograr concentraciones mas bajas, lo que permite a los

investigadores medir y analizar muestras con precision (Lu et al., 2006).

iii. Procedimiento: Se peso 1 gr de cada nivel de sedimento, los cuales

se inocularon en tres medios de enriquecimiento como: Luria Bertani
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Broth (LB), Caldo nutritivo (CN) y Zobell Marino Broth (ZM) en donde
se incubaron a 30 °C por 24 horas, se opté trabajar a temperatura (T) de 30
°C siendo las mas idonea para esta investigacion ya que se hicieron

experimentaciones previas.

Luego se realizaron diluciones seriadas hasta 10® donde se
incubaron a 30 °C observando crecimiento bacteriano de 24 a 48 horas.
Para las diluciones se realizd el siguiente procedimiento. Al caldo ya
inoculado se considerd6 como muestra madre, de la muestra madre se
extrajo 100 ul de caldo que se pasaron a un tubo de eppendor de 2 ml que
contenia 900 ul de agua destilada autoclavada hasta llegar a la dilucion 10
6 Luego de cada dilucion se pipeteo 100 ul y se agreg6 a una placa con
agar Luria Bertani y Nutritivo en el centro para esparcir con un aza de
Drigalsky por toda la placa siendo esta la técnica de siembra masiva

(homogénea en toda la placa Petri) (Niane et al., 2019) (Figura 13).
B. Diferenciacion de cepas bacterianas con técnicas macroscépicas

i. Meétodo: Aislamiento de cultivo puro por técnica de estria cruzada en

placa y subcultivos.

ii. Fundamento: Los cultivos puros estan formados por un solo tipo de
microorganismo; y son indispensables para conocer las caracteristicas
morfoldgicas, propiedades de tincion, actividad bioquimica,
patogenicidad, sensibilidad e identificacion de las especies

microbianas (Aquiahuatl et al., 2012).

ili. Procedimiento: Usando un contador de colonias se diferenciaron las

colonias en donde se eligieron las colonias diferentes y se repicaron
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en segmentos de una placa Petri estos se incubaron a 30°C/24h. Luego
se diferenciaron los subcultivos y se repicaron en una placa entera
usando un aza de Kolle por agotamiento en estrias (Gillard et al.,

2019).

Para los sedimentos que fueron muy acidos se modificaron los
medios de cultivo usando acido clorhidrico disminuyendo el pH de los
medios de 4 a 5.5 (Kafilzadeh & Saberifard, 2016). EI medio que
tolero el cambio de pH fue el Agar Zobell Marino usando este medio
solo para muestras muy acidas. Ademas, los niveles de sedimentos
que se encontraban a profundidades mayores de 100 cm se incubaron
en una cdmara anaerdbica elaborada en el laboratorio (Guan et al.,

2020).

Una vez obtenido los cultivos puros se caracterizaron
macroscopicamente las colonias como el tamafio, forma, borde,
transparencia, brillo, color, textura, elevacion y consistencia, este
procedimiento se realiz6 con la ayuda de un vernier y el contador de
colonias. Asi mismo se realizé como estudio microscépico la prueba

de la catalasa y tincion Gram (Figura 13).

C. Diferenciacion de cepas bacterianas mediante técnicas

microscopicas

i. Meétodo: Tincion Gram

ii. Fundamento: Esta tincion separa las bacterias en dos grandes grupos,
las Gram positivas que retienen el primer colorante usado (cristal

violeta) y las Gram negativas que se tifien con el segundo colorante
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(safranina). Estas diferencias estan basadas en la estructura y
composicion guimica de la pared celular. Las Gram positivas tienen
una pared gruesa de péptidoglicano y, ademas, muchas de estas
especies presentan acidos teicoicos en la pared. Las Gram negativas
contienen menos péptidoglicano y su capa es mucho més delgada,
pero estd rodeada de una bicapa mas externa de lipidos, llamada

membrana externa (Olivas, 2012).

iii. Procedimiento: Para realizar la tincion Gram, se tomd un pequefio
indculo del cultivo puro con la ayuda de un asa de siembra para
extenderlo en una ldmina portaobjeto y se fijo con la flama de un
mechero. Después, se vertio sobre el frotis cristal violeta dejandolo
actuar por 1 minuto. Transcurrido el tiempo, se lavo con abundante
agua destilada, teniendo mucho cuidado. Luego, se cubrid el frotis con
lugol, y se dejo actuar por 1 minuto. Transcurrido el tiempo, se lavd

con abundante agua destilada, teniendo mucho cuidado.

Seguidamente, se cubrié con solucién decolorante (alcohol-
acetona), por 30 segundos. Transcurrido el tiempo, se lavé con
abundante agua destilada, teniendo mucho cuidado. Por dltimo, se
cubrid con colorante de contraste (safranina), y se dejé actuar por 1
minuto. Transcurrido el tiempo, se lavo con agua de la llave y teniendo
mucho cuidado se escurrio con un papel secante por la parte inferior
de la lamina portaobjeto. La preparacion tefiida se seco al aire, dejando
la lamina en posicién inclinada. Finalmente, las laminas tefiidas se

observaron al microscopio éptico compuesto de marca Zeiss con el
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objetivo de 100X, afiadiendo una pequefia gota de aceite de inmersion.

Luego estas cepas ya diferenciadas se criopreservaron.

D. Preservacion de las cepas aisladas

i. Meétodo: Criopreservacion

ii. Fundamento: La técnica de criopreservacion consiste en congelar
células o tejidos a temperaturas generalmente entre -80 °C (ultra-
congelacion) y -190 °C (nitrégeno liquido), reduciendo el
metabolismo celular hasta el punto de préacticamente anularlo con el
fin de conservar cepas bacterias durante largos periodos de tiempo

(Ocares & Castro, 2011).

iii.  Procedimiento: Con un asa en punta de los cultivos puros se sacé una
colonia separada la cual se inoculd en caldo LB y se incub6 a
30°C/24H. Luego se prepard glicerina al 40%, esta preparacion se
autoclavo asi mismo las puntas para las pipetas y tubos de eppendor
de 1.5 ml. En una camara de flujo laminar se agregaron 300 ul de
glicerol al 40% con 200 ul de caldo inoculado. Por cada colonia
aislada se realizaron 4 repeticiones, las cuales se colocaron en cajas
espécialas y se colocaron al ultracongelador a -80°C. Todos los
procedimientos microbiolégicos mencionados se realizaron en una

camara de flujo laminar (Figura 13).
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A| Toma de muestra

* Tinciéon Gram
« Catalasa

Figura 13. Flujograma de los procedimientos para el aislamiento de bacterias en
sedimentos del embalse Pasto Grande. A toma de muestra para su inoculacién medios de
cultivo; B diluciones seriadas; C subcultivos; D caracterizacion macroscopica de las

colonias; E criopreservacion.

E. Uso de pruebas bioquimicas para identificar a bacterias

Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

i. Método: Basado en pruebas bioquimicas.

ii. Fundamento: Las pruebas bioguimicas son medios de cultivo
adicionados de indicadores de pH para detectar la produccion de acido
o alcalinidad, con inhibidores selectivos como bilis, cianuro o con
colorantes, sulfuros, etc., que facilitan la determinacion de diferentes
actividades metabdlicas. Las actividades que se evalian con mayor
frecuencia son: capacidad para fermentar carbohidratos (glucosa,
lactosa, sacarosa), para catabolizar aminoacidos y urea, la produccion
de enzimas hidroliticas especificas de tipo endo 0 exo como oxidasas,

reductasas, amilasas, lipasas, etc.
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ili. Procedimiento: Para las pruebas bioquimicas se utilizaron los
siguientes medios de cultivo diferenciales: Agar Triple Azlcar y
Hierro, Agar Lisinay Hierro, Agar Citrato de Simmons, Caldo Urea,
Medio MIO y Medio VP-RM. En tubos de ensayo con tapa rosca, se
prepard los medios diferenciales tal como indica la marca y el envase

siguiendo su protocolo de preparacion (Quispe, 2017).

a)  Agar Triple Azucar y Hierro (TSI)

La siembra se realiz0 a partir de un cultivo puro, con la ayuda
de una aza bacterioldgica recta o en hilo se sembro por picadura en la
columna vertical y estria en la superficie inclinada. Llevandolo a
incubacion a 30°C de 18 a 24 horas. La lectura de resultados se hizo
de acuerdo a la tabla de reacciones bioquimicas de las Enterobacterias

(Mendoza, 2022).

b)  Agar Lisinay Hierro (LIA)

La siembra se realizé a partir de un cultivo puro, con la ayuda
de un asa bacterioldgica recta se sembrd picando en la columna
vertical y estria en la superficie inclinada. Llevandolo a incubacion a
30°C de 18 a 24 horas. La lectura de resultados se hizo de acuerdo a
la tabla de reacciones bioquimicas de las Enterobacterias (Mendoza,

2022).

c) Agar Citrato de Simmons

La siembra se realizo a partir de un cultivo puro, con la ayuda

de un asa bacterioldgica recta o en hilo se sembro en forma de estria
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Unica en la superficie inclinada. Llevandolo a incubacion a 30°C de 18
a 24 horas. En la lectura de resultados, se consider6 como prueba
positiva si el medio vira a un color azul oscuro, y se consideré negativa

cuando el medio conserva su color verde original (Quispe, 2017).

d) Caldo Urea

La siembra se realizo a partir de un cultivo puro, con la ayuda
de un asa bacterioldgica recta o en hilo se sembro en forma de estria
Unica en la superficie inclinada. Llevandolo a incubacién a 30°C de 18
a 24 horas. En la lectura de resultados, se consideré como prueba
positiva si el medio vira a un color rosado oscuro, y se considerd
negativa cuando el medio conserva su color amarillo original (Quispe,

2017).

e) Medio MIO

La siembra se realizo a partir de un cultivo puro, con la ayuda
de un asa bacterioldgica recta o en hilo se sembré por picadura en
forma vertical. Llevandolo a incubacion a 30°C de 18 a 24 horas. Los
microorganismos fermentadores de glucosa acidifican el medio de
cultivo y producen viraje del color purpura al amarillo. Las
condiciones de acidez son favorables para la actividad enzimatica
ornitina decarboxilasa, que actGa sobre la ornitina generando
putrescina, con la consecuente alcalinizacion del medio de cultivo y
viraje al color pdrpura. La presencia de Indol da lugar a una coloracion

rojo-parpura al afiadir el reactivo de Kovacs (Orberé et al., 2005).

70

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

f) Caldo VP-RM

La siembra se realizo a partir de un cultivo puro, con la ayuda
de un asa bacterioldgica recta o en hilo se sembré por picadura en
forma vertical. Llevandolo a incubacion a 30°C de 18 a 24 horas. Esta
diferencia en el metabolismo bacteriano, podria ser reconocida por la
adicion de un indicador como rojo de metilo, para revelar la presencia
de productos acidos, y por la adicion de alfa naftol e hidroxido de
potasio para evidenciar la presencia de productos finales neutros.
Voges y Proskauer, describieron una coloracion rojiza que aparecia
después de adicionar hidroxido de potasio a los cultivos de ciertos
microorganismos en medio con glucosa. Esta coloracién se debe a la
oxidacion del acetilmetil carbinol a diacetilo el cual reacciona con la

peptona del medio para dar un color rojo (Bazzi et al., 2020).

3.4.1.4. Evaluacion de la resistencia de Pseudomonas, Bacillus y

Enterobacter a concentraciones de arsénico

I. Metodo: Concentracion minima inhibitoria (CMI)

ii. Fundamento: Las concentraciones minimas inhibidoras se definen
como la concentracion mas baja de un antimicrobiano (que puede
ser un antibidtico o concentraciones de sustancias como metales
pesados, extractos etandlicos o aceites esenciales) que inhibira el
crecimiento visible de un microorganismo después de una
incubacion durante la noche (Andrews, 2001). Para la

determinacion de la concentracién minima inhibitoria se utilizaron
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cepas bacterianas de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter para
observar la tolerancia a arsénico.

iii. Procedimiento:
a. Preparacion de las concentraciones de arsénico.

Para realizar las concentraciones de As se utilizod arseniato de sodio
heptahidratado dibasico (Na2HAsO4*7H0). Se utilizaron las formulas dados

por la UAP, (2011) y Castro, (2013):

Dilucion de soluciones concentradas:

ClXV1=C2XV2

Numero de equivalentes gramos de un compuesto:

Concentracion mas alta(%) x Volumen (L) x Peso molecular del compuesto

Peso atomico del metal

Peso (mg)=

Para la preparacion de concentraciones de arsenico se utilizd
Arseniato de sodio heptahidratado dibasico (NazHAsO4*7H20), las
concentraciones usadas fueron de: 1200, 2400, 3500, 4500, 5000, 7000,
10000 mg/L; la concentracién mas baja fue a partir de 1200mg/L debido a

gue se hicieron ensayos previos donde las bacterias fueron muy resistentes.

Se sumaron los volumenes de todas las ecuaciones usando la férmula
de dilucion de un compuesto el cual dio 118 ml. Lo que indica que se necesito
118 ml de la concentracion de 10000 mg/L para preparar las otras soluciones
mediante diluciones, sin embargo, se realizo la preparacion para 160 ml para
que no haya escases de la solucion. Luego se aplico la siguiente formula para

saber que cantidad de gramos se aplicarian a 160 ml:
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Concentracion mas alta(%) x Volumen (L) x Peso molecular del compuesto

Peso (mg)=

Peso atomico del metal

10000%x 0.16 x 312.01

Peso (mg)= — =6663.17 mg

(Para pesar en gr se dividio entre 1000) = 6.66 gr.

Es decir, para preparar la solucion madre de 10000 mg/L de
(Na2HAsO4*7H0), se utilizo 160 ml de agua destilada autoclavada con 6.66

gramos de Arseniato de sodio heptahidratado dibasico.

Para preparar las deméas concentraciones se realizé de la siguiente
forma: Para preparar la concentracion de 7000 mg/L se utiliz6 un frasco de
100 ml donde se agregd 35 ml de la solucién madre (10000 mg/L) y se le
agrego 15 ml de agua destilada autoclavada; asi sucesivamente se realizo

hasta llegar a la concentracion de 1200 mg/L (Tabla 2).

Tabla 2

Preparacion de las concentraciones de arsénico mediante diluciones.

Volumen Agua

Concentraciones Soluciéon madre de destilada Volumen Final
[As] [NazHAsO4*7H20] ml
autoclavada ml
10000 mg/ml 42 ml 0Omil 42 ml
7000 mg/ml 35 ml 15 ml 50 ml
5000 mg/ml 25 ml 25 ml 50 ml
4500 mg/ml 22.5 ml 27.5 ml 50 ml
3500 mg/ml 17.5ml 32.5ml 50 ml
2400 mg/ml 12 ml 38 ml 50 ml
1200 mg/ml 6 ml 44 ml 50 ml

Nota: As: arsénico, NazHAsO4*7H,0: Arseniato de sodio dibasico heptahidratado.

Fuente: Elaboracion propia
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b. Reactivacion de las cepas de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

Las cepas bacterianas criopreservadas se reactivaron sumergiendo un
asa de Kolle en los tubos de eppendor de 1.5ml y se realizaron estrias en
placas Petri con agar Nutritivo los cuales se incubaron a 30°C/24h. Luego se
realizo el control de estas placas donde todas salieron puras sin embargo para

mayor control de calidad se realizo tincién Gram.

c. Preparacion de medios de cultivo modificado con Arseniato de sodio

heptahidratado dibasico

Los medios de cultivo se prepararon de la siguiente forma: Primero se
esterilizaron placas y se prepar6 8 matraces con medio Luria Bertani
suplementado con las concentraciones de As que fueron de 1200 mg/L a
10000 mg/L, la cantidad total de agua fue 100 ml para cada concentracion (50
ml de agua destilada autoclavada con 50 ml de concentracion de As). Estas
soluciones se autoclavaron por 15 minutos a 121 °C. Luego se plaquearon y
se incubaron por 24 horas a 30 °C como control de calidad del medio

(Rodarte, 2017).

d. Aplicacion de las preparaciones mencionadas

Procedimiento: La concentracion minima inhibitoria se determind mediante

la metodologia de Agarwal et al., (2020).

Se tomd una pequefia cantidad de inoculo de los crecimientos
microbianos en crecimiento en la placa de agar y se afiadié a un tubo de
microcentrifuga que contenia 1 ml de agua estéril. Cada cepa se afiadié en un

tubo de microcentrifuga separado, de manera similar, y se mezclo
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adecuadamente mediante vortex para formar una suspension homogénea. A
la suspension bacteriana preparada se ajusto la densidad optica a 0.1 en un
espectrofotdmetro Genesys® 10S UV-VIS realizando diluciones hasta llegar

a la densidad correspondiente.

Luego se utiliz6 una placa de microtitulacion de 96 pocillos, donde se
afiadié 270 pL de agua esterilizada a cada pocillo, utilizando una pipeta
multicanal. De arriba abajo se colocaron las diferentes cepas. Luego se
transfirio 30 pL de suspension del primer pocillo luego al siguiente y se
repitio hasta llegar a una dilucién de 10~’. Esto produjo una relacion de
dilucion de 1:10. Después con ayuda de una pipeta multicanal se colocaron
2.5 pL de suspension en placas LB que se prepararan con diferentes
concentraciones de arsenico, que oscilaran entre 1200 y 10000 mg/L en placas
de 20 mm de didmetro. Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a
30°C y se realizaron controles de 12, 24 y 48 horas. Se observé el crecimiento
en la placa y se registro el valor de MIC para cada cepa y se tomaran

fotografias para el registro (Figura 14).
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Figura 14. Esquema del procedimiento realizado para la evaluacion de resistencia al As

de cepas de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

En la Figura 15 se puede observar un flujograma donde se muestra los
procedimientos empleados para el cumplimiento del primer objetivo, primero
se comenzd con la obtencion de los nicleos de sedimentos del Embalse Pasto
Grande, a los ndcleos se les realiz6 cortes para analizar los diferentes niveles
de sedimentos como su pH y granulometria, luego se realizaron diluciones
seriadas hasta 10 y subcultivos para el aislamientos de las bacterias, después
se analizaron macroscopica y microscopicas a las colonias para luego realizar
pruebas bioguimicas para asi identificar cepas de Pseudomonas, Bacillus y
Enterobacter. Luego se realizé la preparacion de las concentraciones de As
de 1200 mg/L 10000 mg/L. Finalmente se someti6 a las bacterias
identificadas a concentraciones de As para evaluar la resistencia de estas. Los

resultados se dieron en UFC/uL.
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Figura 15. Flujograma del proceso realizado en la evaluacion de resistencia de cepas de

Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter a concentraciones de As.

3.4.1.5. Variables

Variable dependiente: Resistencia bacteriana de Pseudomonas, Bacillus

y Enterobacter (determinada en UFC/uL).

Variable independiente: La concentracién de arsénico en el Embalse

Pasto Grande.
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3.4.2. Determinacion de la presencia de genes de resistencia a arsenico en
Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter de sedimentos del embalse

Pasto Grande.

3.4.2.1. Extraccion de ADN bacteriano y electroforesis

i. Método: EI ADN gendmico se extrajo de cada cultivo bacteriano
resistente a arsénico aplicando el método de Fenol-Cloroformo segun
Sambrook y Russell.

ii. Procedimiento: Primero se realizé la elaboracion de los pellets, donde
a cada cepa identificada y resistente se las inocul6 en caldo LB y se
incubd durante 24 a 48 horas a temperatura de 30 °C, luego se
centrifugd a 13000 rpm durante 3 minutos decantando el sobrenadante
y formando un sedimento bacteriano. Luego de tener un sedimento del
tamafio aproximado de un grano de arroz se procedi6 a lavar con agua
destilada autoclavada en un vortex después se decant0 y se volvié a

centrifugar para luego rotular y dejar en refrigeracion (Figura 16 A-B).

Se afadi6 1 ml de tampdn TE (Tris-HCI 100 mM, EDTA 10
mM, pH 8) y se homogenizé manualmente al pellet ya preparado; se
centrifugd a 13.000 rpm durante 2 min y se descarto el sobrenadante.
Se afiadi6 400 pL de tampon TE y se homogeniz6 manualmente.
Después se afiadié 200 pl de tampon de lisis TES (Tris-HCI 50 mM,

EDTA 100 mM, pH 8.0, SDS 10%) y homogeniz6 manualmente.

Se agregd 100 pL de solucion de lisozima (50 mg/mL de
lisozima, Tris-HCI 10 mM, pH 8) y homogeniz6 el tubo manualmente,
luego se incub6 en una incubadora con movimiento a 60 °C por 600
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rpm durante 15 min (incubadora de mesa - Thermomixer, Eppendorf).
Seguidamente se enfrié a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Luego se afiadio 120 uL de acetato de amonio 7.5 M (volumen total:
750 ul). Se incubd en hielo durante 15 minutos. Se agreg6 1 volumen
de fenol-cloroformo (300 uL — 500 uL= 800 uL) y homogenizd
manualmente hasta formar emulsién; se extrajo el sobrenadante (fase
acuosa/ADN) y se transfirio a otro tubo; se dejé reposar hasta formar
un sistema trifasico (si era necesario, se centrifugd a 9000 rpm durante
1 min) 2 veces (tubo transparente) cambiando tubos se repitio el paso,
hasta que no se observé interfase luego se agregd 1 volumen de
cloroformo y se extrajo el sobrenadante (fase acuosa/ADN) y se

transfirié a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

Después se afiadid solucion de NaCl (50 uL) hasta la
concentracion final de 0,2 M y se homogeniz6 a mano. Se afiadio de 0.6
a 1 volumen de isopropanol (500 uL) (Etanol al 100% enfriado -80).
Luego se centrifugdé a 14.000 rpm durante 20 min; se aspir6 todo el
sobrenadante y se desechd teniendo cuidado de no aspirar el sedimento
de ADN; se agregd 200 pL de etanol al 70%, teniendo cuidado de no
desagregar el sedimento de ADN; luego se centrifugd a 9000 rpm
durante 3 min; (10°C). Finalmente, se resuspendio el sedimento en 50

uL de TE.

La calidad del ADN extraido se analiz6 mediante la técnica de
electroforesis en gel de agarosa de 1% a 100 Voltios por 45 minutos,
luego se coloco el gel de agarosa en Bromuro de etidio por 10 minutos

y 15 minutos en agua destilada. Después el gel de agarosa se coloco en
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un fotodocumentador de la marca BioRad. También se determiné la
pureza y cantidad del ADN en un espectrofotometro a una absorbancia
de 260 y 280 nm empleando el equipo NanoDrop °NE¢ (Thermo

Scientific) (Soleimani et al., 2021) mostrados en la Figura 16.

Figura 16. Procedimiento de extraccién de ADN bacterianos. A-B, elaboracién de los
pellets; C, extraccion de la fase acuosa (ADN) resultado de la técnica con fenol

cloroformo; D, medicion y pureza del ADN en un NanoDrop °NEC| E, electroforesis.

3.4.2.2. Amplificacion y observacion de la presencia de genes de

resistencia a arsénico

Para observar la presencia de genes de resistencia se utilizé la
técnica de PCR donde se amplificaron genes utilizando primer’s o

cebadores especificos (Das et al., 2016).

i. Método: Reaccion en cadena de la polimerasa, se empled esta técnica

ya que permite obtener y observar la presencia de un gen de interés.
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a.

Procedimiento:

Resuspension de los cebadores

Los cebadores

o primer’s estaban liofilizados para Re

suspenderlos, se utilizd TE 1X colocando la cantidad que el proveedor

indicaba luego se agitd suavemente 10 veces. Finalmente se realizé un

“spin” en la centrifuga y se conservaron a -20 °C.

Se resuspendieron en total 5 pares de cebadores los cuales se

muestran en la siguiente Tabla (Figura 17).

Tabla 3

Cebadores utilizados para la amplificacién y presencia de genes de resistencia.

PRIMER SECUENCIA EXPRESION REFERENCIA
DEL GEN
ARRA-CVF1 CACAGCGCCATCTGCGCC  Para expresar el
GA gen arrA (gen (Mirza etal.,
ARRA-CVR1 CCGACGAACTCCYTGYTC  de resistencia al 2017)
CA arseniato)
ARSB-F1 AGGATAATCAACCCAACC Expresar gen
AAAGT arsB (en (Shen et al.,
ARSB-R1 CGTCCATGGAATTTACCT  Campylobacter 2013)
ATTTG jejuni)
BBARSB-F GCGGATCCAGGGTGACGA Expresar gen
GAAATATGGC arsR (gen de
BBARSC-R GCGGATCCGGGGTTTTCA  resistencia al
TCACTGG As) (Butcher et al.,
ARSHF GCGAATTCTGGTGGCTGC  Expresar gen 2000)
CGCTGGCTTG arsH(gen de
ARSHR GAAAGCTTGCGTACCCCC resistencia al
AACCTCATGCC As)
MARR-F GCCAGCCGAATTGTTGAT  Expresar gen
T MarR (gen
MARR-R AATGGTCTGATATAGCTC  regulador de
GTGTC ge?]es de (Yuetal, 2021)

resistencia al
As)

Nota: Primer o Cebador, Forward (F) o Adelante, Reverse (R) o atrés.
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Figura 17. Preparacion de los cebadores utilizados para la amplificacion y determinacion
de genes de resistencia a arsenico. A, procedimiento en la cdmara de flujo para PCR; B,

primer’s utilizados.

b. Reaccion en cadena de la polimerasa de los cebadores

Se prepar6 primero un “MIX” que contenia reactivos como
MasterMix, agua de grado molecular, los cebadores y el ADN la

preparacion fue la siguiente:

Para una muestra:

Master Mix: 6.25 uL
Primer F: 1 uL
Primer R: 1 uL

Agua MilliQ: 1.75uL

vV Vv VY V VY

ADN: 2 uL

Se utilizaron tubos de eppendor de 0.5 ml, primero se agreg6 el
MasterMix luego los primer’s después el Agua MilliQ y finalmente 2 ul
de ADN dando un volumen final de 12 ul. Se rotularon los tubos y se

colocaron al termociclador con las siguientes condiciones:
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Tabla 4

Condiciones de PCR para observar la presencia de genes de resistencia para As.

PRIMER

CICLOS

REFERENCIA

ARRA-CVF1

ARRA-CVR1

Desnaturalizacion Inicial: 94 °C por 5
minutos Desnaturalizacion: 94°C por
45 segundos. Hibridacién: 60°C por 45
segundos. Extension: 72 °C
por 1 minuto. POR 35 CICLOS
Extension final: 72 °C por 7 minuto

(Mirza etal., 2017)

ARSB-F1

ARSB-R1

Desnaturalizacion: 50°C por 10
minutos. Hibridacion: 60 °C por
5 minutos. Extension: 95°C por
5 minutos. 40 CICLOS:
Extension final: 95 °C por 10
segundos

(Shen et al., 2013)

BBARSB-F

BBARSC-R

PCR: Desnaturalizacion
Inicial: 60 segundos por 94°C.
DESNATURALIZACION: 94°C
por 30 segundos. HIBRIDACION:
57°C por 30 segundos

EXTENCION: 72°C
por 90 segundos. POR 25 CICLOS
Extension final: 72°C por 120
segundos.

ARSHF

ARSHR

PCR: Desnaturalizacion
Inicial: 60 segundos por 94°C.
DESNATURALIZACION: 94°C
por 30 segundos. HIBRIDACION:
63°C por 30 segundos

EXTENCION: 72°C
por 90 segundos. POR 25 CICLOS
Extension final: 72°C por 120
segundos.

(Butcher et al., 2000)

MARR-F

MARR-R

PCR: Desnaturalizacion
Inicial: 60 segundos por 94°C.
DESNATURALIZACION: 94°C
por 30 segundos. HIBRIDACION:
57°C por 30 segundos

EXTENCION: 72°C
por 90 segundos. POR 25 CICLOS
Extension final: 72°C por 120
segundos.

(Yuetal., 2021)

Nota: Primer o Cebador, Forward (F) o Adelante, Reverse (R) o atras.
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Luego de dar las condiciones de PCR se cuantificé la cantidad de
ADN en un NanoDropONEC vy finalmente se realizé una electroforesis
para observar si efectivamente habia la presencia de estos genes. Se
utilizaron las siguientes condiciones un gel de agarosa al 1% y a la cubeta
se la programo la corrida durante una hora a 100 Voltios por 45 minutos,
luego se colocd 10 minutos en bromuro de etidio y 15 minutos en agua.
Finalmente se colocé el gel al fotodocumentador para observar las bandas.
Cabe mencionar que todos los procedimientos se realizaron con un control
(Butcher et al., 2000; Mirza et al., 2017; Shen et al., 2013; Yu et al., 2021)

(Figura 18).

Figura 18. Procedimiento para observar la presencia de genes de resistencia a arsénico.
A, elaboracion de los “MIX”; B, Realizacion de la PCR en el termociclador; C,
preparacion del resultado de la PCR con el colorante Orange Blue; D, aplicacion de la
solucién en los pocillos del gel de agarosa al 1%; E, Corrida de la electroforesis; F,

observacion en el fotodocumentador BIORAD.
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3.4.2.3. Variables

Variable dependiente: Presencia de genes de resistencia a metales.

Variable independiente: Resistencia a As en Pseudomonas, Bacillus y

Enterobacter

3.4.3. Anadlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con un nivel de significancia
de 0.05, se utilizd el software Infostat version 2020. Se realizaron pruebas de
homocedasticidad y de normalidad con el objetivo de cumplir los supuestos para
utilizar pruebas paramétricas o no paramétricas. En esta investigacion no se
cumplen los supuestos del Anova entonces se realizaron pruebas estadisticas no
paramétricas como el test de Friedman para realizar la comparacion entre el
promedio de crecimiento de cepas de Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas
putida. También se utilizdé el test Friedman para observar si hay diferencia
estadistica entre cepas de Bacillus subtilis y Bacillus megaterium. En el caso de
Enterobacter sp. se utilizo la prueba de Kruskall-Wallis para comprar las cepas

pertenecientes al género Enterobacter sp.

3.4.3.1. Transformacioén de los datos

Los datos obtenidos fueron muy dispersos asi mismo presentaban
muchos valores en 0 por ende se realizé la transformacion de los datos para
no tener mucho sesgo o una gran cantidad de errores. En la Tabla 12 en los
anexos se puede observar como se utilizaron los datos obtenidos en
UFC/uL. A mayor cantidad de UFC/uL la bacteria se consideré6 mas

resistentes y a menor UFC/uL o al no presenciar ni una sola se considerd
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sensibles o no resistente. Se empleo la siguiente formula dada por Merlino

et al., (2008).

vX+ 0.5

X= dato numérico.

3.4.3.2. Prueba de homocedasticidad y normalidad de varianzas.

Los datos se cargaron al software Infostat 2020 donde se realizo
un ANOVA para obtener los residuos absolutos, residuos y los predichos.
Ya que con esos datos se realizaron las pruebas formales de normalidad

que se pueden observar en anexos en las Tablas 13 y 14.

Normalidad

Se realizo la prueba de la normalidad para observar si la variable
dependiente se distribuye normalmente en todas las poblaciones
muestreadas y si los tamafios de los grupos son grandes. Se realizaron tanto

la prueba de Shapiro Wilk y la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

La Prueba de Shapiro-Wilk se utilizé para evaluar si el conjunto
de datos sigue una distribucion normal. Esta prueba es una de las mas
utilizadas y es considerada una de las mas fiables para evaluar la
normalidad. Esta herramienta compara los datos recopilados con una
distribucion normal teorica, y determina si existe una diferencia
significativa entre los dos. Si los datos se asemejan significativamente a la
distribucion normal, se concluye que los datos son normales. Por otro lado,

si existe una diferencia significativa, se concluye que los datos no son
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normales. En esta investigacion se observo que los datos aceptaban la
hipotesis alterna es decir los datos no fueron normales.

Yh=1aiY?

W= S Twi-ve

La Prueba de Kolmogorov-Smirnov se emple6 para comparar la
funcion de distribucién acumulada observada de una variable con una
distribucidn tedrica determinada, que puede ser la normal, la uniforme, la

de Poisson o la exponencial (Tapia et al., 2021).
Si el resultado es p < a 0,05 indica que se acepta la hipotesis alterna.
Si el resultado es p > a 0,05 indica que se acepta la hipotesis nula.

Ho: Los residuos se distribuyen de forma normal (Normalidad de los

datos).

Ha: Los residuos no se distribuyen de forma normal (Anormalidad de los

datos)

i=1

S 1 si Yi < x,
0 alternativa.

Homocedasticidad

También se realizo la prueba de la homocedasticidad o igualdad
de varianzas para observar si todas las poblaciones muestreadas poseian la
misma varianza, con grupos de distinto tamario. Este supuesto se contrasto
mediante la prueba de Levene. La prueba de Levene ayudo a evaluar la

igualdad de las varianzas para la variable calculable (Tapia et al., 2021).
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— (N — k) Z?:l N; (Zz - Z)2
B (k—1) Zi-c:l E;V:il(zz'j — Z;.)?

?

- W es el resultado de la prueba.

- k es el nimero de diferentes grupos a los que pertenecen los casos
muestreados.

- N es el numero total de casos en todos los grupos.

- Ni es el namero de casos en el grupo i.

- Yij es el valor de la variable medida para el jesimo caso del iesimo

grupo.

Si el resultado es p < a 0,05 indica que se acepta la hipotesis alterna.
Si el resultado es p > a 0,05 indica que se acepta la hipdtesis nula.
Ho: Si existen constantes variables.

Ha: No existen constantes variables (Merlino et al., 2008).

Los resultados se evaluaron mediante el método de Analisis de
varianza (ANOVA), este procedimiento estadistico sirvio para obtener los
residuos para realizar las pruebas de normalidad y homocedasticidad asi
mismo fue Util para medir la variacién total de las observaciones, la que se
divide en sus componentes, quedando el residuo como error experimental.

(Del Aguila & Cadenillas, 2019).

Anélisis de varianza: permite probar hipétesis referidas a los
parametros de posicion (esperanza) de dos o més distribuciones. La

hipdtesis que se somete a prueba generalmente se establece con respecto a
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las medias de las poblaciones en estudio o de cada uno de los tratamientos

evaluados en un experimento (Balzarini et al., 2008).

Yij =+ ti + £ij

Donde:

Yij = observacion del tratamiento.

K = promedio general.

ti = efecto del tratamiento i.

£ij = término de error aleatorio asociado a la observacion Yij.

En tal sentido, en las pruebas estadisticas evaluadas:

Si el resultado es p < a 0,05 indica que las pruebas son

significativas.

Si el resultado es p > a 0,05 indica que las pruebas no son

significativas.

Analisis con pruebas no paramétricas.

Los resultados de los supuestos mostraron que no se cumplen
entonces se realizaron andlisis estadisticos no paramétricos como las

pruebas de Friedman y Kruskall Wallis.

Friedman: Se emple0 esta prueba estadistica no paramétrica ya que no se
cumplieron las pruebas de normalidad y homocedasticidad. En donde
consiste en ordenar los datos por filas o bloques reemplazandolos por su

respectivo orden. Para resolver el contraste de hipdtesis la prueba de
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Friedman propuso distribuir como una Chi-cuadrado con k — 1 grados de

libertad, siendo K el niUmero de variables relacionada.
Ho: No existen diferencias entre los grupos (p>0.05).

Ha: Existen diferencias entre los grupos (p <0.05).

2 _ 12
X2 =
HK(K+1)

¥ Rc2- 3H(K+1)

X2: estadistico calculado del andlisis de varianza por rangos de

Friedman.

H: Representa el nimero de elementos o de blogues.

K: el nimero de variables relacionadas.

Y Rc?: es la suma de los rangos por columna al cuadrado.

En esta investigacion se opto en aplicar la prueba de Friedman en
la comparacion de resistencia por especie tanto para observar si existe o
no diferencia entre la respuesta a las concentraciones de arsénico de
Pseudomonas putida con Pseudomonas aeruginosa asi como de Bacillus

subtilis y Bacillus megaterium.

Kruskall Wallis: Se emple6 esta prueba no paramétrica analoga
de analisis de varianza unidireccional. Ya que no se cumplieron con los
supuestos de homocedasticidad y normalidad, se aplicéd esta prueba
estadistica para ver si habia diferencia estadistica entre cepas de

Enterobacter sp.

12
n(n+1)

H= [ 2%] 3(n+1)
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n: total de participantes.

n;: total de participantes en cada grupo.

T?: Sumatoria de los rangos por columna al cuadrado.

Se aplico la prueba de Kruskall Wallis para el grupo de cepas
bacterianas de Enterobacter sp. Para determinar si existia o no diferencia
entre estas cepas. Todos los resultados se expresan textualmente en los

resultados y en los anexos.
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4.1.

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

RESISTENCIA A ARSENICO A CONCENTRACIONES DE 1200 A 10000
MG/L EN BACTERIAS PSEUDOMONAS, BACILLUS Y ENTEROBACTER

OBTENIDAS DE SEDIMENTOS DEL EMBALSE PASTO GRANDE.

4.1.1. Caracteristicas microscopicas, macroscopicas y bioquimicas de los

aislados bacterianos de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter

Se determiné la presencia de cepas bacterianas de los generos

Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

Pseudomonas: El desarrollo de las colonias pertenecientes al género
Pseudomonas presentaron dos caracteristicas la primera de colonias pequefias, de
forma circular, borde entero, opaca, sin brillo, no pigmentadas, lisas, elevacion
convexa y consistencia suave; cabe mencionar que estas caracteristicas son en
Agar Luria Bertani, resultando una bacteria Gram Negativa de forma bacilar
(Figura 19). En las pruebas bioquimicas realizadas reaccionaron de la siguiente
forma: TSI (K/K), LIA (K/K), Citrato (-), Voges Proskauer (-), MIO (+, -, +), Rojo
de metilo (-) y Catalasa (+); estos resultados correspondereria a Pseudomonas
aeruginosa (Tabla 5) tal como lo muestran autores como Caviedes (2010), Liceta
(2015), Quiliche et al. (2016), Saavedra et al. (2014) y Vargas, (2018),

encontrando caracteristicas similares y también iguales.

El segundo aislado correspondiente al género Pseudomonas presentd
caracteristicas colonias medianas, de forma irregular, borde entero, opaca, con

brillo, pigmentada de &mbar, lisas, elevacion crateriforme y consistencia suave;
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en agar Luria Bertani, resultando una bacteria bacilo Gram Negativa (Figura 19).
En las pruebas bioquimicas realizadas reaccionaron de la siguiente forma: TSI
(K/K), LIA (K/K), Citrato (-), Voges Proskauer (-), MIO (-, -, +), Rojo de metilo
(+) y Catalasa (+); dando como resultado a Pseudomonas putida segun lo

mencionado por Bedoya et al., (2019); Mayz & Manzi, (2017) (Tabla 5).

Tabla s

Caracteristicas macroscopicas, microscépicas y bioquimicas en cepas de Pseudomonas

aeruginosa y Pseudomonas putida aisladas de los sedimentos del Embalse Pasto Grande.

CARACTERISTICAS MACRO Y CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
MICROSCOPICAS DE LAS COLONIAS
Pseudomonas aeruginosa

Tamafio Pequefio (~1mm) TSI K/K

Forma Circular LYA K/K

Borde Entero Citrato -
Transparencia Opaca MIO + -+

Brillo Brillante RM -

Color No pigmentada VP -

Textura Lisa Urea -

Elevacion Convexa Catalasa +
Consistencia Suave Tincién Gram  Bacilos Gram Negativos

Pseudomonas putida

Tamarfio Mediano (~2mm) TSI K/K

Forma irregular LYA K/K

Borde Entero Citrato -
Transparencia Opaca MIO - -+

Brillo Brillante RM +

Color Ambar VP -

Textura Lisa Urea -

Elevacion Crateriforme Catalasa +
Consistencia Suave Tincion Gram  Bacilos Gram Negativos
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Nota: Agar Triple Azucar Hierro (TSI), Agar Lisina Hierro (LYA), Movilidad-Indol-
Ornitina (MI0O), Rojo de Metilo (RM), Voges Proskauer (VP), Alcalino (K), Positivo (+),
Negativo (-). Fuente: Elaboracion propia

Figura 19. Fotografias de las colonias aisladas en medio Luria Bertani, también tincion
Gram de cepas de Pseudomonas. Donde: 1A colonias de Pseudomonas aeruginosa en
Agar Luria Bertani y 1B colonias de Pseudomonas putida en Agar Luria Bertani, 2A
tincién Gram de Pseudomonas aeruginosa y 2B tincion Gram de Pseudomonas putida.

Fuente: Banco de imagenes.

Enterobacter: El desarrollo de las colonias pertenecientes al género
Enterobacter fueron de tamafio mediano, de forma irregular, con borde rizado,
transparentes y opacos, sin brillo, no pigmentadas, rugosas, planas y de
consistencia mucosa, mostrando estas caracteristicas en agar Luria Bertani.
Siendo bacilos Gram negativos (Figura 20). En las pruebas bioquimicas realizadas

reaccionaron a TSI (A/A), LIA (K/K), Citrato de Simmons (+), MIO (+, -, -), caldo
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urea (+), RM (+), VP (-) y catalasa (+). Estos resultados son respaldados por
Alfaro et al., (2018); Bertona et al., (2005); Oliver et al., (2009); Quispe, (2017).

La cepa presentaba la caracteristica de Enterobacter sp. (Tabla 6).

Tabla 6
Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y bioguimicas en cepas de Enterobacter

sp. aisladas de los sedimentos del Embalse Pasto Grande.

CARACTERISTICAS MACRO Y CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
MICROSCOPICAS DE LAS COLONIAS
Enterobacter sp.
Tamafio Mediana TSI A/A
(2mm)
Forma Irregular LYA K/IK
Borde Rizado Citrato +
Transparencia Transparente  MIO + - -
Brillo Sin brillo RM +
Color No VP -
pigmentada
Textura Rugosa Urea +
Elevacion Plana Catalasa +
Consistencia Mucosa Tincién Gram Bacilos Gram
Negativos

Nota: Agar Triple Azlcar Hierro (TSI), Agar Lisina Hierro (LYA), Movilidad-Indol-
Ornitina (M10O), Rojo de Metilo (RM), Voges Proskauer (VP), Alcalino (K), Acido (A)

Positivo (+), Negativo (-)

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 20. Fotografia de las colonias de Enterobacter en agar Luria Bertani. A, colonias

de Enterobacter sp. en medio Luria Bertani; B, Tincion Gram de cepas de Enterobacter
sp. (B).

Fuente: Elaboracion propia

Bacillus: El desarrollo de las colonias de Bacillus fue de dos
caracteristicas diferentes uno fue de tamafio grande, forma irregular, con borde
ondulado, opaca, sin brillo, no pigmentada, rugosa, elevada y de consistencia
suave en agar Luria Bertani siendo un bacilo Gram positivo esporulado. En las
pruebas bioquimicas presento las siguientes caracteristicas TSI (K/A), LIA (K/K),
Citrato (+), Voges Proskauer (+), MIO (+, -, -), Rojo de metilo (-) y Catalasa (+)
teniendo caracteristicas de Bacillus megaterium segun Tortolé & Bell, (2015)

(Tabla 7).

La otra colonia presentd caracteristicas de tamafio pequefio, forma circular,
borde entero, transparente, brillante, lisa, sin pigmentacién, con una elevacién
convexa de consistencia suave y mucoide en agar Luria Bertani; resultando un
bacilo Gram Positivo (Figura 21). En las pruebas bioquimicas presentd las
siguientes caracteristicas TSI (K/A), LIA (K/K), Citrato (+), Voges Proskauer (+),

MIO (+, -, +), Rojo de metilo (-) y Catalasa (+). Estos resultados son similares a
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las investigaciones de Calvo & ZUfiga, (2010); Obando & Suarez, (2015); Sosa

et al., 2011) que mencionan que esas caracteristicas eran de la especie Bacillus

subtilis (Tabla 7).

Tabla 7

Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y bioguimicas en cepas de Bacillus

subtilis y Bacillus megaterium aisladas de los sedimentos del Embalse Pasto Grande.

CARACTERISTICAS MACRO Y
MICROSCOPICAS DE LAS COLONIAS

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

Bacillus megaterium

Tamafio Grande TSI K/A

Forma Irregular LYA K/K

Borde Ondulado Citrato +
Transparencia Opaco MIO +--

Brillo Sin brillo RM -

Color No pigmentada VP +

Textura Rugosa Urea -

Elevacion Elevada Catalasa +
Consistencia Suave Tincion Gram  Bacilos Gram positivos

Bacillus subtilis

Tamafio Pequefio TSI K/A

Forma Circular LYA K/K

Borde Entero Citrato +
Transparencia Transparente  MIO +-+

Brillo Brillante RM -

Color No pigmentada VP +

Textura Lisa Urea -

Elevacion Convexa Catalasa +
Consistencia Suave Tincion Gram  Bacilos Gram positivos

Nota: Agar Triple Azucar Hierro (TSI), Agar Lisina Hierro (LYA), Movilidad-Indol-
Ornitina (MIO), Rojo de Metilo (RM), Voges Proskauer (VP), Alcalino (K), Acido (A)

Positivo (+), Negativo (-).
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 21. Fotografia de las colonias aisladas y tincion Gram de cepas de Bacillus.
Donde: 1A colonias de Bacillus megaterium en Agar Luria Bertani y 1B colonias de
Bacillus subtilis en Agar Luria Bertani, 2A tincion Gram de Bacillus megaterium y 2B
tincion Gram de Bacillus subtilis.

Fuente: Banco de imagenes.

4.1.2. Evaluacion de la resistencia de aislados bacterianos a concentraciones

de 1200 mg/L a 10000 mg/L de arsénico.

La evaluacién de resistencia a concentraciones de 1200 mg/L a 10000
mg/L de arsénico se realiz6 en cepas bacterianas de Bacillus megaterium, Bacillus

subtilis, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter sp.
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Tabla 8
Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa (UFC/uL) y Pseudomonas putida (UFC/uL) en
medios modificados con concentraciones de arsénico de 1200 a 10000 mg/L, aisladas de

los sedimentos del Embalse Pasto Grande.

T1- T2- T3- T4- Ts- Té- T

CEPA 1200mg/L  2400mg/L  3500mg/L  4500mg/L  5000mg/L  7000mg/L i?g?f €O

Pseudomonas

aeruginosa 5 13 4 0 0 0 0 0
(AS1-4)

Pseudomonas

aeruginosa 4 1 0 0 0 0 0 0
(PS8-3)

Pseudomonas

aeruginosa 122 115 113 103 95 92 86 0
(ES1-2)

Pseudomonas

aeruginosa 4 3 3 0 2 1 0 0
(TS2-4)

Pseudomonas

outida (AS2-3) 42 22 6 1 0 0 0 0

Pseudomonas

putida (AcMS7) . 0 0 0 0 0 0 0

Pseudomonas

outida (ES2-2)  ° 0 0 0 0 0 0 0

Pseudomonas 1 1 0 0 0 0 0 0

putida (MS7-1)
Nota: T: tratamiento; todos los datos numéricos tienen las unidades de medida de

UFC/uL.

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 8 se puede observar que la bacteria Pseudomonas aeruginosa
(ES1-2) mostrd ser la bacteria mas resistente ya que presenté 86 UFC/uL a una
concentracion de 10000 mg/L practicamente siendo una bacteria hipertolerante a
concentraciones de As. La siguiente bacteria mas resistente fue la cepa
Pseudomonas aeruginosa (TS2-4) presentando 1 UFC/uL a concentraciones de
7000 mg/L, se pudo observar 4 UFC/uL de Pseudomonas aeruginosa (AS1-4) a

concentraciones de 3500 mg/L y 1 UFC/uL de Pseudomonas aeruginosa (PS8-3)
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a 2000 mg/L de As. Es decir, las cepas de Pseudomonas aeruginosa presentaron

una resistencia alta a las concentraciones de As.

En la Figura 22 se puede observar que la cepa P. aeruginosa (ES1-2)
presentd un promedio de crecimiento de 10.19 UFC/uL siendo este el mas alto
indicando que esta cepa tuvo una mayor resistencia a concentraciones de As a
comparacion de las otras cepas como P. aeruginosa (AS1-4), P. aeruginosa (PS8-
3) y P. aeruginosa (TS2-4), que presentaron un promedio de crecimiento en un

rango mas bajo que fue de 0.98 a 1.57 UFC/uL.

1092 10.19
5.27

5.611

2.954

Crecimiento de P. aeruginosa UFC/ul

FE? 1.44
0.98 L]
]

T T T T
P. aeruginosa (AS1-4) P. aeruginosa (P58-3) P. aeruginosa (ES1-2 Ib) P. aeruginosa (T52-4)

Figura 22. Comparacién del crecimiento de cepas de Pseudomonas aeruginosa
(UFC/uL) aisladas de los sedimentos del embalse Pasto Grande a concentraciones de
arsénico.

Fuente: Elaboracion propia
Los resultados mostrados en la Tabla 8 son similares a la investigacion de
Tariq et al., (2019) donde cepas de Pseudomonas aeruginosa toleraron hasta 7000
mg/L de arseniato y 1400 mg/L para el arsenito mencionando que la alta
resistencia al arsénico que ofrecen las bacterias se aprovechd con fines de
biorremediacion. Anyanwu & Ugwu, (2010) aislaron cepas de Pseudomonas
aeruginosa (PAR3) en lodos y aguas contaminadas con arsénico sin embargo estas

100

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

cepas presentaron crecimiento a una concentracion de 200 ppm es decir a 200
mg/L siendo inhibidas por completo a 400 ppm (400 mg/L), sin embargo, en esta
investigacion se puede observar que las cepas bacterianas analizadas presentan
crecimiento hasta a concentraciones de 10000 mg/L.

Otros autores como Pellizzari et al., (2015) encontraron la CMI para
Pseudomonas aeruginosa a 60 mg/L de arseniato de sodio asi mismo observaron
que estas cepas tenian la capacidad de remover As total siendo resultados
inferiores a lo encontrado en esta investigacién. Layza & Polo, (2018)
determinaron la resistencia y la capacidad de remocion a una concentracion de As.
Se utilizaron 15 x 10 UFC de Pseudomonas aeruginosa para lograr remover
hasta un 60.88 % de arsénico a condiciones naturales y un 96.72 % en condiciones
estériles en un periodo de 72 dias. Paredes et al., (2021) mencionan que la
capacidad de poder tolerar, degradar y biorremediar se debe a las caracteristicas
genéticas que tiene Pseudomonas, actualmente se menciona que es una de las
bacterias mas resistentes a antibioticos, pero esa resistencia también se observa
cuando se las somete a concentraciones altas de diversos metales.

Orellana et al., (2019) mencionan que los genes que presenta
Pseudomonas aeruginosa son arsR, arsB, también tiene presente los genes de
arseniato reductasa arsC y arsH, asi como el complejo de eflujo de arsenito arsAB,
que permite reducir el arseniato a arsenito y bombearlo fuera de la célula. El
complejo de bomba de eflujo de multiples farmacos AcrAB también esta en
Pseudomonas aeruginosa, que jugaria un papel importante en la desintoxicacion
bacteriana de metales.

En el grupo de cepas de Pseudomonas putida segun la Tabla 8 se puede

mencionar que la cepa bacteriana mas resistente fue Pseudomonas putida (AS2-
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3) pudiendo observar 1 UFC/uL a 4500 mg/L siendo inferior su resistencia
comparada a la resistencia mostrada por cepas de Pseudomonas aeruginosa, las
siguientes bacterias presentaron 1UFC/uL a 3500 mg/L, 1 UFC/uL a 1200 mg/L
y 2500 mg/L siendo Pseudomonas putida (AcMS7), Pseudomonas putida (ES2-
2) y Pseudomonas putida (MS7-1).

En la Figura 23 se puede observar que la cepa P. putida (AS2-3) presentd
un promedio mas alto de crecimiento siendo de 2.45 UFC/ul constituyendo la
bacteria mas resistente ante los tratamientos de As. Sin embargo, las cepas de P.
putida (AcMS7), P. putida (ES2-2) y P. putida (MS7-1) fueron sensibles

presentando promedios muy bajos.

3.46-

2.744
245

2.021

Crecimiento de P. putida UFC/ul

1.30+

0.86
;078 0.71 i

0.58

P. putida (AS2-3)  P. putida (AcMS7)  P. putida (ES2-2)  P. putida (MS7-1)

Figura 23. Comparacion del crecimiento de cepas de Pseudomonas putida (UFC/uL)
aisladas de los sedimentos del embalse Pasto Grande a concentraciones de arsénico.
Fuente: Elaboracion propia

Mendoza et al., (2010) por su parte encontraron una resistencia a 100 ppm
(100mg/L) de arsénico en P. putida aisladas de aguas subterraneas, siendo sus
resultados inferiores a los obtenidos en esta investigacion, probablemente se deba
a que en los sedimentos el contacto de las bacterias frente al As es mas directa y
en mayor cantidad haciendo que estas bacterias desarrollen mecanismos de
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resistencia. Por su parte Airam et al., (2014) aislaron e identificaron a P. putida
en suelos contaminaos encontrando una resistencia a 800 mg/L siendo resultados

inferiores a lo reportado en esta investigacion.

La resistencia de Pseudomonas putida podria deberse a que hay muchos
genes implicados en la tolerancia a los metales o la homeostasis en P. putida, en
particular, los genes arsC que hacen que P. putida sea altamente tolerante al
arsénico (Ze et al., 2023). Por tanto, P. putida se utiliza como organismo modelo
para la transformacion de arsénico. Ademas del arsénico inorganico, P.
putida alberga un gen NfnB que codifica una nitroreductasa, que confiere
resistencia a la roxarsona organoarsénica (Paez, 2009). Orellana et al., (2019) en
su investigacion encontraron que P. putida presentaba genes como arsH, arsB,
arsR y arsC haciendo que esta bacteria presente resistencia al arsénico.

Realizando una comparacion entre los resultados obtenidos de cepas
bacterianas de Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida, se puede
observar en la Figura 24 una comparacion de puntos de los promedios dados por
Pseudomonas putida de color rojo y Pseudomonas aeruginosa de color azul. En
donde se visualiza que en todas las concentraciones de As de 1200 a 10000 mg/L
el promedio de Pseudomonas aeruginosa es mayor a comparacion de
Pseudomonas putida. Lo que indicaria que las cepas de Pseudomonas aeruginosa

son mas resistentes a cepas de Pseudomonas putida.
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Figura 24. Comparacién de puntos de dispersion de promedios de crecimiento de cepas
de Pseudomonas aeruginosa (UFC/uL) y Pseudomonas putida (UFC/uL) aisladas de
sedimentos del Embalse Pasto Grande frente a concentraciones de As.

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 25 se puede observar las pruebas de normalidad segln el test
de Shapiro Wilk en donde el p valor fue <0.0001 lo que indica que los valores
obtenidos no tienen una distribucion normal, también se puede observar el test de
homocedasticidad segun la prueba de Levene donde el p valor fue de 0.0010
indicando que no existe homogeneidad de varianzas. Es por eso que se realizo la
prueba de Friedman en donde se pudo observar que si existe diferencia
significativa entre la media de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa con cepas
de Pseudomonas putida observando un p valor de 0.0155, ya que se observa que
las cepas de Pseudomonas putida pertenecen al grupo A con un valor de 1.32
UFC/uL vy las cepas de Pseudomonas aeruginosa pertenecen al grupo B con un
valor de 1.68 UFC/uL. Lo que indicaria que cepas de Pseudomonas aeruginosa
son mas resistentes a las concentraciones de arsénico que las cepas de

Pseudomonas putida (Tabla 16).
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Test de normalidad Shapiro Wilk Test de Homogeneidad de varianza de Levene
Valor p= <0.0001 Valor p=0.0010

1.70 B16s

1.60

Prueba de Friedman
Valor p=0.0155
Media de P. putida: 1.32 (A)

Media de crecimiento de Pseudomonas (UFC/ul)

150 Media de P. aeruginosa: 1.68 (B)
1.40
A132
1.30
Pseudomonas putida Pseudomonas aeruginosa

Figura 25. Comparacion de medias de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
(UFC/uL) y Pseudomonas putida (UFC/uL) segln el test de Friedman aisladas de
sedimentos del Embalse Pasto Grande frente a concentraciones de As. Nota:
Pseudomonas putida (Azul-A), Pseudomonas aeruginosa (Rojo-B).

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 9

Crecimiento de Bacillus megaterium (UFC/uL) y Bacillus subtilis (UFC/uL) en medios
modificados con concentraciones de arsénico de 1200 a 10000 mg/L, aisladas de los

sedimentos del Embalse Pasto Grande.

T1- T2- T3- T4- Ts- Té- T
CEPA 1200mg/L  2400mg/L  3500mg/L  4500mg/L  5000mg/L  7000mg/L ﬂg?f ced
Bacillus subtilis
(AS5-1) 0 0 1 0 0 0 0 0
Bacillus subtilis
(PS2-1) 122 46 24 19 4 4 0 0
Bacillus subtilis
(TS1-2) 4 2 0 0 0 0 0 0
Bacillus subtilis
(MS6-3) 75 68 63 62 60 55 49 0
Bacillus
megaterium 0 0 0 0 0 0 0 0
(MS1-2)
Bacillus
megaterium 9 8 2 0 0 0 0 0
(AcMS1)
Bacillus
megaterium 95 51 43 29 0 0 0 0
(PS3-2)
Bacillus
megaterium 0 2 0 0 0 0 0 0
(MS5-1)
Bacillus
megaterium 0 0 0 0 0 0 0 0
(TS4-3)
Nota: T: tratamiento; todos los datos numéricos tienen las unidades de medida de
UFC/uL.

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 9 se puede observar el crecimiento de cepas correspondientes
a la especie de Bacillus subtilis en medios modificados con arsénico de 1200 mg/L
a 10000 mg/L, en donde la cepa bacteriana mas resistente fue Bacillus subtilis
(MS6-3) encontrando una gran cantidad de colonias en todas las concentraciones
mostrando 49 UFC/uL a concentraciones de 10000 mg/L, la siguiente cepa fue
Bacillus subtilis (PS2-1) presentando 4 UFC/uL a concentraciones de 7000 mg/L,

por otra parte, Bacillus subtilis (AS5-1) presenté 1 UFC/uL a 3000 mg/L de
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arsénico, Bacillus subtilis (TS1-2) fue la méas sensible observando 2 UFC/uL a

2400 mg/L.

En la Figura 26 realizando una comparacion entre las cepas de Bacillus
subtilis se puede observar que la cepa de B. subtilis (MS6-3) fue la que presentd
un promedio mas alto de 7.87 UFC/uL siendo esta cepa la mas resistentes a las
concentraciones de As, seguida por la cepa de B. subtilis (PS2-1) que result6 con
un promedio de 4.60 UFC/ul. Las dos cepas como B. subtilis (AS5-1) y B. subtilis
(TS1-2) mostraron los promedios mas bajos con valores de 0.78 y 1.04 UFC/uL

siendo estas dos las menos resistentes a concentraciones de As.

Comparacion de cepas de B. subtilis

8.45+ 7 87

6.42

4.60
4.384

237

Crecimiento de B. subtilis UFC/ul

0.78 E1.[}4

0.34

B.subtilis (AS5-1)  B.subtilis (PS2-1)  B.subtilis (TS1-2)  B. subtilis (MS6-3)

Figura 26. Comparacion del crecimiento de cepas de Bacillus subtilis (UFC/uL) aisladas
de los sedimentos del embalse Pasto Grande a concentraciones de arsénico.

Fuente: Elaboracion propia

Autores como Shafique et al., (2016) determinaron la CMI de Bacillus
subtilis aisladas de suelos contaminados de una industria donde pudo observar que
la CMI a 30 mM de arsénico, siendo datos muy inferiores a lo encontrado en esta

investigacion el autor menciona que la resistencia de Bacillus subtilis se deberia a
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doble capacidad para oxidar y reducir arsénico. Por otra parte, Sengupta et al.,
(2013) identificaron cepas de Bacillus subtilis mencionando que estas ya no
presentaban crecimiento a partir de concentraciones de 30 mg/L de arsénico. Chen
etal., (2008) determinaron la concentracion més alta para inhibir cepas de Bacillus
subtilis que fue de 1600 mg/L. Sin embargo, todos los resultados de los autores
mencionados son inferiores a los encontrados en este trabajo en donde se pudo

observar UFC/uL a concentraciones de 10000 mg/L.

La resistencia que esta especie presenta es gracias a los genes de resistencia
que presentan como el gen arsC y arsB, una vez dentro de la célula, el arseniato
es reducido a arsenito por la arsenato reductasas (arsC) y es expulsado por bombas
de expulsién de arsenito (arsB). Se ha observado que el arsenito puede estimular
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales dafian proteinas,
lipidos y al DNA (Prieto et al., 2018). Bacillus subtilis puede sufrir procesos de
metilacion con diversos metales tales como arsénico, aluminio y otros. Aun asi,
las células bacterianas siguen sobreviviendo hasta en un 30% de toda su poblacién
inicial esta resistencia se deberia a la activacion de genes de resistencia como arsB

y arsR (Yang et al., 2012).

En la Tabla 9 se observan cepas de Bacillus megaterium, solo se pudo
observar dos cepas resistentes en donde la que presentd mejores resultados fue
Bacillus megaterium (PS3-2) observando 29 UFC/uL a concentraciones de 4500
mg/L y Bacillus megaterium (AcMS1) formaron UFC/uL a concentraciones de
1200 mg/L, 2400 mg/L y 3500 mg/L. Sin embargo, Bacillus megaterium (MS1-
2), Bacillus megaterium (MS5-1) y Bacillus megaterium (TS4-3) fueron los méas

sensibles a todas las concentraciones de arsénico observando un crecimiento de 0
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UFC/uL a partir de 1200 mg/L lo que nos indicaria que estas bacterias no

soportaron la concentracion mas baja propuesta en este trabajo de investigacion.

En la Figura 27 se observa que la cepa de B. megaterium (PS3-2) presento
un promedio de 4.44 UFC//ul siendo esta la cepa con mayor promedio por ende
fue la que presentd mayor resistencia a concentraciones de As. Sin embargo, las
cepas de B. megaterium (AcMS1) con un promedio de 1.49 UFC/ul, B.
megaterium (MS5-1) con promedio de 0.83 UFC/ul, B. megaterium (TS4-3) y B.
megaterium (MS1-2) con promedios de 0.71 UFC/ul serian cepas sensibles ya que

presentaron un promedio muy bajo a las concentraciones de As.

Comparacion de cepas de B. megaterium

4.701 4.44

3.281

Crecimiento de B. megaterium UFC/ul

1871 %1_49

50-83 0.71 0.71
-]

0.45

B. megaterium (AcM51)  B. megaterium (P33-2)  B. megaterium (M55-1)  B. megaterium (TS4-3)  B. megaterium (M51-2)

Figura 27. Comparacion del crecimiento de cepas de Bacillus megaterium (UFC/uL)
aisladas de los sedimentos del embalse Pasto Grande a concentraciones de arsénico.

Fuente: Elaboracion propia

Islam et al., (2020) en su investigacion aislaron en muestras de suelos
cepas de Bacillus megaterium donde observaron que sus cepas soportaban hasta
1800 mg/dL de arsenito y 5000 mg/dL de arseniato contrastando la resistencia de
Bacillus megaterium a arsénico aisladas de zonas con alta contaminacion por As

como en esta investigacion donde se observé crecimiento bacteriano a
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concentraciones de 4500 mg/L. Miyatake & Sachio, (2009) también aislaron
cepas de Bacillus megaterium en suelos donde pudo observar que mostraron un
crecimiento a concentraciones de 100 mg/L de arsénico asi mismo se pudo
observar la bioadsorcion que estos realizan disminuyendo hasta en un 93%

cantidades de arsénico.

Guzman et al., (2022) mencionan en su revision cientifica que Bacillus
megaterium contiene una variedad de sistemas de resistencia a metales (oides),
que incluyen genes y operones bien descritos para la resistencia al arsénico, el
operon canénico arsRBC en las especies de Bacillus solo se han reportado
variantes de este operdn, asi como el operén arsR2-orf2-arsB-arsC2 en el
cromosoma de Bacillus, las enzimas codificadas por los operones similares a la
resistencia al arseniato podria ser responsable de la resistencia al arseniato
observada en esta cepa, que es similar a la especie de Bacillus mas resistente al

arsénico (Cheng et al., 2020).

Realizando una comparacion de puntos de dispersion realizados en el
software Infostat 2020, entre los resultados obtenidos de cepas de Bacillus subtilis
y Bacillus megaterium mostrados en la Figura 24 se puede observar que los
promedios de cepas de Bacillus subtilis de color azul, mostraron promedios mas
altos en todas las concentraciones de As que las cepas de Bacillus megaterium de
color rojo. Lo que significaria que las cepas Bacillus subtilis presentaron mayor
resistencia que cepas de Bacillus megaterium a las concentraciones de 1200 a

10000mg/L.
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Comparacién de cepas de Bacillus
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Figura 28. Comparacién de puntos de dispersién de promedios de crecimiento de cepas
de Bacillus subtilis y Bacillus megaterium aisladas de sedimentos del Embalse Pasto
Grande frente a concentraciones de As.

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 29 se puede observar las pruebas de normalidad segun el test
de Shapiro Wilk en donde el p valor fue <0.0001 lo que indica que los valores
obtenidos no tienen una distribucion normal, también se puede observar el test de
homocedasticidad segun la prueba de Levene donde el p valor fue de 0.0010
indicando que no existe constantes variables. Es por eso que se realizé la prueba
de Friedman en donde se pudo observar que no existe diferencia significativa entre
la media de crecimiento de Bacillus subtilis y Bacillus megaterium observando un
p valor de 0.2304, ya que las cepas de Bacillus megaterium pertenecen al grupo
A conunvalor de 1.43 UFC/uL y las cepas de Bacillus subtilis también pertenecen
al grupo A con un valor de 1.57 UFC/uL. Lo que indicaria que ambas cepas tienen
similar capacidad de resistir al As, es decir no existe diferencias entre el desarrollo
de Bacillus subtilis con Bacillus megaterium a las concentraciones de As. (Tabla
17).
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Test de normalidad Shapiro Wilk Test de Homogeneidad de varianza de Levene
Valor p=<0.0001 Valor p=0.0010

158 A157

Aq 43 Prueba de Friedman
Valor p=0.2304
Media de B. megaterium: 1.43 (A)
118 Media de B. subtilis: 1.57 (A)

079

0.39

Media de crecimiento de Bacillus (UFC/ul)

0.00

Bacillus megaterium Bacillus subtilis

Figura 29. Comparacion de medias de crecimiento de Bacillus subtilis (UFC/uL) y
Bacillus megaterium (UFC/uL) segun el test de Friedman aisladas de sedimentos del
Embalse Pasto Grande frente a concentraciones de As. Nota: Bacillus megaterium (Azul-
A), Bacillus subtilis (Rojo-A)

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Fuente: Elaboracion propia
Tabla 10

Evaluacion de la resistencia al As en cepas de Enterobacter sp. (UFC/uL) aisladas de los

sedimentos del Embalse Pasto Grande.

CEPA 120-(I)-rj;1-g/L 240-(I)-§1-g/L 350-(I)-r:?1-g/L 450-(I)-$glL Soogrfw_g/L 70035:9/'— %ngééf 0
Egt‘zfsbfclt;’r 132 113 98 56 48 6 0 0
Esgt.e(rggg_cgr 106 52 27 0 0 0 o 0
e o o 4 o 0 0 o

Fuente: Elaboracion propia
En la Tabla 10 se puede observar la resistencia de cepas de Enterobacter
sp. donde el aislado mas resistente fue Enterobacter sp. (AS1-1) presentando hasta
46 UFC/uL a concentraciones de 7000 mg/L, por otra parte, Enterobacter sp.

(PS6-4) mostré resistencia a 3 concentraciones siendo 1200 mg/L, 2400 mg/L y
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3500 mg/L observando hasta 106 UFC/uL a 27 UFC/uL. Sin embargo, la cepa
menos resistente fue Enterobacter sp. (TS13-2) siendo sensible a una
concentracion de 3500 mg/L de As presentando 1 UFC/uL.

En la Figura 30 se puede apreciar una comparacion de las cepas de
Enterobacter sp. En donde la cepa Enterobacter sp. (AS1-1) presento el promedio
més alto siendo 7.73 UFC/ul indicando que es la bacteria mas resistente a
concentraciones de As, también se muestra que cepas de Enterobacter sp. (PS6-
4) mostraron un promedio de 3.66 UFC/ul y Enterobacter sp. (TS13-2) mostrando

un promedio de 1.47 UFC/ul siendo esta la cepa menos resistente.
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E }1.4?
(&)
@
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Enterobacter sp. (A51-1) Enterobacter sp. (P56-4)  Enterobacter (T513-2)

Figura 30. Comparacion de promedio de crecimiento de cepas de Enterobacter sp.
aisladas de sedimentos del Embalse Pasto Grande.

Fuente: Elaboracién propia.

Abbas et al., (2014) aislaron bacterias resistentes al arsénico de aguas
residuales donde identificaron a Enterobacter sp. en donde esta bacteria podia
tolerar hasta 300 mg/L, siendo inferior a los resultados obtenidos en este estudio

esto vendria a ser debido a la capacidad de bioacumulacién de sustancia como
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arsénico que presentan los sedimentos haciendo que las bacterias aisladas en
sedimentos tengan mayor resistencia.

Por su parte Bhati et al., (2022) identificaron cepas de Enterobacter
cloacae mediante el andlisis de secuencia del gen 16S rRNA. Enterobacter
cloacae tolerd altas concentraciones de As, hasta 6000 mg/L siendo resultado
aproximado a lo encontrado en este trabajo de investigacion la capacidad de
resistir a altas concentraciones de arsénico se debid a que poseian un gen de
resistencia al As denominado arsC que provoca la transformacion del arseniato en
arsenito. Siendo una gran opcion en procesos de biorremediacién o bioadsorcion
por parte de Enterobacter sp. tal como explica Dash et al., (2021) observando una
absorcion del 32.22% de arsénico de muestras de suelos.

En la Figura 31 se puede ver los promedios de crecimiento de las cepas de
Enterobacter sp. frente a las concentraciones de 1200 a 10000 mg/L de As.
Viendo que el promedio més alto se dio a la minima concentracion siendo 9.12
UFC/ul y observando un promedio de 2.75 UFC/ul a concentracién de 7000 mg/L
indicando que las cepas de Enterobacter sp. mostraron crecimiento hasta esa

concentracion.
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Respuesta en UFC de enterobacter a concentraciones de Arsénico
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Figura 31. Comparacién de puntos de dispersion de promedios de crecimiento de cepas
de Enterobacter sp. (UFC/uL) aisladas de sedimentos del Embalse Pasto Grande frente a
concentraciones de 1200 a 10000 mg/L de As.

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 32 se puede observar las pruebas de normalidad segun el test
de Shapiro Wilk en donde el p valor fue <0.0001 lo que indica que los valores
obtenidos no tienen una distribucion normal, también se puede observar el test de
homocedasticidad segin la prueba de Levene donde el p valor fue 0.0010
indicando que no existe constantes variables. Es por eso que se realizo la prueba
de Kruskal Wallis en donde se pudo observar que si existe diferencia significativa
entre la media de crecimiento de Enterobacter sp. (TS13-2) perteneciente al grupo
A con un valor de 7.36 UFC/uL con Enterobacter sp. (AS1-1) perteneciente al
grupo B con un valor de 15.79 UFC/uL observando un p valor de 0.0220. Sin
embargo, la cepa de Enterobacter sp. (PS6-4) no presenta diferencia significativa
entre las otras dos cepas por tener letras en comun. También se puede mencionar

que la cepa Enterobacter sp. (AS1-1) presento mayor mediana que las otras dos
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cepas de Enterobacter sp. lo que indicaria que la cepa Enterobacter sp. (AS1-1)

es la mas resistente a las concentraciones de As.

Test de normalidad Shapire Wilk Test de Homogeneidad de varianza de Levene

Valor p=<0.0001 Valer p= 0.0010
16.214 B15.79
Prueba de Kruskal Wallis
3 Valor p=0.0220
E Enterobacter sp. (TS13-2) 7.36 (A)
2 12.411 Enterobacter sp. (PS6-4): 9.86 (AB)
5 Enterobacter sp. (A51-1): 15.79 (B)
b
o
L ABg g6
e —
k]
< " 7.36
3 a7
2
c
2
E 4801
o
2
[v]
1.00 T
Enterobacter sp. (TS13-2) Enterobacter sp.(P56-4) Enterobacter sp. (AS1-1)

Figura 32. Comparacién de crecimiento de cepas de Enterobacter sp. (UFC/uL) segun la
prueba de Kruskal Wallis aisladas de sedimentos del Embalse Pasto Grande frente a

concentraciones de As.

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Fuente: Elaboracion propia

4.2. GENES DE RESISTENCIA A ARSENICO EN AISLADOS DE
Pseudomonas, Bacillus Y Enterobacter DE SEDIMENTOS DEL EMBALSE

PASTO GRANDE.

Se escogieron 10 bacterias para realizar los procedimientos de PCR, amplificacion

y observacidon de genes de resistencia a arsénico.
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Las bacterias escogidas fueron:

- Pseudomonas putida (MS7-1)

- Pseudomonas putida (AS2-3)

- Pseudomonas aeruginosa (ES1-2)
- Pseudomonas aeruginosa (AS1-4)
- Enterobacter sp. (AS1-1)

- Enterobacter sp. (PS6-4)

- Bacillus subtilis (PS2-1)

- Bacillus subtilis (MS6-3)

- Bacillus megaterium (PS3-2)

- Bacillus megaterium (AcMS1)

Todas estas bacterias fueron escogidas de acuerdo a la resistencia que estas
presentaban, asi mismo se trabajé con un control negativo el cual si marcaba una banda
se consideraria nulo el experimento. A pesar de dar las condiciones de PCR para la
identificacion de los genes de resistencia como el gen arsB, arsH, MarR y arsR no se
pudieron observar la presencia de estos genes de resistencia al arsenico. Sin embargo, si

se pudo observar la presencia de un gen promotor de resistencia al As que fue el genarrA.

4.2.1. Determinacion del gen promotor de la resistencia al arsénico ARRA
en aislamientos de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

En la Figura 33 se pudo observar la amplificacion de las bandas mostrando
los genes de resistencia, la técnica de electroforesis nos sirve para diferenciar o
separar moléculas de acuerdo al tamafio. En este caso el tamafio que presentaba el
gen ARRA era de ~330 pb.

En el carril 1 se puede observar el 1kb que nos ayuda y nos proporciona
una serie de bandas que representan un tamario en especifico. En el carril 2 se
encuentra Pseudomonas putida (MS7-1) donde no se observa el gen. En el carril
3 se encuentra Pseudomonas putida (AS2-3) donde no se observa el gen. En el
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carril 4 esta Pseudomonas aeruginosa (ES1-2) que no presento el gen arrA de
resistencia al arsénico. Carril 5 se encuentra Pseudomonas aeruginosa (AS1-4)
que si presentaba el gen de resistencia arrA. Carril 6 esta presente Enterobacter
sp. (AS1-1) en donde si presentaba el gen arrA. En el carril 7 se encuentra
Enterobacter sp. (PS6-4) no presentaba el gen. En el carril 8, 9, 10 y 11 no se
observo el gen arrA en donde se encontraban las cepas de Bacillus subtilis (PS2-
1), Bacillus subtilis (MS6-3), Bacillus megaterium (PS3-2) y Bacillus megaterium

(AcMS1) (Figura 33).

1Kb Ms7-1  AS2-3 ES1-2  AS1-4  AS1-1 PS6-4 | PS2-1 | MS6-3 PS3-2 AcMsl Con.

Peso . Sl —
molecula

(pb)

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa para determinacion del gen promotor de
resistencia al arsénico ARRA amplificado por PCR. Donde: Carril 1: Marcador 1kb,
Carril 2: P. putida (MS7-1), Carril 3: P. putida (AS2-3), Carril 4: P. aeruginosa (ES1-2),
Carril 5: P. aeruginosa (AS1-4), Carril 6: Enterobacter sp. (AS1-1), Carril 7:
Enterobacter sp. (PS6-4), Carril 8: B. subtilis (PS2-1), Carril 9: B. subtilis (MS6-3), Carril
10: B. megaterium (PS3-2), Carril 11: B. megaterium (AcMSL1), Carril 12: Control.

Fuente: Elaboracion propia.

El gen del arseniato reductasa (arrA) es un componente importante del
sistema microbiano de reduccidn de arseniato, se ha utilizado ampliamente como
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biomarcador para estudiar los microorganismos reductores de arseniato. El
monitoreo del gen arrA puede proporcionar informacion til sobre la
biogeografia, la biodiversidad y las variaciones de las especies microbianas
reductoras de arseniato en diferentes ambientes contaminados con arsénico (Mirza

etal., 2017).

La investigacion realizada por Costa et al., (2014) en sedimentos de un
arroyo de una mina de oro pudieron aislar bacterias que estaban afiliados
a Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria el 7% de esas bacterias presentaba
el genarrA, Siendo un porcentaje muy bajo ya que no todas las bacterias presenten
ese gen. El analisis revel6 que todas ellas presentaban similitudes con las de
organismos no cultivados. Este predominio de organismos no cultivados indica
que el genarrAse encuentra mayormente en bacterias con procedimientos
metagendmicos. En este trabajo de investigacion las cepas aisladas no fueron de
ADN metagenémico de sedimento, lo que indicaria que ese vendria a ser un factor

del porque una pequefia cantidad de bacterias presento el gen arrA.

Quémeéneur et al., (2016) en su revision mencionan que la deteccion de
genes de arseniato reductasa respiratoria (arrA) lejanamente relacionados, como
marcadores funcionales de los respiradores de As V, indica que nuevas bacterias
reductoras de As V disimilatorias pueden estar involucradas en la

biotransformacién y movilidad de As en suelos andxicos.

Suhadolnik et al., (2017) utilizando enfoques computacionales,
metagendmicos y basados en cultivos, describieron la diversidad de bacterias,
genes y enzimas involucradas en la transformacion de Aslil y AsV en sedimentos,

identificaron nuevos taxones que son tanto reductores de AsV como oxidantes de
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Aslll: Decloromonas, Acidovorax facilis, A. delafieldii, Aquabacterium, Shewan
ella, C.  termopalmarium y Macellibacteroides  fermentans. Se  revelaron
discrepancias filogénicas entre los genes aioA, arsCy arrA. Este trabajo es
diferente a los resultados encontrados ya que estas bacterias también fueron

aisladas de ADN metagendmicos.

4.2.2. Determinacion del gen regulador de resistencia a metales MARR en

aislamientos de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

En la Figura 34 se observa que ninguna cepa bacteriana pertenecientes a
los géneros de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter aisladas de sedimentos del
embalse Pasto Grande presentaron el gen regulador de resistencia MARR. No se
observo ninguna banda en ningun carril tanto de las cepas en estudio y del control.
Lo que indicaria que ninguna de estas bacterias presentaria el gen regulador

MARR en su genoma.
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Peso 1kb AS23  Ms7-1 ES12 AS1-4 ASI-1 PS4 PS2-1 MS63  PS3-2 AcMs1  Con.
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Figura 34. Electroforesis en gel de agarosa para determinacién del gen de resistencia al
arsénico MAAR amplificado por PCR. Donde: Carril 1: Marcador 1kb, Carril 2: P. putida
(MS7-1), Carril 3: P. putida (AS2-3), Carril 4: P. aeruginosa (ES1-2), Carril 5: P.
aeruginosa (AS1-4), Carril 6: Enterobacter sp. (AS1-1), Carril 7: Enterobacter sp. (PS6-
4), Carril 8: B. subtilis (PS2-1), Carril 9: B. subtilis (MS6-3), Carril 10: B. megaterium
(PS3-2), Carril 11: B. megaterium (AcMS1), Carril 12: Control.

Fuente: Elaboracion propia

El no encontrar ninguna cepa con el gen MarR vendria a ser porque es un
gen mas relacionado a la regulacion de metales como Zinc y Cobre asi mismo se
presenta en su mayoria bacterias que son muy resistentes a diferentes antibidticos.
También los cebadores empleaos fueron MarR-F1
(ATGGATCAGAGCACAAGGCGCCCT), MarR-R1
(CTACGGCTGCGGATCGGCAGCATA) en donde estas secuencias fueron
creadas con el objetivo de detectar e implicar mediante mutagénesis a
Achromobacter deleyi As-55 (MIC 36 mM) (GenBank accession number:
CP074375.1) el gen MarR es decir no se crearon esas secuencias con el objetivo

amplificar el gen MarR en todas las bacterias (Yu et al., 2021).

El gen MarR tiene la capacidad de regular genes que estan relacionados a
la resistencia a diversos metales. Las proteinas de la familia MarR regulan
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funciones relacionadas con la resistencia a los antibidticos y el manejo del estrées
oxidativo, la produccion de factores de virulencia, el catabolismo de compuestos
aromaéticos y como regulador procesos de biotransformacion del As en bacterias

(Gupta et al., 2019).

Cohen et al., (1993) mencionan que este gen se presenta mayormente en
bacterias que presentan multi resistencia a antibidticos que funcionan como
homodimero. Algunos miembros de la familia MarR interacttan con los metales
como Zinc y Cobre. La transcripcion del operdn transportador de zinc (zit)
en Lactococcus lactis esté regulada por el regulador transcripcional de la familia
MarR y ZitR. Cuando la concentracion de zinc en el medio ambiente es demasiado
alta, el Zn (Il) se une a ZitR y cambia la conformacion de ZitR para unirse
estrechamente al promotor del zit, inhibiendo asi la transcripcion del operon zit 'y
posteriormente reduciendo el transporte de Zn al interior de las células. Bajo falta
de Zn, ZitR sin ligando se disocia de la secuencia del promotor zity alivia la

inhibicion del operodn zit (Varela et al., 2019).

Las proteinas MarR suelen regular pequefios régulos, normalmente uno o
dos operones que codifican una funcion especifica, como la salida de antibidticos
en el operon marRAB. Luego, MarA funciona como un activador de muchos
genes implicados en una respuesta pleiotrépica. Cu(ll) oxida un residuo de
cisteina unico (Cys80 en E. coli MarR) en su dominio de union al ADN, formando
un enlace disulfuro entre dos dimeros de MarR, produciendo un cambio
conformacional que lo vuelve incapaz de unirse al promotor marRAB ,

desreprimiendo asi expresion del operén marRAB (Zhu et al., 2017).
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4.2.3. Determinacion del gen de resistencia al arsénico ARSB en

aislamientos de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter

En la Figura 35 se puede observar que en ningun carril se observa la
aparicion de una banda, es decir que ninguna cepa bacteriana pertenecientes a los
géneros de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter aisladas de sedimentos del
embalse Pasto Grande presenta el gen de resistencia ARSB en su ADN. En el
carril 1 se puede observar que si se observa las bandas del marcador de peso
molecular y en el carril 12 no se observa ninguna estando la muestra control lo

que hace valido el procedimiento.

Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa para determinacion del gen de resistencia al
arsenico ARSB amplificado por PCR. Donde: Carril 1: Marcador 1kb, Carril 2: P. putida
(MS7-1), Carril 3: P. putida (AS2-3), Carril 4: P. aeruginosa (ES1-2), Carril 5: P.
aeruginosa (AS1-4), Carril 6: Enterobacter sp. (AS1-1), Carril 7: Enterobacter sp. (PS6-
4), Carril 8: B. subtilis (PS2-1), Carril 9: B. subtilis (MS6-3), Carril 10: B. megaterium
(PS3-2), Carril 11: B. megaterium (AcMS1), Carril 12: Control.

Fuente: Elaboracion propia
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La expresion del gen arsB no se pudo observar debido a que los
investigadores creadores de los cebadores arsB-F1
(AGGATAATCAACCCAACCAAAGT) y arsB-R1
(CGTCCATGGAATTTACCTATTTG) para la expresion de arsB, utilizaron
estos primer’s con el objetivo de crear una mutacion genética en Campylobacter
jejuni para que pueda resistir a concentraciones de arsénico mencionado por Shen
et al., (2013). Es decir, sus secuencias fueron creadas no con el objetivo de
encontrar el gen arsB en otras bacterias solo en la especie de Campylobacter

jejuni.

Los genes que codifican los sistemas de desintoxicacidn de arsénico se
encuentran tanto en plasmidos como en cromosomas. Por lo general, los
genes ars se organizan como operones, como arsRBC, arsRABC y arsRDABC,
pero algunos genes ars existen solos (Qin et al., 2006). ArsC es una arsenato
reductasa de pequefia masa molecular, que convierte AS(V) en AS(III) en el
citoplasma (Lopez et al., 2003). EI As (111) es extruido mediante transportadores

especificos de AS(I1), como ArsB y Acr3 (Varelaet al., 2019).

La actividad de ArsB puede ser independiente de ATP o requerir la ayuda
de ArsA, una ATPasa (Saltikov & Olson, 2002). Recientemente, identificaron un
operon ars de 4 genes, que esta asociado con un alto nivel de resistencia al
arsénico en Campylobacter este operén codifica una supuesta permeasa de
membrana (ArsP), un represor transcripcional (ArsR), una arsenato reductasa
(ArsC) y una proteina de eflujo (Acr3). La expresion de todo el operon esta
regulada directamente por ArsR y es inducible por AS(1I1) y As(V) (Qin et al.,

2006).
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4.2.4. Determinacion del gen de resistencia al arsénico ARSH en
aislamientos de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

En la Figura 36 se puede observar que en ningun carril se observa la
aparicion de una banda, es decir que ninguna cepa bacteriana pertenecientes a los
géneros de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter aisladas de sedimentos del
embalse Pasto Grande presenta el gen de resistencia ARSH. Sin embargo, se
observa en el carril 1 las bandas de marcadores de peso moleculary en el carril 12
no se observar ninguna banda lo que indica que los procedimientos fueron

realizados de forma idénea.

Ms7-1 AS2-3  ES1-2 AS1-4  AS1-1 PS6-4 PS2-1 MS6-3 ps3-2  AcMsi Con.

Figura 36. Electroforesis en gel de agarosa para determinacion del gen de resistencia al
arsénico ARSH amplificado por PCR. Donde: Carril 1: Marcador 1kb, Carril 2: P. putida
(MS7-1), Carril 3: P. putida (AS2-3), Carril 4: P. aeruginosa (ES1-2), Carril 5: P.
aeruginosa (AS1-4), Carril 6: Enterobacter sp. (AS1-1), Carril 7: Enterobacter sp. (PS6-
4), Carril 8: B. subtilis (PS2-1), Carril 9: B. subtilis (MS6-3), Carril 10: B. megaterium
(PS3-2), Carril 11: B. megaterium (AcMS1), Carril 12: Control.

Fuente: Elaboracion propia
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Las secuencias empleadas fueron ARSH-F
(GCGAATTCTGGTGGCTGCCGCTGGCTTG-39) y ARSH-R
(GAAAGCTTGCGTACCCCCAACCTCATGCOC), las cuales fueron
secuenciadas y clonadas de la bacteria biominera acidofila, quimiolitoautotrofa
Thiobacillus ferrooxidans con el fin de introducir genes de resistencia como arsB,
arsC y arsH a cepas de Escherichia coli con el fin de amplificar su capacidad de
resistir al As, pero arsH no fue necesario ni mejoro la resistencia al As (Butcher
et al., 2000). Estas secuencias al ser parte de un secuenciamiento son propias de
esa bacteria haciendo casi imposible la presencia de ese gen en otras cepas
bacterianas como en este caso cepas de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

Recientemente, se encontré que arsH estd ampliamente distribuido en
bacterias, principalmente proteobacterias Gamma, pero no ocurre en bacterias
Gram positivas (Chen et al., 2015). Es por eso que no se pudo observar la
presencia de genes en cepas de Bacillus subtilis y Bacillus megaterium ya que
corresponden al grupo de las bacterias Gram positivas. Segun Ye et al., (2007)
pudo observar la presencia de genesarsHen grupos de genesars de los
cromosomas deT.  ferrooxidans, A.  ferrooxidans, Synechocystis sp., S.
meliloti, R. palustris, H. arsenicoxydans, O. tritici, P. putiday P.
aeruginosa. Curiosamente, los genomas de H. arsenicoxydansy P. putida
presentaron el gen arsH en varias partes de su estructura.

También se identificaron homdlogos de ArsH en plasmidos de S.
marcescens 'y de Sinorhizobium sp. Sin embargo, otras bacterias del suelo,
como Pseudomonas putida, tienen un gen que codifica ArsH, una flavoproteina
que utiliza NADP+ para oxidar MA (I11) a MA (V), confiriendo asi resistencia al

arsénico. Se demostré que la proteina ArsH es una enzima organoarsenical
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oxidasa que confiere resistencia a los derivados de metil As (Ill) tanto en P.
putida como en S. meliloti. ArsH oxida compuestos organoarsenicales trivalentes
a sus derivados pentavalentes y, por lo tanto, junto con la proteina ArsM, amplia
el espectro de resistencia microbiana de los operones ars de arsenicales
inorgénicos a organicos. El gen arsH también estd presente en los genomas de
arqueas, hongos, plantas y animales, lo que sugiere un origen antiguo del gen
ArsH (Péez et al., 2015).

4.2.5. Determinacion del gen de resistencia al arsénico ARSR en

aislamientos de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter.

En la Figura 37 se puede observar que en ningun carril se observa la
aparicion de una banda, es decir que ninguna cepa bacteriana perteneciente a los
géneros de Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter aisladas de sedimentos del
embalse Pasto Grande presenta el gen de resistencia ARSR. Sin embargo, ya que
se observa en el carril 1 las bandas de marcadores de peso molecular y en el carril
12 no se observa ninguna banda esto indica que los procedimientos fueron

realizados de forma idénea.
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Figura 37. Electroforesis en gel de agarosa para determinacion del gen de resistencia al
arsénico ARSR amplificado por PCR. Donde: Carril 1: Marcador 1kb, Carril 2: P. putida
(MS7-1), Carril 3: P. putida (AS2-3), Carril 4: P. aeruginosa (ES1-2), Carril 5: P.
aeruginosa (AS1-4), Carril 6: Enterobacter sp. (AS1-1), Carril 7: Enterobacter sp. (PS6-
4), Carril 8: B. subtilis (PS2-1), Carril 9: B. subtilis (MS6-3), Carril 10: B. megaterium
(PS3-2), Carril 11: B. megaterium (AcMS1), Carril 12: Control.

Fuente: Elaboracion propia

Las secuencias empleadas fueron BBARSB
(GCGGATCCAGGGTGACGAGAAATATGGC) y BBARSC
(GCGGATCCGGGGTTTTCATCACTGG), las cuales se disefiaron dentro de los
extremos de los genes arsB y arsC, lo que permitié la amplificacion de la supuesta
regién promotora arsR de 450 pb, sin embargo, como fueron secuenciadas y
clonadas de la bacteria biominera acidéfila, quimiolitoautétrofa Thiobacillus
ferrooxidans con el fin de introducir genes de resistencia como arsB, arsC, arsH
y arsR a cepas de Escherichia coli con el fin de amplificar su capacidad de resistir
al As (Butcher et al.,, 2000), es que estas secuencias al ser parte de un

secuenciamiento son propias de esa bacteria haciendo casi imposible la presencia
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de ese gen en otras cepas bacterianas como en este caso cepas de Pseudomonas,

Bacillus y Enterobacter.

En condiciones anaerdbicas, la resistencia microbiana a Aslll esta
regulada por el operon arsRB, que codifica arsR, un miembro de la familia
SmtB/ArsR de proteinas metalorreguladoras para la regulacion transcripcional del
operon ars, y arsB, una proteina integral de membrana responsable de la extrusion
de Aslll (Yang et al., 2012). Para hacer frente a la toxicidad del As, los microbios
reducen el AsV a Aslll, que se expulsa de las células al entorno externo (Yan et

al., 2019).

La enzima arsC, capaz de reducir AsV, esta codificada por el
gen arsC dentro del operon arsRBC. Se han identificado dos proteinas arsC que
utilizan glutation y glutaredoxina o tiorredoxina como fuentes electronicas en
diversas bacterias (Rosen & Liu, 2009). Aparentemente, concentraciones mas
altas de As han ejercido presion evolutiva sobre el operon arsRBC, dando lugar a
dos nuevos genes dentro del operdn arsRDABC, es decir, arsD y arsA. Mientras
que arsD sirve como portador para la translocacion de Aslll desde el citoplasma
celular a la membrana, arsA es responsable de la extrusion de Aslll mediante el

acoplamiento con ArsB (Fekih et al., 2018) (Chen et al., 2016).
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V. CONCLUSIONES

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa (ES1-2LB) y Bacillus subtilis (MS6-3) fueron
las mas resistentes mostrando crecimiento hasta a concentraciones de 10000 mg/L
seguido de Enterobacter sp. (AS1-1), Pseudomonas aeruginosa (TS2-4) y Bacillus
subtilis (PS2-1) que resistieron hasta 7000 mg/L. También se observo diferencias
significativas entre el crecimiento de P. putida y P. aeruginosa (p=0.015) frente a As
y entre cepas de Enterobacter sp. (p=0.022), pero no entre cepas de B. subtilis y B.

megaterium (p=0.230).

Se observo la presencia de un gen promotor de resistencia al arsénico el cual fue el
gen arrA estando presente en las cepas Pseudomonas aeruginosa (AS1-4) y
Enterobacter sp. (AS1-1) lo cual indicaria que estas dos cepas bacterianas
presentarian resistencia al arseniato de sodio heptahidratado gracias a las
caracteristicas genéticas que presentan estas y a las condiciones extremas de donde se

aislaron.
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V1. RECOMENDACIONES

- En esta linea de investigacion se recomienda realizar la experimentacion con mas
géneros bacterianos aislados de los sedimentos del Embalse Pasto Grande.
Asimismo, experimentar con mas metales como cadmio, plomo y aluminio ya que
estos metales han sido reportados en el Embalse Pasto Grande en grandes
cantidades y asimismo se recomienda identificar molecularmente las cepas

bacterianas para mayor rigor cientifico.

- Para el publico cientifico y decisores politicos, se recomienda estudiar la
resistencia de bacterias en diferentes zonas contaminadas con metales pesados
utilizando las técnicas mencionadas en esta investigacion; para eso se recomienda
utilizar materiales desinfectados para la obtencion de los nicleos de sedimentos y
el procesamiento inmediato de estas, asi como realizar todos los procedimientos
en una camara de flujo laminar de nivel 1 0 2, asi como realizar la medicion del
pH de sedimentos con agua desioniazada, en la diferenciacion de sedimentos
aplicar la técnica de comparacion por colores mostrada por Munsell y desarrollar

pruebas moleculares con un ADN de buena pureza.
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Figura 38. Caracterizacion de los niveles de sedimentos diferenciados en ndcleos de
sedimentos (NS). A: NS rio Antajarane (DJAE1); B: NS rio Millojawira (DJM1E2); C:
NS rio Millojawira-2 (DJM2E7); D: NS rio Tocco (DJT1E3); E: NS rio Tocco-2
(DJT2ES); F: NS embale (DJEE-4); G: NS rio Patara (DJPE-6).

Tabla 11

Diferenciacion de los niveles de sedimentos encontrados en los ndcleos de sedimentos

obtenidos del embalse Pasto Grande.

Grava Arena Lodo
Muestrade  Medida
NS NS Arena Arena Arena Arena Arena . .
Granos muy Gruesa media Fina muy Limo Arcilla Total
gruesa fina
Tocco 106 cm 2 6 1 1 1 2 1 14
Tocco-2 160 cm 1 2 4 3 4 4 18
Antajarane 73cm 2 2 1 1 2 8
Millojawiral 53 cm 1 1 1 1 3 7
Millojawira2 123 cm 2 5 2 1 10
Embalse 40 cm 1 2 3
Patara 98 cm 1 2 3 1 1 8
Total 8 14 11 11 6 8 9 1 68
Porcentaje 12% 21% 16% 16% 9% 12% 13% 1% 100%
Resultados de pH
8
6.92

7 - 6.43 614 6.67 6:26 < c5 [T

6 497 o ] 5.15 - 4.99

5

) 4,06 359 368

3

2

1

0
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Figura 39. pH mas alto y pH mas bajo encontrados en los niveles de sedimentos del

Embalse Pato Grande.
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Tabla 12

Tabulacion de datos obtenidos al evaluar la resistencia de Pseudomonas, Bacillus y

Enterobacter.
Data
_ _ Trans. UEC
Tratamientos Lugar Bacterias UFC
(UFC/uL)
(Vx + 0.5)
Tl A 1-Pa 2,35 5
T1 P 2-Pa 2,12 4
Tl E 3-Pa 11,07 122
Tl T 4-Pa 2,12 4
T1 A 5-Pp 6,52 42
T1 M 6-Pp 1,22 1
T1 E 7-Pp 0,71 0
T1 M 8-Pp 1,22 1
T2 A 1-Pa 3,67 13
T2 P 2-Pa 1,22 1
T2 E 3-Pa 10,75 115
T2 T 4-Pa 1,87 3
T2 A 5-Pp 4,74 22
T2 M 6-Pp 0,71 0
T2 E 7-Pp 0,71 0
T2 M 8-Pp 1,22 1
T3 A 1-Pa 2,12 4
T3 P 2-Pa 0,71 0
T3 E 3-Pa 10,65 113
T3 T 4-Pa 1,87 3
T3 A 5-Pp 2,55 6
T3 M 6-Pp 0,71 0
T3 E 7-Pp 0,71 0
T3 M 8-Pp 0,71 0
T4 A 1-Pa 0,71 0
T4 P 2-Pa 0,71 0
T4 E 3-Pa 10,17 103
T4 T 4-Pa 0,71 0
T4 A 5-Pp 1,22 1
T4 M 6-Pp 0,71 0
T4 E 7-Pp 0,71 0
T4 M 8-Pp 0,71 0
T5 A 1-Pa 0,71 0
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Data
_ _ Trans. UEC
Tratamientos Lugar Bacterias UFC
(UFC/uL)
(Vx + 0.5)
T5 P 2-Pa 0,71 0
T5 E 3-Pa 9,77 95
T5 T 4-Pa 1,58 2
T5 A 5-Pp 0,71 0
T5 M 6-Pp 0,71 0
T5 E 7-Pp 0,71 0
T5 M 8-Pp 0,71 0
T6 A 1-Pa 0,71 0
T6 P 2-Pa 0,71 0
T6 E 3-Pa 9,62 92
T6 T 4-Pa 1,22 1
T6 A 5-Pp 0,71 0
T6 M 6-Pp 0,71 0
T6 E 7-Pp 0,71 0
T6 M 8-Pp 0,71 0
T7 A 1-Pa 0,71 0
T7 P 2-Pa 0,71 0
7 E 3-Pa 9,30 86
T7 T 4-Pa 0,71 0
T7 A 5-Pp 0,71 0
T7 M 6-Pp 0,71 0
T7 E 7-Pp 0,71 0
T7 M 8-Pp 0,71 0
T1 A 9-Bs 0,71 0
T1 P 10-Bs 11,7 122
T1 T 11-Bs 2,12 4
T1 M 12-Bs 8,69 75
T1 M 13-Bm 3,08 9
T1 P 14-Bm 9,77 95
T1 M 15-Bm 0,71 0
T1 T 16-Bm 0,71 0
T1 M 17-Bm 0,71 0
T2 A 9-Bs 0,71 0
T2 P 10-Bs 6,82 46
T2 T 11-Bs 1,58 2
T2 M 12-Bs 8,28 68
T2 M 13-Bm 2,92 8
T2 P 14-Bm 7,18 51
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Data
_ _ Trans. UEC
Tratamientos Lugar Bacterias UFC
(UFC/uL)
(Vx + 0.5)
T2 M 15-Bm 1,58 2
T2 T 16-Bm 0,71 0
T2 M 17-Bm 0,71 0
T3 A 9-Bs 1,22 1
T3 P 10-Bs 4,95 24
T3 T 11-Bs 0,71 0
T3 M 12-Bs 7,97 63
T3 M 13-Bm 1,58 2
T3 P 14-Bm 6,60 43
T3 M 15-Bm 0,71 0
T3 T 16-Bm 0,71 0
T3 M 17-Bm 0,71 0
T4 A 9-Bs 0,71 0
T4 P 10-Bs 4,42 19
T4 T 11-Bs 0,71 0
T4 M 12-Bs 7,91 62
T4 M 13-Bm 0,71 0
T4 P 14-Bm 5,43 29
T4 M 15-Bm 0,71 0
T4 T 16-Bm 0,71 0
T4 M 17-Bm 0,71 0
T5 A 9-Bs 0,71 0
T5 P 10-Bs 2,12 4
T5 T 11-Bs 0,71 0
T5 M 12-Bs 7,78 60
T5 M 13-Bm 0,71 0
T5 P 14-Bm 0,71 0
T5 M 15-Bm 0,71 0
T5 T 16-Bm 0,71 0
T5 M 17-Bm 0,71 0
T6 A 9-Bs 0,71 0
T6 P 10-Bs 2,12 4
T6 T 11-Bs 0,71 0
T6 M 12-Bs 7,45 95
T6 M 13-Bm 0,71 0
T6 P 14-Bm 0,71 0
T6 M 15-Bm 0,71 0
T6 T 16-Bm 0,71 0
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Data
_ _ Trans. UEC
Tratamientos Lugar Bacterias UFC
(UFC/uL)
(Vx + 0.5)
T6 M 17-Bm 0,71 0
T7 A 9-Bs 0,71 0
T7 P 10-Bs 0,71 0
T7 T 11-Bs 0,71 0
T7 M 12-Bs 7,04 49
T7 M 13-Bm 0,71 0
T7 P 14-Bm 0,71 0
T7 M 15-Bm 0,71 0
T7 T 16-Bm 0,71 0
T7 M 17-Bm 0,71 0
T1 A 18-Es 11,51 132
Tl P 19-Es 10,32 106
T1 T 20-Es 5,52 30
T2 A 18-Es 10,65 113
T2 P 19-Es 7,25 52
T2 T 20-Es 0,71 0
T3 A 18-Es 9,92 98
T3 P 19-Es 5,24 27
T3 T 20-Es 1,22 1
T4 A 18-Es 7,52 56
T4 P 19-Es 0,71 0
T4 T 20-Es 0,71 0
T5 A 18-Es 6,96 48
T5 P 19-Es 0,71
T5 T 20-Es 0,71
T6 A 18-Es 6,82 46
T6 P 19-Es 0,71 0
T6 T 20-Es 0,71 0
T7 A 18-Es 0,71 0
T7 P 19-Es 0,71 0
T7 T 20-Es 0,71 0

Donde: T1= 1200 mg/L, T2= 2400 mg/L, T3=3500 mg/L, T4=4500 mg/L, T5=5000
mg/L, T6= 7000 mg/L, T7= 10000 mg/L; T= Tocco, A= Antajarane, P= Patara, M=
Millojahuira, E= Embalse; 1= P. aeruginosa (AS1-4), 2= P. aeruginosa (PS8-3), 3= P.
aeruginosa (ES1-2 Ib), 4= P. aeruginosa (TS2-4), 5= P. putida (AS2-3), 6= P. putida
(AcMS7), 7= P. putida (ES2-2), 8= P. putida (MS7-1), 9= B. subtilis (AS5-1), 10= B.
subtilis (PS2-1), 11= B. subtilis (TS1-2), 12= B. subtilis (MS6-3), 13= B. megaterium
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(AcMS1), 14= B. megaterium (PS3-2), 15= B. megaterium (MS5-1), 16= B. megaterium
(TS4-3), 17= B. megaterium (MS1-2), 18-Es= Enterobacter sp. (AS1-1), 19-Es=
Enterobacter sp.(PS6-4), 20-Es= Enterobacter (TS13-2)

Tabla 13

Prueba de normalidad utilizando la prueba de Shapiro-Wilks.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO UFC 140 ©0.00 3.09 0.78 <0.0001

Tabla 14
Prueba de normalidad utilizando la prueba de Kolmorov.

Prueba de bondad de ajuste (Eolmogorowv)

Variable Ajuste media varianza n Estadistico D p-valor
EDUC UFC Hormal (O,1) ©.00 9.56 140 0.49 <0.0001
Tabla 15

Prueba de Levene para observar la homocedasticidad o heterocedasticidad.

Analisis de la wvarianza

Variable N ks E= Ry LCW
R&BS UFC 140 0.15 0.11 75.20

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Hodelo T2.56 6 13.1¢ 4.01 0.0010
TRATAMTENTOS T72.9%6 6 13.1¢ 4.01 0.0010
Error 435.9% 133 3.29
Total 515.585 135
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Tabla 16
Resultados del analisis estadistico aplicando la prueba de Friedman a cepas de

Pseudomonas euruginosa y Pseudomonas putida.
Frueba de Friedman

Pzeudomonas asruginosa Pseudomonas putida T= =
1.8 1.32 6.68 0.0155

Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 7.5937

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) n
Pseudomonas putida 37.00 1.32 28 4
Pseudomonas aeruginosa 47 .00 1.68 28 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.050)

Tabla 17
Resultados del analisis estadistico aplicando la prueba de Friedman a cepas de Bacillus

subtilis y Bacillus megaterium.
Frueba de Friedman

Bacillus subtilis Bacillus megaterium T2 |5
1.57 1.43 1.49 0.2304

Minims difserencisa significativa entre suma d= rangos = 8.321

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) n
Bacillus megaterium 50.00 1.43 35 &4
Bacillus subtilis 55.00 1.57 35 &

Medias cor una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.050)
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Tabla 18
Resultados del andlisis estadistico aplicando la prueba de Kruskal Wallis a cepas de

Enterobacter sp. a los tratamientos de As.

Prueba de EKruskal Wallis

Variable TRATAMIENTOS N Medias D.E. Mediamas gl C H E
OFC T1-1200mg/L 3 9,12 3.17 10.32 & 0.85 8.15 0.1le38
OFC T2-2400mg/L 3 6.20 5.05 T.25

OFC T3-3500mg/L 3 5.46 4.35 5.24

OFC T4-4500mg/L 3 2.598 3.83 0.71

OFC T5-5000mg/L 3 2.79 3.6l 0.71

OFC Te-TO00mg/L 3 2,75 3.53 0.71

OFC T7-10000mg/L 3 0,71 0.00 0.71

Tabla 19

Resultados del analisis estadistico aplicando la prueba de Kruskal Wallis a cepas de

Enterobacter sp.

Prueba de Eruskal Wallis

Variable BACTERIAS N Medias D.E. Medianas H o
UFC Enterocbacter (T513-2) 7 1.47 1.80 0.71 6.81 0.0220
UFC Enterocbacter sp. (AS51-1) 7 T.73 3.61 7.52
UFC Enterocbacter sp. (P56-4) 7 3.66 3.57 0.71
Trat. Ranks
Enterocbacter (T513-2) T7.36 A
Enterockbacter sp. (P56-4) 9.86 L B
Enterckacter sp. (A51-1) 15.79 B

Msdias con una letra comin no son significativaments diferentes (p > 0.0E5)
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