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RESUMEN 

 

El Cadmio y Cromo son metales pesados altamente tóxicos en sus formas iónicas y 

constituyen un serio problema ambiental ya que tienden a acumularse resultando 

extremadamente difíciles de remover. En el campo de la biorremediación las bacterias han 

sido estudiadas por su capacidad de resistir altas concentraciones de metales pesados, ya 

que, dentro de su información genética guardan secciones que codifican mecanismos de 

resistencia que les permiten sobrevivir y adaptarse a ambientes contaminados. 

Con el objetivo de identificar bacterias resistentes a Cd y Cr se sembraron consorcios 

bacterianos en tres medios de cultivo (PCA, agar Cetrimida y caldo de cultivo) a dos 

temperaturas (4°C y 37°C) y dos tiempos de incubación (24 y 48 horas), se evaluó la 

sensibilidad bacteriana a concentraciones de 2 y 20 ppm de Cd, y, 50 y 500 ppm de Cr. 

Mediante la aplicación de modelos lineales generalizados, criterios de información 

bayesianos y análisis de varianza; se determinó que el medio de cultivo (agar Cetrimida y 

caldo de cultivo) y el tiempo de incubación influyen significativamente en el crecimiento 

bacteriano. Los ensayos de sensibilidad mostraron que los consocios bacterianos son más 

sensibles a concentraciones de 2 y 20 ppm de Cd. 

Finalmente se extrajo ADN de los consorcios bacterianos que mostraron resistencia en los 

ensayos de sensibilidad, se amplificó y secuenció el marcador 16s ARNr y mediante el 

alineamiento de secuencias se identificaron bacterias pertenecientes en su mayoría a los 

géneros Pseudomonas, Staphylococcus y Stenotrophomonas. 

 

Palabras clave: Bacterias resistentes, metales pesados, cadmio, cromo, biorremediación  



         

 

ABSTRACT 

 

Cadmium and Chromium are highly toxic heavy metals in their ionic forms, they’re 

extremely hard to remove because they tend to accumulate becoming a serious 

environmental problem. The bacterial ability to resist high concentrations of heavy metals 

was been studied in the bioremediation field, the genetic information in bacterial genome 

contain sections that encode mechanisms that allow them to survive and adapt to polluted 

environments.  

To identify Cd and Cr resistant bacteria, bacterial consortia were cultured in three growth 

medium (PCA, Cetrimide agar and culture broth) at two temperatures (4°C and 37°C) and 

two incubation times (24 and 48 hours), bacterial sensitivity was evaluated at 2 and 20 

ppm Cd, and 50 and 500 ppm Cr concentrations. 

The growth medium (Cetrimide agar and culture broth) and the incubation time were 

determined to influence significantly the bacterial growth through the application of 

generalized linear models, bayesian information criteria and analysis of variance. 

Sensitivity tests showed that bacterial consortia are more sensitive to 2 and 20 ppm Cd 

concentrations. 

Finally, the DNA from bacterial consortia that showed resistance in the sensitivity assays 

was extracted, the 16s rRNA marker was amplified and sequenced, through the sequences 

alignment it could be possible identified Cd and Cr resistant bacteria mainly correspond 

to the genus Pseudomonas, Staphylococcus and Stenotrophomonas. 

 

Key words: resistant bacteria, heavy metals, cadmium, chrome, bioremediation
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INTRODUCCIÓN 

 

Desde hace miles de años el ser humano se ha beneficiado de las bacterias sin saberlo, 

después de siglos de investigación y de descubrimientos que cambiaron el curso de la 

historia; el hombre empezó a utilizar y potenciar las diversas capacidades de las bacterias 

dentro de una vasta gama de áreas esenciales para su supervivencia. Sin embargo; y pese 

a esta larga historia, es apenas desde mediados del siglo XX que empezó a estudiarse el 

uso potencial de los microorganismos para biodegradar contaminantes  (Gallego & 

Sánchez, 2003). 

Actualmente son varios los esfuerzos enfocados en la aplicación de bacterias dentro de 

biorremediación, para ello es esencial realizar investigaciones que ofrezcan información 

acerca de las posibles especies que puedan utilizarse para este fin, desafortunadamente en 

este aspecto Ecuador posee una gran deficiencia ya que existe poca información sobre la 

diversidad bacteriana en el país; y aquella relacionada con biorremediación es aún menor.  

El desarrollo de industrias entre las que se encuentran la minería, producción de energía, 

combustibles y metalurgia; producen residuos que contienen metales que son liberados 

directa o indirectamente en el ambiente causando un grave problema de contaminación 

(Das, Vimala, & Karthika, 2008). Dentro de la larga lista de contaminantes generados por 

estos procesos, el Cd y Cr (considerados entre los contaminantes inorgánicos más 

peligrosos en el ambiente) son dos claros ejemplos de metales pesados que representan un 

constante peligro por resultar extremadamente difíciles de remover; afectando la 

capacidad de autodepuración de los ecosistemas, los ciclos biológicos, los ciclos 

biogeoquímicos, y consecuentemente la salud y el bienestar humano (Cañizares, 2000). 
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

1.1. Problema 

 

La problemática de la contaminación ambiental hace que sea necesario desarrollar y 

aplicar nuevas tecnologías que mitiguen y remedien el impacto ocasionado mediante la 

utilización de métodos biológicos que ofrezcan una alta eficiencia en la remoción de los 

metales de interés con flexibilidad operacional tanto en sistemas in situ como ex situ 

(Vullo, 2003), por este motivo es fundamental identificar poblaciones de bacterias nativas 

que puedan ser utilizadas en investigaciones futuras orientadas a dar solución a los 

diversos problemas de contaminación en Ecuador y el planeta. 

 

1.2. Delimitación 

 

Se partió de consorcios bacterianos aislados por el Grupo de Investigación en Ciencias 

Ambientales (GRICAM) de la Universidad Politécnica Salesiana Sede Quito Campus Sur, 

estos consorcios fueron aislados a partir de efluentes contaminados de la zona de 

Papallacta en el cantón Quijos de la provincia de Napo y fueron obtenidos de industrias 

con expresa autorización y bajo reserva de nombres y demás información. 

La zona de Papallacta se encuentra ubicada en la Región Oriental en las coordenadas 

0°22′01″S 78°07′58″O, cuenta con una superficie total de 5853 Has a 3300 m.s.n.m con 

un clima frío andino de entre -10°C a 20°C. Posee una laguna para la que se reportan 

concentraciones elevadas de sólidos totales que pueden aumentar la turbidez del agua, 
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aumentar su temperatura y unirse a contaminantes tóxicos como los metales pesados 

(Ministerio de Ambiente, 2015). 

 

1.3. Explicación del problema 

 

La hipótesis del presente trabajo de titulación es que existen bacterias nativas de la zona 

de Papallacta en el cantón Quijos de la provincia de Napo con resistencia a Cd y Cr. 

 

1.4. Objetivo general y objetivos específicos 

 

El objetivo principal es identificar bacterias resistentes a Cd y Cr aisladas de aguas 

contaminadas de la zona de Papallacta en el cantón Quijos de la provincia de Napo. Los 

objetivos específicos incluyen cultivar consorcios bacterianos aislados de muestras 

líquidas provenientes de efluentes contaminados, evaluar el crecimiento bacteriano 

utilizando diferentes medios de cultivo, temperaturas y tiempos de incubación, realizar 

ensayos de sensibilidad a Cd y Cr, extraer ADN bacteriano, amplificar la región del 

marcador 16s ARNr, secuenciar los amplicones obtenidos, y, analizar las secuencias 

obtenidas mediante programas bioinformáticos para la identificación de bacterias.   
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CAPÍTULO II: MARCO CONCEPTUAL 

 

2.1. Consorcios bacterianos 

 

En la naturaleza pueden encontrarse poblaciones bacterianas aisladas perfectamente 

capaces de realizar funciones vitales (crecimiento, reproducción, entre otras), sin 

embargo, bajo ciertas circunstancias como medio de supervivencia estas especies pueden 

llegar a asociarse, esta estrategia se conoce como consorcio (Ochoa & Montoya, 2010).  

Se define a un consorcio como una reunión de varias poblaciones microbianas de 

diferentes especies que se comportan como una comunidad actuando de forma sinérgica 

o sintrófica, en comparación a especies aisladas; los consorcios son más eficientes y se 

adaptan mejor a fluctuaciones ambientales (Brenner, You, & Arnold, 2008; Ochoa & 

Montoya, 2010). Existen dos características importantes para lograr la eficacia de estos 

sistemas: la primera es la comunicación a través de señales físico-químicas (intercambio 

de metabolitos o señales moleculares) entre las especies que lo conforman, lo cual da paso 

a la segunda característica, donde una vez recibida la señal se da la división del trabajo. 

En la Figura 1 se observa la diferencia entre especies aisladas y consorcios para 

transformar un sustrato (S) en un producto (P), en el caso (a) la población aislada debe 

sintetizar todas las enzimas que intervienen en reacciones intermedias para llegar al 

producto final, a diferencia del caso (b) en el que cada población que forma parte del 

consorcio cumple una función específica, dándole gran ventaja tanto para controlar el 

desequilibrio metabólico como para la conversión de compuestos gracias a que el 

mecanismo bioquímico es más especializado (Brenner et al., 2008). 
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Figura 1. Diferencias en la transformación de sustrato en productos por parte de una 

población individual y un consorcio 
 

 
                                  Fuente: Brenner et al., 2008 

 

2.2. Metales pesados 

 

Los metales pesados se encuentran en la corteza terrestre de forma natural e incluyen una 

serie de elementos de la serie de transición de la tabla periódica, presentan la característica 

común de poseer una densidad superior a 6 g/cm3 y sus propiedades físicas en estado 

sólido incluyen: alta reflectividad, alta conductividad eléctrica y térmica, fuerza y 

ductilidad (Reyes et al., 2007).  Dentro  de  estos  elementos  se  encuentran  el  Cd  y  Cr  

(Tabla 1) que en trazas son esenciales para la vida, sin embargo, en concentraciones 

mayores resultan tóxicos ya que tienden a bioacumularse.  

 

Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas del Cd y Cr 
 

Metal Símbolo 
Número 

atómico 

Masa 

atómica 

(g/mol) 

Densidad 

(g/cm3) 

Punto de 

ebullición 

(°C) 

Punto de 

fusión 

(°C) 

Cadmio Cd 48 112,4 8,6 765 321°C 

Cromo Cr 24 52,0 7,15 2642 1900°C 

Fuente: International Programme on Chemical Safety, 2006 
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El Cd es un metal blanco azulado, dúctil y maleable situado en el grupo 12 dentro de la 

tabla periódica, posee un único catión (Cd2+) aunque puede formar compuestos en forma 

de sales iónicas (Baird, 2001), no se encuentra en estado puro pero puede asociarse con 

otros metales como el Cr, Pb y Zn. Este metal tiene una producción de 17.000 toneladas 

al año a nivel mundial de las cuales el 45% se destina para galvanizados, 21% a 

elaboración de pigmentos (plásticos, textiles, vidrios, cerámicas), 15,1% estabilizadores 

de plásticos (PVC), 7,5% en aleaciones (Al, Cu y Ag), 3% en baterías  (pilas de Cd y Ni), 

y un 8,4% para otros usos que incluyen fotografía, elaboración de fotoconductores y 

células solares fotoeléctricas; este uso conlleva a la emisión de gases a la atmósfera y 

contaminantes a mantos acuíferos y suelos (Arroyo, Ortiz, Enrique, & Vicentina, 2013; 

Ramírez, 2002; Vázquez, 2005). 

Se incorpora a la atmósfera como subproducto de la fundición del Zn, la quema de carbón 

y la incineración de residuos que contienen Cd, mientras que se incorpora al agua 

generalmente por descargas industriales y desechos mineros; se han encontrado 

concentraciones de más de 100 ppm en peso seco en sedimentos de puertos (Manahan, 

2006). Estas descargas a la atmósfera y al agua representan un peligro constante por 

exponer a toda forma de vida a niveles tóxicos de Cd, que tiende a acumularse y 

magnificarse con el paso del tiempo. 

Sumado a lo anterior, el uso de fertilizantes fosfatados dentro de la agricultura produce 

una acumulación de Cd en plantas y animales, y por lo tanto, en toda la cadena alimenticia 

hasta llegar al ser humano (Manahan, 2006). La exposición a este metal puede ocasionar 

daños en riñón, hígado, pulmón, páncreas, testículos, placenta y huesos (Satarug et al., 

2010) por lo que pese a ser relativamente poco abundante es considerado extremadamente 

tóxico. 
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El Cr es un metal frágil, gris acerado y brillante, muy resistente frente a la corrosión que 

presenta estados de oxidación que van de Cr2+ a Cr6+, los estados Cr2+ y Cr3+ son los más 

estables, Cr4+ y Cr5+ son poco frecuentes y Cr6+ es el más tóxico y cancerígeno (Codd et 

al., 2001). En su estado Cr6+ se encuentra combinado con el oxígeno formando iones 

cromato o dicromato, en estado Cr3+ forma óxidos, hidróxidos, sulfatos y unido a materia 

orgánica en ambientes acuáticos y en suelos (Cervantes, 2001). 

En trazas el estado Cr3+ es un nutriente esencial para el metabolismo de azúcares y grasas, 

y aunque su función no está definida por completo; aparentemente potencia la acción de 

la insulina (Flores et al., 1995). Se emplea básicamente en la metalurgia, industria química 

y para la fabricación de materiales refractarios pudiendo ingresar en la cadena trófica en 

cualquiera de las matrices (atmósfera, agua y suelo). También puede entrar en contacto 

directo con el ser humano por inhalación, ingestión y contacto cutáneo provocando daño 

al sistema respiratorio, tracto gastrointestinal y en casos de exposición crónica ocasiona 

cáncer de pulmón. 

Ambos metales se integran a los organismos vivos en pequeñas concentraciones 

bioacumulables a través de los alimentos, agua y aire. La contaminación del agua es de 

particular interés ya que desde siempre ha sido un factor determinante para el bienestar de 

todos los seres vivos (Manahan, 2006).  

Según el Ministerio del Ambiente de Ecuador (2006) la contaminación con metales 

pesados en el país es causada por la extracción minera, refinamiento de productos mineros, 

liberación al ambiente de efluentes industriales y manejo inadecuado de desechos 

metálicos (Tabla 2). 
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Tabla 2. Principales fuentes de emisión de Cd y Cr en Ecuador 
 

Cd Cr 

Baterías y pilas Refinamiento del petróleo 

Pigmentos para plástico y PVC Industria de cuero 

Estabilizadores para plástico y PVC Producción de textiles 

Pigmentos en pinturas Galvanización 

Galvanización Pinturas 

Catalizadores en la industria del plástico Cerámicas 

Conservadores en la industria del plástico Fabricación de explosivos 

Aleaciones Fungicidas, tintas 

Fuente: Ministerio de Ambiente, 2006 

 

2.3. Mecanismos de toxicidad de los metales pesados 

 

Los metales pesados son altamente reactivos cuando se hallan en forma catiónica o 

enlazados a otros compuestos, ya que, bioquímicamente poseen afinidad hacia grupos 

funcionales (por ejemplo grupos sulfhidrilo) presentes en enzimas que catalizan 

reacciones críticas en un organismo, se ha descubierto que los iones metálicos interactúan 

con componentes celulares como el ADN y las proteínas, causando daños y cambios 

conformacionales que pueden alterar el ciclo celular (Beyersmann & Hartwig, 2008; 

Tchounwou, Yedjou, Patlolla, & Sutton, 2012). 

Ejercen un efecto tóxico a través de mecanismos que afectan a diversos procesos 

bioquímicos, estos mecanismos complejos aún no son del todo conocidos, pero destacan 

aquellos relacionados con la interacción con metales esenciales por similitud electrónica, 

la formación de complejos metal-proteína con inactivación de su función, la inhibición 

enzimática de proteínas con grupos SH y la afectación de orgánulos celulares (Ferrer, 

2003). Dentro de estos mecanismos existen factores que condicionan la toxicidad de estos 

compuestos (liposolubilidad, hidrosolubilidad, peso molecular, mecanismos específicos 

de transporte, etc.). 
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2.3.1. Mecanismos de toxicidad del Cd 

 

Los efectos tóxicos producidos por este metal están asociados a mecanismos relacionados 

con los transportadores de membrana que permiten el paso de metales nutritivos (Ca2+, 

Fe, y Zn)  a  través de la membrana plasmática de la célula. Según Bridges & Zalups 

(2005), el Cd2+ puede interactuar con transportadores de membrana que participan en la 

absorción de metales nutritivos (esta interacción se produce gracias a un mecanismo de 

mimetismo catiónico donde el Cd2+ imita los sitios de unión de proteínas) y/o con los 

canales portadores de otros minerales nutritivos para la célula.  

Rabenstein, Kadima, Webe & Mohanakrishnan (1983) apoyan la hipótesis de que un ion 

de Cd2+ puede formar complejos covalentes con ciertas biomoléculas que contienen un 

grupo sulfhidrilo (GSH, Cys, o Hcy) en ciertos compartimentos de la cuerpo. También es 

capaz de generar ROS (reactive oxygen species) de manera indirecta provocando daño en 

el ADN, proteínas, membranas, y, alterando la cadena de electrones mitrocondrial 

(Belyaeva, Dymkowska, Wieckowski, & Wojtczak, 2008; Belyaeva, Glazunov, & 

Korotkov, 2004; Liu, He, Yan, Qi, & Zhang, 2011; Mao et al., 2011) reemplazando al Fe 

y Cu en proteínas de membrana y citosólicas como la ferritina; generando un incremento 

en el radical OH--  vía la reacción de Fenton (Arroyo, Ortiz, Enrique, & Vicentina, 2013). 

Por otro lado, también induce la expresión de NOXs (enzimas transmembranales que 

generan ROS), que están implicadas en una variedad de desórdenes que resultan en la 

muerte celular por apoptosis. 
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2.3.2. Mecanismos de toxicidad del Cr 

 

El ion Cr6+ es la forma más tóxica del metal por su facilidad para atravesar membranas 

biológicas y ser transportado activamente al interior celular por el transportador de sulfato 

(Borst-Pauwels, 1981). La absorción microbiana del Cr6+ se da a través de los canales de 

transporte de sulfatos, una vez dentro del interior celular se generan intermediarios 

reducidos de Cr (hasta llegar a la forma de Cr3+) que en presencia de H2O2 catalizan una 

reacción de tipo Fenton generando ERO (con el consecuente daño oxidativo) y 

produciendo peroxidación de lípidos, oxidación de proteínas y de ácidos nucleicos (Ercal, 

Gurer-Orhan, & Aykin-Burns, 2001; Liu & Shi, 2001), este daño oxidativo puede 

ocasionar mutagénesis y carcinogénesis por daño del ADN (Cervantes, 2001; Cheung & 

Gu, 2007).  

La reacción directa de Fenton está mediada por Fe+2 (1), la presencia del ion Fe+3 

desencadena reacciones que dan como resultado ROS (2) y (3) (Ramírez, 2015). 

 
Ecuación 1. Primer paso en la reacción de Fenton 

(1) Fe(s) + H2O2 + 2H+ → Fe+2 + 2H2O 

 
Ecuación 2. Segundo paso en la reacción de Fenton 

(2) Fe+2 + O2 → Fe+3 + ·O2 

 
Ecuación 3. Tercer paso en la reacción de Fenton 

(3) Fe+2 + · O2
− + 2H+ → Fe+3 + H2O2 

 

El Cr3+ forma compuestos relativamente inocuos por su insolubilidad y su incapacidad de 

atravesar membranas biológicas a bajas concentraciones por lo que no se considera tóxico, 

pero, en altas concentraciones puede llegar a presentar los mismos efectos tóxicos que el 

Cr6+ (Gutiérrez et al., 2010). 
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2.4. Resistencia y tolerancia bacteriana a metales pesados 

 

Es común utilizar indiscriminadamente los términos resistencia y tolerancia bacteriana, 

sin embargo, la diferencia sustancial radica en los mecanismos involucrados (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Diferencias entre bacterias resistentes y bacterias tolerantes a metales pesados 
 

Bacterias resistentes Bacterias tolerantes 

Mecanismos codificados genéticamente, 

constitutivos o inducidos por la presencia del 

metal. 

Mecanismos indiferentes a la presencia o ausencia 

del metal. 

Modificado de: Marrero, Díaz, & Coto, 2010 
 

Dentro de los mecanismos de resistencia existen dos tipos de sistemas de captura de 

cationes de metales pesados: el primero es rápido, inespecífico y depende del gradiente 

quimiosmótico existente a través de la membrana citoplasmática bacteriana, el segundo 

posee una gran especificidad de sustrato, es más lento, generalmente utiliza la hidrólisis 

de ATP como fuente de energía en adición al gradiente quimiosmótico y se induce bajo 

condiciones nutricionales desfavorables o en alguna situación metabólica especial (Nies 

& Silver, 1995). A nivel genético, la resistencia a metales pesados se encuentra codificada 

por secciones del genoma bacteriano denominadas “determinantes genéticos”. Estos 

pueden ser plasmidios, transposones o ambos (Amoroso, Schubert, Mitscherlich, 

Schumann, & Kothe, 2000; von Rozycki & Nies, 2009), en el caso de los determinantes 

plasmídicos pueden llegar a ser altamente específicos confiriendo resistencia a 

concentraciones elevadas de metales pesados (Mergeay, 1991) y tienen la ventaja de pasar 

de una célula a otra por transferencia horizontal favoreciendo a corto plazo la adaptación 

bacteriana en ambientes contaminados (Marrero, Díaz, & Coto, 2010). 
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2.5. Mecanismos de resistencia bacteriana a metales pesados 

 

La resistencia a metales pesados es el resultado de la intervención de múltiples sistemas 

con especificidad de sustrato diferentes, pero que comparten las mismas funciones 

(Marrero et al., 2010). Dentro de este contexto, los mecanismos de resistencia se dan como 

respuesta a un estrés producido por la presencia de una sustancia potencialmente dañina 

para la bacteria. 

 

Tabla 4. Determinantes genéticos de resistencia a metales en bacterias 
 

Determinante 

genético 

Metal al 

que 

confiere 

resistencia 

Localización Cepa bacteriana Mecanismo involucrado 

cad. 
Cd(II) pI258 S. aureus Expulsión mediante ATPasa tipo P 

(CadA) Cd(II) Crsoma C. metallidurans 

chr. Cr(VI) pMOL28 
C. metallidurans 

CH34 

Eflujo mediante proteína de 

membrana 

(ChrA). 

czc. Cd(II) pMOL30 
C. metallidurans 

CH34 

Expulsión mediante 

transportadores 

del tipo RND asociados a 

proteínas MFP 

y OMF(CzcABC). 

Expulsión mediante transportador 

tipo CDF 

(CzcD). 

Expulsión mediante ATPasa tipo P 

(CzcP) 

ncc. 

Cd(II) pTOM9 
A. xylosoxydans 

31A 
Expulsión mediante 

transportadores 

del tipo RND asociados a 

proteínas MFP y OMF(NccABC). 
Cd(II) pGOE2 

C. metallidurans 

KTO2 

znt. 

Cd(II) Crsoma S. aureus 

Expulsión mediante transportador 

tipo CDF 

(RzcB). 

Cd(II) Crsoma 
C. metalidurans 

CH34 

Expulsión mediante ATPasa tipo P 

(ZntA) 

Cd(II) Crsoma E. coli 

Expulsión mediante transportador 

tipo CDF 

(ZitB). 

Expulsión mediante ATPasa tipo P 

(ZntA) 

Modificado de: Marrero-Coto et al., 2010 
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Investigaciones de especies bacterianas como C. metallidurans, S. aureus, E. coli, etc., 

han permitido identificar plenamente el determinante genético, su localización y el 

mecanismo involucrado (Tabla 4). 

 

2.5.1. Reducción enzimática 

 

La reducción enzimática del Cr6+ a Cr3+ se ha sugerido como un mecanismo de resistencia 

en varios microrganismos, sin embargo, sólo algunas enzimas han sido caracterizadas 

(Cervantes & Campos, 2007). Por ejemplo, la proteína ChrR de Pseudomonas pulida, una 

flavoenzima situada en el periplasma que funciona como un dímero con actividad 

reductasa dependiente de NADH. La actividad de esta proteína genera flavin semiquinona  

por la reducción de cromato; transfiriendo los electrones del NADH al anión superóxido 

y generando especies de Cr5+ transitorias (minimizando que estas especies transitorias 

reaccionen con H2O2 generando un exceso de ROS), protegiendo a las células del estrés 

oxidativo (Gonzalez, Aekerley, Lynch, & Matin, 2005). 

En Escherichia coli se encuentra la cromato reductasa YieF (homóloga a ChrR de P. 

pulida) que transfiere tres electrones al Cr6+ para producir Cr3+, también transfiere un 

electrón al oxígeno molecular para generar ERO (Ackerley et al., 2004). Otra enzima 

caracterizada en E. coli es la flavín reductasa Fre, que reduce el cromato mediante la 

formación de un complejo entre Cr3+ con el cofactor NAD (Ramírez et al., 2008). 

Otros ejemplos son Vibrio harveyi que posee actividad cromato reductasa y Paracoccus 

denitrificans  que posee una reductasa férrica FerB (Cervantes & Campos, 2007). 

Existen también otras reductasas celulares que pueden llevar a cabo la reducción del 

cromato, como la DT-diaforasa, aldehído oxidasa, el citocr P450 y algunas 
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nitrorreductasas (Banks & Cooke, 1986; Mikalsen, Alexander, Wallin, Ingelman-

Sundberg, & Andersen, 1991). 

 

2.5.2. Eflujo de metales por transporte activo 

 

Los microorganismos utilizan este mecanismo para exportar los metales tóxicos desde su 

citoplasma al espacio extracelular. Estos mecanismos pueden estar codificados a nivel 

crómico o en plásmidos. En el caso del Cr, se ha reportado la existencia del operón 

chrBACF de Ochrobactrum tritici 5bvl1 que contiene el gen chrA que codifica para una 

proteína de membrana con actividad de eflujo, la cual expulsa el Cr6+ desde el citoplasma 

hacia el exterior celular (Cervantes, 2001). 

 

2.5.3. Secuestro intracelular y extracelular  

 

Las proteínas plasmáticas cumplen diversas funciones dentro de la célula bacteriana, una 

de ellas es prevenir la exposición de componentes celulares esenciales a compuestos que 

pudiesen resultar nocivos. El mecanismo involucrado en este proceso se conoce como 

secuestro intracelular o extracelular (dependiendo del lugar donde se lleve a cabo) 

mediante la unión a proteínas (Sueiro, 2012). Rouch, Lee, & Morby (1995) identificaron 

proteínas ricas en cisteína en Pseudomonas sp. capaces de secuestrar iones Cd2+, mientras 

que (Morel et al., 2009) observaron la presencia de un exopolisacárido producido por 

Stenotrophomonas sp. con la capacidad de secuestras Cr6+. 
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2.5.4. Exclusión de metales por barrera de permeabilidad 

 

La permeabilidad de la pared celular bacteriana es selectiva permitiendo el paso de solo 

ciertas sustancias. Algunas alteraciones en la composición de la pared celular, membrana 

o envoltura de un microorganismo son ejemplos de mecanismo de exclusión de metales 

por barrera de permeabilidad, ya que impiden el ingreso de los metales a la célula (Sueiro, 

2012).  

 

2.6. Biotransformación y bioacumulación  

 

En vista de que los metales pesados no pueden ser degradados de forma biológica o 

química, actualmente se está considerando un nuevo enfoque; donde a través de la 

utilización de microorganismos capaces de acumular iones metálicos con cierto grado de 

especificidad se brinde una alternativa para la contaminación ambiental. Esta capacidad 

de acumulación se debe a que las membranas de dichos microorganismos poseen un 

polisacárido de naturaleza polianiónica que es susceptible de ligar metales (López & 

Modrego, 1994).   

Los microorganismos con esta capacidad dependiendo del estado de oxidación en que se 

presente un metal y la especie que esté conformando; puede realizar dos transformaciones: 

la primera donde moviliza al metal transformándolo de un estado insoluble inicial 

(correspondiente a una fase sólida) a un estado soluble final (en fase acuosa), el segundo 

es conocido como lixiviación microbiana e inmoviliza el metal transformándolo de un 

estado soluble inicial en fase acuosa a uno insoluble final en fase sólida (Soto, Gutiérrez, 

Rey León, & González Rojas, 2010). 
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Otro mecanismo de interés que puede llegar a inmovilizar el metal de interés es la llamada 

bioacumulación, donde las especies metálicas son retenidas al interactuar con los fosfatos, 

proteínas y lípidos en el citoplasma celular compitiendo con los iones Na, K y Ca en los 

mecanismos biológicos; sus posibilidades de desarrollar una mayor capacidad absorbente 

dependen del tipo de microorganismo y su etapa de crecimiento (Soto et al., 2010) 

El potencial de biosorción de metales por microorganismos es indiscutible, algunos de 

estos absorben metales en cantidades elevadas, además resultan de particular interés ya 

que resultan económicos en comparación a los métodos tradicionales; haciendo de su uso 

la forma más eficiente para la destoxificación de efluentes industriales que contienen 

metales (Cañizares, 2000). 

 

2.7. Procesos Redox  

 

Koolman & Klaus-Heinrich (2005) afirman que las reacciones redox son transformaciones 

en las cuales los elementos participantes intercambian electrones, en estas reacciones 

siempre participan pares de compuestos que en conjunto se denominan sistemas redox. 

En estos sistemas se identifican dos tipos básicos de compuestos: el compuesto reducido 

que se conoce como agente reductor, y el compuesto oxidado conocido como agente 

oxidante (el agente reductor transfiere electrones al agente oxidante de tal manera que el 

primero se oxida y el segundo se reduce). Estos sistemas están ordenados de manera 

creciente y el lugar que ocupan depende de  su potencial. 

Según Domènech & Peral (2006) en un sistema ambiental es posible estimar los procesos 

de oxidación y reducción que ocurren en él siempre y cuando se conozcan los estados 

redox. En medios aireados el oxígeno se convierte en el principal aceptor de electrones 
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hasta que el oxígeno se agote, cuando esto sucede otras especies oxidantes toman su lugar 

como aceptores. Por otro lado el potencial redox del agua (denominado EH o rH) es un 

factor importante que mide la capacidad del agua de oxidar y reducir diversas sustancias 

presentes en ella (Marín, 2003). Mientras más elevado sea este potencial; más cantidad de 

oxígeno tendrá el agua, y por ende mayor cantidad de compuestos oxidados (Fe, Mn, 

sulfatos, nitratos, fosfatos, materia orgánica), por el contrario, mientras menor sea este 

potencial existirá menor cantidad de oxígeno y compuestos en estado reducido. Por esta 

razón se usa la información del potencial redox en el estudio de aguas residuales y sus 

respectivos procesos de depuración (Marín, 2003).  

Se puede identificar la clase de agua con la que se está tratando mediante de este valor, 

por ejemplo: aguas que tienen valores rH entre 15 y 25 encajan en la categoría de aguas 

bien oxigenadas, aquellas que presentan valores rH entre 13 y 15 se encuentran en una 

transición, y por último valores < 13 corresponden a aguas de fosas sépticas y sometidas 

a putrefacción. 

 

2.8. Transferencia horizontal y vertical de genes  

 

La transferencia vertical ocurre cuando un organismo recibe material genético de sus 

antecesores, por ejemplo: de sus padres o de un ancestro del que desciende, por el 

contrario, la transferencia horizontal es el proceso por el cual un organismo transfiere 

material genético a otra célula que no es de su descendencia. 

La transferencia horizontal es muy común entre bacterias incluso entre aquellas que son 

distantes, por ejemplo: cuando una célula bacteriana consigue algún tipo de resistencia 

puede transferir rápidamente estos genes a otras especies. El ejemplo más dramático de 
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esta transferencia es el aumento en la resistencia a antibióticos, no obstante, existen casos 

en los que esta capacidad puede ser utilizada para beneficio del ser humano como en el 

caso de los genes que codifican para la degradación de compuestos xenobióticos (Rozo & 

Dussán, 2010). 

 

2.8.1. Mecanismos de transferencia horizontal  

 

Existen tres mecanismos a través de los cuales se puede dar la transferencia horizontal: la 

transformación, la transducción y la conjugación, pese a que los dos primeros son muy 

importantes para los organismos procariotas, el que más contribuye a la transferencia de 

información genética y el más común es la conjugación. 

 

 La transformación es el resultado de la introducción, absorción y expresión del 

material genético del entorno (ADN o ARN) que altera genéticamente a la célula.  

 La transducción se basa en el intercambio de ADN de una bacteria a otra a través 

de un virus bacteriano llamado bacteriófago (Llosa & de la Cruz, 2005).  

 La conjugación radica en la transferencia de material genético mediante el 

contacto célula-célula entre una bacteria donante a una receptora (Rozo & Dussán, 

2010), este proceso se da por medio de una estructura proteica que se conoce como 

pilus a través de la formación de un puente de conjugación que conecta los 

citosoles de ambos organismos. Un claro ejemplo de este caso es la bacteria 

Agrobacterium tumefaciens que tiene la capacidad de transferir eficientemente 
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ADN dentro del núcleo de células vegetales y sólo bajo condiciones de laboratorio 

en células animales y de levaduras (Llosa & de la Cruz, 2005). 

La conjugación además de ser la responsable de transferir genes de resistencia a 

antibióticos, también lo es de la distribución de genes para la degradación de 

contaminantes orgánicos, es por eso que la presencia de donantes heterólogos 

eficientes en poblaciones bacterianas puede acelerar los procesos de transferencia 

de plásmidos, y, procesos de adaptación bacteriana a los cambios ambientales, 

llevando a tener tratamientos de biorremediación más eficientes (Rozo & Dussán, 

2010; Wolska, 2003). 

 

2.9. Extracción y purificación de ADN bacteriano  

 

Existen diversos métodos de extracción de ADN, dentro de estos se encuentra el 

desarrollado por Murray y Thompson en 1980, el cual se basa en la utilización de bromuro 

de hexadeciltrimetilamonio (CTAB por sus siglas en inglés). 

El CTAB es una sal de amonio cuaternario que actúa como surfactante catiónico por 

poseer grupos alquilo dentro de su estructura, es utilizado como solución tampón para la 

extracción de ácidos nucleicos por su capacidad de formar complejos con las proteínas y 

los polisacáridos (producidos por algunas bacterias Gram negativas) precipitando 

únicamente los ácidos nucleicos. Es una técnica ideal para la extracción de pequeñas 

cantidades de ADN a partir de muchas especies y también es útil para extracciones a gran 

escala (Murray & Thompson, 1980). 
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2.10. Métodos de identificación de consorcios bacterianos: fenotípicos y genotípicos  

 

Para la identificación bacteriana se efectúan pruebas primarias, secundarias y terciarias. 

En primera instancia se parte de la identificación fenotípica para lo que se utiliza el cultivo, 

este método permite aislar el microorganismo de interés, determinar su crecimiento y 

morfología, también permite analizar parámetros de sensibilidad, propiedades 

fisicoquímicas y metabólicas.  

Esta identificación se basa en la comparación de características similares con bacterias 

conocidas, por ejemplo, se evalúa diferentes medios de cultivo (básicos, enriquecimiento, 

selectivos, diferenciales, cromogénicos), diferentes temperaturas de incubación 

(psicrófilas, mesófilas, termófilas) o diferentes atmósferas (aerobias estrictas, anaerobias 

estrictas, facultativas), para la morfología se realiza una tinción (azul de metileno o tinción 

Gram) para evidenciar el tamaño y forma de las bacterias.  

Una vez definida la identificación fenotípica se recurre a pruebas bioquímicas que  

mediante una serie de reacciones enzimáticas identifica características metabólicas de las 

bacterias analizadas. 

Los resultados de las pruebas antes realizadas se corroboran a través de pruebas 

moleculares, en taxonomía bacteriana el análisis de la región conservada 16s ARNr es la 

más usada. Esta región está constituida por una familia de multigenes que actúan como un 

marcador ya que a lo largo del tiempo no se ha modificado y se encuentra presente en 

todas las bacterias (Fernández Olmos, García de la Fuente, Saéz Nieto, & Valdezate 

Ramos, 2010), las secuencias resultantes se comparan con bases de datos públicas 

llegando a determinar hasta el género bacteriano. Para poder precisar la especie de las 

bacterias analizadas se requiere del análisis de genes más específicos. 
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2.11. Índices de diversidad 

  

Se pueden definir como una medida estadística obtenida a partir de la comparación entre 

dos variables que expresan la diversidad biológica de una determinada zona, de acuerdo a 

esto se pueden distinguir zonas de alta, media y baja diversidad. Sin embargo, no todos 

los índices son iguales, ya que dependiendo de su sensibilidad al tamaño muestral y de su 

capacidad discriminatoria; existen índices que ponen énfasis en la dominancia mientras 

que otros enfatizan la abundancia de especies. 

Dentro de los índices que enfatizan en la riqueza de especies se encuentran Margalef (4) 

y Menhinik (5), ambos relacionan el número de especies y el número total de individuos. 

Margalef posee alta sensibilidad al tamaño muestral y aumenta de forma logarítmica con 

N, mientras que Menhinick incrementa al aumentar el tamaño de la muestra (Magurran, 

1988; Magurran & McGill, 2010; Yánez, 2014) 

Ecuación 4. Ecuación del índice Margalef 

(4)     𝐷𝑀𝑔 = 𝑆 − 1
𝑙𝑛 𝑁⁄  

 
Ecuación 5. Ecuación del índice de Menhinik 

(5)     𝐷𝑀𝑛 = 𝑆
√𝑁

⁄  

 

S = número de especies en el sitio de interés, N = número total de individuos 

 

Por otro lado, (6) Simpson y (7) McIntosh hacen énfasis en la dominancia de especies, 

ambos trabajan en base a la abundancia relativa. La capacidad discriminatoria de Simpson 

es moderada y su sensibilidad muestral baja, toma valores entre 0,0 y 1,0, cantidades 

inferiores a 0,01 se consideran de baja diversidad, de 0,34 a 0,66 de mediana diversidad y 
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valores superiores de alta diversidad (Yánez, 2014); McIntosh es influenciado 

significativamente por el tamaño muestral. 

Ecuación 6. Ecuación del índice de Simpson 

(6)     𝐷 = ∑ 𝑝𝑖
2 

 

Pi = número de individuos de la especie i dividido entre el número total de individuos de 

la muestra (Moreno, 2013, p. 41) 

Ecuación 7. Ecuación del índice de McIntosh 

(7)     𝑈 = √(∑ 𝑛𝑖
2) 

 

𝑛𝑖 = la abundancia original de i-ésima especie (Lexerod & Eid, 2006; Yánez, 2014). 

 

Shannon calcula la uniformidad y equitabilidad de especies, su expresión de cálculo es: 

𝐻′ = ∑ 𝑝𝑖 ∗ 𝑙𝑛𝑝𝑖, siendo pi= proporción de individuos con los que una especie aporta al 

total de individuos del sistema, sus valores se encuentran entre 0,0 y 5,0, se consideran de 

baja diversidad valores de entre 0, 1 a 1,5, mediana diversidad los de 1,6 a 3,0 y de ser 

superior a tres sitios; de alta diversidad (Magurran, 1988; Yánez, 2014).  

 

2.12. Análisis estadísticos 

 

La estadística aporta herramientas que permiten organizar, procesar, analizar e interpretar 

datos, elimina criterios subjetivos y valida los resultados obtenidos. En este contexto 

existen dos fuentes de información dentro del análisis estadístico: los datos que generan 

“ruido” pero son "imparciales", y los modelos que ayudan a reducir el “ruido” pero son 

responsables de "sesgos" (Gu, 2013).  
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Por este motivo la estadística aporta también criterios de información y penalización que 

evitan “sesgos” manteniendo la imparcialidad de los datos, la elección de estos criterios 

debe basarse en una combinación de tres parámetros: la proporción de varianza muestral, 

el conocimiento del problema por parte del investigador y la razonabilidad e interpretación 

teórica de los resultados obtenidos (Caballero, 2011) 

 

2.12.1. Modelos lineales generalizados (GLM) 

 

Corresponden a un tipo de regresión lineal donde la distribución aleatoria de la variable 

dependiente se relaciona con la parte no sistemática a través de una función de enlace 

(McCullagh & Nelder, 1989). Se utilizan en estudios donde no puede asumirse que la 

varianza es constante debido a dos propiedades importantes que poseen: la estructura de 

los errores y la función de vínculo (Cayuela, 2009). En base a la estructura de los errores 

pueden aplicarse distintas distribuciones, por ejemplo: binomiales, exponenciales, 

gamma, Poisson entre otras, el tipo de datos determinará cuál utilizar como se observa en 

la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Funciones de vínculo más comunes utilizadas por los GLM 
 

Función de vínculo Fórmula Uso 

Identidad µ 
Datos continuos con errores normales (regresión y 

ANOVA) 

Logarítmica 𝐿𝑜𝑔 µ Conteos con errores de tipo Poisson 

Logit 𝐿𝑜𝑔 (
µ

𝑛 −  µ
) 

Proporciones (datos entre 0 y 1) con errores 

binomiales 

Recíproca 
1

µ
 Datos continuos con errores gamma 

Raíz cuadrada √µ Conteos 

Exponencial µ𝑛 Funciones de potencia 

 Tomado de: Cayuela, 2009 
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2.12.2. Criterio de información bayesiano (BIC) 

 

Es un criterio de selección entre conjuntos finitos de modelos, fue desarrollado por Gideon 

Schwarz en 1978 por lo que es conocido también como criterio de Schwarz (SBC). Está 

basado en un criterio bayesiano que introduce términos de penalización para el número de 

parámetros dentro de un modelo, estos términos mejoran el ajuste, aumentan el soporte o 

disminuyan la desviación del modelo; conformando un criterio válido para muestras 

grandes (Caballero, 2011). 

El número de parámetros en este criterio se penaliza con la función ln n como se observa 

a continuación: 

Ecuación 8: Fórmula completa para calcular el criterio de información bayesiano (BIC) 

(8)     𝐵𝐼𝐶(𝑘) = −2𝑙𝑛𝐿[𝜃(𝑘)] + 𝑙𝑛(𝑛) ∙ 𝑘 

 

k = número de parámetros independientes estimados, 𝐿[𝜃(𝑘)] = función de verosimilitud 

de las observaciones, 𝜃(𝑘) = estimación máxima verosímil del vector de parámetros, 

n = tamaño de la muestra (Caballero, 2011) 

 

Un equivalente para calcular el valor individual para cada modelo es: 

 
Ecuación 9. Fórmula para calcular la varianza del error dentro del criterio de información bayesiano (BIC) 

(9)     𝐵𝐼𝐶(𝑀𝑗) = −2𝑙𝑛𝐿𝑗(𝜃�̂�|𝑋) + 𝑘𝑗 ∙ ln (𝑛) 

 

𝑀𝑗  = modelo, 𝜃�̂� = estimador máximo verosímil del parámetro 𝜃𝑗 , 

𝑘𝑗 = número de parámetros libres dentro del modelo, 𝐿𝑗(𝜃�̂�|𝑋) = verosimilitud del 

modelo (Caballero, 2011) 
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Finalmente una forma más manejable de la ecuación de BIC es la siguiente: 

Ecuación 10. Fórmula condensada para calcular el criterio de información bayesiano (BIC) 

 

(10)     𝐵𝐼𝐶 = 𝑥2 + 𝑘 ∙ ln (𝑛) 

 

Los valores BIC permiten escoger el modelo con mejor ajuste, con mayores variables 

explicativas o ambas, se considera como óptimo aquel modelo para el cual el valor BIC 

es mínimo ya que resulta ser el más probable a posteriori (Schwarz, 1978).  

 

2.12.3. Análisis de varianza (ANOVA) 

 

Está basado en conceptos de regresión lineal y permite establecer si existen diferencias 

significativas entre tratamientos, compara las medias de la variable dependiente evaluando 

uno o más factores en diferentes niveles. En su forma más simple es un procedimiento 

general para aislar las fuentes de variabilidad en un conjunto de mediciones con el 

propósito de determinar hasta qué punto el efecto de una variable independiente es un 

componente principal (Girden, 1992), pero existen otros tipos de análisis de varianza 

descritos en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Tipos de análisis de varianza 
 

Tipo de análisis de varianza Modelo y propiedades del diseño 

De un solo factor Las observaciones por tratamiento pueden ser desbalanceadas con 

un factor fijo 

Balanceado Requiere ser balanceado pero pueden utilizarse cualquier número de 

factores aleatorios y fijos con factores anidados y cruzados 

Modelo lineal generalizado Permite diseños no balanceados y covariables 

Modificado de: Minitab Inc., 2016 
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Dentro del análisis de varianza se considera un valor p que determina la significancia de 

las variables, si el valor p es menor que el nivel de significancia se puede concluir que al 

menos un tratamiento es diferente. 

 

2.12.4. Escalamiento multidimensional (MDS) 

 

Es una técnica multivariante de interdependencia que busca representar datos a través de 

la construcción de una configuración de puntos cuando se conoce una determinada 

información sobre proximidades entre objetos (Linares, 2001). Su principal objetivo es 

transformar juicios de similitud sobre un conjunto de datos y representar espacialmente 

en un gráfico la distancia existente entre ellos. En la Tabla 7 se observan los diferentes 

tipos de escalamiento multidimensional existentes, en comparación con otras técnicas 

como el análisis conjunto, análisis discriminante o el análisis factorial; ayuda obtener el 

grado de similitud entre datos de forma independiente a los juicios de los investigadores.  

 

Tabla 7. Tipos de escalamientos multidimensionales 
 

Tipo de escalamiento multidimensional Propiedades del escalamiento 

Directo Comparación directa entre objetos (objetos-objetos) 

Derivado Comparación indirecta entre objetos (objetos-atributos) 

Clásico Se trata toda la muestra a la vez 

Replicado Se trata toda la muestra de forma segmentada 

Modificado de: Vila, 2013 
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CAPÍTULO III: MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se partió de 10 consorcios bacterianos aislados por Grupo de Investigación en Ciencias 

Ambientales (GRICAM) identificados con los códigos LPS01Cd2(1), LPS01Cd5(2)A, 

LPS01Cd3, LPS01Cd1, LPS01Cr2(2)A, LPS01Cr3(B), LPS01Cr2(1), LPS01Cd2(2), 

LPS01Cr1 y LPS01Cr1(1)B. 

 

3.1. Crecimiento bacteriano 

 

Se evaluó el crecimiento bacteriano en base a tres variables: temperatura de incubación, 

tiempo de incubación y medio de cultivo; cada una con tres repeticiones. 

Para preparar el caldo de cultivo se diluyó extracto de levadura (4%), sacarosa (5%) y 

sulfato de amonio (1%) en agua destilada, para el medio Cetrimida se diluyó 45,3 g del 

polvo Cetrimida Agar Base por litro de agua destilada y para el medio PCA se diluyó 23,5 

g del polvo Plate Count Agar (PCA) por litro de agua destilada.  

Los medios se esterilizaron por 45 minutos a 121°C y 1 atmósfera de presión en un 

autoclave horizontal Tuttnauer 3870M Manual Autoclave, se dispensaron 250 mL de 

caldo de cultivo en matraces Erlenmeyer estériles, 25 mL de Cetrimida en cajas Petri 

estériles, y 15 mL de PCA en tubos de ensayo con tapa rosca estériles.  

Se sembró las muestras y se incubó durante 2 días con un monitoreo del crecimiento 

bacteriano cada 24 horas, las muestras que presentaron bajo crecimiento al final del 

segundo día se incubaron por otras 24 horas. 
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Para cuantificar el crecimiento bacteriano se utilizó nefelometría y turbidimetría, se 

preparó estándares de McFarland de BaCl2 * 2H2O al 1,175% (p/v) en H2SO4 al 1% (v/v) 

como se observa en la Tabla 8. Se realizó una regresión lineal a partir de las mediciones 

del turbidímetro para obtener una ecuación para transformar unidades de NTU a UFC. 

 

Tabla 8. Concentraciones de reactivos para la preparación de estándares de McFarland 
 

Escala de McFarland 

BaCl2 * 2H2O 

(0,048M) 

(mL) 

H2SO4 (0,36N) 

(mL) 
Volumen final (mL) 

1 0,1 9,9 10,0 

2 0,2 9,8 10,0 

3 0,3 9,7 10,0 

4 0,4 9,6 10,0 

5 0,5 9,5 10,0 

6 0,6 9,4 10,0 

7 0,7 9,3 10,0 

8 0,8 9,2 10,0 

9 0,9 9,1 10,0 

10 1,0 9,0 10,0 

Elaborado por las autoras 

 

3.2. Ensayo de sensibilidad 

 

Para determinar la sensibilidad bacteriana se utilizó el método de siembra directa en caldo 

de cultivo y en agar Cetrimida; a los que se añadió dos concentraciones diferentes de Cd 

y Cr (Tabla 9) establecidas en base a los límites de descarga para cuerpos de aguas 

registrados en el Decreto 068 del Texto Unificado de Legislación Ambiental Secundario. 

La preparación de los medios se realizó como se describió anteriormente, los metales (Cd 

y Cr) fueron añadidos posterior a la esterilización a través de un filtro de 0,5 micras. Se 

incubó por 72 horas a 37°C con un monitoreo del crecimiento bacteriano cada 24 horas. 
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Tabla 9. Concentraciones de Cd y Cr utilizadas para los ensayos de sensibilidad 
 

Metal 

Límite de descarga 

para cuerpos de 

agua (Decreto 068) 

Concentración 100 veces 

superior (100x) 

Concentración 1000 

veces superior (1000x) 

Cd 0,02 ppm 2 ppm 20 ppm 

Cr 0,5 ppm 50 ppm 500 ppm 

Elaborado por las autoras 

 

3.3. Extracción de ADN bacteriano 

 

Se extrajo ADN de 5 consorcios bacterianos con códigos LPS01Cd1, LPS01Cd2(1), 

LPS01Cd2(2), LPS01Cd3 y LPS01Cd5(2)A utilizando un protocolo basado en la técnica 

desarrollada por Murray y Thompson con bromuro de hexadeciltrimetilamonio o CTAB 

(Murray y Thompson, 1980). 

Se colocó 1,5 mL de caldo de cultivo en tubos de microcentrífuga estériles de 2 mL, se 

centrifugó a velocidad máxima por 40 segundos y se eliminó el caldo de cultivo, el 

sedimento resultante se resuspendió en 576 μL de Tris-EDTA (Tris-HCl 10 mM pH 7,5 y 

EDTA 1mM) y se añadió 30 μL de SDS 10% y 3 μL de proteinasa K en una concentración 

de 20 mg/mL, se mezcló y se incubó por 1 hora a 37°C en un termobloque. Se añadió 100 

μL de NaCl 5M y 80 μL de CTAB/NaCl (calentado a 65°C), se mezcló y se incubó por 

10 minutos a 65°C. Se añadió 800 μL de Cloroformo-Alcohol isoamílico 24:1 y se invirtió 

el tubo varias veces por 2 minutos para formar una emulsión, se centrifugó a 12000 rpm 

por 5 minutos.  

La emulsión se separó en dos fases dentro del tubo, se transfirió la fase superior a un nuevo 

tubo estéril evitando los contaminantes de la interfase, se añadió un volumen de 789 de 

Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamílico 25:24:1, se mezcló por 2 minutos y se centrifugó a 

12000 rpm por 5 minutos. De nuevo se transfirió la fase superior de la emulsión a un 
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nuevo tubo estéril, se añadió 0,6 volúmenes de isopropanol, se mezcló y se centrifugó a 

12000 rpm por 5 minutos hasta la precipitación del ADN, se eliminó el isopropanol y se 

lavó con etanol 70%. Se centrifugó a 12000 rpm por 5 minutos, se eliminé el etanol, se 

dejó secar a temperatura ambiente, se resuspendió en 50 μL de Tris-EDTA, se añadió 1 

μL de solución ARNsa (10 mg/mL) y se incubó a 65°C por 15 minutos. 

La confirmación de presencia de ADN se realizó mediante una electroforesis en gel de 

agarosa. Para la preparación del gel se diluyó 0,4 g de UltraPure™ Agarose en 75 mL de 

TBE 1X, preparado a partir de TBE 10X (108 g de Tris-HCl, 55g de Ácido bórico y 40mL 

de EDTA 0,5M pH 8; aforado a 1000 mL con agua ultrapura), y se añadió 10 μL de 

SYBR® Safe ADN Gel Stain. 

Para la preparación de las muestras se tomó 2 μL de ADN al que se añadió 5 μL de 10X 

BlueJuice™ Gel Loading Buffer y se mezcló. Se utilizó 8 μL de marcador de peso 

molecular TrackIt™ 100bp ADN Ladder. Se colocó las muestras en el gel previamente 

preparado y se realizó la electroforesis a 80 V por 30 minutos. Para la visualización del 

gel se utilizó un fotodocumentador MicroBIS de DNR Bio-Imaging Systems junto con el 

programa informático GelCapture. 

 

3.4. Cuantificación, amplificación y secuenciación de ADN bacteriano 

 

Los procesos de amplificación y secuenciación fueron realizados en Macrogen Korea 

(compañía biotecnológica especializada en genómica que realiza diferentes tipos de 

secuenciación), las muestras enviadas cumplieron con los estándares establecidos en el 

Anexo 1; tomados de la guía para presentación de muestras para secuenciación de 

genomas según Macrogen (2009). 
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Previo al envío de las muestras, se verificó la concentración de ADN bacteriano utilizando 

espectrofotometría de espectro total (220-750nm) en el equipo NanoDrop 1000 

Spectrophotometer, se cargó 1 μL por muestra y la lectura se realizó a 260 y 280 nm 

(absorbancia), la concentración de ácidos nucleicos se obtuvo de la relación entre ambas 

absorbancias según lo establecido por Thermo Fischer Scientific Inc. (2008) en su manual 

de operación, posteriormente Macrogen cuantificó de nuevo la cantidad de ácidos 

nucleicos. 

Las muestras seleccionadas para secuenciación se eligieron en base a los siguientes 

criterios: crecimiento bacteriano, respuesta a ensayos de sensibilidad y concentración de 

ácidos nucleicos después del proceso de extracción. 

El equipo utilizado por Macrogen es un secuenciador Genome Sequencer FLX ™ System 

cuyo funcionamiento se basa en tres etapas según 454 Life Sciences (2016). En la primera 

etapa se fragmenta el ADN bicatenario en secciones más pequeñas (aproximadamente 400 

a 600 pb) y después se separa en hebras simples (hebras monocatenarias A y B) mediante 

adaptadores especiales, el conjunto de hebras monocatenarias de ADN forman bibliotecas 

como se observa en la Figura 2. 

 

Figura 2. Separación de la doble cadena de ADN en hebras simples mediante adaptadores 

especiales para la formación de bibliotecas 
 

 
                                                                                             Modificado de: 454 Life Sciences, 2016 
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En la segunda etapa se amplifican los fragmentos de ADN de las bibliotecas mediante 

emPCR (reacción en cadena de la polimerasa basada en emulsión), las cadenas se colocan 

en perlas de tamaño micrométrico junto con reactivos enzimáticos para PCR en una 

mezcla de agua, esta mezcla se inyecta en microtubos para centrífuga que contienen un 

aceite sintético, esta mezcla se somete a agitación ocasionando que el agua forme gotitas 

alrededor de las perlas (denominadas emulsión), los reactivos enzimáticos añadidos 

permiten que el fragmento de ADN aislado en cada gota sea amplificado en millones de 

copias de ADN. Cuando la reacción de PCR se completa, las perlas se tamizan del aceite 

y se limpian y aquellas cuentas que no tienen ADN son eliminadas como se observa en la 

Figura 3. 

 

Figura 3. Amplificación de fragmentos de ADN mediante emPCR (reacción en cadena 

de la polimerasa basada en emulsión) 
 

 
                                                                                                                Fuente: 454 Life Sciences, 2016 
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Finalmente en la tercera etapa se utiliza un enfoque de secuenciación por síntesis donde 

las perlas de captura que contienen ADN fraccionado y amplificado se colocan junto con 

perlas enzimáticas en la placa PicoTiterPlate™, a esta placa se añaden diferentes reactivos 

incluyendo los nucleótidos A, C, G y T. Cuando estos nucleótidos se incorporan a las 

hebras de ADN se produce una reacción quimioluminiscente debido a la generación de 

productos químicos durante la incorporación de nucleótidos, esta reacción es detectada 

por una cámara CCD (recibe la luz entrante a través de una pieza rectangular de Silicio) 

como se observa en la Figura 4. 

 

Figura 4. Secuenciación de ADN por síntesis con emisión quimioluminiscente detectada 

por una cámara CCD a través de una pieza de Silicio 
 

 
                                                                                      Modificado de: 454 Life Sciences, 2016 

 

Esta señal quimiluminescente es leída a continuación con el software Roche GS FLX 

software (v 3.0) generando un gráfico de barras de intensidades de luz llamado 

"flowgram" donde la intensidad de la señal es proporcional al número de nucleótidos 



 34       

  

 

incorporados y la secuencia TCAG es utilizada al inicio para la calibración de la señal del 

equipo como se observa en la Figura 5. 

 

Figura 5. Gráfico de barras de intensidades de luz “flowgram” (secuencia TCAG marcada 

al inicio para calibración del equipo) 
 

 
                                                                                       Modificado de: 454 Life Sciences, 2016 

 

3.5. Análisis e identificación bacteriana 

 

El análisis de secuencias se realizó en World Fusion Bioinformatics USA (compañía 

biotecnológica especializada en análisis bioinformáticos) y la identificación bacteriana se 

efectuó mediante la utilización de los softwares BLAST (software basado en un algoritmo 

heurístico que compara la secuencia por identificar con millones de secuencias reportadas 

en bancos genéticos) y Molecular Evolutionary Genetics Analysis 6.0.6 también conocido 

como MEGA 6.0.6. 

Se seleccionó un fragmento altamente conservado del marcador 16s ARNr para la 

creación de una secuencia consenso en MEGA 6.0.6, se alinearon las secuencias presentes 
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en cada una de las muestras en base a la secuencia consenso y se corrió el software BLAST 

donde se cotejaron las secuencias de las muestras con las bibliotecas genéticas del 

National Center for Biotechnology Information (NCBI), se consideró valores E (valores 

de significancia) iguales o mayores de 0,01 y porcentajes de similitud superiores al 95% 

para la asignación del taxón género y de 98% para el taxón especie. 

 

3.6. Conservación de cepas bacteriana 

 

Se partió de suspensiones bacterianas con la concentración requerida según Leal & 

Ramírez (2005) de 7,5 x 108 UFC/mL (Escala de Mc Farland 4), la viabilidad fue 

comprobada mediante siembra en caldo de cultivo e identificación microscópica, 

posteriormente en viales con glicerol al 10% se colocó 100 µL por mL de medio de cultivo 

y finalmente se congeló a -20°C (Leal & Ramírez, 2005). 
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CAPÍTULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Crecimiento bacteriano 

 

Para determinar qué variable ejerció mayor influencia en el crecimiento bacteriano se 

midió la relación y significancia de las tres variables probadas, con los datos de 

crecimiento bacteriano reportados en el Anexo 2 se realizó una regresión lineal a través 

de la creación de modelos lineales generalizados (GLM) comparados entre sí mediante 

criterios de información bayesianos (BIC) utilizando una distribución de Poisson como 

función de enlace. El valor de 413,2275 registrado para el Modelo 2 en la Tabla 10 se 

seleccionó como el de mejor ajuste ya que su valor BIC es el menor entre los modelos 

representando mayores variables explicativas, mejor ajuste, o ambos (ver Pág. 25). 

   

Tabla 10. Criterios de información bayesiana en base a tres modelos lineales 

generalizados en función del crecimiento bacteriano 
 

Modelo 
Variable 

dependiente 
Variables independientes 

Grados de 

libertad 
Valor BIC 

Modelo 1 Crecimiento Medio de cultivo 3 526,613 

Modelo 2 Crecimiento Medio de cultivo y tiempo de incubación 4 413,2275 

Modelo 3 Crecimiento 
Medio de cultivo, tiempo y temperatura 

de incubación 
13 440,1233 

Elaborado por las autoras 

 

Se tomó como base las variables establecidas en el Modelo 2 para realizar un análisis de 

varianza (ANOVA) mediante una distribución de Poisson de donde estableció que las 

variables con mayor significancia y por ende que influyen directamente en el crecimiento 

bacteriano son el medio de cultivo (caldo de cutlivo y agar Cetrimida principalmente) y 

el tiempo de incubación como se observa en la Figura 6. 
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Figura 6. Análisis de varianza (ANOVA) para el crecimiento bacteriano en función del 

medio de cultivo y el tiempo de incubación 

 

 
Elaborado por las autoras 

 

En base a los coeficientes 0; 0.001; 0.01; 1 obtenidos en el ANOVA (Figura 6) se 

realizaron 7 estimaciones combinando los coeficientes y sus diferentes niveles de 
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significancia. Se determinó que el valor 0,04215976 de la Estimación 3 (Tabla 11) 

justifica la influencia y el nivel de significancia reportado para el medio de cultivo y el 

tiempo de incubación, siendo el agar Cetrimida y una temperatura de 37°C las mejores 

condiciones para el crecimiento bacteriano. El criterio de selección entre las estimaciones 

fue el mismo que para el BIC (ver Pág. 25). 

 

Tabla 11. Estimación entre los coeficientes obtenidos del análisis de varianza para el 

crecimiento bacteriano en función del medio de cultivo y el tiempo de incubación 
 

Estimación 
Combinación de 

coeficientes utilizados 

Valores de los 

coeficientes utilizados 
Valor de la estimación 

Estimación 1 1 0 0,04511834 

Estimación 2 1; 2 0; 0.001  0,06464709 

Estimación 3 1; 3 0; 0.01 0,04215976 

Estimación 4 1; 4 0; 1 0,04869248 

Estimación 5 1; 2; 3 0; 0.001; 0.01 0,06040794 

Estimación 6 1; 3; 4 0; 0.01; 1 0,04549953 

Estimación 7 2; 3; 4 0.001; 0.01; 1 1,4444939 

Elaborado por las autoras 

 

4.2. Sensibilidad bacteriana 

 

Se reportó el crecimiento con el signo “más” y la ausencia del crecimiento con el signo 

“menos“. A concentraciones 100 x en agar Cetrimida se observó mayor sensibilidad a 2 

ppm de Cd en comparación a las 50 ppm de Cr (Tabla 12). Este ensayo no se realizó en 

agar Cetrimida a concentraciones 1000 x ya que el medio de cultivo presentó licuefacción 

después de añadir los estándares de los metales. 

En el ensayo con caldo de cultivo se observó también mayor sensibilidad a 

concentraciones de 2 y 20 ppm de Cd en comparación a las 50 y 500 ppm de Cr (Tablas 

13 y 14). 
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Tabla 12. Crecimiento bacteriano de las muestras sometidas a pruebas de sensibilidad en 

agar Cetrimida a concentración 100x de Cd y Cr 
 

Código Tiempo de incubación 
Temperatura de 

incubación 
Cd (2ppm) Cr (50ppm) 

LPS01Cd2(1) 72 horas 37°C + + 

LPS01Cd5(2)A 72 horas 37°C + + 

LPS01Cd3 72 horas 37°C + + 

LPS01Cd1 72 horas 37°C + + 

LPS01Cr2(2)A 72 horas 37°C + + 

LPS01Cr3(B) 72 horas 37°C + + 

LPS01Cr2(1) 72 horas 37°C + + 

LPS01Cd2(2) 72 horas 37°C + + 

LPS01Cr1 72 horas 37°C - + 

LPS01Cr1(1)B 72 horas 37°C - + 

Elaborado por las autoras 

 
 

Tabla 13. Crecimiento bacteriano de las muestras sometidas a pruebas de sensibilidad en 

caldo de cultivo a concentración 100x de Cd y Cr 
 

Código Tiempo de incubación 
Temperatura de 

incubación 
Cd (2ppm) Cr (50ppm) 

LPS01Cd2(1) 72 horas 37°C - - 

LPS01Cd5(2)A 72 horas 37°C + + 

LPS01Cd3 72 horas 37°C + + 

LPS01Cd1 72 horas 37°C - + 

LPS01Cr2(2)A 72 horas 37°C - + 

LPS01Cr3(B) 72 horas 37°C + + 

LPS01Cr2(1) 72 horas 37°C - + 

LPS01Cd2(2) 72 horas 37°C + + 

Cr(LPS01)3 72 horas 37°C + - 

LPS01Cr1 72 horas 37°C + + 

LPS01Cr1(1)B 72 horas 37°C - - 

Elaborado por las autoras 

 

 

Tabla 14. Crecimiento bacteriano de las muestras sometidas a pruebas de sensibilidad en 

caldo de cultivo a concentración 1000x de Cd y Cr 
 

Código Tiempo de incubación 
Temperatura de 

incubación 
Cd (20ppm) Cr (500ppm) 

LPS01Cd2(1) 72 horas 37°C + + 

LPS01Cd5(2)A 72 horas 37°C - + 

LPS01Cd3 72 horas 37°C + + 

LPS01Cd1 72 horas 37°C - + 

LPS01Cr2(2)A 72 horas 37°C + + 

LPS01Cr3(B) 72 horas 37°C + + 

LPS01Cr2(1) 72 horas 37°C - + 

LPS01Cd2(2) 72 horas 37°C - + 

Cr(LPS01)3 72 horas 37°C - + 

LPS01Cr1 72 horas 37°C - + 

LPS01Cr1(1)B 72 horas 37°C - + 

Elaborado por las autoras 
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4.3. Cuantificación de ADN bacteriano 

 

En la Tabla 15 se observa la cuantificación de ADN en función a la concentración en 

ng/uL, los valores reportados van desde 115, 83 ng/uL en la muestra menos concentrada; 

hasta 953,99 ng/uL en la muestra más concentrada, mientras que, en la Tabla 16 la 

cuantificación se realizó en función del total de bases de las secuencias; teniendo 

3.595.997 bases la muestra menos concentrada y 5.645.855 la más concentrada. 

 

Tabla 15. Concentraciones de ADN bacteriano por muestra realizada mediante 

espectrofotometría de espectro total 
 

Código Concentración (ng/uL) A260 A280 260/280 

LPS01Cd1 115,83 2,317 1,58 1,47 

LPS01Cd2(1) 236,15 4,723 2,575 1,83 

LPS01Cd2(2) 953,99 19,08 9,912 1,92 

LPS01Cd3 177,58 3,552 2,082 1,71 

LPS01Cd5(2)A 645,36 12,907 6,588 1,96 

Elaborado por las autoras 

 

 

Tabla 16. Concentración de ácidos nucleicos en función del total de bases por muestra 
 

Código Lecturas Total bases Longitud lectura 

LPS01Cd1 11.626 3.595.997 309,31 

LPS01Cd2(1) 16.691 4.479.312 268,37 

LPS01Cd2(2) 14.017 3.941.625 281,2 

LPS01Cd3 15.301 4.647.050 303,71 

LPS01Cd5(2)A 15.530 5.645.855 363,55 

Elaborado por las autoras 

 

4.4. Identificación bacteriana 

 

Dentro de las 5 muestras analizadas están presentes 11 géneros bacterianos: 

Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Oceanospirillum, Gemmobacter, 
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Nesterenkonia, Gluconobacter, Acetobacter, Leuconostoc, Lysinibacillus y 

Cetobacterium. 

Considerando el número de secuencias de bacterias pertenecientes a un género específico 

(Tabla 17) se observa que el género Pseudomonas es el más abundante con 43.195 

secuencias repartidas entre las muestras LPS01Cd1, LPS01Cd2(1), LPS01Cd2(2), 

LPS01Cd3 y LPS01Cd5(2)A, seguido por el género Staphylococcus con 17.730 

secuencias repartidas entre las muestras LPS01Cd1, LPS01Cd2(1) y LPS01Cd5(2)A. 

 

Tabla 17. Cantidad de secuencias de bacterias pertenecientes a un género específico 

presentes en las muestras secuenciadas 
 

Código 
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LPS01Cd1 11.298 4 33 0 0 0 0 0 0 0 0 

LPS01Cd2(1) 94 16.254 7 0 0 0 0 0 0 0 0 

LPS01Cd2(2) 13.449 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

LPS01Cd3 14.957 0 19 2 0 0 0 0 0 0 0 

LPS01Cd5(2)A 3.397 1.472 2 0 2 1 1 1 1 1 1 

Elaborado por las autoras 

 

Los géneros restantes son menos abundantes ya que muestran una diferencia significa en 

su número de secuencias a comparación de los dos géneros anteriores, por ejemplo, el 

género Stenotrophomonas cuenta con un total 61 secuencias repartidas entre las muestras 

LPS01Cd1, LPS01Cd2(1), LPS01Cd3 y LPS01Cd5(2)A, y, en los últimos lugares se 

observan los géneros Oceanospirillum (2 secuencias pertenecientes a la muestra 

LPS01Cd3), Gemmobacter (2 secuencias pertenecientes a la muestra LPS01Cd5(2)A) y 
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Nesterenkonia, Gluconobacter, Acetobacter, Leuconostoc, Lysinibacillus y 

Cetobacterium pertenecientes a la muestra LPS01Cd5(2)A con 1 secuencia cada uno. 

Se evaluó la diversidad de géneros bacterianos mediante la aplicación de índices de 

diversidad (Tabla 18), dando como resultado “baja diversidad” según los índices de 

Simpson y Shannon para las muestras LPS01Cd1, LPS01Cd2(1), LPS01Cd2(2), 

LPS01Cd3 y LPS01Cd5(2)A, resultado similar al obtenido mediante los índices de 

Margalef, Menhinik y McIntosh para las muestras LPS01Cd1, LPS01Cd2(1), 

LPS01Cd2(2) y LPS01Cd3, siendo la excepción la muestra LPS01Cd5(2) que puede ser 

catalogada como de “alta diversidad” al ser la única muestra donde se reporta la existencia 

de los 11 géneros bacterianos identificados como se observa en la Figura 7. 

 

Tabla 18. Valores de los índices de diversidad para los géneros bacterianos presentes en 

las muestras secuenciadas 
 

Código 
Índice de 

Simpson 

Índice de 

Shannon 

Índice de 

Margalef 

Índice de 

Menhinik 

Índice de 

McIntosh 

LPS01Cd1 0,0065 0,0231 0,2142 0,0282 11298,0493 

LPS01Cd2(1) 0,0123 0,0391 0,2061 0,0235 16254,2736 

LPS01Cd2(2) 0 0 0 0,0086 13449,0000 

LPS01Cd3 0,0028 0,0111 0,2080 0,0245 14957,0125 

LPS01Cd5(2)A 0,4242 0,6304 1,0597 0,1432 3702,2300 

Elaborado por las autoras 

 

Para evaluar la similitud entre muestras se utilizó un escalamiento multidimensional 

(MDS) donde se representó en un espacio geométrico las proximidades existentes entre 

muestras, como se observa en la Figura 6 existen 3 grupos bien definidos basados en la 

distancia geométrica desde el origen, en el primer grupo se encuentran LPS01Cd1, 

LPS01Cd3 y LPS01Cd2(1) en el cuadrante izquierdo superior, en el segundo grupo 

LPS01Cd2(2) en el cuadrante izquierdo inferior y en el tercer grupo LPS01Cd5(2)A en el 

cuadrante derecho superior. La distancia geométrica entre muestras refleja su grado de 
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similitud; a mayor cercanía mayor similitud, en base a este criterio se observa que las 

muestras con mayor grado de similitud son LPS01Cd1 y LPS01Cd3, mientras que 

LPS01Cd5(2)A al ser más distante guarda mayor diferencia en relación a las muestras 

restantes (Figura 3). 

 

Figura 7. Escalamiento multidimensional (MDS) representando la similitud entre las 

muestras LPS01Cd1, LPS01Cd2(1), LPS01Cd2(2), LPS01Cd3 y LPS01Cd5(2)A en un 

espacio geométrico en base a las distancias entre muestras 
 

 
Elaborado por las autoras 
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Figura 8. Abundancia relativa de géneros bacterianos presentes en las muestras LPS01Cd1, LPS01Cd2(1), LPS01Cd3 y LPS01Cd5(2)A 
 

 
                                                                                                                                                                   Elaborado por las autoras 
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4.5. Discusión 

 

El aislamiento y cultivo de consorcios bacterianos dentro del laboratorio representa un 

gran reto, según Stewart (2012) las bacterias que se pueden cultivar en el laboratorio 

representan una pequeña fracción de la diversidad existente en la naturaleza y las especies 

no cultivadas que no crecen en los medios estándares juegan papeles críticos en el ciclo 

de carbono, nitrógeno y otros elementos.  

En el presente trabajo se evaluó el crecimiento de consorcios bacterianos (aislados a partir 

de muestras de agua) en base al medio cultivo, la temperatura y el tiempo de incubación. 

Los datos obtenidos en las diferentes repeticiones presentaron un alto grado de 

homogeneidad por lo que previo a realizar el análisis de varianza fue necesario crear 

modelos lineales generalizados (McCullagh & Nelder, 1989) relacionando la variable 

dependiente “Y” (crecimiento bacteriano) con las variables independientes “X” (medio 

cultivo, temperatura y tiempo de incubación). El resultado de estos modelos lineales 

permitió medir el nivel de interacción entre variables dependientes y de esta forma 

determinar qué interacción ejerce mayor significancia en el crecimiento bacteriano. Para 

la selección entre un grupo de modelos se requiere aplicar criterios de información que 

penalicen el número de parámetros en los modelos evitando así un sobreajuste como lo 

expresa Caballero (2011), en vista de esto se eligió un criterio de información bayesiano 

ya que su término de penalización es mayor que en otros criterios como el de Akaike 

(Schwarz, 1978), así, el modelo donde se relaciona el medio de cultivo y el tiempo de 

incubación es el que representa mayor nivel de interacción y que por ende explica mejor 

el comportamiento del crecimiento bacteriano. 
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Una vez seleccionado el modelo; este se sometió a un ANOVA para medir la influencia 

de las variables explicativas en la varianza y determinar si existen diferencias 

significativas entre tratamientos como sugiere (Girden, 1992), sin embargo, este análisis 

tiene ciertas limitantes cuando los datos presentan un alto grado de homogeneidad, por lo 

que fue necesario añadir un criterio estadístico y probabilístico mediante la distribución 

de Poisson (Navarro et al., 2001), de esta manera la regresión lineal obtenida mostró que 

las diferencias significativas del caldo de cultivo, el medio Cetrimida y el tiempo de 

incubación explican el comportamiento del crecimiento. 

Desde un punto de vista microbiológico, la diferencia de crecimiento entre los medios de 

cultivo pudo deberse a que estos consorcios no requieren de una fuente de carbono en el 

medio; pero sí requieren de nitrógeno, esto explicaría el escaso crecimiento en medio PCA 

(pese a tener una fuente de carbono de fácil acceso para las microorganismos) en 

comparación con el caldo de cultivo preparado a base de sulfato de amonio; y agar 

Cetrimida compuesto de bromuro de cetil trimetil amonio (tipo de amonio cuaternario). 

Estudios similares como el realizado por Martínez et al. (2010), mostraron buenos 

resultados cultivando bacterias resistentes a metales pesados (incluidos Cd y Cr) de los 

géneros Pseudomonas y Staphylococcus en medio Cetrimida. 

Estos consorcios bacterianos no solo mostraron resistencia a Cd y Cr, sino también 

resistencia a antibióticos al crecer en un medio cuyo componente principal (bromuro de 

cetil trimetil amonio) tiene propiedades antibacterianas, un estudio realizado por Ji et al., 

(2012) evidencia la correlación entre los genes de resistencia a antibióticos (ARGs) y la 

presencia de metales pesados en el medio, ya que estos últimos ejercen una fuerte presión 

de selección y actúan como factores complementarios para la abundancia de (ARGs).  
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La resistencia bacteriana está codificada por adaptaciones metabólicas y enzimáticas que 

les permiten sobrevivir en medios con altas concentraciones de metales pesados, dentro 

de los géneros identificados que poseen estas cualidades los más abundantes son 

Pseudomonas y Staphylococcus, estudios similares como los realizados por (Cheng, 2003; 

Filali et al., 2000; Rajasekar & Mohankumar, 2016; Singh, Ramteke, & Shukla, 2013; 

Ugur & Ceylan, 2003) identificaron especies bacterianas resistentes a metales pesados 

correspondientes a estos géneros. 

De los 10 consorcios aislados de las aguas contaminadas de la zona de Papallacta, 5 

consorcios presentaron resistencia a Cd y Cr, se realizó la caracterización morfológica y 

se determinó que el 79,84% son bacilos Gram negativos en correspondencia con estudios 

similares realizados en la misma zona por Carrasco Cabrera (2007) que obtuvo 100% de 

bacilos Gram negativos, asimismo Valderrama & Téllez (2000) sostienen que zonas 

contaminadas con hidrocarburos son colonizadas en su mayoría por esta clase de bacterias. 

La identificación molecular basada en la secuenciación de las regiones conservadas del 

marcador 16s ARNr dio como resultado la presencia de Pseudomonas, Staphylococcus, 

Stenotrophomonas, Oceanospirillum, Gemmobacter, Nesterenkonia, Gluconobacter, 

Acetobacter, Leuconostoc, Lysinibacillus, Cetobacterium. En un estudio similar realizado 

en un río contaminado de Cuba se aislaron bacterias del género Pseudomonas, 

Stenotrophomas y Staphylococcus resistentes a Cd, Cr y Pb, el 96% de estas cepas 

resultaron multiresistentes (Martínez et al., 2010). 

En los ensayos de sensibilidad a concentraciones 100x y 1000x para ambos metales se 

obtuvo un crecimiento de 86%, las bacterias aisladas en el estudio de Martínez et al. (2010) 

tuvieron  un  crecimiento  de  100%  en  Cr  con  concentraciones  de  0,5,  1,0  y 1, 5 
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mM.L-1, mientras que en medios con Cd con concentraciones de 0,5, 1,0 y 1, 5mM 

presentaron un crecimiento de 66%. Esta resistencia puede estar mediada por plásmidos; 

ya que proveen a las bacterias la capacidad de tolerar concentraciones de metales elevadas 

y presentan una gran ventaja ya que pueden transmitirse a otras bacterias gracias a la 

trasmisión horizontal de genes, varios estudios afirman que la transferencia de plásmidos 

aumenta a la par de la concentración de metales pesados como lo afirma (Marrero et al., 

2010). 

Los índices de diversidad de Simpson, McIntosh, Margalef, Menhinick y Shannon   

arrojaron resultados por debajo de los valores típicos considerados como diversos, esto se 

explica según la hipótesis de Valderrama & Téllez (2010) que existe menor diversidad de 

microorganismos ya que solamente aquellos que posean la estructura necesaria para 

utilizar  compuestos tóxicos sobrevivirán, la complejidad de los compuestos existentes y 

tiempo durante el cual han estado expuestos los microorganismos. Según el Ministerio de 

Ambiente (2015) el agua de la zona de Papallacta posee una concentración de oxígeno 

disuelto de 7,88 mg/L considerada ligeramente reducida, este factor puede ser una 

limitante en la diversidad bacteriana ya que este es un gas del que dependen la mayoría de 

microorganismos. 

Un análisis estadístico comparativo entre índices mostró las similitudes existentes entre 

muestras, el criterio aplicado fue un escalamiento multidimensional ya que supone una 

ventaja importante al arrojar resultados ajenos a los juicios de los investigadores mediante 

una representación espacial que evalúa la similitud por sobre distractores superficiales 

(Agarwal & Phillips, 2010), como resultado se observó cuán similares son entre si las 

muestras LPS01Cd1 y LPS01Cd3, aunque un poco más alejadas se encuentran las 
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muestras LPS01Cd2(1) y LPS01Cd2(2) y completamente aislada en un cuadrante 

diferente del espacio geométrico la muestra LPS01Cd5(2)A. Al observar la 

presencia/ausencia de géneros bacterianos en las muestras se entiende mejor estas 

similitudes, Pseudomonas, Staphylococcus y Stenotrophomonas aunque en diferentes 

cantidades; están presentes en las muestras LPS01Cd1 y LPS01Cd3, por otro lado hay 

mayor diversidad bacteriana (Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas, 

Oceanospirillum, Gemmobacter, Nesterenkonia, Gluconobacter, Acetobacter, 

Leuconostoc, Lysinibacillus, Cetobacterium) en LPS01Cd5(2)A haciéndola diferente y 

aislándola de las demás muestras.  

En el campo de la biorremediación los consorcios bacterianos (conformados por bacterias 

de diferentes géneros como en el caso del presente estudio) brindan numerosas ventajas 

en comparación con cepas puras, según Salazar & Sánchez (2011) en un mismo consorcio 

es posible hallar diversas funciones y habilidades metabólicas debido a la variedad de 

microorganismos allí presentes, esto les permite soportar medios fluctuantes y realizar 

funciones complicadas que no pueden desarrollar de forma individual. Como indican 

Brune & Bayer (2012) las vías de señalización celular y de comunicación entre especies 

bacterianas probablemente sean procesos clave para diseñar funciones en consorcios 

sintéticos y naturales, por este motivo es necesario realizar estudios posteriores que 

ayuden a entender mejor la interacción entre los géneros que conforman los consorcios 

motivo de estudio del presente trabajo.  
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES 

 

 Se identificaron bacterias nativas resistentes a Cd y Cr de la zona de Papallacta 

cantón Quijos provincia de Napo pertenecientes a los géneros: Pseudomonas, 

Staphylococcus, Stenotrophomonas, Oceanospirillum, Gemmobacter, 

Nesterenkonia, Gluconobacter, Acetobacter, Leuconostoc, Lysinibacillus. 

 Para el cultivo de estos consorcios bacterianos se obtuvo mayor crecimiento al 

utilizar medios de cultivo con una fuente de nitrógeno (caldo en base a sulfato de 

amonio y medio Cetrimida), e incubar las muestras a 37°C durante 48 horas. 

 Los consorcios bacterianos muestran mayor sensibilidad a Cd aún a 

concentraciones bajas de 2ppm, en contraste con la resistencia que presentan a 

concentraciones de hasta 500 ppm de Cr. 

 El protocolo de extracción de ADN basado en la utilización de CTAB demostró 

ser eficaz ya que las concentraciones y pureza de ácidos nucleicos obtenidas 

cumplieron con los estándares requeridos para la amplificación y posterior 

secuenciación. 

 El marcador ARNr 16s es extremadamente útil en la identificación bacteriana ya 

que al ser altamente conservado permite un alineamiento de secuencias confiable 

manejando valores de significancia iguales o superiores a 0,01 y de similitud de 

95% para asignar el taxón “Género” a las bacterias presentes en los consorcios 

bacterianos secuenciados.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Requisitos de muestras para secuenciación de genomas a través del servicio de 

secuenciación de genomas individuales de Macrogen 
 

 
Tomado de: Macrogen (2009) 
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Anexo 2. Tabla de crecimiento bacteriano en base a tres variables (medio de cultivo, 

temperatura de incubación y tiempo de incubación) 
 

Código Repetición 
Temperatura de 

incubación 

Tiempo de 

incubación 

Medio de 

cultivo 
Crecimiento 

LPS01Cd2(1) 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 1 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cd2(1) 1 37°C 48 horas PCA 1 

LPS01Cd2(1) 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 2 37°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 3 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(1) 3 37°C 48 horas PCA 1 

LPS01Cd2(1) 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 1 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 1 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 1 37°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cd2(1) 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 2 4°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cd2(1) 2 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 2 37°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 3 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 3 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(1) 3 37°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cd2(1) 1 4°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd2(1) 1 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd2(1) 1 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(1) 1 37°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd2(1) 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(1) 2 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd2(1) 2 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(1) 2 37°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd2(1) 3 4°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd2(1) 3 4°C 24 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd2(1) 3 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(1) 3 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd5(2)A 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 1 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 1 37°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 2 37°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 3 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd5(2)A 3 37°C 48 horas PCA 0 
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Continuación de la Tabla de la página 64 

LPS01Cd5(2)A 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 1 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 1 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 1 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cd5(2)A 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 2 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 2 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 2 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cd5(2)A 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 3 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 3 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd5(2)A 3 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cd5(2)A 1 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd5(2)A 1 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd5(2)A 1 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd5(2)A 1 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd5(2)A 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd5(2)A 2 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd5(2)A 2 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd5(2)A 2 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd5(2)A 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd5(2)A 3 4°C 24 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd5(2)A 3 4°C 48 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd5(2)A 3 37°C 24 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd3 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd3 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd3 1 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cd3 1 37°C 48 horas PCA 2 

LPS01Cd3 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd3 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd3 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd3 2 37°C 48 horas PCA 1 

LPS01Cd3 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd3 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd3 3 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cd3 3 37°C 48 horas PCA 1 

LPS01Cd3 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd3 1 4°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cd3 1 37°C 24 horas Caldo 1 

LPS01Cd3 1 37°C 48 horas Caldo 3 

LPS01Cd3 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd3 2 4°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cd3 2 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd3 2 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cd3 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd3 3 4°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cd3 3 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd3 3 37°C 48 horas Caldo 3 

LPS01Cd3 1 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd3 1 4°C 48 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd3 1 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd3 1 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd3 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd3 2 4°C 48 horas Cetrimida 1 
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Continuación de la Tabla de la página 65 

LPS01Cd3 2 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd3 2 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd3 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd3 3 4°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd3 3 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd3 3 37°C 24 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd1 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd1 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd1 1 37°C 24 horas PCA 2 

LPS01Cd1 1 37°C 48 horas PCA 3 

LPS01Cd1 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd1 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd1 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd1 2 37°C 48 horas PCA 3 

LPS01Cd1 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd1 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd1 3 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cd1 3 37°C 48 horas PCA 3 

LPS01Cd1 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd1 1 4°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cd1 1 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd1 1 37°C 48 horas Caldo 3 

LPS01Cd1 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd1 2 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd1 2 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd1 2 37°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cd1 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd1 3 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd1 3 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd1 3 37°C 48 horas Caldo 3 

LPS01Cd1 1 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd1 1 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd1 1 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd1 1 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd1 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd1 2 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd1 2 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd1 2 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd1 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd1 3 4°C 24 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd1 3 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd1 3 37°C 24 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr2(2)A 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(2)A 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr2(2)A 1 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cr2(2)A 1 37°C 48 horas PCA 3 

LPS01Cr2(2)A 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(2)A 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr2(2)A 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(2)A 2 37°C 48 horas PCA 2 

LPS01Cr2(2)A 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(2)A 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr2(2)A 3 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(2)A 3 37°C 48 horas PCA 2 
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Continuación de la Tabla de la página 66 

LPS01Cr2(2)A 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(2)A 1 4°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cr2(2)A 1 37°C 24 horas Caldo 1 

LPS01Cr2(2)A 1 37°C 48 horas Caldo 3 

LPS01Cr2(2)A 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(2)A 2 4°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cr2(2)A 2 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(2)A 2 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr2(2)A 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(2)A 3 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(2)A 3 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(2)A 3 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr2(2)A 1 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(2)A 1 4°C 48 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr2(2)A 1 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(2)A 1 37°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr2(2)A 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(2)A 2 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(2)A 2 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(2)A 2 37°C 48 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr2(2)A 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(2)A 3 4°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr2(2)A 3 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(2)A 3 37°C 24 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr3(B) 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr3(B) 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr3(B) 1 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cr3(B) 1 37°C 48 horas PCA 3 

LPS01Cr3(B) 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr3(B) 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr3(B) 2 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cr3(B) 2 37°C 48 horas PCA 3 

LPS01Cr3(B) 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr3(B) 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr3(B) 3 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr3(B) 3 37°C 48 horas PCA 1 

LPS01Cr3(B) 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr3(B) 1 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr3(B) 1 37°C 24 horas Caldo 1 

LPS01Cr3(B) 1 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr3(B) 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr3(B) 2 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr3(B) 2 37°C 24 horas Caldo 1 

LPS01Cr3(B) 2 37°C 48 horas Caldo 3 

LPS01Cr3(B) 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr3(B) 3 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr3(B) 3 37°C 24 horas Caldo 1 

LPS01Cr3(B) 3 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr3(B) 1 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr3(B) 1 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr3(B) 1 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr3(B) 1 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr3(B) 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr3(B) 2 4°C 48 horas Cetrimida 2 
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LPS01Cr3(B) 2 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr3(B) 2 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr3(B) 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr3(B) 3 4°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr3(B) 3 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr3(B) 3 37°C 24 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr2(1) 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(1) 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr2(1) 1 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cr2(1) 1 37°C 48 horas PCA 2 

LPS01Cr2(1) 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(1) 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr2(1) 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(1) 2 37°C 48 horas PCA 1 

LPS01Cr2(1) 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(1) 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr2(1) 3 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr2(1) 3 37°C 48 horas PCA 2 

LPS01Cr2(1) 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(1) 1 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(1) 1 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(1) 1 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr2(1) 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(1) 2 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(1) 2 37°C 24 horas Caldo 1 

LPS01Cr2(1) 2 37°C 48 horas Caldo 3 

LPS01Cr2(1) 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr2(1) 3 4°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cr2(1) 3 37°C 24 horas Caldo 1 

LPS01Cr2(1) 3 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr2(1) 1 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(1) 1 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr2(1) 1 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(1) 1 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr2(1) 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(1) 2 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(1) 2 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(1) 2 37°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr2(1) 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(1) 3 4°C 24 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr2(1) 3 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr2(1) 3 37°C 24 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd2(2) 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(2) 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd2(2) 1 37°C 24 horas PCA 1 

LPS01Cd2(2) 1 37°C 48 horas PCA 2 

LPS01Cd2(2) 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(2) 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd2(2) 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(2) 2 37°C 48 horas PCA 2 

LPS01Cd2(2) 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(2) 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cd2(2) 3 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cd2(2) 3 37°C 48 horas PCA 1 
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LPS01Cd2(2) 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 1 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 1 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 1 37°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 2 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 2 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 2 37°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 3 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 3 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 3 37°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cd2(2) 1 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(2) 1 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd2(2) 1 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd2(2) 1 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cd2(2) 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(2) 2 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(2) 2 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd2(2) 2 37°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cd2(2) 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(2) 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cd2(2) 3 4°C 48 horas Cetrimida 1 

LPS01Cd2(2) 3 37°C 24 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr1 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1 1 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1 1 37°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1 2 37°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1 3 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1 3 37°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 1 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 1 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 1 37°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cr1 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 2 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 2 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 2 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr1 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 3 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 3 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1 3 37°C 48 horas Caldo 1 

LPS01Cr1 1 4°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr1 1 4°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr1 1 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr1 1 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr1 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr1 2 4°C 48 horas Cetrimida 0 
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LPS01Cr1 2 37°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr1 2 37°C 48 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr1 3 4°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr1 3 4°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr1 3 4°C 48 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr1 3 37°C 24 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr1(1)B 1 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 1 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 1 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 1 37°C 48 horas PCA 3 

LPS01Cr1(1)B 2 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 2 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 2 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 2 37°C 48 horas PCA 1 

LPS01Cr1(1)B 3 4°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 3 4°C 48 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 3 37°C 24 horas PCA 0 

LPS01Cr1(1)B 3 37°C 48 horas PCA 3 

LPS01Cr1(1)B 1 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 1 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 1 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 1 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr1(1)B 2 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 2 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 2 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 2 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr1(1)B 3 4°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 3 4°C 48 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 3 37°C 24 horas Caldo 0 

LPS01Cr1(1)B 3 37°C 48 horas Caldo 2 

LPS01Cr1(1)B 1 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr1(1)B 1 4°C 48 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr1(1)B 1 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr1(1)B 1 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr1(1)B 2 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr1(1)B 2 4°C 48 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr1(1)B 2 37°C 24 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr1(1)B 2 37°C 48 horas Cetrimida 3 

LPS01Cr1(1)B 3 4°C 24 horas Cetrimida 0 

LPS01Cr1(1)B 3 4°C 24 horas Cetrimida 2 

LPS01Cr1(1)B 3 4°C 48 horas Cetrimida 1 

LPS01Cr1(1)B 3 37°C 24 horas Cetrimida 3 

(Nota: La escala utilizada para evaluar el crecimiento va de 0 a 3, siendo 0= sin crecimiento; 1= poco 

crecimiento; 2= crecimiento intermedio; 3= abundante crecimiento) 

Elaborado por las autoras 
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Anexo 3. Fotografías de los consorcios bacterianos 

 

 

 
Figura 9. Siembra de la muestra LPS01Cr3(B) en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 

 

 

 
Figura 10. Siembra de la muestra LPS01Cr2(2)A en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 
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Figura 11. Siembra de la muestra LPS01Cr2(1) en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 

 

 

 
Figura 12. Siembra de la muestra LPS01Cr1(1)B en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 
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Figura 13. Siembra de la muestra LPS01Cr1(1)B en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 

 

 

 
Figura 14. Siembra de la muestra LPS01Cr1 en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 
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Figura 15. Siembra de la muestra LPS01Cd5(2)A en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 

 

 

 
Figura 16. Siembra de la muestra LPS01Cd3 en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 
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Figura 17. Siembra de la muestra LPS01Cd2(2) en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 

 

 

 
Figura 18. Siembra de la muestra LPS01Cd1 en medio Cetrimida. Elaborado por las autoras. 

 


