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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar cepas bacterianas psicrofilas de los glaciares
tropicales en el volcdn Chimborazo. Se realizaron dos muestreos, uno en verano (septiembre) y otro
en invierno (febrero), que consistieron en la recoleccion de muestras de hielo glaciar en tres puntos
distintos del volcan. In-situ se midieron la temperatura, el pH y la conductividad eléctrica, mientras
que de forma ex-situ se analiz6 el pH, la conductividad eléctrica, color, turbiedad, dureza, alcalinidad
y concentracion de hierro. Las muestras se inocularon por quintuplicado tanto en agar R2A como en
agar nutritivo mediante la técnica de siembra en superficie, y se incubaron a 4°, 10° y 20°C. Se
aislaron 34 cepas bacterianas distintas en funcién de su morfologia; para su identificacion se
analizaron las caracteristicas macro y microscopicas, posteriormente se realizaron pruebas
bioquimicas comunes, pruebas enzimaticas para determinar la actividad amilolitica, proteolitica y
lipolitica, y pruebas de sensibilidad a antibi6ticos. ElI 73.53% de las bacterias aisladas fueron Gram
negativas mientras que el 26.47% fueron Gram positivas, evidencidndose una baja resistencia a
antibidticos; ademas, de acuerdo a los resultados de las pruebas fisiol6gicas se podrian sugerir los
siguientes géneros: Bacillus sp., Proteus sp., Neisseria sp., Serratia sp., Micrococcus sp.,
Staphylococcus sp. y Pseudomonas sp. Los glaciares del volcan Chimborazo cuentan con una amplia
diversidad bacteriana psicrofila, la cual se encuentra en constante peligro a causa del incremento de
la temperatura del planeta, por lo que se precisan estudios posteriores para la caracterizacion

molecular de las cepas aisladas.

Palabras claves: <BIOTECNOLOGIA>, <MICROBIOLOGIA>, <BIOPROSPECCION>,
<BACTERIAS>, <PSICROFILOS>, < PSICROTROFOS >, <VOLCAN CHIMBORAZO>,
<GLACIARES TROPICALES>
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SUMMARY

The purpose of the current research was to characterize the psychrophilic bacterial strain of
Chimborazo volcano tropical glaciers. It was necessary to carry out two samplings, one in summer
(September) and the other in winter (February); they consisted on the collection of glacier ice
samplings from three different points of the volcano. Some parameters like temperature, pH and
electric conductivity were measured on-site, while some other parameters like pH, electric
conductivity, color, turbidity, hardness, alkalinity and iron concentration were measured off-site.
The samples were inoculated fivefold, both in agar R2A and in nutritive agar trough the surface
seeding technique and were incubated at 4°, 10° and 20°C. 34 different bacterial strains were
isolated according to their morphology; and for their identification it was necessary to analyze the
macro and microscopic characteristics; then some common biochemical tests, enzymatic tests to
determine the amylolytic, proteolytic and lipolytic activity and antibiotic sensitivity testing were
carried out. 73% of isolated bacteria were Gram negative while 26.47% Gram positive, this
evidences a low antibiotic resistance. In addition, according to the results obtained in the
physiological tests the following types can be suggested: Bacillus sp. and Pseudomonas sp. The
glaciers of Chimborazo volcano have a wide psychrophile bacterial diversity which is at
permanent risk due to the increase in the temperature of the planet. Thus, it is necessary to carry

out further studies for the molecular characterization of isolated strains.

Key words: <BIOTECHNOLOGY>, <MICROBIOLOGY>, <BIOPROSPECTING>,
<BACTERIA>, <PSYCHROPHILE>, <PSYCHROTROPHS>, <CHIMBORAZO
VOLCANO>, <TROPICAL GLACIERS>.
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INTRODUCCION

El cambio climético en la actualidad, es considerado uno de los principales factores que alteran
los diferentes habitats en el mundo. En Ecuador, la biodiversidad se ha visto en peligro por la

destruccion de los ecosistemas a causa del incremento de la temperatura en el planeta.

La ubicacion de nuestro pais, ademas de su relieve, ha dado como resultado una gran variedad de
ecosistemas y consigo una diversidad biol6gica inimaginable. Los pisos climaticos presentes en
el Ecuador varian desde los calidos, pasando por templado, frio (paramo) y hasta los méas gélidos

denominados glaciar o de alta montafa.

En el interior de los glaciares, existe una extensa diversidad microbiana por descubrir, hasta el
momento, existe una gran cantidad de estudios que describen detalladamente la microbiota del
Artico y el Antértico, mientras que los estudios en los glaciares tropicales son minimos, teniendo
como resultado que la informacion sobre la microbiota procedente de los ecosistemas de alta

montafia es escasa.

El estudio de microorganismos de hielo glaciar resulta interesante por tratarse de psicrofilos de
alta tolerancia a: cambios en su ambientales, poca disponibilidad de nutrientes, elevadas
radiaciones solares, altas presiones hidrostaticas, ademas de ser capaces de producir enzimas
extracelulares y por consiguiente son de gran potencial biotecnol6gico (Rondén, et al. 2016, p.905).
Resultando asi, la bioprospeccion como estrategia de progreso para paises en vias de desarrollo
ricos en biodiversidad (Torres y Velho, 2009, p.96), la que consiste en la busqueda de organismos o

sus productos con la finalidad de valorar la biodiversidad para usarla a favor de la sociedad.

En este contexto, el Volcan Chimborazo cuenta con 22 glaciares, que en las Gltimas décadas se
ha visto reducidos en un 59.8% de su masa (Caceres, 2010, p.54), los glaciares mas afectados por el

calentamiento global son Reiss, Stubel y Thielmann (Mufioz, 2010).

El incremento en la temperatura del planeta ha provocado el deshielo progresivo de los glaciares
tropicales, lo que ha motivado a los investigadores a estudiar estos ecosistemas tan fragiles y a la

vez tan importante para la vida y el desarrollo de los paises andinos



OBJETIVOS.
Objetivo General.

Caracterizar cepas bacterianas psicrofilas de los glaciares tropicales en el VVolcan Chimborazo.
Objetivos Especificos.

» Realizar la caracterizacion fisico-quimica de las aguas obtenidas de los glaciares en
el VVolcan Chimborazo.

«  Aislar cepas bacterianas de los glaciares en el Volcan Chimborazo.

« Identificar la biodiversidad bacteriana aislada, mediante pruebas macroscopicas,
microscépicas y bioquimicas.

»  Evaluar la resistencia de las cepas bacterianas a antibioticos.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

Los microorganismos extremoéfilos han llamado la atencién de los cientificos, en concreto las
bacterias psicrofilas han atraido a los investigadores desde las primeras expediciones en la
Antértida, no solo por las bajas temperaturas en las que viven, sino también por la falta de agua y

nutrientes y las altas presiones a las que se encuentran expuestas. (Miteva, 2008, p.32)

Las bacterias psicrofilas varios afios atrds eran de interés para un grupo pequefio de
investigadores, en la actualidad las bacterias psicrofilas son de gran interés para un gran grupo de
investigadores ya que estas bacterias producen proteinas anticongelantes en su membrana,
sustancias poliméricas extracelulares a partir de hidratos de carbono, ademés son de gran
importancia en el mundo actual ya que han ayudado al desarrollo biotecnoldgico como la
produccion de detergentes activos en frio, la produccién de biocombustibles y procesamiento de

alimentos a bajas temperaturas, entre muchos otros.

En la actualidad existe un sinnimero de publicaciones de estudios de bacterias psicrofilas y
psicrotolerantes obtenidas a partir de los deshielos en los glaciares polares ya que estos se han
visto deteriorados por el calentamiento global, sin embargo, los glaciares tropicales de igual

manera han sido afectados por los efectos del cambio climatico.

El incremento en la temperatura del planeta ha causado el deshielo progresivo de los glaciares en
las zonas tropicales de nuestro planeta, 1o que ha motivado a los investigadores a estudiar estos

ecosistemas tan fragiles y a la vez tan importante para la vida y el desarrollo de los paises andinos.

En América del Sur se ha publicado estudios de la diversidad bacteriana en glaciares, en concreto
Ball y otros (2013), Ronddn y otros, (2016) estudiaron cepas bacterianas en los Andes Tropicales
de Venezuela; en Perl, Gonzalez-Toril y otros (2015) realizaron estudios de pirosecuenciacion
en bacterias de glaciares del Parque Nacional Huascaran. En Ecuador se ha reportado estudios

de bacterias psicrofilas a elevadas altitudes en la laguna Amarrilla del nevado El Altar realizado



por Moreno (2017) y el estudio de la produccion de compuestos bioactivos a partir de psicréfilas
por Diaz y Estrada (2018).

1.2. Microrganismos Extremofilos

Se considera microorganismos a organismos muy pequefios que no se pueden observar a simple
vista, los cuales se los puede observar mediante la ayuda de un microscopio; es un grupo grande
y diverso de organismos estructuralmente sencillo, pero realizan todos los procesos vitales que
tienen lugar en organismos superiores; se considera microorganismos a los virus, bacterias,

protozoos, algunas algas y algunos hongos. (Prescott et al., 2004, p.2)

Los microorganismos conservan una amplia diversidad genética y metabolica en comparacion a
otros seres vivos (Madigan et al., 2009, p3), por lo que, sumado a su crecimiento rapido y su facilidad
de intercambio de genes, les han permitido supervivir en cualquier habitad natural y adaptarse a

condiciones variables. (Oliart-Ros et al., 2016, p80)

Los microorganismos “extremofilos” se caracterizan por ser capaces de desarrollarse en
condiciones que se podrian considerar como extremas para los seres humanos y seres vivos en
general. Un ambiente extremo se puede considerar aquel donde se presenten temperaturas muy

elevadas o bajas, alta salinidad, alta alcalinidad o alta acidez. (Ramirez et al., 2006, p.57)

Los extremofilos han sido de gran interés cientifico, y en particular para la biotecnologia, debido
a sus caracteristicas para resistir las condiciones de su entorno. Ademas, la existencia de

microorganismos en ambientes hostiles hace especular la existencia de vida en otros planetas.
(Ramirez et al., 2006, p.57)

La temperatura, es un factor que limita el desarrollo de los microrganismos, por tal motivo varios

autores clasifican a los microorganismos segun la temperatura optima de crecimiento.

Tabla 1-1: Clasificacion de los microorganismos en funcion de la temperatura de crecimiento.

Microorganismos Descripcion
Hipertermofilos Temperatura 6ptima mayor de 80 °C y la maxima entre 110y 113 °C.
Termofilos Desde 45 °C
Mesofilos Temperatura éptima cerca de 37 °C. Crecer en torno a 25 a 45 °C.
Psicrofilos Temperaturas por debajo de 5 °C y con temperaturas Psicréfilos maximas de 20°C.

Fuente: (Ramirez et al., 2006, p.58)
Elaborado por: Silva Edwin, 2020



1.3. Microorganismos Psicrofilos

Los microorganismos psicréfilos tienen la capacidad de crecer activamente en ambientes
permanentemente frias e incluso a temperaturas bajo cero. (Rondén, etal. 2016, p.906) Un
microorganismo psicréfilo se lo puede definir como aquel que tiene una temperatura de desarrollo
optima en torno de 15 °C, una temperatura de crecimiento méaxima por debajo de 20 °C y minima

de 0 °C 0 mas baja. (Madigan et al., 2009, p.176)

Estos microorganismos fueron trasladados desde diferentes ecosistemas, en particulas de polvo
por accion del viento, este motivo indica su variedad taxonémica y funcional. Algunas algas y

bacterias se desarrollan en la superficie de glaciares, presentando colores caracteristicos. (Yarzabal,
2020, p3) (Madigan et al. 2009, p.176)

Los glaciares, ademas de contar con una amplia diversidad microbiana, se los considera como
archivos de formas de vida antigua. Por tal motivo, muchos microorganismos depositados en las
aquellas superficies siguieron siendo viables después de mucho tiempo. Es asi que, algunos han

evolucionado en el mismo lugar y se han adaptado a las condiciones extremas. (Yarzébal, 2020, p.3)

La resistencia a bajas temperaturas estd determinada por la sintesis de proteinas en los ribosomas
para crecimiento en frio y soportar el shock térmico. Ademas, en su membrana la produccion de

acidos grasos insaturados con cadena mas corta de lo comun. (Russell, 1997, p.490)

Segun Christner et al. (2008, p.63), Miteva y Brenchley (2005, p.7809) y Ronddn, et al. (2016,
p.908) en los glaciares la densidad bacteriana presente es baja, de 4.4 x 10*a 1.9 x 10° células/ml
en hielo glacial, de 1.2 x 10* células/ml en hielo de acreciéony de 4.1 x 10%a 9.6 x 10° células/ml

en agua de deshielo subglaciar.
1.3.1. Microorganismos psicrétrofos

También conocidos como psicrofilos facultativos o psicrotolerantes, los psicrétrofos son
microorganismos que se caracterizan por poder crecer a 0 °C, aunque su temperatura éptima sea
de 20 a 30 °C e incluso hasta 40 °C. (Prescott et al., 2004, p.134) (Madigan et al., 2009, p.176)

1.3.2. Adaptaciones moleculares en psicrofilos

Los psicréfilos cuentan con mecanismos que permiten su supervivencia, dichos mecanismos se

han desarrollado durante un largo tiempo gracias a las condiciones “extremas” de su entorno.



Las principales adaptaciones de los psicréfilos han sido la inactividad inducida dependiendo la
estacion del afio, la produccién de pigmentos, exopolisacaridos y capas de proteccion para la
radiacion UV y la produccion de enzimas crioprotectores para prevenir la lisis celular. (Hoover y
Pikutab, 2010, p.2)

Una caracteristica particular, es la produccion de crioprotectores, son moléculas protectoras de
las células psicrofilas, su ventaja radica en reducir el dafio causado por cristales de hielo, lo cual

pone en peligro la membrana celular. (Yarzabal, 2020, p.3)

Los psicrdfilos, igualmente originan enzimas las cuales funcionan de manera éptima en el frio,
como es el caso de proteasas con actividad catalitica por debajo de 0 °C (Rossi et al., 2003, p.3689) Y
que se desnaturalizan o inactivan incluso a temperaturas muy moderadas, las enzimas de

psicréfilos se caracterizan por tener mas aminodacidos polares y menos aminoacidos hidrofébicos.
(Madigan et al., 2009, p.177).

Entre las enzimas producidas tenemos de enzimas degradadoras de moléculas como almidon,

lipidos, caseina, pectina, celulosa, quitina, etc.

Tabla 2-1: Enzimas de microorganismos psicréfilos y sus aplicaciones.

Enzima Aplicacion
Proteasas Detergentes, alimentos
Amilasas Detergentes y panaderia
Celulasas Detergentes, alimentos y textiles
Deshidrogenasas Biosensores
Lipasas Detergentes, alimentos y cosméticos

Fuente: (Ramirez et al, 2006, p.60)
Elaborado por: Silva Edwin, 2020

Otra particularidad que caracteriza a los psicréfilos, es la composicion de su membrana
citoplasmatica, la cual tiene mayor cantidad de acidos grasos no saturados en comparacién a los

mesofilos, que a temperaturas bajas permite que el transporte activo funcione de mejor manera.
(Madigan et al., 2009, p.177)



1.4.Bioprospeccion de Psicrofilos
1.4.1. Bioprospeccion

Definida como la exploracion de organismos vivos en ambientes naturales, la bioprospeccion
busca dar un valor comercial a estos organismos y sus productos. (Torres y Velho, 2009, p.97) ES
descrita como una oportunidad para hallar, estudiar, comprender, y aprovechar los organismos
vivos como plantas animales y microorganismos; ademas de comprender el manejo de manera

correcta de los recursos y proponer nuevos usos. (Melgarejo et al., 2002, p.6)
1.4.2. Bioprospeccion de bacterias extremdfilas

Los hébitats de las bacterias extremdfilas se creia lugares carentes de vida, al momento se conoce
que las bacterias extremofilas habitan en glaciares, aguas salinas, sistemas hidrotermales, sitios
acidos o alcalinos y ambientes con alta presion (Oliart et al., 2016, p.83), dichos habitats proporcionan
condiciones adversas, forzando a las células a adquirir ciertas caracteristicas atractivas para la

biotecnologia.
1.4.3. Bioprospeccion de bacterias psicrofilas.

Las bacterias psicréfilas investigadas por sus particulares utilidades, son de gran interés, llevando
a investigadores a zonas donde el frio extremo es un factor que complica las actividades de

busqueda de dichos microorganismos.

Segln (Russell, 1997, p.13), la existencia de bacterias psicrofilas en ambientes gélidos producen
compuestos bioldgicos de gran utilidad para la biotecnologia en bajas temperaturas. Al mismo
tiempo, las bacterias psicrofilas se pueden usar como bioherramientas como es el caso de los

biofertilizantes.

Los glaciares no polares, tienen un area alrededor de 15.8 millones de km?, ellos, los
microorganismos sobreviven en canales liquidos entre de las pequefias masas de hielo y en la

delgada pelicula liquida en las superficies. (Santiago et al., 2016, p.1)
1.5. Aplicaciones de los psicrofilos.

Los microorganismos psicrofilos y sus biomoléculas son de gran ayuda para los procesos
biotecnoldgicos, entre los que podemos mencionar estan los detergentes para agua fria, aditivos

alimentarios y modificadores de sabor, biosensores y para la biorremediacion ambiental. (Hoover
y Pikutab, 2010, p.3)



Las bacterias psicrofilas producen exoenzimas de gran valor para la industria y la biotecnologia,
por su caracteristica de resistir cambios en la temperatura. La industria se ha visto beneficiada
con el uso de dichas bacterias, entre las principales se encuentra la creadora de detergentes, la

alimenticia y la farmacéutica. (Oliart et al., 2016, p.84)

Tabla 3-1: Principales bacterias y enzimas aplicados a la industria.

Microorganismos Enzimas Aplicacion
Proteasas Detergentes, industria de alimentos
Pseudoalteromonas sp. _ S—
Amilasas Detergentes y panificacion
Cytophaha sp. _ _
o Deshidrogenasas | Biosensores
Vibrio sp.

Lipasas Detergentes, alimentos y cosméticos

Fuente: Ramirez et al, 2006, p.61
Elaborado por: Silva, Edwin, 2019

Otro uso de las bacterias psicrofilas es la produccion de biofertilizantes, el cual consiste en
preparaciones de microorganismos vivos los cuales ayudan a los cultivos en la absorcion de
elementos esenciales para su crecimiento (Balcazar etal., 2015, p.1), tal es el caso del genero
Pseudomonas spp. el cual es considerado como promotor de crecimiento de plantas, ademas de

actuar como agente de biocontrol. (Yarzabal et al., 2018, p.2343)

Dadas las caracteristicas que presentan los psicrofilos Hoover y Pikutab, (2010, p.31) y sus habitats con
condiciones extremas, el interés por la astrobiologia ha crecido en los ultimos afios por la creencia
de vida atrapada en planetas criogénicos del sistema solar Margesin y Miteva (2011, p,356), ya que se
cree que los psicofisicos se originaron en otra parte del Cosmos y se trasladados a la Tierra por

cometas 0 meteoritos.

1.6. Ambientes frios

Aproximadamente el 85% de nuestro planeta presenta una temperatura inferir a 5 °C, la mayoria
de los ambientes con bajas temperaturas estan representados por las profundidades de los mares,
las superficies nevadas, las grandes masas polares, los glaciares, permafrost y hielo marino. Otros

ambientes frios son lagos gélidos, subsuelos, desiertos frios y cuevas. (Margesin y Miteva, 2011, p.346)
1.6.1. Criosfera

La criosfera en nuestro planeta, se considera a toda porcién de la tierra donde se encuentra el agua

en estado sélido; se puede dividir en criésfera continental, marina y aérea. (Wang et al., 2019, p.124)



La cri6sfera esta constituida en la tierra por glaciares, nieve, hielo marino, hielo lacustre y fluvial,

permafrost y hielo de nubes. (Qin et al., 2018, p.256)
1.6.1.1. Glaciar

Se considera glaciar a las formaciones de hielo perdurables, con distintos tamafios y formas, su
formacidn ocurre donde las condiciones climaticas y topogréaficas ayudan a la acumulacion de la
nieve durante varios afios y progresivamente sufra un proceso de compresion para finalmente

transformarse en hielo. (Climate Action Netword Latino América, 2014, p.3)

Existen dos tipos de glaciares naturales, los glaciares polares y los glaciares tropicales, la
diferencia radica en la ubicacion que se encuentra en el planeta tierra, siendo los glaciares polares
los que se encuentran en los Polos Norte y Sur, mientras que los glaciares tropicales son los que
se encuentran ubicados en las regiones mas célidas del planeta, en latitudes donde las estaciones
no existen, por lo que no acumulan hielo y estos son relativamente pequefios. Por esta razon, son
especialmente sensibles a los cambios climaticos y son considerados como excelentes indicadores

del calentamiento global.

En un glaciar, las masas de hielo se clasifican en tres segln su temperatura: frio, politermal y
templado. Las masas de hielo frio son aquellas que tienen una temperatura bajo cero, el agua se
encuentra presente entre los cristales de hielo en bajas cantidades; las masas de hielo politermal
se caracteriza por tener una temperatura cercana a la temperatura de fusion, mientras que la
temperatura de las masas de hielo templado se encuentra en el punto de fusion, estas masas de

hielo se ubican en latitudes medias y bajas. (Christner et al., 2008, p.53)

1.7.Reserva de Produccion de Fauna Chimborazo.

La Reserva de Produccion de Fauna Chimborazo se cre6 mediante el Acuerdo Ministerial No.
437 en octubre de 1987 publicado en el Registro Oficial No. 806 del 9 de noviembre del mismo
afio. Dicha Reserva se encuentra en las provincias de Chimborazo, Bolivar y Tungurahua, con
una extension total de 58560 hectareas. La altura va desde los 3800 m.s.n.m. en la parte més baja,
hasta 6268 m.s.n.m., a la altura de la cumbre Whymper del nevado Chimborazo; el clima que

presenta es frio andino con temperaturas desde los 0 a 10 °C. (Ministerio del Ambiente, 2013)



1.7.1. Volcan Chimborazo

El Chimborazo es el volcan activo mas alto de los Andes del Norte en América del Sur con una
altura maxima de 6268 m.s.n.m., ubicado en la Cordillera Occidental de Ecuador a 150 km al
suroeste de Quito y 28 km al noroeste de la ciudad de Riobamba, es un estratovolcan que se
encuentra en al suroeste del arco volcanico ecuatoriano la denominada "Avenida de los

Volcanes". (Ministerio del Ambiente, 2013)

En siglos pasados, varios investigadores como Humboldt, Whymper, Meyer, Reiss y Stlbel se
han fascinado por la majestuosidad del relieve del volcan Chimborazo y, ademés, de contar con

flancos empinados y una gran capa de glaciar. (Samaniego et al., 2012, p.34)

El glaciar del volcan Chimborazo presenta precipitaciones provenientes de dos lados opuestos, al
lado oeste siendo alimentado por masas de aire del Océano Pacifico y al lado este alimentado por
masas de aire de la cuenca del Amazonas, en general presenta una precipitacion media anual que
varia de 500 -1000 mm/a, estas variaciones en la precipitacion se ve afectada por dos estaciones
lluviosas (febrero - mayo y octubre - noviembre) y dos estaciones secas, la primera llamada
comunmente "Verano" (junio - septiembre) mucho méas pronunciada que la segundo en el mes de

diciembre. (vuille et al., 2000, p2523) (Clapperton, 1990, p.93)

1.8.  Caracterizacion fenotipica

La identificacion de bacterias, en la actualidad se realiza en base a varios métodos. La
caracterizacion fenotipica es un método clasico cominmente usado, en base a caracteristicas

como la morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas y metabdlicas. (Sosa Lopez et al., 2011,
pp.39-40) (Bou et al., 2011, p.602)

1.8.1. Caracteristicas macroscopicas de las colonias

Las caracteristicas visibles de las colonias en la superficie del medio de cultivo, permiten dar una
primera identificacion a las unidades formadoras de colonias (UFC), ya que cada una cuenta con

aspectos caracteristicos propios. (Prescott et al., 2004, p.114)
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Las caracteristicas usadas se describen a continuacion en la Tabla 4-1.

Tabla 4-1: Caracteristicas de las colonias.

(1]
L
A - . . . . - -
g Pigmentacion | Superficie Forma Elevacion Borde Cargc;tgz:ﬂca Consistencia
s
147
o
-Puntiforme  |-plana - Entero
S -Circular - - -
S i : Elevada Ondulado Opaca - Cremosa
,§ Color -Filamentosa |-Convexa |- Lobulado - Traslucida Mermb
b= - Membranosa
& observable -Rugosa | rregular -Pulvinada |- Erosionado |- Transparente
o .
-Rizoide -Umbonada |- Filamentoso
-Fusiforme

Fuente: Pirez y Mota, 2006, p.23; Prescott et al., 2004, p.114
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

La clasificacion de caracteristicas de borde, forma y elevacidn se detallan a continuacién en la

Figura 1-1.

. L% O
o
o0
o) E\Q*% R
Puntiformet Circular Filamentosa Irreqular Rizoide Fusiforme
FORMA
— = P Y 7 Y
Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada
ELEVACION
Entero Ondulade Lobulado Erosionado Filamentoso

Figura 1-1: Morfologia de colonias bacterianas.
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
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1.8.2. Caracteristicas microscdpicas
1.8.2.1. Morfologia

La morfologia de una bacteria se refiere a las formas que toman las células, y mediante la
observacion en un microscopio se puede definir dicha morfologia. (Madigan et al., 2009, p74). Las

principales morfologias se representan en la Figura 2-1.

MORFOLOGIA DE LAS CELULAS

eiff

Coco Bacilo Espirilo Espiroqueta Vibrio

Figura 2-1: Morfologias de las células.
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

1.8.2.1. Tincién diferencial de Gram

La tincion Gram, es una técnica usada para clasificar a las bacterias en dos grandes grupos, Gram
positivas y Gram negativas. La técnica consiste en la tincion de la pared de las células, las
bacterias Gram positivas tomaran un color morado, mientras que las bacterias Gram negativas se

tornaran rosadas o rojas. (Bonilla et al., 2006, p.38)
1.8.3. Pruebas fisiologicas

La caracterizacion a partir de la fisiologia de una bacteria, es cominmente usada como ayuda para
determinar el género de esta, dentro de las pruebas fisioldgicas tenemos las pruebas bioquimicas

y las pruebas de produccion de enzimas.
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1.8.3.1. Pruebas biogquimicas
. Prueba de Oxidasa

La prueba de la oxidasa es usada para determinar la existencia de la enzima oxidasa, esta prueba
se usa para diferenciar entre la familia Pseudomonadaceae y Enterobacteriaceae, y entre géneros

Moraxella (+), Neisseria (+) y Acinetobacter (-). (MacFaddin, 2003, p.344)
. Prueba de Catalasa

Esta prueba se usa para determinar la presencia de la enzima oxidasa, se usa una disolucion de
peroxido de hidrogeno al 3%. Esta prueba ayuda a diferenciar Streptococcus (-) de Micrococcus
(+) o Bacillus (+) de Clostridium (-). (MacFaddin, 2003, p.73)

. Prueba de Ureasa

Prueba destinada para determinar la enzima ureasa, se la realiza por medio del medio de cultivo
agar de urea de Christensen, donde las bacterias usan la urea como Unica fuente de nitrégeno. Se
usa para detectar bacterias del genero Enterobacter y Proteus las cuales dan positivo ante esta
prueba. (MacFaddin, 2003, p.400)

. Prueba de Sulfuro, Indol y Motilidad

El medio de cultivo SIM es utilizado para diferenciar entre bacilos de la familia
Enterobacteriaceae, de acuerdo a la produccion de sulfuro de hidrogeno H.S, formacion de indol

y motilidad de las células. (Zimbro et al., 2009, p.482)

. Prueba de fermentacion de azUcares

El agar TSI (Triple Sugar Iron Agar) sirve para diferenciar bacilos entéricos gramnegativos por
medio de la fermentacidn de tres azlcares (glucosa, sacarosa y lactosa) y la produccion de sulfuro

de hidrogeno. (Zimbro et al., 2009, p.565)

. Prueba de Citrato

La prueba de citrato se utiliza para determinar si una bacteria usa el citrato como Unica fuente de
carbono, se lo realiza por medio del agar citrato Simmons. Es usado para diferenciar géneros en

especial de la familia Enterobacteriaceae. (MacFaddin, 2003, p 92)
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1.8.3.2. Pruebas enzimaticas

Las pruebas enziméticas tienen como objetivo observar la produccion de enzimas hidroliticas

capaces de hidrolizar macromoléculas como carbohidratos, lipidos y proteinas.
. Hidrolisis de Almidén

La prueba de hidrolisis del almiddn, consiste en la obtencion de la enzima amilasa, la cual divide
la molécula de almidén en maltosa y glucosa, estos azucares son usados por la célula como fuente

de carbono y de energia. (Alarcén, 2004, p.35)
. Hidrolisis de Lipidos

Las enzimas que hidroliza los lipidos se denominan lipasas, los &cidos grasos resultantes por

hidrolisis de lipidos, son usados como fuente de energia para la célula.
. Degradacién de Caseina

La degradacion de la caseina se obtiene por medio de la accion de la enzima caseinasa, al mezclar
un medio de cultivo con leche, el medio se torna turbio ya que los aminoacidos se dispersan,

cuando la enzima caseinasa actla sobre el medio este se torna trasparente. (Alarcon, 2004, p.36)

1.8.3.3. Identificacion de bacterias

La identificacion bacteriana se puede realizar de dos formas: una mediante la observacion de las
caracteristicas fenotipicas de un organismo y otra por la relacion entre los ancestros y los

organismos vivos, conocida como filogenética.

Una identificacién clasica se basa en caracteristicas fenotipicas de las bacterias, comportamiento
en los medios de cultivo morfologia, degradacion de macromoléculas, propiedades bioquimicas,

fisioldgicas y nutricionales. (Gobernado y Lépez 2003)

Mediante la Figura 3-1 se puede estimar el género de una bacteria mediante la caracterizacion

fenotipica.
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Figura 3-1: Identificacion de bacterias
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

1.8.4. Pruebas de sensibilidad a antibiéticos

La prueba de sensibilidad a antibidticos, consiste en observar el comportamiento de una bacteria
que se encuentra en presencia de distintos antibidticos. Se considera antibiético a un conjunto de
sustancias, que producen acciones especificas en un microorganismo, cuentan con una toxicidad

selectiva en minimas concentraciones. (Seija y Vignoli, 2006, p.631)

Los antibioticos pueden dividirse en dos grupos, en bacteriostaticos y bactericidas. Los agentes
bacteriostaticos impiden el crecimiento y reproduccion de las bacterias mientras que los agentes
bactericidas no solo impiden el crecimiento sino también producen la muerte celular. (Cavalieri
et al., 2005, p.6)

1.8.4.1. Métodos de Accion de Antibidticos

Los agentes antibidticos se pueden clasificar dependiendo su accién en las células bacterianas.
Los agentes pueden: interferir con la sintesis de péptidoglicano en la pared celular, inhibir la
sintesis proteica, interferir con la sintesis de ADN, o inhibir de rutas metabolicas (Seija y Vignoli,

2006, p.632). Para el presente estudio se decidio contar con los siguientes antibioticos:
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La oxitetraciclina es un antibiético del grupo de las tetraciclinas son agentes bactericidas, cuyo
mecanismo es la inhibicién de sintesis de proteinas por union a la subunidad 30S del ribosoma,

usados para el control de bacterias Gram positivos y negativos. (Bado et al. 2008)

La penicilina perteneciente al grupo de betalactamicos es un antibiético bactericida de accion
lenta, se caracterizan por poseer un anillo betalactamico el cual inhibe la sintesis de la pared
celular de las bacterias, cominmente usado frente a microorganismos Gram positivos, Gram

negativos y espiroquetas. (Seijay Vignoli 2006, p.634)

La cefalexina es un antibidtico bactericida perteneciente al grupo de cefalosporinas de primera
generacion, de accion inhibitoria similar a las penicilinas, usadas contra infecciones de

microrganismos Gram positivos y Gram negativos. (Rivas et al. 2002)

La gentamicina perteneciente al grupo de los aminoglucésidos es un antibiético cuyo mecanismo
de accion es la inhibicién de proteinas mediante la adhesién de aminoazucares a la subunidad 30

S del ribosoma impidiendo la lectura correcta del material genético. (Seija y Vignoli 2006, p.640-641)
1.8.4.2. Mecanismos de Resistencia

Existe varios mecanismos para que una bacteria llegue a ser resistente a antibioticos, entre los
cuales encontramos: produccion de enzimas destructoras del antibiético, desarrollar una pared
celular impermeable a los antibidticos, mutaciones que no permiten la unién con el agente
antibidtico, flujos a partir de la célula que repele el agente antibiotico y rutas metaboélicas alteradas

genéticamente para impedir el efecto del antibi6tico. (Cavalieri et al., 2005, p.8)

La causa comun de resistencia a antibioticos es mediante mutacion de material genético, mas
conocido como transferencia horizontal de genes. Existen tres mecanismos de transferencia:

transformacion, transduccion y conjugacion.

El mecanismo de transformacion reside en la captacion de ADN libre en el ambiente por una
bacteria, la transferencia mediante transduccidn radica en el intercambio genético entre bacterias
por medio de un bacteri6fago y la transferencia mediante conjugacion consisten en la

transferencia de material genético de una bacteria a otra mediante un pldsmido. (Rozoy Dussan 2010,
p.23-24)
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2.1. Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion es exploratorio, por tratarse de un estudio destinado a obtener informacion

y solucionar dificultades del que se tiene poca informacion, la metodologia a usada sirve para

validar o rechazar la hipotesis.

2.2.Disefio de la Investigacion

Para el presente estudio se utilizara el método de investigacion mixto y segln la manipulacion de
variables independientes (temperatura, medio de cultivo) se utilizara un disefio experimental

completamente al azar para relacionar los resultados de las muestras de agua de los deshielos de

los glaciares los mismos gque contaran con cinco repeticiones para punto de muestreo.

Tabla 1-2: Codificacion de cajas Petri.
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10°C

R121S

R221S

R321S

N121S

N221S

N321S

R121F | R221F

R321F

N121F

N221F

N321F

R122S

R222S

R322S

N122S

N222S

N322S

R122F | R222F

R322F

N122F

N222F

N322F

R123S

R223S

R323S

N123S

N223S

N323S

R123F | R223F

R323F

N123F

N223F

N323F

R124S

R224S

R324S

N124S

N224S

N324S

R124F | R224F

R324F

N124F

N224F

N324F

R125S

R225S

R325S

N125S

N225S

N325S

R125F | R225F

R325F

N125F

N225F

N325F

20°C

R131S

R231S

R331S

N131S

N231S

N331S

R131F | R231F

R331F

N131F

N231F

N331F

R132S

R232S

R332S

N132S

N232S

N332S

R132F | R232F

R332F

N132F

N232F

N332F

R133S

R233S

R333S

N133S

N233S

N333S

R133F | R233F

R333F

N133F

N233F

N333F

R134S

R234S

R334S

N134S

N234S

N334S

R131F | R231F

R331F

N134F

N234F

N331F

R135S

R235S

R335S

N135S

N235S

N335S

R132F | R232F

R332F

N135F

N235F

N332F

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
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2.3.Unidad de analisis

Muestras de agua en tres puntos diferentes de los glaciares tropicales del volcan Chimborazo, en
la Reserva de Produccién de Fauna Chimborazo.

2.4.Localizaciéon del Estudio

El muestreo del presente estudio se llevo acabo de forma in-situ en los glaciares del volcan
Chimborazo, ubicado en la Cordillera Andina Occidental del Ecuador, en la Reserva de
Produccion de Fauna Chimborazo, en el limite de las provincias de Chimborazo, Bolivar y
Tungurahua, a 150 kilometros al suroeste de Quito y 28 km al noroeste de la ciudad de Riobamba,
el estudio continué de manera ex-situ en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo ubicada en la Panamericana Sur km
1%,

2.4.1. Georreferenciacion del sitio de muestro

Tabla 2-2: Georreferenciacion de puntos de muestreo.

Punto de muestreo Coordenadas UTM
P1 0741616 , 9837474
P2 0740953, 9837379
P3 0740892, 9837621

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

Volcan Chimborazo Leyenda

B2Wmsenm

& Chimborazo
Punto

Google Earth

Figura 1-2: Ubicacién Volcan Chimborazo

Fuente: Google Earth, 2020
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
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2.5. Parte Experimental
2.5.1. FASE I: Analisis fisico-quimico del agua.

Se recolectd muestras de hielo glaciar en tres puntos distintos del volcan Chimborazo
denominados como P1, P2 y P3, en dos épocas durante el afio, seca (septiembre) y lluviosa
(febrero).

Se recolecté 1000 ml de muestra en una botella color &mbar para su preservacion ante la luz, se
enjuago tres veces la botella con la muestra (NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2176:2013,
p.5), posteriormente se llend con la muestra por completo procurando no dejar aire para evitar
cambios en su composicion, posteriormente se transportaron a <4 °C al laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo el

mismo dia de su recoleccion.

2.5.2. FASE II: Andlisis de la diversidad bacteriana.

En la base del glaciar se descartd 5 cm de la superficie, para extraccion de la muestra se utilizd
un tornillo de hielo de 17 cm de largo previamente esterilizado por llama directa (Rondén et al. 2016,
p.906), para la recoleccion de muestras se utiliz6 frascos de polipropileno de 100 ml estériles, el
frasco se enjuago tres veces con la muestra para evitar contaminacion al interior y se transportaron
a <4 °C (NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2176:2013, p.5) al laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo el mismo dia de su

recoleccion.
2.5.2.1. Andlisis microbiolégico del agua

Para obtener la mayor cantidad de biodiversidad bacteriana se opt6 por usar dos medios de cultivo
distintos, un medio de cultivo con abundantes nutrientes “Agar Nutritivo” y un medio de cultivo

con nutrientes limitados “Agar R2A”.
2.5.2.2. Preparacion de medios de cultivo
. Agar R2A

Se disolvi6 18.2 g del medio de cultivo agar R2A en polvo Difco™ en 1 L de agua destilada, se

procedi6 a calentar y agitar frecuente hasta llegar a hervir durante 1 minuto para obtener la
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completa dilucion del polvo. Finalmente se traslado a esterilizar a la autoclave a 121 °C durante

15 minutos.
Tabla 3-2: Composicion del medio de cultivo Agar R2A.
Compuesto Concentracion g/L
Extracto de levadura 0.5
Proteosa Peptona No. 3 0.5
Acidos Casamino 0.5
Dextrosa 0.5
Almidén soluble 0.5
Piruvato de sodio 0.3
Fosfato dipotasico 0.3
Sulfato de magnesio 0.05
Agar 15.0
Fuente: Zimbro et al. 2009, p.461
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
. Agar Nutritivo

Se disolvi6 23 g del medio de cultivo agar nutritivo en polvo Difco™ en 1 L de agua destilada,
se procedié a calentar y agitar frecuente hasta llegar a hervir durante 1 minuto para obtener la
completa dilucién del polvo. Finalmente se trasladé a esterilizar a la autoclave a 121 °C durante

15 minutos.

Tabla 4-2: Composicion del medio de cultivo Agar Nutritivo.

Compuesto Concentracion g/L
Extracto de carne 3.0
Peptona 5.0
Agar 15.0

Fuente: (Zimbro et al. 2009, p.398)
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

2.5.2.3. Inoculacion

Las muestras obtenidas fueron inoculadas en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias. Con ayuda de una micropipeta, se sembré 100 uL de agua de glaciar de cada punto de
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muestreo (Ciesielski, et al. 2014, p.596), en las cajas que contenian los medios de cultivo Agar R2A
(Ball et al. 2014, p.933) (Bowman, 2001, p.593) y Agar Nutritivo (Silva et al. 2018, p.1508), cOn un asa de
Drigalsky, previamente esterilizada, se extendi6 la muestra uniformemente por toda la superficie

del agar. Este procedimiento se realiz6 por quintuplicado.
2.5.2.4. Codificacion

El nombre usado para la identificacion de cada caja Petri se lo realizo mediante un c6digo
alfanumérico, el mismo que contiene dos letras y tres nimeros; la primera letra indica el medio
de cultivo a utilizarse (P: Plate Count Agar o N: Nutrient Agar), el segundo digito indica el punto
de muestreo, el tercer digito indica la temperatura de incubacion a la que sera sometida la caja (1:
4 °C, 2:10 °Cy 3: 20 °C), el cuarto digito indica el nimero de réplica realizada en la siembra 'y

la Gltima letra indica la época de muestreo (S: Septiembre o F: Febrero).

Tabla 5-2: Codificacion de cajas Petri para agar R2A el mes de septiembre.

Punto

Temperatura Punto 1 Punto 2 Punto 3
R111S R211S R311S

R112S R212S R312S

4°C R113S R213S R313S
R114S R214S R314S

R115S R215S R315S

R121S R221S R321S

R122S R222S R322S

10°C R123S R223S R323S
R124S R224S R324S

R125S R225S R325S

R131S R231S R331S

R132S R232S R332S

20°C R133S R233S R333S
R134S R234S R334S

R135S R235S R335S

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
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Tabla 6-2: Identificacion de cajas Petri para agar Nutritivo el mes de septiembre.

punto Punto 1 Punto 2 Punto 3
Temperatura

N111S N211S N311S

N112S N212S N312S

4°C N113S N213S N313S
N114S N214S N314S

N115S N215S N315S

N121S N221S N321S

N122S N222S N322S

10°C N123S N223S N323S
N124S N224S N324S

N125S N225S N325S

N131S N231S N331S

N132S N232S N332S

20°C N133S N233S N333S
N134S N234S N334S

N135S N235S N335S

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

Tabla 7.2: Identificacion de cajas Petri para agar R2A el mes de febrero.

Punto

Temperatura Punto 1 Punto 2 Punto 3
R111F R211F R311F

R112F R212F R312F

4°C R113F R213F R313F
R114F R214F R314F

R115F R215F R315F

R121F R221F R321F

R122F R222F R322F

10°C R123F R223F R323F
R124F R224F R324F

R125F R225F R325F

R131F R231F R331F

R132F R232F R332F

20°C R133F R233F R333F
R131F R231F R331F

R132F R232F R332F

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
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Tabla 8-2: Identificacién de cajas Petri para agar Nutritivo el mes de febrero.

punto Punto 1 Punto 2 Punto 3
Temperatura

N111F N211F N311F

N112F N212F N312F

4°C N113F N213F N313F
N114F N214F N314F

N115F N215F N315F

N121F N221F N321F

N122F N222F N322F

10°C N123F N223F N323F
N124F N224F N324F

N125F N225F N325F

N131F N231F N331F

N132F N232F N332F

20°C N133F N233F N333F
N134F N234F N331F

N135F N235F N332F

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

2.5.2.5. Incubacion

Las cajas inoculadas fueron incubadas a diferentes temperaturas cada una, a 4 °C (Ciesielski et al.,
2014, p.596), 10 °C y 20 °C (Rondon, et al. 2016, p.906) durante un periodo de hasta 15 dias donde se

observé la presencia de colonias.
2.5.2.6. Caracterizacion macroscépica

La caracterizacion macroscopica consistié en la observacion de la morfologia de cada colonia,
teniendo en cuenta las siguientes caracteristicas: color, superficie, forma, elevacion, borde,

caracteristicas Gpticas y consistencia.
2.5.2.7. Caracterizacion microscopica

Para la caracterizacién macroscopica, con ayuda de un asa microbioldgica se realiz la fijacion
de las colonias en un portaobjetos, posteriormente se procedid a realizar una tincién diferencial

de Gram.
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2.5.3. FASE IlI: Aislamiento de cepas bacterianas

Con un conteo previo y realizada la caracterizacion morfoldgica, se procedid a aislar las colonias
mas representativas de cada tratamiento, teniendo en cuenta los siguientes criterios: color,

superficie, forma, elevacion, borde, caracteristicas Opticas y consistencia.
2.5.3.1. Preparacion de medios de cultivo

Para el aislamiento de cepas bacterianas mas representativas, se utilizé los medios de cultivo Agar
R2A y Agar Nutritivo.

2.5.3.2. Purificacién

Para la obtencién de cultivos puros de cada cepa representativa se aplicé la técnica de siembra

por estrias. (Bonilla et al., 2006, p34)
2.5.3.3. Incubacién

Cada una de las cajas inoculadas fueron incubadas a 4, 10 y 20 °C respectivamente, durante 15

dias, al término de este periodo se observaron las colonias aisladas.

2.5.4. FASE IV: Pruebas Fisioldgicas
Se realiz6 un total de nueve pruebas fisiol6gicas: pruebas bioquimicas y enzimaticas.

Las pruebas bioquimicas ejecutadas fueron: ureasa, SIM (sulfuro, indol y movilidad), TSI
(fermentacion de glucosa sacarosa y lactosa), citrato, oxidasa y catalasa como pruebas rapidas;

mientras que las pruebas enzimaticas fueron: hidrolisis de lipidos, proteinas y carbohidratos.
(Fernandez et al., 2010, p.4)

2.5.4.1. Pruebas bioquimicos
. Oxidasa

La colonia a identificar fue puesta en contacto con tiras que contenian papel con reactivo para
deteccion de oxidasa marca Merck. Si la coloracion del papel se tornaba azul el resultado era

considerado positivo. (Al-Dhabaan, 2019, p1248)
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. Catalasa

Con ayuda de un asa bacterioldgica se tom6 una muestra de la colonia en una placa portaobjetos,
posteriormente se colocd una disolucion de peréxido de hidrogeno al 3% si se generaba
efervescencia enérgica y constante por al menos 10 segundos, el resultado era considerado

positivo. (Al-Dhabaan, 2019, p1249)
25.4.1.1. Preparacion de medios de cultivo
. Agar Base Urea Christensen

Se disolvid 21 g del medio de cultivo agar base Urea Christensen en polvo MERCK en 1 L de
agua destilada, adicionalmente en otro matraz se colocd 50 ml de una solucion de urea al 40%, se
traslad6 a esterilizar a la autoclave a 121 °C durante 15 minutos, en condiciones asépticas se

mezcl6 la solucidn de urea y el medio agar base de urea.

. Medio de Cultivo SIM

Se disolvié 30 g del medio de cultivo SIM en polvo Difco™ en 1 L de agua destilada, se procedid
a calentar y agitar frecuente hasta llegar a hervir durante 1 minuto para obtener la completa

dilucion del polvo. Finalmente se trasladé a esterilizar a la autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Tabla 9-2: Composicién del medio de cultivo SIM.

Compuesto Concentracion g/L
Digerido Pancreatico de Caseina 20.0
Digerido Péptico de Tejido Animal 6.1
Sulfato ferroso amonio 0.2
Tiosulfato de sodio 0.2
Agar 35

Fuente: (Zimbro et al. 2009, p.482)
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

. Agar TSI

Se disolvié 65 g del medio de cultivo agar TSI en polvo Difco™ en 1 L de agua destilada, se
procedio a calentar y agitar frecuente hasta llegar a hervir durante 1 minuto para obtener la
completa dilucién del polvo, se dispenso en tubos de ensayo, se traslado a esterilizar a la autoclave

a 121 °C durante 15 minutos y finalmente se dejé enfriar en una posicion inclinada.
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Tabla 10-2: Composicion del medio de cultivo Agar TSI.

Compuesto Concentracion g/L
Extracto de carne de res 3.0
Extracto de levadura 3.0
Digerido Pancreatico de Caseina 15.0
Proteosa Peptona No. 3 5.0
Dextrosa 1.0
Lactosa 10.0
Sacarosa 10.0
Sulfato de hierro 0.2
Cloruro de sodio 5.0
Tiosulfato de sodio 0.3
Agar 12.0
Rojo fenol 0.024

Fuente: (Zimbro et al. 2009, p.482)
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

. Agar Citrato Simmons

Se disolvi6 24.2 g del medio de cultivo agar Citrato Simmons en polvo Difco™ en 1 L de agua
destilada, se procedié a calentar y agitar frecuente hasta llegar a hervir durante 1 minuto para
obtener la completa dilucion del polvo, se dispenso en tubos de ensayo, se traslado a esterilizar a

la autoclave a 121 °C durante 15 minutos y finalmente se dejo enfriar en una posicion inclinada.

Tabla 11-2: Composicién del medio de cultivo Agar Citrato Simmons.

Compuesto Concentracion g/L
Fosfato monoamanico 1.0
Fosfato dipotasico 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Citrato de sodio 20
Sulfato de magnesio 0.2
Agar 15.0
Azul de bromotimol 0.08

Fuente: (Zimbro et al. 2009, p.482)
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

2.5.4.1.2. Inoculaciéon

Se procedi6 a inocular cada tubo con medio de cultivo SIM con ayuda de un asa microbiol6gica

recta en forma de aguja, se realizé una puncion recta hasta el final del tubo; para los medios de
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cultivos restantes, se realiz6 una estria en la superficie con un asa microbioldgica normal con el

fin de observar crecimiento en la superficie.
2.54.1.3. Incubacion

Los tubos de ensayo destinados para las pruebas bioquimicas, con los medios de cultivo SIM,
agar TSI y agar Citrato de Simmons y agar Urea Christensen se incubaron a 20 °C durante un

periodo de 7 dias hasta observar cambio en los distintos medios.

2.5.4.2. Pruebas enziméticas
2.5.4.2.1. Preparacion de medios de cultivo

. Agar Aceite de Oliva

Se disolvi6 18.2 g del medio de cultivo agar R2A en polvo Difco™ anteriormente descrito en 1
L de agua destilada, se suplemento con 10 ml de aceite de oliva, 20 gotas de tween 80 y 50 gotas
de vitamina A, se procedié mezclar bien y homogenizar. Finalmente se trasladé a esterilizar a la

autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Agar Leche Descremada

Se disolvi6 18.2 g del medio de cultivo agar R2A en polvo Difco™ anteriormente descrito en 1
L de agua destilada, adicionalmente en otro matraz se coloc6 100 ml de leche descremada, se
traslado a esterilizar a la autoclave a 121 °C durante 15 minutos, en condiciones asépticas de

mezclo la leche descremada y el medio R2A.

. Agar Almidon

Se disolvi6 18.2 g del medio de cultivo agar R2A en polvo Difco™ anteriormente descrito en 1
L de agua destilada, se suplemento con 10 ml de goma de almidoén al 1%, se procedié mezclar
bien y homogenizar. Finalmente se traslad6 a esterilizar a la autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

2.5.4.2.2. Inoculacion

La inoculacién se realiz6 por duplicado en cajas dipetri. En la superficie del agar solidificado se

realiz6 una estria de gran tamafio en los dos segmentos de la caja.
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2.5.4.2.3. Incubacién

Las cajas Petri con los medios agar leche descremada, agar almidén y agar aceite de oliva, se

incubaron a 20 °C, durante un periodo de 7 dias hasta observar crecimiento en la superficie.

2.5.4.2.4. ldentificacién bacteria

Los resultados obtenidos de las pruebas fisiologicas se usaron para determinar los posibles

géneros de los 34 aislamientos mas representativos mediante la Figura 3-1.

2.5.5. FASE V: Sensibilidad a Antibioticos

Para determinar la resistencia o sensibilidad a antibidticos se probaron los antibiéticos: Cefalexina
(CL), Penicilina (P), Oxitetraciclina (T) y Gentamicina (CN).

2.5.5.1. Preparacion de medios de cultivo

Se disolvié 38 g del medio de cultivo agar Mueller Hinton en polvo DifcoTM en 1 L de agua
destilada, se procedié a calentar y agitar frecuente hasta llegar a hervir durante 1 minuto para
obtener la completa dilucion del polvo. Finalmente se trasladé a esterilizar a la autoclave a 121

°C durante 15 minutos.

Tabla 12-2: Composicion del medio de cultivo Mieller Hinton.

Compuesto Concentracion g/L
Extracto de carne en polvo 2.0
Digerido acido de caseina 17.5
Almidon 15
Agar 17.0

Fuente: (Zimbro et al. 2009, p.372)
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

2.5.5.2. Inoculacion

Se suspendieron las colonias en 10 ml de solucion salina al 0.9 %, con ayuda de un agitador vértex
se ajusto el indculo a una turbidez equivalente al estandar 0,5 de McFarland. Con un hisopo
empapado de la solucion previamente descrita, se procedio a inocular la caja Petri, se empezé por

la parte superior cubriendo toda la placa de forma horizontal, se rot6 la caja 60° aproximadamente,
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se cubrid por segunda vez, este proceso se lo realizd nuevamente rotando la caja por tercera vez,

para finalizar la inoculacién, con el hisopo se pasé por todo el borde del medio de cultivo. (Cavalieri
et al. 2005, p.42)

Una vez inoculada la caja en su totalidad, se procedid a colocar los cuatro discos que contenian

antibidticos, se colocd un disco en la mitad de cada cuadrante.
2.5.5.3. Incubacion

Las cajas Petri destinadas para las pruebas de antibiogramas, con el medio agar Mueller Hinton
se incubaron a 20 °C, durante un periodo de 7 dias hasta observar crecimiento y halos alrededor

de los discos con antibiéticos.
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Capitulo 11

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis fisico-quimico del agua de los glaciares en el Volcdn Chimborazo.

Los resultados de los andlisis fisico-quimico de las muestras de agua de los glaciares del volcan
Chimborazo se detalla en las siguientes tablas. La Tabla 1-3 describe los resultados de los
parametros obtenidos de forma in-situ, seguida por la Tabla 2-3 que describe los resultados

obtenidos en un laboratorio externo.

Tabla 1-3: Resultado de analisis in-situ.

Determinaciones | Unidades | Resultados
Temperatura °C 1
pH - 8.9
Conductividad uSiems/cm 389

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

Tabla 2-3: Resultado de analisis ex-situ.

Determinaciones | Unidades Resultados
pH - 8.92
Conductividad uSiems/cm 48.6
Color Und Pt/Co 131
Turbiedad NTU 74
Dureza mg/L 40
Alcalinidad mg/L 30
Hierro mg/L 0.3

Fuente: SAQUIMIC Laboratorio.
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

La temperatura media registrada de las muestras en la base del glaciar del volcan Chimborazo
durante la mafiana es de 1 °C, segn Christner et al. (2008, p.53), la temperatura de un glaciar
politermal se encuentran cerca del punto de fusion, considerando que los valores de la temperatura

medida in situ oscilan entre 0.8 °C y 1.2 °C, estariamos ante la presencia de dicho glaciar.
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Los resultados de pH obtenidos tanto en la muestra in-situ como la muestra analizada en el
laboratorio presentan valores similares de 8.9 y 8.92 respectivamente; estos datos denotan un pH
ligeramente alcalino lo cual podria deberse a la gran cantidad de potasio presente en los flancos
de volcan Chimborazo descrito por Samaniego et al. (2012, p.44), ademas de la influencia de las
cenizas del volcan Tungurahua sefaladas por Ginot etal. (2010, p.563) trabajo que hace

referencia al aporte de grandes cantidades de iones como Na*, K*, Mg?* y Ca?*.

Ademés de las grandes cantidades de iones, Ginot et al. (2010, p.563) en su trabajo nos indica
también la presencia de iones como SO,* y HCO; los cuales serian los causantes de la
conductividad descritas en la Tabla 1-3 y 2-3 debido a la elucion como producto del derretimiento

de las capas superficiales de hielo.

Los resultados obtenidos en los parametros de Color y Turbiedad se deben a las sustancias
disueltas descritas anteriormente y particulas diferentes a hierro, las cuales dan a la muestra un

color rojizo tipico de todas las muestras.

3.2.Biodiversidad bacteriana

La inoculacién de las muestras del agua de glaciar, realizadas por quintuplicado, otorgé una

cantidad total de 1695 colonias.
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Gréafico 1-3: Numero total de colonias obtenidas.
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
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El Grafico 1-3 nos indica el nimero total de colonias dependiendo el medio de cultivo y el punto
de muestreo. La mayor cantidad de colonias se determiné en el P1, correspondiente al 74.16%
con un total de 1257 colonias, seguido por el P3 con un 23.07% con un total de 391 colonias,
finalmente el P2 con un 2.77% que corresponde a 47 colonias.

El P1 se caracteriza por ser el punto mas alto del muestreo, con una altura aproximada de 5600
m.s.n.m., es el punto menos frecuentado en los ascensos a la cumbre del volcan, por lo que se
podria afirmar que es el punto con menos influencia antropogénica ademas Clapperton (1990,
p.93) indica que el lado sur-este del glaciar es alimentado por masas de aire de la cuenca del
Amazonas, lo cual podria justificar la presencia de microbiota aléctona, ya que Smith et al. (2011,

p.249) afirma que el viento es el trasporte mas comdn de bacterias.

El segundo punto con mayor altitud es el P3, seguido del P2, que se encuentran ubicados sobre la
laguna “Condor Cocha”, existiendo una distancia entre los dos puntos de 500 m; debido a su
cercania se podria justificar la coincidencia de la baja de biodiversidad encontrada.

600
500

400

300 M Febrero
M Septiembre

200

Numero de colonias

100

Nutritivo R2A

Mes del muestreo

Grafico 2-3: Cantidad de colonias obtenidas por medio de cultivo.
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

El Gréfico 2-3 representa la cantidad de colonias obtenias por cada medio de cultivo utilizado en

las dos épocas de muestreo. Segin este grafico en el medio de cultivo Agar Nutritivo se dio el
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crecimiento de 562 UFCs que corresponde al 33.16% del total de las colonias obtenidas, mientras
que el medio de cultivo Agar R2A se dio el crecimiento de 1133 UFCs que corresponde al 66.84%

restante.

El Agar Nutritivo es un medio de cultivo usado para conteo de distintos microorganismos
heterotrofos qué se caracteriza por contener alta cantidad de nutrientes y un pH ligeramente &cido,
mientras que el medio de cultivo Agar R2A es un medio frecuentemente usado para conteo de
bacterias heterétrofas con rasgos oligotréficos, teniendo como caracteristica importante €l ser un
medio con bajo contenido de nutrientes y un pH ligeramente alcalino, por tal motivo Bowman
(2001) Ball et al. (2013) y Rondon, et al. (2016) lo emplean en sus estudios de aislamiento de

bacterias procedentes de glaciares.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de los medios de cultivo, se puede corroborar la afirmacion
de Prescott et al., (2004, p.129) que indica que las bacterias en ambientes hipertonicos sufren un
proceso denominado plasmolisis, él que consiste en el dafio de la membrana plasmatica, la

deshidratacion de la célula y como consecuencia la inactivacion de su metabolismo.

Las cepas bacterianas obtenidas en las dos fechas de muestreo demuestran mayor adaptacion en
el medio de cultivo Agar R2A, y se obtuvo un aislamiento microbiano mayoritario en dicho agar
(Grafico 2-3).
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Gréfico 3-3: Cantidad de colonias por fecha de muestreo.
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
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El nimero de colonias obtenidas en el mes de septiembre es de 931 (54.93%), mientras que las
colonias obtenidas en el mes de febrero fueron 764 (45.07%) del total de las colonias obtenidas
(Gréfico 3-3); segun Vuille et al. (2000, p.2523) el mes de septiembre pertenece a la temporada

seca (verano).
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Gréafico 4-3: Cantidad de colonias por temperatura.
Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

El Grafico 4-3 indica el nimero de colonias obtenidas dependiendo la temperatura de incubacion,
la mayor cantidad de colonias obtenidas se obtuvo a 20 °C con un total de 1094 (64.543%),
seguido de la temperatura de 10 °C con un total de 375 colonias (22.124%), finalmente la menor
temperatura correspondiente a 4 °C se obtuvo un total de 226 colonias (13.333%). En el Grafico
4-3 nos indica que a mayor temperatura el nimero de colonias presentes es mayor, ya que el
64.543% de las colonias se obtuvieron a 20 °C, de acuerdo con Ramirez et al., (2006, p.58) serian
psicrétrofos o psicrofilos facultativos, mientras que 35.457% son psicrofilos estrictos. La
importancia del uso de varias temperaturas radica en los cambios producidos en los glaciares por

el incremento de la temperatura en el planeta.
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3.3. Caracterizacién Macroscépica

Tabla 3-3: Resultados de la caracterizacion macroscopica.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Codigo Pigmentacion | Superficie | Forma | Elevacion Borde Carggtgg;lssticas Consistencia
1R2 Blanca Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
1R4 Amarilla clara Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
2R5 Rosada clara Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
2R6 Amarilla oscura Lisa Circular | Convexa | Ondulado Opaca Cremosa
2R8 Blanca Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
2R9 Crema Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
2R10 Amarilla clara Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
2R11 Amarilla oscura Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
3R13 Blanca Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
3R16 Rosada oscura Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
3R17 Amarilla clara Lisa Circular | Convexa Entero Trasllcida Cremosa
3R18 Amarilla oscura Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
3R19 Blanca Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
3R22 Verde Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
3R23 Naranja oscura Rugosa | Irregular | Elevada | Ondulado Opaca Cremosa
3R24 Blanca Rugosa | Irregular | Elevada Entero Traslucida Cremosa
3R25 Amarilla clara Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
1IN4 Amarilla clara Lisa Circular | Convexa Entero Trasllcida Cremosa
IN3 Naranja oscura Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
2N8 Naranja clara Lisa Circular | Convexa Entero Traslucida Cremosa
N231F1 Naranja oscura Lisa Circular | Convexa Entero Traslucida Cremosa
N231F2 Rosada clara Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
N335F3 | Amarilla oscura Lisa Circular | Convexa Entero Trasllcida Cremosa
N131F4 Crema Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
N331F5 Naranja clara Lisa Circular | Convexa Entero Traslucida Cremosa
R125F6 Blanca Rugosa | Circular | Convexa | Ondulado Opaca Cremosa
R325F7 Blanca Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
R234F8 Blanca Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
R135F9 Crema Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
R231F10| Amarilla clara Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
SR111 Rosada oscura Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
SR211 Rosada clara Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa
SR212 Amarilla oscura Lisa Circular | Convexa Entero Traslicida Cremosa
SR311 Crema Lisa Circular | Convexa Entero Opaca Cremosa

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020
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Los andlisis de los primeros cultivos mostraron la presencia de bacterias con caracteristicas
similares a los resultados obtenidos por Rondon et al. (2016), con una densidad bacteriana de
2.1x10? células / ml. Se caracterizé un total de 34 colonias, las mas representativas de cada
temperatura, habiéndose descartado otras iguales de acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas

y microscopicas.

Del total de las colonias mas representativas el 76.47% presentaron pigmentacion, dando a notar
colores como: crema, amarillo, naranja, rosado y verde (Tabla 3-3), coincidiendo con los
resultados obtenidos por Ball et al. (2013) donde el mayor porcentaje de colonias presentaron
pigmentacion. La presencia de pigmentos se atribuye a mecanismos de adaptacion como es el
caso de la exposicion a altas concentraciones de radiaciones UV evitando la fotooxidacion de las
células. La produccion de pigmentos se veia disminuida conforme se avanzaba con las diferentes

pruebas en el laboratorio.

Una de las caracteristicas mas notables es la superficie de las colonias, 31 aislamientos
presentaron superficie lisa (91.18%), mientas que los 3 restantes (8.82%) presentaron superficie
rugosa. Segun Pirez y Mota (2006), las colonias con una superficie lisa, son caracteristicas de

microorganismos de tipo salvaje aisladas de sus habitats naturales.

La mayor cantidad de aislamientos con forma circular tiene superficie lisa, con excepcion del
aislamiento R125F6 (superficie rugosa), correspondiente al 94.12% del total de las colonias
aisladas, o que coincide con Loveland et al. (1994); el 5.88% restante de los aislamientos tienen
forma irregular. De los 34 aislamientos obtenidos, 2 (5.88%) tienen una formacion elevada,

mientras que 32 colonias (94.12%) muestran una elevacién convexa. (Tabla 3-3)

Los bordes de las colonias presentan un 91.18% de colonias con borde entero y un 8.82%
corresponde a borde ondulado. Las caracteristicas dpticas presentes muestran que el 76.47% son

colonias opacas y el 23.53% son colonias traslucidas.

La consistencia de las colonias muestra que el 100% son cremosas, entre las adaptaciones
fisiologicas de las bacterias psicrofilas, la mas comln es la alta produccion de polisacéridos a
bajas temperaturas para evitar la formacion de cristales de hielo. En el presente estudio todos los
aislamientos presentaron una apariencia viscosa, sumandose a los resultados obtenidos por Ball
et al. (2013) y Rondén et al. (2016).



3.4. Caracterizacion Microscopica

Tabla 4-3: Resultados de la caracterizacién microscopica.

CARACTERISTICAS
Cadigo Tincién Tamafio
Forma Gram (llm)
2R6 Cocos - <1
2R8 Cocos - <1
2R10 Cocos - <1
3R16 Cocos - <1
3R19 Cocos - <1
3R22 Cocos - <1
3R25 Cocos - <1
R135F9 Cocos - <1
3R13 Bacilos + <1
3R24 Bacilos + <1
1R2 Cocos + <1
R325F7 Cocos + <1
R234F8 Cocos + <1
SR111 Cocos + <1
SR211 Cocos + <1
SR311 Cocos + <1
1N4 Bacilos - 11
2R9 Bacilos - 12
R125F6 Bacilos - 12
SR212 Bacilos - 13
3R18 Cocos + 13
2R11 Bacilos - 15
N231F2 Bacilos - 18
N331F5 Bacilos - 18
1R4 Bacilos - 2
2R5 Bacilos - 2
1N3 Bacilos - 3
N131F4 Bacilos - 3
2N8 Cocos - 3
N231F1 Bacilos - 3.5
R231F10 Cocos - 3.5
3R23 Cocos - 4.5
3R17 Cocos - 5.3
N335F3 Bacilos - 8

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020




Posterior a la tincién diferencial de Gram, los aislamientos observados a través de un microscopio
presentaron células esféricas y en forma de barra, se obtuvo resultados de bacterias Gram positivas

y Gram negativas, la cuales poseian diferentes tamafios.

La Tabla 4-3 muestra los resultados de las formas obtenidas, del total de 34 muestras observadas,
15 de ellas (44.12%) presentaron formas alargadas, caracteristica principal de “Bacilos”; las 19
muestras restantes (55.88%) presentaron una forma circular es decir “Coco”. Mediante la tincion
diferencial de Gram, se pudo establecer que el 73.53% de las cepas aisladas son Gram negativas
mientras que el 26.47% Gram positivas; resultados que coinciden con los obtenidos por Ball et al.
(2013), donde se encontraron mayor cantidad de bacterias Gram negativas en glaciares tropicales

de gran altitud en Venezuela.

El analisis mediante una camara acoplada al microscopio, permitié determinar el tamafio medio
de las células en cada aislamiento de manera digital, el 47.06% de las cepas analizadas presentaron
un tamafia menor a 1 um, el 29.41% de las bacterias presentaron una longitud entre 1.1 a 2 um,

el 17.65% se encontraron entre 2.1 a 5 pm, finalmente el 5.88% entre 5.1 a 10 um.

El 44.12% de las células presentaron un tamafio muy pequefio, menor a 1 pum, tamafio dificil de
determinar mediante la camara, coincide con Ball et al. (2013) y Rondén et al. (2016) que reportan
en sus resultados que existe presencia dominante de células “enanas” con formas de varillas y

COCOsS.

3.5. Pruebas Fisioldgicas
3.5.1. Pruebas bioquimicas

Los resultados de las pruebas inmediatas, realizadas por duplicado, para oxidasa y catalasa,
arrojaron que el 100% de los aislamientos son negativos para la produccion de oxidasa, ademas,

que el 100% de los aislamientos son positivos para la produccién de catalasa.

Los cultivos realizados en el agar base urea Christensen evidenciaron que el 29.41% de los
aislamientos manifestaron un viraje de coloracion en el medio de cultivo, dando como positivo
para la produccidn de la enzima ureasa, mientras que el 70.59% dio como negativo. En la prueba
de citrato, se observo que el 23.53% de aislamientos cambiaron el medio de color de verde a azul,

demostrando ser positivo, mientras que el 76.47% réstate es negativo (Tabla 5-3).

Tabla 5-3: Resultados de las pruebas fisioldgicas.



PRUEBAS BIOQUIMICAS ENZIMATICAS

SIM TSI .
Cédigo g % % é e g g 5 | § % g
5|8 5|8 |t |E EAERERES B £
1R2 - + - - - - - - - - - -

1R4 - + + - - - - + + - + -
2R5 - + - - - - - - - - - - R
2R6 - + - + - - + + + - - - R
2R8 - + - - - - + - - - - - -
2R9 - + + - - - - + T R _ _ -
2R10 - + - + - - - + + - - + B
2R11 - + - - - - - B _ _ _ - N
3R13 - + + + - - + - - B ¥ - N
3R16 - + - - - - - - _ _ ¥ - N
3R17 - + - + - - - + T _ ¥ - _
3R18 - + - - - - - - B _ B _ N
3R19 - + + + - - + + + - + + -
3R22 - + - - - - - - B _ - - -
3R23 - + + - - - - - B _ ¥ T -
3R24 - + + + - - + - R R - T _
3R25 - + + - - - + _ _ _ N T N
1IN4 - + + - - - + + + - + - -
IN3 S L - - - -+ ]+ |- + ¥ -
2N8 - + - - - - - + + - - - -
N231F1 | - + - - - - - B _ _ ¥ T B
N231F2 | - + - - - - - B _ _ n - N
N335F3 - + - - - - - + + - + + -
N131F4 | - + - - - - - + + - + + -
N331F5 | - + - - - - - - B _ - T -
R125F6 | - + - - - - - - B B ¥ T N
R325F7 | - + - + - - + - - B + - N
R234F8 - + - + - - + + + - + - -
R135F9 - + + - - - - + + - + + -
R231F10 - + - - - - - + + - + + -
SR111 - + - - - - - + T B n - -
SR211 - + - - - - - R _ _ ¥ T N
SR212 - + - - - - - - B B n T -
SR311 - + + - - - + - B R ¥ _ -

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020

Los resultados de las pruebas multiples, en el medio de cultivo SIM, se evidencio nula produccion

de sulfuro de hidrégeno (H.S) e Indol; mientras que para la motilidad el 29.41% resulto ser



positivo. En el agar TSI se comprobd nuevamente la nula produccién de sulfuro de hidrégeno, no

obstante, la fermentacion de azucares (glucosa y lactosa) fue positiva para un 44.12%.
3.5.2. Pruebas enzimaticas

En las pruebas de exoenzimas degradadoras de macromoléculas, el 71.76% de los aislamientos
es positivo para la produccion de lipasas, el 44.12% positiva para la produccion de la enzima
caseinasa y 100% de los aislamientos resultaron ser negativos para la produccién de amilasa
(Tabla 5-3). Revalidando lo indicado por Margesin y Miteva (2011) referente a la produccién de
grandes cantidades de sustancias extracelulares usadas para la iteracion bioquimica, formacion de

biopeliculas y proteccion de la célula contra condiciones ambientales extremas.

Las enzimas producidas por bacterias psicrdfilas se caracterizan por tener actividad catalitica
mayor en comparacion con sus homoélogas mesofilas o termdfilas, en consecuencia, dichas
bacterias proporcionan beneficios econémicos para la industria a bajas temperaturas (Cavicchioli

etal. 2011).

Mediante los resultados de la caracterizacién macro y microscopica, se puede establecer que los
aislamientos obtenidos se encuentren dentro de los géneros Bacillus sp., Proteus sp., Serratia sp.,
Micrococcus sp., Neisseria sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., siendo este Gltimo el

género mas frecuente encontrado por Ball et al. (2013) y Ronddn et al. (2016).
3.6.Sensibilidad a Antibioticos

Para el presente estudio se opto por el uso de cuatro antibioticos cominmente usados en medicina
clinica, dos de ellos (Oxitetraciclina y Gentamicina) con similar mecanismo de accién de
inhibicion en la pared celular, mientras que los dos restantes (Penicilina y Cefalexina) tienen un

mecanismo de accion de inhibicion de la lectura correcta del material genético.

Las pruebas de sensibilidad a los diferentes antibidticos reflejan que para el disco de
Oxitetraciclina, 3 aislamientos son resistentes (8.82%) y los 31 aislamientos restantes son
sensibles (91.18%); para el disco de Penicilina, 4 aislamientos son resistentes (11.76%) y 30
aislamientos son sensibles (88.24%); para Cefalexina, 6 cepas son resistentes (17.65%) y 28 cepas
son sensibles (82.35%); finalmente para Gentamicina, 3 aislamientos son resistentes (8.82%) y
los 31 aislamientos son sensibles (91.18%) (Tabla 6-3).

Los resultados reflejan que la mayor cantidad de aislamientos son sensibles a los antibiéticos
usados y se nota un bajo porcentaje de resistencia a los diferentes antibioticos. Los aislamientos

3R22 y R234F8 resultaron ser bacterias resistentes a todos antibidticos. Si bien los mecanismos



de resistencia a antibidticos son potenciados por las condiciones extremas en su habitat, existe
evidencia que una de las principales causas de resistencia a antibidticos es la contaminacion
antropogeénica, como asegura Segawa et al. (2013), donde se estudio varios glaciares en el mundo

y se encontro bacterias carentes de genes de resistencia antibiéticos.

Tabla 6-3: Resultados de la prueba de sensibilidad a antibioticos.

corigo [ ANTIBIOTICOS _
Oxitetraciclina | Penicilina | Cefalexina | Gentamicina
1R2 S S S S
1R4 S S S S
2R5 S S S S
2R6 S S S S
2R8 S S S S
2R9 S S S S
2R10 S S S S
2R11 S S R S
3R13 S S R S
3R16 S S S S
3R17 S S S S
3R18 S S S S
3R19 S S R S
3R22 R R R R
3R23 S S S S
3R24 S S S S
3R25 S S S S
1N4 S R R S
IN3 S S S S
2N8 S S S S
N231F1 S S S S
N231F2 S S S S
N335F3 S S S S
N131F4 S S S S
N331F5 R S S R
R125F6 S S S S
R325F7 S R S S
R234F8 R R R R
R135F9 S S S S
R231F10 S S S S
SR111 S S S S
SR211 S S S S
SR212 S S S S
SR311 S S S S

Elaborado por: Silva, Edwin, 2020



CONCLUSIONES

« Las caracteristicas fisico-quimicas de las aguas de los glaciares del volcdn Chimborazo
presentaron una temperatura media de 1 °C, pH 8.9, conductividad eléctrica 48.6 uSiems/cm,
color 131 Und Pt/Co, turbiedad 74 NTU, dureza 40 mg/L y alcalinidad 30 mg/L; concluyendo
que dichas aguas contienen grandes cantidades de iones disueltos, lo que permitiria el

desarrollo de microrganismos oligotréficos.

« Las muestras obtenias a partir de los glaciares del volcan Chimborazo permitieron aislar 34
cepas bacterianas distintas, de las cuales 20 cepas fueron aisladas el mes de septiembre y 14
cepas el mes de febrero, en donde se observo la mayor tasa de aislamiento en agar R2A (26
aislamientos), mientras que el agar nutritivo evidencié una menor cantidad de colonias (8
aislamientos). En cuanto a los puntos de muestro, la mayor tasa de aislamientos se obtuvo a
partir de la muestra del “Punto 17 (74.16%), seguida del “Punto 3” (23.07%) y finalmente del
“Punto 2” (2.77%). La temperatura de incubacion fue un factor importante para el aislamiento
bacteriano; se evidencid el mayor nimero de colonias en 20 °C con un 64.543%, seguido de
la temperatura de 10 °C con 22.124%, finalmente por la temperatura de 4 °C con un 13.333%;
en las pruebas fisiologicas todos los aislamientos se lograron adaptar a la temperatura de

20°C, demostrando asi la presencia de bacterias psicrotrofos.

» Se realiz6 la caracterizacién tanto macroscopica como microscopica de los 34 aislamientos
obtenidos, de los cuales el 76.47% de los aislamientos presentaron pigmentacion; del total de
cepas aisladas, el 73.53% son Gram negativas mientras que el 26.47% Gram positivas;
ademas se realiz6 pruebas fisioldgicas con el fin de obtener los géneros posibles, los cuales
fueron: Bacillus sp., Proteus sp., Neisseria sp., Serratia sp., Micrococcus sp., Staphylococcus

sp. y Pseudomonas sp.

« Elestudio detectd Unicamente 2 colonias aisladas resistentes a todos los discos de antibidticos
(3R22 y R234F8), lo que corresponde al 5.88%, lo que evidencia que la mayor parte de las
bacterias aisladas son sensibles a ellos; demostrando asi que en ambientes naturales de alta

montafia existe minima resistencia a antibiéticos.



RECOMENDACIONES

« Continuar con el estudio de bioprospeccion a partir de glaciares tropicales, por ser un habitat
poco estudiado y fragil que estd amenazado a causa del incremento en la temperatura del
planeta y ademas por contener una extensa diversidad microbiana.

» Se recomienda la secuenciacion del material genético, con el fin de identificar el género y

especie de cada aislamiento.
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ANEXO B: Sitios de muestreo

b) Punto 2




ANEXO C: Evidencias Fotogréficas del trabajo de laboratorio.

a) Obtencidn de la biodiversidad bacteriana

c) Caracterizacion microscopica
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d) Pruebas bioguimicas

e) Pruebas enzimaticas
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