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RESUMEN 

 

La laguna volcánica del Quilotoa es una de las lagunas volcánicas en el Ecuador más estudiadas 

respecto a sus aspectos geomorfológicos, geoquímicos, climatológicos y vulcanológicos, pero no 

microbiológicos, a pesar de que los mismos tienen un impacto sustancial en la adaptabilidad y la 

biodiversidad microbiana hacia condiciones extremas, por lo tanto, el objetivo de la presente 

investigación fue identificar bacterias poliextremófilas en sedimentos de la laguna volcánica 

Quilotoa. La metodología implementada tuvo un enfoque cualitativo, utilizándose un diseño 

experimental de tipo transversal debido a que se manipularon las variables descritas para su 

observación en un periodo de tiempo determinado, con un alcance descriptivo-exploratorio, 

detallando las características, tolerancias máximas, género y especie de los microorganismos 

aislados de los sedimentos de la laguna, esto mediante pruebas de resistencia condiciones 

extremas como altas concentraciones de metales pesados (Mercurio y Arsenico), altas presiones 

osmóticas y a la ausencia de oxígeno, para ser identificadas molecularmente por extracción de 

ADN a nivel de género y especie. Mediante esta metodología se logró identificar siete cepas 

bacterianas capaces de resistir a las condiciones extremas a las que fueron expuestas, estas cepas 

fueron Shewanella báltica, Pseudomonas sp., Stenotrophomonas rhizophila, Stenotrophomonas 

maltophilia, Lysinibacillus parviboronicapiens, Psychrobacter alimentarius y Pseudomonas 

fluorescens. Estos hallazgos proporcionan información importante para concluir que la diversidad 

bacteriana en un entorno extremo como la laguna volcánica han proporcionado una capacidad 

para resistir diferentes condiciones ambientales extremas, contribuye al entendimiento de la 

microbiota poliextremófila y su adaptación a condiciones adversas, lo que podría tener 

aplicaciones en áreas como la biotecnología y la biorremediación 

 

Palabras clave: <IDENTIFICACIÓN MOLECULAR>, <BACTERIAS 

POLIEXTREMÓFILAS>, <ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)>, <METALES 

PESADOS>, <PRESIÓN OSMÓTICA>.  
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xvi 

SUMMARY / ABSTRACT 

 

 

The Quilotoa volcanic lagoon is one of the most studied volcanic lagoons in Ecuador regarding 

its geomorphological, geochemical, climatological and volcanological aspects, except the 

microbiological ones, despite the substantial impact they have on the adaptability and microbial 

biodiversity to extreme conditions. Consequently, the aim of this research was to identify 

polyelectrophilic bacteria found in sediments of the Quilotoa volcanic lagoon. The methodology 

implemented was focused on a qualitative approach, using a cross-sectional experimental design 

due to the manipulation of the described variables for the observation in a specific period, with a 

descriptive-exploratory scope, which detailed the characteristics, maximum tolerances, genus and 

species of the microorganisms isolated from the sediments of the lagoon. These were tested for 

resistance to extreme conditions such as high concentrations of heavy metals (mercury and 

arsenic), high osmotic pressures, as well as the absence of oxygen to identify them molecularly 

through a DNA extraction at a genus and species level. Through this methodology, it was possible 

to identify seven bacterial strains resilient to extreme conditions to which they were exposed; 

these strains were Shewanella baltica, Pseudomonas sp., Stenotrophomonas rhizophila, 

Stenotrophomonas maltophilia, Lysinibacillus parviboronicapiens, Psychrobacter alimentarius 

and Pseudomonas fluorescens. These findings provide important information to conclude that 

bacterial diversity in an extreme environment such as the volcanic lagoon have developed the 

ability to resist different extreme environmental conditions, this aspect contributes to the 

understanding of polyelectrophilic microbiota and their adaptation to adverse conditions; thus, it 

could be applied in areas such as biotechnology and bioremediation. 

 

Keywords: <MOLECULAR IDENTIFICATION>, <POLYEXTREMOPHILIC BACTERIA>, 

<DEOXYRIBONUCLEIC ACID (DNA)>, <HEAVY METALS>, <OSMOTIC PRESSURE>. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La identificación molecular es uno de los procesos más utilizados para poder generar una base 

sólida de información acerca de uno o varios organismos que previamente no han sido 

identificados, los cuales puede ser beneficioso para sus análisis en distintos campos de 

investigación, la identificación molecular de un organismo se refiere al proceso de identificar una 

molécula o un conjunto de moléculas basándose en sus propiedades o características específicas 

a través de su secuencia única de nucleótidos o aminoácidos (Nilsson et al., 2019,pp. 259). 

 

Es bien sabido que los extremófilos son considerados extremos desde el punto de vista humano 

porque existen en ambientes que son intolerantes para los humanos u otros organismos, no solo 

no habitan, sino que pueden crecer y reproducirse en condiciones tan extremas. También son 

capaces de desarrollar muchas adaptaciones y habilidades evolutivas que no se encuentran en 

organismos pluricelulares , la mayoría son microorganismos procariotas, bacterias y arqueas 

(Krasimirova, 2020,pp. 1-25), gracias a estos organismo muy particulares empezaron investigaciones 

para determinar si existen organismo que pueden soportar varios factores simultáneamente  he 

aquí el termino llamado como Poliextremófilo, el cual refiere a los organismos que no solamente 

pueden tolerar, crecer y habitar en una sola condición extrema sino al contrario pueden sobrevivir 

y adaptarse  a 3 o más condiciones ambientales extremas conjúntame.  

 

Una de las peculiaridades ya antes mencionadas son que los microorganismo Poliextremófilos 

toleran varias condiciones extremas al mismo tiempo, en la investigación presentada se 

seleccionaron tres factores fisicoquímicos tales como, resistencia a metales pesados en este caso 

se trabajó con (HgCl2) y (As2O3) los cuales se desnaturalizaron para generar iones de Hg(II) Y 

As(III), presión osmótica mediante la utilización de NaCl de grado analítico y resistencia 

anaerobia por medio de la exposición de las bacterias a una ausencia de oxígeno con el manejo 

de Tioglicolato , íntegramente con la finalidad de demostrar que las cepas aisladas y seleccionadas 

pueden crecer y desarrollarse en estos tres ambientes.  

 

La información conocida de las bacterias existentes en la Laguna volcánica del Quilotoa no es 

muy explícita por tal razón el vigente estudio busca mediante la identificación molecular, dar a 

conocer que géneros de bacterias están presentes en los sedimentos de las orillas de la laguna, con 

la finalidad de que sirva como información a futuro para próximas investigaciones y a su vez 

poder aplicarlos en diferentes áreas de estudio e investigación. 
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CAPÍTULO I 

 

1. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

1.1 Planteamiento del problema 

 

Se tiene conocimiento que los lagos volcánicos poseen una gran variabilidad topográfica y 

morfológica, los registros de especies encontradas son más abundantes en lagos de baja montaña 

que de alta montaña o volcánicas (Vázquez-Loureiro et al., 2023,). Con el paso de los años se han venido 

desarrollando investigaciones en diversas regiones del mundo, las cuales nos permitan determinar 

las condiciones fisicoquímicas y químicas de estos ambientes y ver como las mismas han tenido 

impacto en la biodiversidad microbiana que se ha adaptado a estas condiciones adversas a través 

de milenios, y que hoy pueden ser fuente de sustancias con diversas aplicaciones biotecnológicas 

y astrobiológicas; en el Ecuador no se ha llevado a cabo una investigación a fondo de estos 

ambientes extremos, pese a la gran biodiversidad que presenta (BUSTOS y SERRANO, 2016,pp. 103). 

 

A pesar de que el Ecuador es uno de los países mega diversos en paisajes solamente existen 

alrededor de 4 lagos volcánicos, de los cuales el Quilotoa ha sido el seleccionado para su estudio 

en este proyecto ya que la información sobre el microbiota existente en esta laguna es muy escasa. 

Los principales estudios que se han realizado se han enfocado en los aspectos geomorfológicos, 

geoquímicos, climatológicos y vulcanológicos, mas no han tenido un enfoque microbiológico,  

hay que tomar en cuenta que la mayoría de los estudios se realizaron ya hace más de 10 

años(González et al., 2021,).  

 

Para el estudio geomorfológicos de lagos y lagunas en la mayoría de casos son utilizadas como 

herramientas las tecnologías de información geográfica y sensores remotos, los cuales no han sido 

utilizados para una prospección, sirven de base para la interpretación de imágenes satelitales y en 

análisis espaciales más complejos, respecto a la clasificación de formas y procesos interactuantes, 

que posteriormente ayudan a diferenciaran regiones (Contreras, 2019,pp. 117-121), mas no se han 

utilizado análisis biológicos centrados en la biodiversidad que se puede encontrar en estos 

entornos. 

 

La detección de bacterias poliextremófilas permite determinar el carácter singular del orden 

ambiental. Las investigaciones alrededor de este tipo de bacterias en el Ecuador son sumamente 

desaprovechando para su potencial en el campo microbiológico, industrial y biotecnológico. Es 

imperante analizar la morfología de estas bacterias, destacando la importancia de características 

de resistencia a distintos factores (González et al., 2021,).  
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1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo general 

 

Identificar mediante técnicas microbiológicas y moleculares, bacterias poliextremofilas presentes 

en la Laguna volcánica del Quilotoa. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

 Aislar bacterias poliextremofilas presentes en la Laguna volcánica del Quilotoa. 

 

 Determinar la capacidad de resistencia de las bacterias a diferentes condiciones extremas. 

 

 Caracterizar molecularmente bacterias a nivel de género o especie que muestren mayor 

capacidad de resistencia de la laguna volcánica del Quilotoa. 

 

1.3 Justificación 

 

1.3.1 Justificación teórica 

 

Los entornos con condiciones fisicoquímicas extremas suelen contener especies raras y 

endémicas(Maier y Neilson, 2015, p. 20), algunos organismos pueden sobrepasar estos límites y 

prosperar en condiciones que para la mayoría de los seres vivos no son propias para la vida, entre 

los organismo que viven en condiciones hostiles (llamados extremófilos) se encuentran las 

arqueas y bacterias (Maier y Neilson, 2015,p. 1.). Los organismos que habitan en entornos influidos 

por más de un estrés abiótico son conocidos como poliextremófilos (Maier y Neilson, 2015,p. 18.), son 

muy interesantes debido a que se han adaptado a vivir y tolerar hábitats donde se involucran varios 

parámetros fisicoquímicos los cuales alcanzan valores extremos, tales como la temperatura, la 

radiación, salinidad del sustrato, el oxígeno, el pH, los nutrientes y metales pesados (Maier y Neilson, 

2015,p. 20). 

 

El descubrimiento de ambientes extremos habitados y los organismos los cuales se adaptaron a 

estos ambientes, hace que exista más posibilidades de encontrar vida fuera de la Tierra y generar 

nuevos caminos en la industria de la biotecnología y en otras industrias, así como de la biología, 

farmacéutica, alimenticia, etc. Por tal razón el proyecto de Investigación cuenta con respaldo 

bibliográfico obtenido de las bases de datos suscritas por la Escuela Superior Politécnica de 
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Chimborazo (ESPOCH), con recursos electrónicos (e-books) de libre acceso, de igual manera se 

realizó un repositorio de la ESPOCH y otras universidades que han realizado estudios similares 

en algunas lagunas volcánicas del país.  

 

1.3.2 Justificación metodológica  

 

Las bacterias de ambientes extremos logran desarrollarse en condiciones inhóspitas, siendo 

difíciles de replicar en el laboratorio y pueden tener requerimientos nutricionales complejos que 

son desconocidos. Es por ello que el estudio de la biodiversidad extremófila es una tarea 

complicada, sin embargo, el avance de la microbiología y biología molecular facilita su estudio, 

ya que provee nuevos métodos y herramientas para detectar y comprender la presencia de los 

microorganismos en diversos ambientes y llegar a entender la enorme diversidad microbiana 

existente en nuestro país. 

 

 En este Proyecto de Investigación se pretende realizar la caracterización molecular de bacterias 

poliextremófilas y su capacidad de resistencia a altas concentraciones de Mercurio (Hg) y 

Arsénico (Ar), elevadas concentraciones de sal (Nacl) y requerimiento de oxígeno presentes en la 

Laguna Quilotoa, para estas pruebas de resistencia se utilizarán reactivos y materiales accesibles 

tal como: Agar Tioglicolato liquido (prueba de resistencia ausencia de oxígeno), medio de cultivo 

líquido TSA (prueba de resistencia a metales pesados y concentraciones halófila NaCl). En cuanto 

a las técnicas de biología molecular, se utilizará la Secuenciación de Nueva Generación o de alto 

rendimiento (NGS), la cual realiza secuenciación masiva en paralelo de un gran número de 

segmentos de ADN en menos tiempo y a un menor costo por base.  

 

1.3.3 Justificación practica 

 

Este proyecto de Investigación forma parte del grupo de Investigación de Energías Alternativas y 

Ambiente (GEEA) de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, 

por ello, se cuenta con el aval de este grupo quienes brindarán el apoyo en logística, equipos, 

materiales, recursos humanos, etc. Con respecto a las pruebas de resistencia se realizará en la 

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo ubicada en la avenida Pedro Vicente Maldonado 

(Panamericana Sur Km 11/2), en la Facultad de Ciencias en el laboratorio de Biotecnología, a cargo 

del Ing. Andrés Mena, además del uso de las instalaciones, también tendremos acceso a los 

equipos, materiales y reactivos pertinentes para el análisis de las muestras de sedimentos. 

  

En cuanto a la amplificación, purificación, cuantificación y secuenciación de ADN, en las 

mientras serán procesadas en laboratorios externos ya que la Institución no cuenta con los 
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reactivos, materiales, ni herramientas bioinformáticas necesarias. Por esta problemática se realizó 

esta investigación debido a que en la actualidad existen pocos registros del microbiota existe en 

las zonas alto andinas, por esta razón los resultados de la presente investigación serán de vital 

relevancia debido a que la identificación molecular de estas bacterias guiará a futuras 

investigaciones donde el principal tema serán el uso de bacterias como productores de energía en 

celdas de combustibles microbianas.  

 

1.4 Hipótesis 

 

Las bacterias presentes en la laguna volcánica del Quilotoa son significativamente 

poliextremofilas a tres o más factores ambientales extremos. 
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CAPITULO II 

 

2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Referencias teóricas 

 

2.1.1 Lagunas de origen volcánico 

 

Las lagunas volcánicas se conocen como cráteres u océanos donde el agua se acumula dentro de 

los cráteres. Al pasar por los filtros, atrapan y disuelven los gases ácidos que arrogan el volcán. 

Esta formación generalmente es posible cuando el volcán ha estado inactivo durante mucho 

tiempo o en aquellos volcanes que no han sufrido ningún proceso de erupción.  

 

No existen datos científicos sobre la formación de todas estas lagunas, ya que la mayoría de ellas 

se formaron hace miles o millones de años. Según algunas teorías estas cuencas lacustres tuvieron 

origen después de las erupciones volcánicas del Cuaternario. Otros, más recientes no han 

terminado de evolucionar y adquieren un aspecto más original. Es por esto que existen varias 

lagunas de origen volcánico cuyas aguas no son aptas para el consumo humano debido a los altos 

niveles de azufre, calcio, sal y otros minerales (González et al., 2021,pp. 25-33). 

 

2.1.1.1 Características de las lagunas volcánicas o cratéricas 

 

La permanencia y formación de los lagos volcánicos está condicionada por los siguientes factores:  

 

 Formación: Los lagos volcánicos se forman como resultado de la actividad volcánica, que 

puede crear cráteres, calderas y otras depresiones que se llenan de agua (Kozlov y Lebedeva, 

2019,). 

 

 Factores medioambientales: Factores ambientales como la profundidad del lago, el área y la 

altitud pueden influir en la biomasa y la diversidad de las cianobacterias en los lagos 

volcánicos (Cordeiro et al., 2020,). 

 

 Toxicidad: Las cianobacterias pueden florecer en los lagos volcánicos y producir toxinas 

como la microcistina, la saxitoxina, la anatoxina-a y la cilindrospermopsina (Cordeiro et al., 

2020,). 
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 Materia Orgánica: La formación de materia orgánica en las cuencas lacustres incluidos los 

lagos volcánicos, puede verse afectada por la actividad volcánica y otros fenómenos 

geológicos (Wang et al., 2022,). 

 

 Morfología: Los lagos volcánicos pueden tener diversas formas de cuenca y un desarrollo 

dinámico debido a procesos volcánicos activos y postvolcánicos (Kozlov y Lebedeva, 2019,). 

 

2.1.1.2 Caracterización físico-química de lagos volcánicos  

 

La caracterización fisicoquímica de los lagos volcánicos es un importante campo de estudio que 

no ayuda en la aportación de información sobre la actividad volcánica, el impacto ambiental que 

genera y diversidad de microbiota existente.  

 

Las condiciones ecológicas de los lagos alpinos templados han sido ampliamente estudiadas por 

su papel como centinelas del cambio global. Sin embargo pocos estudios realizados han analizado 

los factores que afectan la hidroquimica de los lagos alpinos tropicales en lechos volcánicos 

(Mosquera et al., 2022,pp. 1522-1536). 

 

Cabassi et al., (2014,) en este estudio investiga los procesos biogeoquímicos que ocurren en dos lagos 

volcánicos meromícticos en Costa Rica, los autores encontraron que en estos lagos ocurrían 

procesos biogeoquímicos diferentes, pero ambos estaban regidos por las mismas funciones 

procariotas, en especialmente en lo que respecta al ciclo CO2-CH4. Se encontró que los 

metanógenos y los oxidantes de metano, así como las bacterias aerobias autótrofas y heterótrofas 

responsables del ciclo de carbono orgánico, están estrechamente relacionadas con las condiciones 

quimicofisicas y la disponibilidad del oxígeno, lo que afecta las concentraciones de CO2-CH4. 

 

2.1.1.3 Biota característica de las lagunas de origen volcánico 

 

El poder de adaptación de los microorganismos que existen en lagos volcánicos es una fuente de 

interés para los investigadores, por ser endémicas su tapiz microbiano fotosintético de dos lagos 

endorreicos poco profundos situados en superficies volcánicas de la isla de James Ross, en la 

Antártida está compuesta por cianobacterias filamentosas y microalgas que se consideran especies 

endémicas (Elster et al., 2016,pp. 535-549). 

 

Los conjuntos específicos de bacterias y arqueas haloalcalifílicas  desempeñan un papel 

importante en el reciclaje de la biomasa fitoplanctónica y en el funcionamiento biogeoquímico en 

el lago tropical Dziani Dzaha  (Sala et al., 2022,pp. 292-309). 
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2.1.1.4 Lagunas volcánicas ecuatorianas  

 

Los lagos o lagunas de cráter volcánico son ecosistemas muy singulares ya que presentan 

características únicas como: altas concentraciones de sales, alta exposición a los rayos UV, bajas 

temperaturas entre otras, debido a que estos presentan características ambientales, fisicoquímicas 

y químicas extremas. Se conoce hay alrededor de cuatro lagos de origen volcánico en Ecuador, el 

Quilotoa, Cuicocha, Chalpatan Amarilla y Mojanda, pero su investigación microbiana ha sido 

muy escasa (González et al., 2021,). 

 

2.1.1.5 Laguna Quilotoa  

 

El volcán Quilotoa se encuentra a 3914 msnm, ubicada hacia el extremo austral del frente 

volcánico de la cordillera occidental de Ecuador, ubicado a 83 km al Suroeste de Quito y unos 32 

km al Oeste de Latacunga, en una zona montañosa entre las parroquias de Zumbahua a 12.5 km 

al sur del cráter y Sigchos a 17 km al norte del cráter (González et al., 2021,). Sus últimas erupciones 

han cubierto gran parte de cuenca superior del rio Toachi con tremendas cantidades de trefa 

dacítica que constituyen las extensas terrazas y planicies de agricultura (Hall y Mothes, 2009,). 

 

El volcán Quilotoa comprende una caldera sub-circular con una laguna de 3,6 Km2 (ver figura 

2), que tiene una profundidad de 256 m aproximadamente y un volumen de agua estimado de 0,35 

Km3. La caldera se encuentra asentada sobre un viejo edificio volcánico basal de 6 Km de 

diámetro. Emisiones de CO2, sobre la superficie del agua, se pueden observar en diferentes zonas 

lago (Hall y Mothes, 2009,) 

 

 

Ilustración 2-1: Vista aérea laguna volcánica Quilotoa y calderas 

Fuente: Hall y Mothes, 2009                                   
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2.1.2 Ambientes extremos  

 

Oarga, (2009,pp. 1-10) nos manifiesta que los hábitats extremos se encuentran fuera del rango de 

condiciones en las que viven la mayoría de organismos, ya que incluye ambientes físicos como la 

temperatura, la radiación y presión, al igual que los ambientes geoquímicos como desecación, 

salinidad, pH, el agotamiento del oxígeno o el potencial redox extremo. 

 

Algunos organismos pueden sobrepasar esos límites y prosperar en condiciones que para la 

mayoría de los seres vivos son inhóspitas, entre estos organismos que viven en entornos 

relativamente hostiles se encuentran las arqueas y bacterias los científicos señalan que existe una 

diferencia entre vivir condiciones extremas y tolerarlas pero ambas situaciones pueden ayudarnos 

a comprender como afectan a la vida los entornos extremos (Maier y Neilson, 2015,pp. 139-153).  

 

2.1.3 Organismo extremófilos   

 

Existe un grupo de microorganismo que son resistentes y/o tolerantes a condiciones ambientales 

extremas, estos son denominados como poliextremófilos, por su capacidad de hacer frente a varios 

factores estresantes concurrentes. El término “extremófilo” es antropocéntrico. Y describe a 

cualquier organismo capaz de crecer de forma óptima bajo condiciones ambientales (temperatura, 

pH, radiación, etc.) extremas, es decir, condiciones consideradas hostiles, desde una perspectiva 

humana, para nosotros y la gran mayoría de organismos vivos que conocemos (Krasimirova, 2020,pp. 

1-25).Los microorganismos extremófilos tienen como hábitat natural ambientes que antiguamente 

se consideraban demasiado hostiles para permitir la supervivencia de organismos vivos. Se 

clasifican en base a la condición física o química extrema del ambiente donde se desarrollan: 

termófilos (temperatura óptima de crecimiento superior a 45 °C) (Oliart-Ros, Manresa-Presas y Sánchez-

Otero, 2016,pp. 79-90). Los hábitats donde viven los extremófilos incluyen manantiales 

calientes, sistemas hidrotermales submarinos poco profundos o sistemas de aberturas termales 

abisales, tierras y mares polares fríos y glaciares alpinos; lagos salinos y ambientes con valores 

de pH extremos, sea ácido (zonas de solfataras, minas) o alcalino (fuentes carbónicas, tierras y 

lagos alcalinos); y con relativa frecuencia, en zonas que combinan dos o más factores extremos, 

como alta temperatura y condiciones ácidas, en los manantiales ácidos y calientes de zonas 

volcánicas, o baja temperatura y alta presión, en los fondos marinos (Oliart-Ros, Manresa-Presas y 

Sánchez-Otero, 2016,pp. 79-90). 

 

Los organismos extremófilos son principalmente procariotas (arqueas y bacterias), con pocos 

ejemplos de eucariotas. Los organismos extremófilos se definen por las condiciones ambientales 
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en las que crecen de forma óptima. Los organismos pueden describirse como acidófilos 

(crecimiento óptimo entre pH 1 y pH 5); alcalifílicos (crecimiento óptimo por encima de pH 9); 

halófilos (crecimiento óptimo en entornos con altas concentraciones de sal); termófilos 

(crecimiento óptimo entre 60 y 80 °C); hipertermófilos (crecimiento óptimo por encima de 80 °C); 

psicrófilos (crecimiento óptimo a 15 °C o menos, con una temperatura máxima tolerante de 20 °C 

y un crecimiento mínimo a 0 °C o por debajo de esta temperatura); piezofílicos o barofílicos 

(crecimiento óptimo a alta presión hidrostática); oligotróficos (crecimiento en entornos 

nutricionalmente limitados); endolíticos (crecimiento en el interior de rocas o en los poros de 

granos minerales); y xerófilos (crecimiento en condiciones secas, con baja disponibilidad de agua) 

(Gupta et al., 2014,pp. 371). 

 

 

Ilustración 2-2: Condiciones óptimas de crecimiento de bacterias extremófilos 

Fuente: Krasimirova, 2020,pp. 1-25          
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Tabla 2-1: Clasificación de organismos extremófilos  

Clasificación Características 

Termófilos 

 

Temperatura óptima de crecimiento superior a 45 °C; dentro de éstos se 

encuentran los Hipertermófilos (temperatura óptima de crecimiento superior a 

8 

Psicrófilos Temperatura óptima de crecimiento por abajo de 10 °C 

Acidófilos pH óptimo de crecimiento por abajo de 5 

Alcalófilos pH óptimo de crecimiento por arriba de 8 

Halófilos Habitan en medios hipersalinos, de 5 % a 30 % de sal 

Osmófilos Viven a altas presiones osmóticas 

Radiófilos Resisten altos niveles de radiación 

Metalófilos Toleran altas concentraciones de metales pesados 

Piezófilos 
Antes llamados barófilos, requieren o toleran presión hidrostática de 40 atm a 

60 atm 

Fuente: (Krasimirova, 2020,pp. 1-25) 

 

2.1.4 Arqueas  

 

Las arqueas son un grupo distinto a las bacterias y los eucariotas, fueron descubiertas por primera 

vez en 1970 e inicialmente se clasificaron como bacterias, pero más tarde se reconocieron como 

un grupo aparte por sus características genéticas y bioquímicas únicas. Son organismos 

unicelulares que pueden encontrarse en una gran variedad de entornos, incluidos los más extremos 

como fuentes termales, y los respiraderos hidrotermales de las profundidades marinas, las arqueas 

son importantes por varias razones, desempeñan un papel crucial en el ciclo global del carbono y 

algunas especies participan en la producción y el consumo del metano. 

 

En la actualidad no existe una forma inequívoca de delimitar los géneros utilizando únicamente 

índices de parentesco genómico estándar, pero habido propuestas para utilizar la identidad 

nucleotídica media y la fracción de alineación del genoma para delimitar los géneros. Estas 

propuestas se han puesto a prueba en miles de genomas que representan cepas tipo de especies de 

cientos de géneros de linajes bacterianos o arquéanos (Barco et al., 2020,). 

 

2.1.5 Bacteria  

 

Las bacterias son microorganismos unicelulares, procariotas los cuales pueden encontrarse en una 

gran variedad de entornos, como suelo, agua, parásitos, simbiontes, patógenos del hombre y en 

otros organismos vivos. Son increíblemente diversos y pueden tener formas muy variadas como, 
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esféricas, en formas de bastón o espirales. La taxonomía de estos microorganismos y por tanto la 

designación de géneros se han basado en gran medida en el uso de un único gen ribosómico, el 

Gen 16S ARNr utilizado como marcador taxonómico  (Barco et al., 2020).  

 

2.1.5.1 Adaptación bacteriana a diferentes factores ambientales  

 

 Fluidez de la membrana citoplasmática: Las bacterias pueden adaptarse a factores de estrés 

ambiental como los bifenilos policlorados (PCB) y el ácido 3-clorobenzoico cambiando la 

fluidez de su membrana citoplasmática. La presencia de PCB provoca una rigidificación 

controlada de la membrana citoplasmática de las bacterias. Las bacterias que son 

suficientemente resistentes a los compuestos tóxicos de su entorno pueden utilizarse para el 

proceso de biodegradación eficiente con el fin de eliminar la contaminación generalizada por 

PCB. Se estudiaron los cambios en la composición de ácidos grasos en los lípidos totales y 

en el principal fosfolípido de membrana, la fosfatidiletanolamina, para evaluar los efectos de 

los productos químicos en la membrana citoplasmática (Murínová et al., 2014,pp. 428-434).  

 

 Primocane fructificación de plantas de frambuesa: Las cepas de Bacillus pueden ayudar a las 

plantas de frambuesa de fruto primocano a adaptarse a los factores ambientales. El tratamiento 

previo a la plantación con las cepas bacterianas aumentó el número de nuevas cañas de 

frambueso y el número de órganos generativos de la planta, así como la productividad del 

cultivo, en comparación con el control. Además, estos bacilos actuaron como abono húmico 

estándar. Factores ambientales variables como la temperatura del aire, la humedad relativa y 

las heladas de invierno y primavera influyeron seriamente en los parámetros biológicos de la 

planta y en la productividad del cultivo de las plantas de control. Al mismo tiempo, el 

tratamiento de las raíces de fructificación de las primocañas antes de la plantación con cepas 

de Bacillus redujo los efectos negativos del estrés abiótico sobre las plantas en todos los años 

de la investigación (Belyaev et al., 2017,pp. 7016-7022). 

 

 Biofilm: La capacidad de los microorganismos de convivir en conjunto en comunidades 

organizadas y complejas es denominada biofilm o biopelícula, estos microorganismos están 

ordenados en el interior de una matriz extracelular adherida a una superficie ya sea viva o 

muerta, esta matriz proporciona de una protección a diferentes factores generadores de estrés, 

creando un ambiente rico en nutrientes permitiendo la proliferación. Las bacterias que se 

desarrollan en biopelículas pueden evadir la respuesta inmune del huésped y llegando a ser 

menos sensibles a los antibióticos o biocidas a diferencia de las bacterias en estado 

planctónico, llegando hasta el punto de presentar diferentes fenotipos, determinando el 
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impacto en la expresión genética que tiene la formación de una biopelícula (Ortega-Peña y 

Hernández-Zamora, 2018,pp. 79-88). 

 

 Quorum sensing: Se refiere a un proceso de señales químicas coordinadas que permite la 

comunicación entre bacterias para percibir la presencia de microorganismos vecinos, 

determinar la densidad poblacional y la respuesta a condiciones cambiantes mediante 

moléculas señalizadoras denominadas auto-inductores, en Gram negativas siendo las más 

comunes las acil-homoserina-lactonas, mientras que en Gram positivas prevalecen los 

oligopéptidos modificados. Las bacterias además poseen un receptor para detectar el auto 

inductor especifico, que al unirse al receptor transcribe determinados genes, algunos 

necesarios para sintetizar el inductor (Loera Muro, Barraza y Caamal Chan, 2019,pp. 24-39). Unos de 

los primeros microorganismos en los cuales se identificó este proceso fueron en especies de 

Myxobacterias y Streptomyces, sin embargo el más conocido es el Vibrio fischeri una bacteria 

bioluminiscente en simbiosis con el órgano generador de luz del calamar hawaiano, que al 

momento de estar en estado planctónico su auto inductor se encuentra en baja concentración 

careciendo de luminiscencia, mientras que en el órgano luminoso del calamar al estar 

mayormente se lleva a cabo mayor transcripción enzimática, generándose 

bioluminiscencia(Castillo, 2018,pp. 3-50).  

 

2.1.5.2 Resistencia bacteriana a metales pesados 

 

Las bacterias tienen sistemas específicos de resistencia a los metales que se activan cuando un 

metal atraviesa la membrana citoplasmática para llegar al citoplasma (Roosa et al., 2014,pp. 143-151). 

La resistencia a los metales en las bacterias es heterogénea tanto desde el punto de vista genético 

como bioquímico y puede estar codificada por cromosomas, plásmidos o transpones, a nivel 

bioquímico al menos 6 mecanismos diferentes son los responsables de la resistencia los cuales 

pueden darse por separado o combinados, para un metal especifico pueden darse diferentes 

mecanismo de resistencia en una misma especie (Rouch, Lee y Morby, 1995,pp. 132-141). En 

investigaciones recientes se ha comprobado que existen grupos de bacterias que pueden ser 

expuestas a metales pesados como (Pb, Cr, Cd) en suelos agrícolas, estas bacterias también 

generaron una defensa a antibióticos entre las bacterias que se identificaron están las del género 

Micrococos, Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter y Neisseria (Zhong et al., 

2021,), un gran ejemplo de una bacteria resistente a un metal en específico es Pseudomonas 

aeruginosa RW9 es un candidato prometedor para la biorremediación de la contaminación por 

cromo hexavalente (Cr (VI)), ya que resiste una alta concentración de hasta 60 mg/L de Cr (VI). 

La cepa desarrolló un complejo mecanismo de adaptación al Cr (VI), basado en la fijación 

superficial, la acumulación intracelular y el secuestro extracelular, que representó el 85% de la 
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eficiencia de eliminación. El secuestro extracelular podría atribuirse a la producción de 

metabolitos, como el biosurfactante ramnolípido (Arisah et al., 2021,). 

 

 Mercurio: El mercurio es un elemento químico de número atómico 80 y símbolo Hg. Es un 

metal pesado, de color blanco plateado y líquido a temperatura ambiente. El mercurio puede 

ser muy tóxico para los seres humanos y los ecosistemas, y su forma química determina su 

comportamiento, transporte y toxicidad potencial (Favilli et al., 2022,). El mercurio es uno de los 

contaminantes ambientales más peligrosos, y su uso en diversos sectores industriales ha 

provocado una importante contaminación ambiental y episodios de intoxicación humana 

(Zaichick, 2021,pp. 130-146). El mecanismo de resistencia de bacterias al mercurio y a la 

bioacumulación sigue siendo un poco desconocido, sin embargo, se sabe que algunos genes 

como merT, merP y merA están implicadas en la resistencia al Hg2+ y la bioacumulación en 

algunas bacterias (Zhang et al., 2020,). 

 

Varias cepas de E. coli presentan resistencia al mercurio, mostrando también resistencia a los 

antibióticos. Los mayores niveles de resistencia al mercurio se encontraron en aislamientos 

de la bahía de Callao, esto debido probablemente a la proximidad a la desembocadura del río 

Rímac y Chillón que transportan aguas residuales de origen urbano e industrial, 

principalmente de las mineras. Las cepas resistentes al mercurio mostraron resistencia a 

ampicilina, tetraciclina, amoxicilina y sulfametoxazol-trimetoprim, se reportó que en cepas 

de E. coli aisladas de muestras de agua de alcantarilla y de mar (Acevedo Barrios y Severiche Sierra, 

2013,pp. 73-79).  

 

 Arsénico: El arsénico es un elemento químico de la tabla periódica que pertenece al grupo de 

los metaloides, también llamados semimetales; se puede encontrar de diversas formas, 

aunque, raramente, se encuentra en estado sólido. A presión atmosférica, el arsénico sublima 

a 613 °C. Es un elemento esencial para la vida y su deficiencia puede dar lugar a diversas 

complicaciones; sin embargo, no se conoce con precisión la función biológica. La ingesta 

diaria de 12 a 15 μg puede consumirse sin problemas en la dieta diaria de carnes, pescados, 

vegetales y cereales, siendo los peces y crustáceos los que más contenido de arsénico 

presentan es un elemento químico de la tabla periódica cuyo símbolo es As y el número 

atómico es 33 (Organizacion Mundial De La Salud, 2018,). 

 

Según Metaloide, (2010,), el arsénico se conoce que es un elemento tóxico, el cual es distribuido 

ampliamente en la naturaleza, de igual manera en sistemas acuáticos, en la naturaleza las 

formas inorgánicas de arsénico que predominan son el As(III) y el As(V), siendo la primera 

la especie más tóxica y móvil del metaloide. Si bien el ciclo biogeoquímico del arsénico está 
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influenciado por factores físico-químicos, uno de los más importantes lo constituye la 

transformación bacteriana, la cual interviene en la movilidad, distribución y biodisponibilidad 

de las distintas especies de arsénico en el ambiente.   

 

Los sistemas microbianos de resistencia a arsénico más estudiados son los relacionados con 

los derivados inorgánicos del metaloide, dentro de los cuales resaltan los codificados en los 

operones ars.  Sin embargo, recientemente se han identificado varios sistemas microbianos 

de tolerancia dirigidos a los derivados orgánicos del arsénico los cuales incluyen tanto 

enzimas arsm, arsh y arsi, como el transportador arsp, todos ellos capaces de detoxificar a 

los organoarsenicales. La acción concertada de estos sistemas constituye una estrategia 

microbiana eficiente para la tolerancia a los derivados orgánicos del arsénico. Las estructuras 

tridimensionales de arsm, arsh y arsi mostradas en la Fig. 2-2 enfatizan el nivel de estudio al 

que han sido sometidas dichas enzimas (Cervantes, 2019,pp. 67-71). 

 

 

Ilustración 2-3: Sistemas microbianos de resistencia a arsenicales  

Fuente: Cervantes, 2019,pp. 67-71                                            

 

2.1.5.3 Presión osmótica  

 

Por estrés osmótico se entiende un aumento o disminución de la osmótica del entorno de un 

organismo y se define como regulación osmótica u osmorregulación a los procesos activos 

llevados a cabo por los organismos para hacer frente al estrés osmótico (Csonka, 1989,pp. 121-147). 

Las células responden a las variaciones de la presión osmótica externa acumulando o liberando 

solutos, atenuando así los flujos de agua. Estos solutos incluyen iones inorgánicos (a menudo K+) 

y moléculas orgánicas denominadas "osmolitos"(Wood, 2015,pp. 381-388). 
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Un aspecto crucial del ajuste microbiano a las osmolalidades ambientales fluctuantes es la 

capacidad de la célula para escalar los flujos de agua y dirigirlos a través de la membrana 

citoplasmática semipermeable para evitar la deshidratación (con una osmolalidad externa alta) y 

la ruptura (con una osmolalidad externa baja). La síntesis, importación y liberación de solutos 

compatibles ocupan un lugar central en estos procesos (Bremer y Krämer, 2019,pp. 313-334). 

 

 En un estudio realizado por Wood, (2015,pp. 381), dice que ProP de E. coli, BetP de C. glutamicum 

y OpuA de Lactococcus lactis sirven como paradigmas para el estudio de la osmosensación. 

Representan diferentes grupos filogenéticos y mecanismos de acoplamiento energético. ProP es 

un importador de protones y miembro de la superfamilia de facilitadores principales, BetP es un 

importador de Na+ y miembro de la familia de transportadores de betaína-colina-carnitina, y 

OpuA es un transportador de casetes de unión a ATP (ABC) que hidroliza ATP. Los datos 

disponibles sugieren que cada uno de ellos es similar en estructura y mecanismo de transporte a 

sus paralogos que no son osmosensores.  

 

2.1.5.4 Anaerobiosis bacteriana 

 

Las bacterias anaerobias se definen como aquellos microorganismos que para crecer en una 

superficie necesitan de una atmosfera sin oxígeno, ya que puede llegar a ser toxico para ellas en 

mayor o menor medida, igualmente generando su energía por la metabolización de sustancias 

carentes de moléculas oxígeno, mayormente por fermentación, aunque en grietas hidrotermales 

en el lecho marino llevan a cabo reacciones empleando compuestos químicos inorgánicos. El 

proceso fermentativo mencionado comprende pasos que interactúan entre si y hacen parte 

importante de los ciclos biogeoquímicos del carbono, azufre y nitrógeno, entre otros, estos pasos 

se han dividido en tres etapas principales (Núñez, 2017,). 
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Ilustración 2-4: Procesos químicos de 

la digestión anaerobia 

Fuente: Corredor Vargas et al., 2015,pp. 55-81                                          

 

 Hidrolisis y fermentación: Es la primera etapa del proceso involucrando la hidrolisis de 

solidos insolubles o partículas orgánicas bien sea celulosa o hemicelulosa, y coloides 

orgánicos, transformándolos en compuestos solubles simples que son fácilmente absorbidos 

por medio de la pared celular para ser catalizadas por bacterias fermentativas en alcoholes y 

ácidos grasos produciendo hidrogeno y dióxido de carbono (Núñez, 2017,). 

 

 Acetogénesis: Dentro de esta fase se aceleran los procesos metabólicos bacterianos mediante 

transformación enzimática de lípidos, polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos en 

compuestos que serán utilizados para una transformación a carbono celular o usados como 

fuente de energía (Núñez, 2017,). 

 

 Metanogénesis: Siendo el paso final de la digestión anaerobia corresponde a la formación de 

metano a partir de dos rutas, la primera corresponde a la acetoclastica en la cual los 

microorganismos crecen en sustratos como hidrogeno y dióxido de carbono, su metabolismo 

se caracteriza por utilizar las vías biosintéticas y bioenergéticas para la producción de ATP, 

adicionalmente ante la ausencia de hidrogeno, oxidan compuestos para obtener electrones, 

resultando como producto final metano. Pero, por otra parte, las bacterias metanogénicas son 

consideradas como las más relevante dentro del grupo de microorganismo anaerobios pues 
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tienen la capacidad de producir gas metano convirtiendo sustratos con un solo carbono o con 

átomos de carbono (Núñez, 2017,). 

 

 

Ilustración 2-5: Metabolismo microbiano del metano 

Fuente: Corredor Vargas et al., 2015,pp. 55-81 

 

2.1.5.5 Osmosis celular 

 

La ósmosis en microorganismos se refiere a un transporte celular pasivo de agua a través de la 

membrana plasmática. La dirección de este transporte depende de la concentración de solutos 

dentro y fuera de la célula, así como de los orgánulos y sus respectivas membranas plasmáticas. 

Si el medio extracelular contiene una mayor concentración de solutos que el citoplasma, las 

moléculas de agua saldrán de la célula debido a la ósmosis, lo que se denomina medio hipertónico. 

Por otro lado, en un medio hipotónico, las moléculas de agua pueden entrar en las células e incluso 

hacer que las células se hinchen. Si la célula carece de pared celular, la membrana plasmática de 

la célula se rompe, lo que se denomina citólisis. En un ambiente isotónico, la concentración de 

solutos es la misma dentro y fuera de la célula (Cardona Serrate, 2020,p. 7). 
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Ilustración 2-6: Tipos de medios osmóticos  

Fuente: Cardona Serrate, 2020,pp. 7                                             

 

2.1.6 Medio de cultivo 

 

Un medio de cultivo es una estrategia utilizada en el laboratorio con el propósito de fomentar el 

crecimiento de microorganismos, células o tejidos. Este medio contiene nutrientes y se configura 

con condiciones fisicoquímicas ideales para el desarrollo de lo que se cultiva en él. Comúnmente, 

se emplean cajas de Petri que contienen un agar específico para el crecimiento de 

microorganismos particulares. Además de las cajas de Petri, también existen medios de cultivo 

en forma de tubo(FONTALVO, 2018,pp. 23-28). 

 

Por lo general, un medio de cultivo se compone de los siguientes elementos: 

 

 Una fuente de carbono: Por lo general, se utilizan azúcares (como lactosa o fructosa), aunque 

algunos organismos también pueden utilizar dióxido de carbono (CO2) como fuente de 

carbono. 

 

 Una fuente de nitrógeno: Se emplean proteínas hidrolizadas, como peptonas, como fuente de 

nitrógeno. 
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 Amortiguadores de pH: También conocidos como buffers o soluciones tampón, son 

sustancias que ayudan a mantener el pH del medio de cultivo dentro de un rango óptimo para 

el crecimiento de microorganismos. Entre los amortiguadores de pH comunes se encuentran 

los fosfatos disódicos (Na2HPO4) o monosódicos (Na2HPO4). 

 

 Otros componentes: Esto puede incluir iones como Na+ y K+, así como vitaminas y otros 

nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo de los microorganismos (Rodríguez y 

Zhurbenko, 2018,pp. 183). 

 

2.1.6.1 Tipos de medios de cultivo 

 

En función de la proporción de agar, se pueden distinguir diferentes tipos de medios de cultivo: 

 

 Líquidos (caldos): Estos medios carecen de agente gelificante, lo que permite que los 

microorganismos crezcan rápidamente en todo el medio. La naturaleza líquida del medio 

facilita la movilidad de los microorganismos para acceder a los nutrientes de manera más 

eficiente. 

 

 Sólidos: Estos medios contienen aproximadamente un 1,5 % de agar, lo que les confiere una 

consistencia sólida. Esto permite el crecimiento de los microorganismos únicamente en la 

superficie del medio. Estos medios se suelen colocar en cajas de Petri o tubos de ensayo. 

 

 Semisólidos: Estos medios contienen una proporción menor de agar, alrededor del 0,5 %. Son 

utilizados principalmente en pruebas de bioquímica y movilidad de los microorganismos. 

 

En microbiología, existen cuatro tipos de medios de cultivo según su función: 

 

 Medios nutritivos: Estos medios son adecuados para el crecimiento de la mayoría de los 

microorganismos. Algunos ejemplos de estos medios son la peptona y el caldo de tripticasa-

soja. 

 

 Medios de enriquecimiento: Estos medios contienen componentes adicionales que permiten 

el crecimiento de microorganismos exigentes. 
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 Medios selectivos: Estos medios contienen componentes que inhiben el crecimiento de 

microorganismos no deseados. Un ejemplo de este tipo de medio es el agar MacConkey, que 

contiene cristal violeta que inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas. 

 

 Medios diferenciales: Estos medios contienen compuestos que revelan alguna característica 

particular de una especie o grupo de microorganismos (Rodríguez y Zhurbenko, 2018,pp. 183). 

 

2.1.6.2 Tipos de agares  

 

 Agar BCYE: Es un medio selectivo para Legionella y Nocardia que impide el crecimiento de 

bacterias Gram negativas y Gram positivas. Contiene agar tamponado con extracto de 

levadura y carbón, y se complementa con L-cistina y pirofosfato férrico. 

 

 Agar BHI: Se trata de una infusión de cerebro y corazón utilizada como caldo o medio sólido. 

Puede contener sangre adicional o no. Permite el crecimiento de tejidos animales mediante la 

adición de peptona, tampón fosfato y una concentración mínima de glucosa. 

 

 Agar chocolate: Este medio utiliza una base similar al agar sangre, pero se le añaden 

suplementos como hemoglobina y otros nutrientes presentes en los lisados de los glóbulos 

rojos. 

 

 Agar HE: Es un medio selectivo y diferencial conocido como agar entérico de Hektoen. No 

requiere esterilización debido a que muy pocos microorganismos pueden crecer en él. 

Contiene altas concentraciones de sales biliares, azul de bromotimol y fucsina ácida, así como 

lactosa, sacarosa y salicina como elementos diferenciadores. 

 

 Agar salino manitol: Es un medio selectivo para estafilococos que contiene una alta 

concentración de cloruro sódico (75 g/L). La mayoría de los microorganismos no pueden 

crecer a esta concentración de sal, mientras que los estafilococos, incluyendo Staphylococcus 

aureus, sí pueden hacerlo. Además, incorpora manitol como fuente de carbono y rojo fenol 

como indicador, lo que permite establecer un diagnóstico presuntivo basado en la capacidad 

fermentadora del manitol por parte de los estafilococos. 

 

 Agar sangre: Este medio es muy nutritivo y permite el crecimiento de la mayoría de los 

microorganismos de importancia clínica, a excepción de los más exigentes. Se prepara 

añadiendo un 5% de sangre desfibrilada de diferentes animales a un agar base rico, como el 
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agar Columbia. Además de su función como medio de cultivo, también se utiliza para evaluar 

la capacidad hemolítica de los microorganismos, por lo que se considera un medio diferencial 

(Rodríguez y Zhurbenko, 2018,pp. 183). 

 

 Caldo de tioglicolato: Es ampliamente utilizado en microbiología clínica. Promueve el 

crecimiento de diferentes tipos de microorganismos, incluyendo anaerobios, aerobios, 

microaerófilos y microorganismos exigentes. Para evitar la entrada de oxígeno atmosférico 

al caldo, se añade un 0,075% de agar que impide las corrientes de convección. El ácido 

tioglicólico actúa como agente reductor, reduciendo aún más el potencial de óxido-reducción 

del medio. Además, el medio contiene nutrientes como caseína, extractos de levadura y de 

carne, vitaminas y otros, lo cual favorece el crecimiento de la mayoría de las bacterias 

patógenas (FONTALVO, 2018,pp. 23-28). 

 

 Medio de Kliger: Conocido por la prueba de Kligler, es una prueba múltiple que se utiliza 

para determinar si una bacteria en particular (originalmente diseñada para identificar 

enterobacterias) produce ácidos y gases a partir de la glucosa, lactosa o ambos. También 

permite investigar su capacidad para producir sulfuro de hidrógeno. El medio contiene 

glucosa y lactosa en una proporción de 1:10 respectivamente, así como una fuente de azufre 

(tiosulfato sódico) y una fuente de hierro (sulfato ferroso). Se añade rojo fenol como indicador 

ácido-base, el cual se vuelve amarillo en un pH ácido y rojo en un pH neutro (FONTALVO, 

2018,pp. 23-28). 

 

2.1.7 Técnicas de cultivo de microorganismo 

 

 Siembra por inmersión: Este método implica colocar el inóculo en una placa o caja de Petri y 

verter sobre él el medio de cultivo previamente fundido. Se utiliza principalmente para el 

crecimiento de microorganismos aerobios. 

 

 Siembra en doble capa: En este caso, se sigue el mismo procedimiento que en la siembra por 

inmersión. Una vez que el medio se ha solidificado, se agrega una capa adicional de medio 

para cubrir la capa anterior (generalmente alrededor de 10 ml). Este método se utiliza para el 

crecimiento de microorganismos anaerobios facultativos y microaerofílicos. 

 

 Siembra en superficie: Se vierte el medio de cultivo fundido en una placa de Petri, se permite 

que solidifique y luego se coloca el inóculo sobre la superficie. Utilizando una espátula de 

Drigalsky, se extiende el inóculo hasta que sea completamente absorbido por el medio de 
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cultivo. Esta técnica de siembra se recomienda para el crecimiento de microorganismos 

aerobios estrictos. 

 

 Siembra en estría: Se vierte el medio de cultivo fundido en una placa de Petri y se permite 

que se solidifique (Garibaldi, Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8).  

 

2.1.8 Aislamiento bacteriano 

 

El aislamiento bacteriano es un proceso mediante el cual se identifican y se cultivan bacterias a 

partir de una muestra biológica, como la piel, la sangre, etc. Este proceso es importante para 

determinar específicamente el tipo de bacterias que están presentes en una muestra y preparar 

tratamientos para la misma en caso de ser necesario, el aislamiento bacteriano se realiza mediante 

técnicas de cultivo microbiológico, como el hisopado o el estriado(Gallego Rodríguez, Ruiz Jaramillo y 

Ruiz Buitrago, 2020,pp. 13-21). El estriado consiste en un proceso de extender una muestra bacteriana 

en un medio de cultivo solido formando líneas y así obtener cepas aisladas de una sola especie, 

hay varias técnicas para realizar este procedimiento, por ejemplo:  

 

 Técnica A: Consiste en cargar el asa con la muestra y realizar estrías paralelas en la cuarta 

parte de la superficie de la placa. Luego, se quema el asa, se enfría y se gira la placa 90 grados 

para hacer estrías adicionales, tocando 3 o 4 veces el área inicialmente sembrada y cubriendo 

otro cuarto de la placa. Finalmente, sin quemar el asa, se continúa haciendo estrías en el resto 

de la superficie sin sembrar (Garibaldi, Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8) (Cataño Morales, Gallego Rodríguez y 

Buitrago Mejía, 2022,pp. 7-8). 

 

 

Ilustración 2-7: Técnica A de siembra 

en estría  

Fuente: Garibaldi, Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8 
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 Técnica B: Con el asa cargada, se realizan 3 o 4 estrías en la placa. Luego, se quema el asa, 

se hacen 3 o 4 estrías perpendiculares a las anteriores. Se repite este procedimiento quemando 

el asa después de cada serie de estrías, hasta cubrir toda la superficie de la placa (Garibaldi, 

Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8). 

 

 

Ilustración 2-8: Técnica B de siembra en estría  

Fuente: Garibaldi, Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8 

 

Existe otro método de siembra la cual se lo realiza en tubos existen dos técnicas:  

 

 En profundidad: Para este método se utiliza una aza en punta, con la aza se pica el cultivo se 

va a sembrar y mediante punción introducimos en el medio el contenido directamente en la 

parte inferior del tubo (Garibaldi, Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8). 

 

 

Ilustración 2-9: Siembra con aza de punta 

Fuente: (Garibaldi, Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8) 

 

 En superficie: Para este método se utiliza una aza de aro, con el aza se toma el cultivo a 

sembrar y posteriormente se esparce el mismo sobre la superficie en bisel en forma de zigzag 

(Garibaldi, Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8). 
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Ilustración 2-10: Siembra con aza de aro 

Fuente: (Garibaldi, Santambrosio y Ortega, 2017,pp. 1-8) 

 

2.1.9 Tinción de Gram  

 

El método de tinción más ampliamente utilizado en bacteriología es la tinción de Gram, que nos 

permite clasificar a las bacterias en dos grandes grupos taxonómicos: Gram positivas y Gram 

negativas, según su comportamiento frente a la tinción. Se cree que la diferencia en la coloración 

que presentan estos dos grupos se debe a las características químicas distintivas de su pared 

celular. Las bacterias Gram positivas poseen una capa gruesa de mureína o peptidoglicano en su 

pared celular, con un espesor que varía de 20 a 80 nm. Por otro lado, las bacterias Gram negativas 

tienen una capa de peptidoglicano más delgada, con un espesor de alrededor de 2 nm, y una capa 

externa adicional compuesta por lipopolisacáridos, lipoproteínas y lípidos (Sandle, 2021,pp. 1-15; 

Prayekti y Sumarsono, 2021,pp. 12-75).  

 

El proceso de tinción de Gram implica el uso de cuatro soluciones diferentes. En primer lugar, se 

utiliza un colorante básico, como el cristal violeta, que se aplica a las bacterias en la muestra. 

Luego se añade un mordiente, que aumenta la afinidad entre las células bacterianas y el colorante. 

A continuación, se emplea un decolorante, generalmente alcohol o etanol, que elimina el colorante 

de las bacterias teñidas. La característica fundamental de la tinción de Gram es que las bacterias 

Gram negativas pierden el colorante durante el proceso de decoloración, mientras que las 

bacterias Gram positivas retienen el colorante y permanecen teñidas de azul. Para visualizar las 

bacterias Gram negativas, se utiliza un segundo colorante de contraste, como la safranina, que les 

da un color diferente al azul de las bacterias Gram positivas. Las bacterias Gram positivas, al 

contener una gran cantidad de peptidoglicano, retienen con mayor fuerza este complejo, mientras 

que las Gram negativas no lo pueden retener por tener menos cantidad de peptidoglicano (Esaú 

López-Jácome et al., 2014,). 

 

Es importante destacar que la tinción de Gram no solo permite la clasificación de las bacterias en 

Gram positivas y Gram negativas, sino que también proporciona información relevante sobre su 
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estructura y características celulares. Además, esta técnica de tinción es un paso fundamental en 

el proceso de identificación y diagnóstico bacteriano en microbiología clínica (Gram, 2019,pp. 13). 

 

 

Ilustración 2-11: Coloraciones resultantes de la Tinción de Gram  

Fuente: Gram, 2019,pp. 13 

 

2.1.10 Técnicas de identificación molecular  

 

La tesis realizada por Palomino Camargo y González Muñoz, (2014,pp. 535-546) aborda las técnicas de 

identificación molecular de bacterias, las cuales consisten en diferentes metodologías con el 

objetivo común de determinar el tipo de bacteria presente en una muestra. El procedimiento 

comienza con la extracción del ADN bacteriano, seguido de la amplificación mediante PCR, 

donde se replican genes específicos del ADN bacteriano. Posteriormente, se lleva a cabo la 

secuenciación utilizando bases de datos, como la del Centro Nacional de Biotecnología. 

 

Dentro de las técnicas más precisas para la identificación molecular de bacterias se encuentra el 

análisis del ARNr 16S. Este análisis se considera como un cronómetro molecular altamente 

conservado genéticamente, ya que es un polirribonucleótido codificado por el ADN ribosomal 

presente en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Con un tamaño aproximado de 1500 pb, 

este análisis proporciona un polimorfismo interespecífico necesario para validar la identificación. 

Otra técnica auxiliar útil con fines filogenéticos y taxonómicos es el análisis del ARNr 23S. 

Dependiendo de las necesidades en la identificación molecular de bacterias, se recomienda el uso 

del análisis del ARNr 16S específicamente para el género Bacillus (Palomino Camargo y González 

Muñoz, 2014,pp. 535-546). 
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Tabla 2-2: Recomendaciones de las técnicas de identificación molecular bacteriana.  

Categoría  Recomendaciones  

Cepas por secuenciar  Cepas con escasa descripción 

Cepas con baja frecuencia de aislamiento Cepas con fenotipos 

atípicos  

Cepas de difícil identificación fenotípica Cepas de crecimiento 

lento o fastidioso Nuevos patógenos  

Bacterias de difícil cultivo 

Análisis del ARNr 16S Mínimo: > 98,5% similitud 

Ideal: 1.300 a 1.500 pb secuenciadas < 1% posiciones ambiguas 

Criterio para la 

identificación de especie 

Mínimo: > 98,5% similitud  

Ideal: > 99% similitud  

Comparación con la secuencia tipo o cepa de referencia que posee 

estudios de homología de ADN. Para diferencias < 0,5% a la 

especie más cercana, considerar otras propiedades (fenotipo) 

Criterio para la 

identificación de género 

Rango de similitud 95-100% 

Criterio para la 

asignación de familia 

Similitud < 95% 

Análisis retrospectivo de 

la identificación 

fenotípica 

Morfología de la colonia  

Tinción Gram  

Catalasa/oxidasa  

Perfil bioquímico  

Requerimientos nutricionales 

Fuente: (Jiménez, Evelyn, 2021)  

 

2.1.10.1 Extracción de ADN bacteriano 

 

La aplicación de estas técnicas puede variar según la velocidad de diagnóstico y/o la dificultad en 

el crecimiento del patógeno (por ejemplo, bajo inóculo, crecimiento lento, necesidad de medios 

sintéticos complejos, etc.). Esto permite la aplicación directa de estas técnicas en muestras clínicas 

o en cultivos bacterianos. La extracción del ADN genómico se realiza a partir de las células totales 

utilizando diversos métodos estándar o sistemas comerciales, los cuales son versátiles en términos 

del tipo de muestra clínica o matriz, en el caso de tratarse de una muestra alimentaria o ambiental. 

Además, se pueden aplicar modificaciones específicas según el tipo de bacteria para simplificar 

u optimizar la extracción cromosómica (García Cuan y Miranda Cárdenas, 2018,pp. 17-23; Forero Pineda 

et al., 2021,pp. 36-45).  



  

28 

 

2.1.10.2 Amplificación de ADN bacteriano  

 

En un termociclador, se emplea el ADN como plantilla para llevar a cabo la amplificación de una 

secuencia de ARNr 16S mediante la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Esta secuencia tiene un tamaño aproximado de 500 a 1.500 pares de bases, aunque puede variar 

si se están analizando otros genes. Utilizando cebadores universales o de amplio espectro que se 

complementan con regiones conservadas, teóricamente se puede amplificar el gen del ARNr 16S 

en todas las bacterias. Sin embargo, hasta el momento, ninguno de los cebadores utilizados se 

considera completamente universal, por lo que no es posible hacer una recomendación específica 

que garantice la amplificación en todos los procariotas (Bou et al., 2011,).  

 

 

 Ilustración 2-12: Esquema del proceso PCR 

 Fuente: (ESTRELLA HÉCTOR, 2017,pp. 1-55) 

2.1.10.3 Electroforesis  

 

La electroforesis es una técnica para separar biomoléculas basada en la movilidad y propiedades 

(normalmente ácidos nucleicos o proteínas) en un campo eléctrico sobre un sustrato poroso, cuya 

composición depende de la biomolécula a analizar. Para la separación de ácidos nucleicos se 

utiliza una matriz de agarosa, y para la separación de proteínas se utiliza una matriz de 

poliacrilamida. Esta técnica representa una herramienta fundamental para el análisis cuantitativo 

en diversos campos de las ciencias biológicas como la biología molecular, la bioquímica o la 

proteómica (Montalvo y Lugo, 2019,pp. 48-54). 
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La electroforesis es la migración de partículas cargadas o cargadas en un campo eléctrico. Esto 

ocurre cuando las sustancias están en solución acuosa. La velocidad de migración depende de la 

intensidad del campo y de las cargas de las moléculas. Así moléculas con cargas diferentes 

formarán zonas individuales mientras migran. Para reducir al mínimo la difusión de las zonas, la 

electroforesis se realiza en un medio electroforesis se lleva a cabo en un medio como viscoso o 

una matriz de gel. Por lo tanto, la velocidad de migración también depende del tamaño de las 

moléculas. De este fraccionamiento de una mezcla de sustancias con alta resolución (Westermeier, 

2005,pp. 1-6) 

 

 

Ilustración 2-13: Electroforesis de ácidos nucleicos 

Fuente: (Montalvo  y Lugo, 2019,pp. 48-54) 

 

2.1.10.4 Secuenciación del ADN bacteriano  

 

Los avances significativos en los métodos de secuenciación han permitido obtener un vasto 

conocimiento de secuencias de manera más rápida y con mayor calidad. La secuenciación es un 

proceso similar a la PCR, donde se utiliza el ADN como plantilla, pero los cebadores de sentido 

directo y reverso actúan de manera independiente en reacciones separadas. Estos cebadores 

pueden ser los mismos utilizados en la amplificación o pueden diseñarse específicamente para 

esta etapa del ensayo. A diferencia de la PCR, en la secuenciación no se genera una nueva 

plantilla, sino que se reutiliza en ciclos programados (generalmente entre 25 y 35 ciclos). Se 

añaden bases marcadas con fluorocromos o terminadores, así como bases no marcadas, que se 

incorporan de manera aleatoria durante la síntesis. Los terminadores detienen la síntesis de la 

secuencia, lo que resulta en una mezcla de productos de ADN de diferentes longitudes al finalizar 

el proceso. Cada base se marca con un fluorocromo que absorbe a una longitud de onda específica, 

y posteriormente se detecta. Los terminadores no incorporados se eliminan mediante purificación 

del producto, y el tamaño de cada fragmento se determina mediante electroforesis capilar. A 
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medida que se conoce el tamaño y el terminador de cada fragmento (ya sea mediante separación 

en gel o elución), se determina la secuencia de bases, representada por colores diferentes, y se 

realiza la edición manual o automática. Las cadenas de ADN se secuencian de forma 

independiente, generando una secuencia directa y su complementaria (secuencia reversa). 

Dependiendo del modelo del secuenciador, el tipo de capilar utilizado y las variables del proceso 

de secuenciación, es posible simplificar el procedimiento, reducir el tiempo y los costos del 

ensayo, y aumentar el tamaño de la secuencia a analizar (generalmente entre 500 y 900 bases) 

(Bou et al., 2011,). 

 

2.1.10.5 Análisis de la secuencia  

 

Es el último proceso que se realiza en la identificación molecular tiene como objetivo el 

reconocimiento de la cepa de interés mediante una comparación con otras secuenciaciones 

inscritas en diferentes bases de datos. En la actualidad según Rodicio y Mendoza (2004,pp. 238-245) nos 

mencionan que en la actualidad existen algunas bases de datos con acceso libre como GenBank, 

NCBI (National Center for Biotechnology Information), EMBL (European Molecular Biology 

Laboratory), RDP (Ribosomal Database Project), RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical 

Microorganisms) y también bases de datos privadas como MicroSeq (Applied Biosystems) y 

SmartGene IDNS (Integrated Database Network System), RDP es la base de datos de secuencias 

de ADNr (16S, 23S de procariotas, y 18S y 28S de eucariotas). 
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Ilustración 2-14: Etapas del proceso de identificación 

bacteriana mediante secuenciación del ADNr 16S 

Fuente: Bou et al., 2011 
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CAPÍTULO III 

 

3. MARCO METODOLÓGICO 

 

3.1 Enfoque de investigación 

 

El presente trabajo de investigación corresponde a un enfoque cualitativo ya que se utiliza datos 

no numéricos que son interpretados subjetivamente por el investigador, e implica preparar y 

analizar muestras, realizar pruebas, recopilar datos y analizar repetidamente los mismos para 

identificar patrones y características comunes dentro de la población que experimenta dichos 

fenómenos (Bradshaw, Atkinson y Doody, 2017,; Abedini et al., 2018,pp. 80-93). 

 

3.2 Alcance de la investigación 

 

Esta investigación tiene un alcance descriptivo-exploratorio, descriptivo pues se pretende detallar 

las características, el género y la especie de las bacterias resistentes a ambientes extremos que se 

pueden encontrar en los sedimentos de la laguna del Quilotoa, al igual que algunos de los 

ambientes extremos que pueden soportar este tipo de bacterias; y exploratorio debido a que estas 

bacterias al resistir dos o más factores ambientales extremos serian consideradas poliextremofilas, 

un tipo de bacterias que no ha sido extensamente analizado en lagunas volcánicas, especialmente 

del Ecuador. 

 

3.3 Diseño de investigación 

 

3.3.1 Según la manipulación o no de la variable independiente 

 

El diseño de la investigación corresponde a un diseño experimental ya que se toma decisiones 

sobre las variables que se manipularan (variables independientes) para observar el efecto que tiene 

esta manipulación sobre una variable dependiente, que corresponde al crecimiento bacteriano 

condicionado a las siguientes variables independientes: concentración de metales pesados 

arsénico y mercurio (As y Hg), presión osmótica (concentración de NaCl) y ausencia de oxígeno, 

las cuales permiten identificar cepas bacterianas que pueden crecer en diferentes ambientes 

extremos. 
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3.3.2 Según la intervención en el trabajo de campo 

 

Este trabajo de investigación responde a un estudio transversal ya que la recolección de muestras 

se realizó en la Laguna del Quilotoa en un momento específico para su posterior análisis en 

laboratorio, brindando una vista general de las muestras. 

 

3.4 Tipo de estudio 

 

Este proyecto de investigación corresponde a una investigación de campo al implicar la 

recopilación de datos en un entorno natural, que reflejan con precisión el entorno natural de 

crecimiento bacteriano, y permiten probar hipótesis. 

 

3.5 Métodos, técnicas e instrumentos de investigación 

 

3.5.1 Muestreo de sedimentos 

 

Mediante las coordenadas especificadas y un método de muestreo aleatorio están definidos 4 

puntos con localizaciones exactas que incluyen regiones cerca de la costa y lejos de afluentes y 

corrientes principales de agua para que haya mayor acumulación de sedimentos de textura fina en 

los que la presencia bacteriana aumenta gracias a la relación superficie/volumen que representan 

las partículas de menor tamaño y que pueden contener más agua, nutrientes y brindar mayor 

refugio a colonias microbianas (Plante y Busby, 2011,pp. 377-393).  

 

Debido a la naturaleza de la investigación se debe utilizar un muestreo aleatorio para garantizar 

que la muestra sea representativa de toda la población, reduzca el sesgo y aumente la precisión 

de los resultados generales, teniendo en cuenta la accesibilidad para tomar la muestra (debido a 

la naturaleza del sitio de muestreo), las condiciones climáticas y el equipo requerido para tomar 

la misma (Nguyen et al., 2021,pp. 665-710). Estableciendo 4 puntos de muestreo con sus respectivas 

coordenadas en la Tabla 3-1: 
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Tabla 3-1: Coordenadas geográficas de los puntos de muestreo 

Punto Código Coordenadas UTM 

X  Y 

1 MQC1 732305.00 m E 9904706.00 m S 

2 MQC2 732216.00 m E 9904920.00 m S 

3 MQC3 732238.00 m E 9905044.00 m S 

4 MQC4 732756.00 m E 9904535.00 m S 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

 

Ilustración 3-1: Puntos de muestreo en la laguna del Quilotoa 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

El primer muestreo ha de comenzar a 30 cm de profundidad a partir de la superficie del sedimento 

para obtener una capa acuosa poco profunda del mismo y continuando con una muestra de 50 y 

70 cm de profundidad a partir de la superficie del sedimento y colocar cada muestra de cada 

profundidad en un respectivo tubo falcon de 50 mL (Getz, 2016,) mediante el uso de una pala de 

recolección cilíndrica, limpiando esta antes de la toma de muestras y entre las mismas 
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enjuagándola con agua destilada y si es posible con una esponja o cepillo estéril para retirar 

cualquier material adherido (Simmons, 2023,pp. 17). 

 

3.5.1.1 Muestra compuesta 

 

Al tomarse 3 muestras de un solo punto de muestreo de la Laguna del Quilotoa resulta necesario 

un muestreo compuesto para combinar cada una, reducir la variabilidad de datos y así obtener una 

muestra representativa que refleje las características generales del punto de muestreo en sus 3 

profundidades, homogeneizando la muestra y almacenándola en fundas ziploc (Pacheco et al., 

2022,pp. 960-967; Cervantes, Beier y Paez, 2017,). 

 

3.5.1.2 Medición fisicoquímica in situ 

 

Mediante el uso de un multiparámetro YIERYI 4in1 se miden los parámetros fisicoquímicos 

correspondientes a temperatura y pH de las muestras compuestas de los 4 puntos muestreados, al 

preparar una disolución de 20 gr de sedimento homogeneizado con 20 ml de agua destilada en un 

recipiente estéril reposando por un tiempo de 2 a 3 minutos e introduciendo el multiparámetro en 

el sobrenadante hasta 3 centímetros sobre la superficie del líquido, observar y registrar los datos, 

repetir el proceso para cada muestra compuesta, enjuagando el multiparámetro entre cada 

muestra. 

 

3.5.1.3 Transporte de muestras 

 

Las muestras se deben almacenar en un contenedor que mantenga la temperatura necesitada, el 

contenedor a utilizar será un cooler de espuma de poli estireno que puede mantener el umbral de 

temperatura más tiempo que los demás tipos de contenedores en conjunto con un refrigerante que 

baje la temperatura hasta 4 ºC, el refrigerante a utilizar fue el hielo seco por su capacidad de 

mantenerse en estado sólido por más tiempo que el hielo normal (Lowe et al., 2020,). 

 

3.5.1.4 Medición fisicoquímica ex situ 

 

Luego del transporte y almacenamiento de las muestras se miden los parámetros físico químicos 

de las cuatro muestras compuestas de sedimento de la laguna del Quilotoa con los equipos del 

laboratorio, correspondiendo a la conductividad eléctrica y la salinidad de los sedimentos 

preparando una solución de 20 gr de la muestra compuesta con 20 ml de agua destilada, 

mezclando la solución y dejando reposar de cuatro a cinco minutos para que precipite la mayor 

parte de partículas sólidas, luego de que precipite la mayor parte de partículas se introduce en la 
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solución el electrodo hasta 3 cm de profundidad, y se registra los datos medidos luego de que la 

medición este estable. Este proceso se repite para las cuatro muestras compuestas enjuagando 

cuidadosamente el electrodo con agua destilada entre mediciones.  

 

3.5.2 Aislamiento bacteriano 

 

El proceso para realizar un aislamiento bacteriano y obtener un cultivo puro de bacterias a partir 

de una muestra mixta se realiza para identificar y caracterizar las bacterias de interés, mediante 

diferentes técnicas: biorreactores microfluidicos, prueba de susceptibilidad antimicrobiana y 

diluciones seriadas, técnica utilizada en esta investigación debido afinidad con la microbiología 

ambiental (Zdor, 2016,pp. 294-296). 

 

3.5.2.1 Diluciones seriadas 

 

Para identificar las bacterias presentes en el sedimento de la laguna del Quilotoa se procede a 

utilizar una dilución seriada que consiste en minimizar la densidad bacteriana presente en una 

muestra. El procedimiento estándar se basa en utilizar un factor de dilución 1/10, partiendo con 

una solución madre que contendrá 10 gr de la muestra compuesta 90 ml de un diluyente estéril, 

peptona al 1% la cual aportara con aminoácidos, péptidos y proteínas necesarias para el cultivo 

de microorganismos (Zhurbenko et al., 2015,pp. 531), al mezclar completamente el sedimento y el 

diluyente se toma 1 ml de la solución y se coloca en 9 ml de peptona al 1%, obteniéndose la 

dilución inicial 10-1, para la siguiente dilución 10-2 se procede a tomar 1 ml de la dilución inicial 

10-1 y colocarlo en un tubo que ya contenga 9 ml de diluyente, de igual manera se requiere mezclar 

completamente la dilución. Repetir el proceso anterior hasta llegar a la dilución que se requiere, 

dilución 10-4 (Carlina et al., 2021,pp.18). 

 

3.5.2.2 Inoculación de cajas Petri 

 

Realizadas las diluciones seriadas hasta la dilución 10-4 se procede a transferir 1 µl de cada 

dilución al centro de un medio de cultivo en una caja Petri, tanto con agar TSA y agar Nutritivo, 

preparados y esterilizados a 121 ºC por 15 minutos, y extender la muestra completamente sobre 

la superficie mediante el uso de un asa de Drigalsky, etiquetar y sellar correctamente la caja Petri 

con para film (Carlina et al., 2021,pp.20; Matheus, Araque y Belandria, 2016,pp. 48-50).
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Tabla 3-2: Composición de caldos y medios de cultivos  

Caldo/Medio de 

cultivo 

Composición Concentración 

en el medio (g/L) 

Agua de peptona 1%  Peptona de carne 10.0 

Cloruro de sodio 5.0 

Agar TSA Digerido pancreático de caseína 15.0 

Digerido papaínico de soya 5.0 

Cloruro sódico 5.0 

Agar 15.0 

Agar Nutritivo Digerido pancreático de gelatina 5.0 

Extracto de carne bovina 3.0 

agar 15.0 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

3.5.3 Morfología colonial 

 

A las 24, 48 y 72 horas siguientes a la inoculación de las cajas Petri se describirá la morfología 

colonial de los organismos inoculados mediante la apariencia física de las colonias para realizar 

un cribado primario de las mismas y estudiar la evolución de los organismos coloniales (Awad, 

Mowafy y Osman, 2020,pp. 390-396; Schwaha, Ostrovsky y Wanninger, 2020,pp. 696-729). Se ha de tomar en 

cuenta el tamaño, la forma, los bordes, la transparencia, el brillo, el color, la textura, la elevación 

y la consistencia, identificando la consistencia con usa tocando la colonia, la elevación 

observando la colonia con la caja Petri horizontalmente mientras que las demás se observan con 

la caja Petri en una posición vertical (Guillen-Nepita, 2020,pp. 60). 



  

38 

 

Ilustración 3-2: Características de la morfología colonial 

Fuente: Guillen-Nepita, 2020,pp. 60 

 

3.5.4 Obtención de cultivos puros  

 

Luego de las 72 horas y de describir la morfología colonial de los cultivos se debe seleccionar las 

colonias que muestren mayor interés y proceder a tomar una pequeña porción de las mismas 

rozando ligeramente el asa sobre su superficie e inoculándolas en un medio de cultivo en caja 

Petri TSA o Nutritivo según corresponda su procedencia de crecimiento, y correctamente 

etiquetándolas (Carlina et al., 2021,pp.21). 

 

3.5.5 Morfología microscópica 

 

Luego de obtener los cultivos puros de bacterias se debe evaluar las mismas mediante su 

morfología microscópica, observando las bacterias teñidas con el microscopio con el lente 100x, 

observando sus formas y agrupaciones (Kushkevych et al., 2021,). 
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Ilustración 3-3: Características a reportar al describir la morfología 

microscópica 

Fuente: Guillen-Nepita, 2020,pp. 60  

 

3.5.5.1 Tinción de Gram 

 

El método de tinción de Gram nos permite diferenciar bacterias en dos grupos: Gram negativas y 

Gram positivas, las primeras con una pared celular delgada constituida por peptidoglucanos y una 

bicapa lipoproteica que se deshace al decolorarse, y las segundas con una pared gruesa constituida 

por peptidoglucanos y polímeros e impermeable, siendo resistente a la decoloración (Rodríguez y 

Arenas, 2018,pp. 166-167). 

 

Primero se debe tomar una muestra de la bacteria con el asa de cultivo y esparcirla por una placa 

porta objetos, fijando la misma al pasarla por la flama de un mechero, y colocar una gota de cristal 

de violeta sobre la muestra fijada, dejar reposar por cinco minutos para luego enjuagar la placa 

con agua destilada, colocar una gota de lugol sobre la misma y de igual manera esperar un minuto 

y enjuagar, continuar colocando una gota de alcohol acetona sobre la placa y esperar de 10 a 15 

segundos para luego enjuagar la placa, por ultimo colocar una gota de safranina sobre la placa 

esperando 40 segundos para colocar la placa cubre objetos sobre la muestra y observar al 

microscopio donde se observaran las bacterias Gram positivas de color purpura o azul, mientras 
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que las bacterias Gram negativas aparecerán de color rosa o rojo (Kim et al., 2020,; Ogawa et al., 

2018,pp. 79-84). 

 

3.5.6 Pruebas de resistencia a metales pesados 

 

3.5.6.1 Mercurio (Hg) 

 

Bacterias como la Escherichia coli aisladas del litoral de Lima-Perú, específicamente en 

desembocaduras de ríos que transportan aguas residuales de origen urbano e industrial 

contaminadas con mercurio, presentaron un nivel de resistencia al cloruro de mercurio II (HgCl2) 

treinta veces mayor (300µM=81,45 ppm) que bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas, 

Staphylococcus y Breviabacterium (>10µM=2,7 ppm)  de diversos ambientes contaminados(Sulca 

López y Alvarado Iparraguirre, 2018,pp. 445-452). 

 

Con 10 mL de una primera dilución de concentración de 80000 ppm de HgCl2 se preparó un medio 

de cultivo con 10 mL de medio de cultivo TSA o Nutritivo según corresponda para cada cepa 

pura a inocular colocando los 20 ml de cada solución en una caja Petri, este proceso se repitió 

para cada concentración de HgCl2 (8000, 800 y 80 ppm) y se procedió a cultivar cada cepa pura 

en su respectivo medio de cultivo con cada concentración de HgCl2 e incubar a 20 ºC por 72 

horas. 

 

3.5.6.2 Arsénico (As) 

 

Cepas bacterianas caracterizadas del rio Camarones en Chile, que supera en 100 veces más el 

límite permitido de arsénico por la OMS  presentaron un alto grado de tolerancia al arsenito entre 

10 y 20 mM (4000 ppm de As2O3) por lo cual se investigó la presencia de genes involucrados en 

la expulsión de arsenito fuera del citoplasma mediante una bomba especifica de eflujo (ATpasa) 

como sistema de supervivencia (Mellado, Víctor y Mondaca, 2011,pp. 131-137).  

 

Con este antecedente se preparó una dilución de óxido de arsénico (III) (As2O3) con una 

concentración de 40000 ppm, para tomar 10 mL de la solución mezclándola con 10 mL de medio 

de cultivo TSA o Nutritivo según corresponde para cada cepa pura y colocar los 20 mL de 

solución y medio de cultivo en cajas Petri. Repetir este proceso para cada concentración de As2O3 

(4000, 400 y 40 ppm) para cultivar cada cepa pura en una caja Petri con su respectivo medio de 

cultivo y cada concentración de As2O3 e incubar durante 72 horas a 20 ºC. 
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3.5.7 Prueba de osmosis 

 

Las halófilas extremas prosperan en concentraciones de 3,4 a 5,1 M de NaCl (20-30%), siendo el 

principal problema para su sobrevivencia la alta presión osmótica ejercida por las altas 

concentraciones de sal, estas bacterias están protegidas por una membrana semipermeable y 

solutos compatibles (estrategia salt-out) que se acumulan en el citoplasma para evitar la 

desecación mediante el movimiento osmótico del agua fuera de la membrana citoplasmatica (Costa 

y Cerletti, 2021,; Kindzierski et al., 2017,; Siglioccolo et al., 2011,pp. 1-12).  

 

Al basarse en la concentración máxima de sal 5,1 M (298044 ppm) que soportan microorganismo 

halófilos extremos se procede a preparar una dilución de 300000 ppm de NaCl, al tomar 10 ml de 

esta dilución y mezclarlos con 10 ml de medio de cultivo TSA o Nutritivo según corresponda para 

cada cepa pura, e inocularla, repetir este proceso mediante una dilución seriada en placa con cada 

cepa pura y mezclarlos bien en una caja Petri, repitiendo este proceso para cada concentración de 

NaCl (3000, 300, 30 y 3 ppm) para cultivar cada cepa pura en una caja Petri con su respectivo 

medio de cultivo y cada  concentración de NaCl e incubar durante 72 horas a 20 ºC. 

 

3.5.8 Prueba de anaerobiosis 

 

Se procedió a utilizar el medio fluido tioglicolato que se utiliza para el enriquecimiento y el 

cultivo de microorganismos anaerobios facultativos, anaerobios estrictos y microaerofilos ya que 

el tioglicolato es un agente reductor que consume el oxígeno en el medio. Colocando 29 gr del 

medio en un litro de agua calentando y agitando el agua hasta diluir completamente la misma y 

esterilizarla a 121 ºC por 15 min y colocar 10 mL del medio en tubos con tapa. 

 

Al enfriar completamente se inocula el medio con cada cepa pura usando un asa redonda y un asa 

recta para colocar el inoculo en la mitad del medio de cultivo, tapando el tubo e incubando sin 

presencia de luz a 20 ºC hasta observar el crecimiento de organismos. 

 

Al observar los crecimientos de microorganismos en la parte superior del tubo se concentrarán 

microorganismos aerobios, en mitad del tubo se concentrarán microorganismos anaerobios 

facultativos y en el fondo del tubo se concentrarán microorganismos anaerobios estrictos. 
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Tabla 3-3: Composición del medio fluido tioglicolato  

Composición Concentración en el medio 

(g/L) 

Digerido pancreático de 

caseína 
15.0 

Extracto de levadura 5.0 

Dextrosa 5.5 

Cloruro de sodio 2.5 

Tioglicolato de sodio 0.5 

L-cistina 0.5 

Resazurina  0.001 

Agar 0.75 

Digerido pancreático de 

caseína 
15.0 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

3.5.9 Identificación molecular de bacterias 

 

La extracción de ADN se realizó por métodos convencionales, utilizando aproximadamente 100 

mg de muestra de biomasa y evaluando la integridad y calidad del ADN mediante 

espectrofotometría de micro volúmenes y visualización en gel de agarosa. 

 

El ADN obtenido fue enviado para la secuenciación de alto rendimiento posterior a la preparación 

de librerías de amplicón, utilizando los primers universales 16S: 27F/1492R y siendo 

ensambladas con herramientas bioinformáticas para finalmente comparar las secuencias 

ensambladas con la base de datos de nucleótidos de GenBank del NCBI para su identificación 

taxonómica. 
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CAPÍTULO IV 

 

4. MARCO DE ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 

 

4.1 Procesamiento, análisis e interpretación de resultados 

 

4.1.1 Medición fisicoquímica in situ y ex situ 

 

Los resultados de la medición de parámetros fisicoquímicos de las muestras compuestas de 

sedimentos de la laguna volcánica del Quilotoa están resumidos en la siguiente tabla: 

 

Tabla 4-1: Resultados de medición in situ y ex situ 

Muestra 

Medición in situ Medición ex situ 

Temp. (ºC) pH pH 
Cond. 

(µS/cm) 
Sali. (ppt) 

MQC1 16,16 7,59 7,77 29,1 1,44 

MQC2 16,8 7,76 7,91 22,7 1,14 

MQC3 16,8 7,8 8,02 15,4 0,87 

MQC4 16,9 7,57 7,49 17,8 0,77 

Promedio 16,665 7,68 7,7975 21,25 1,055 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

La medición in situ de parámetros fisicoquímicos de la laguna del Quilotoa mostro que la 

temperatura no varía significativamente siendo la menor temperatura del punto 1 cerca del muelle 

con 16,16 ºC y la mayor temperatura de 16,9 ºC en el punto 4 promediando una temperatura de 

16,67 ºC, estas temperaturas fueron medidas al medio día en la época seca en el Ecuador y con 

presencia de lluvias leves en la región de la laguna del Quilotoa. 

 

Cabe mencionar que los lagos de alta montaña son muy frágiles y cambiantes respecto a la época 

del año debido a que el mínimo cambio en su climatología afecta el agua de la laguna de manera 

que al estar en zonas geográficamente altas las temperaturas oscilantes son muy bajas y al mínimo 

cambio afecta la actividad y dinámica trófica de las comunidades planctónicas que habitan estas 

lagunas, de igual manera las precipitaciones afectan la temperatura al aumentar la cantidad de 

agua que se posa en la superficie de la laguna disminuyendo la temperatura gradualmente (Carrillo 

Espinoza, 2022,pp. 20-37). Adicionalmente según Solas, (2018, p. 35 ) la cantidad de radiación solar que  

llega a la superficie del agua de lagunas de alta montaña suele ser mayor debido a la menor 

cantidad de atmosfera que absorbe la radiación en estas altitudes calentando la superficie del agua 
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y pudiendo calentar el fondo de la laguna afectando tanto la temperatura en la superficie como a 

los microorganismo que habitan en sus aguas. Al igual que la temperatura depende de la época 

del año también se puede ver afectada por su ubicación geográfica, los cambios antropogénicos e 

incluso su propio pH (González et al., 2021,pp. 27-33). 

 

Dentro de los cambios antropogénicos que afectan la temperatura del agua se menciona que los 

cambios en la cobertura vegetal circundante a las lagunas aumentan la cantidad de radiación solar 

que llega a la superficie y aumenta la temperatura del agua al igual que los cambios en el uso de 

suelo como agricultura, ganadería o urbanización alterando el ciclo del agua al igual que la 

cantidad y calidad de la misma que puede llegar a la laguna por precipitaciones (Morales-Ruiz y Díaz-

López, 2020,pp. 377-385). 

 

En la investigación “Evaluación limnológica y microbiológica de la Laguna del Quilotoa, 

provincia de Cotopaxi – Ecuador” realizada por Acuña Almachi, (2021, pp. 58-59) se indican valores 

de temperatura entre 11,2 ºC y 16,9 ºC, coincidiendo la temperatura mayor con la medida para 

esta investigación pero variando en la temperatura mínima por 4,96 ºC, esto debido a que la 

temperatura menor fue tomada en horas tempranas del día, mientras que en esta investigación fue 

tomada en horas del mediodía. En otras investigaciones afines a la laguna del Quilotoa se han 

reportado temperaturas entre 12,10 ºC y 14,9 ºC durante los meses de noviembre y diciembre, 

meses finales de la estación húmeda e inicios de la estación seca en el Ecuador (González et al., 

2020a,pp. 71-83).  

 

Algunas lagunas volcánicas como la laguna de Bourakè en Nueva Caledonia mantienen una 

temperatura fluctuante entre 17,5 ºC y 33,8 ºC evitando una perdida excesiva de masa debido a la 

temperatura gracias a respiraderos termales que liberan agua caliente lo cual aumenta la 

temperatura y evita evaporaciones(Tanvet et al., 2022,pp. 83), adicionalmente la profundidad de la 

laguna y la composición química del agua desempeñan un papel importante en la capacidad de 

retener agua y resistir a la evaporación (Carmona et al., 2019,pp. 1-14).  

 

Los valores de pH en la Laguna del Quilotoa medidos in situ y ex situ variaron vagamente entre 

si reportando un valor mínimo de 7,49 en el punto 4 y un valor máximo de 8,02 en el punto 3 

denotando un pH ligeramente alcalino. Estos valores se asemejan a los obtenidos en un estudio 

en la laguna de alta montaña Sausacocha en Perú, teniendo un pH de entre 6,7 y 8,4, al igual que 

en la laguna Puna en Argentina con un pH entre 6,3 y 8,5, ambas lagunas por sobre los 3250 

metros sobre el nivel del mar (Esparza Tacanga, 2019,pp. 110).Contrastando los datos antes citados, el 

pH de lagunas volcánicas alrededor del mundo varían considerablemente yendo desde lagunas 

completamente acidas como las aguas del sistema volcánico Copahue-Rio Agrio en Argentina 
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con un pH entre 0,3 y 0,8 o del lago volcánico Taal en Filipinas con un pH acido de entre 2 y 3 

atribuido al aumento de emisiones de CO2 el cual acidifica las aguas al estar disuelto en las 

mismas y generar ácido carbónico por la actividad sísmica y volcánica de la zona(Bedogni et al., 

2020,pp. 8-10), hasta lagunas neutras o ligeramente alcalinas como es el caso de la laguna de 

Limpiopungo en Ecuador con un pH que va desde 8,11 a 8,84 demostrando la capacidad de 

conservar un pH  a pesar de recibir soluciones acidas o alcalinas correspondientes a carbonatos, 

bicarbonatos o hidróxidos, al igual que la laguna de Colta con un pH promedio de 8.87 (Guangasig 

Toapanta et al., 2023,pp. 5-9). 

 

Según Caudron, Ohba y Capaccioni, (2017,pp. 6) las lagunas volcánicas están clasificadas según su 

actividad volcánica en seis tipos, el primer grupo corresponde a lagunas volcánicas en erupción, 

el segundo corresponde a lagunas con actividad máxima, el tercero corresponde a lagunas con 

alta actividad subdividiéndose en dos subgrupos, ambos teniendo aguas acidas, el primero con 

aguas calientes se caracteriza por temperaturas entre 35 y 45 ºC con un total de solidos disueltos 

(TDS) entre 150 y 250 g/l, el segundo con aguas frescas se encuentra con temperaturas entre 20 

y 35 ºC y entre 40 y 150 g/l de TDS, el cuarto grupo pertenece a lagunas con actividad media 

siendo menos ácidos y estando a menudo oxidados o siendo acido-salinos reducidos, el quinto 

grupo corresponde a lagos de baja actividad siendo lagunas calentadas por vapor o CO2 el cual 

mayormente llega a la superficie pero puede quedar atrapado en las profundidades generando un 

lago estratificado, y finalmente el sexto grupo corresponde a lagos volcánicos sin actividad, grupo 

en el cual se encuentra la laguna del Quilotoa por la inactividad del volcán desde hace 800 años 

aproximadamente. 

 

El siguiente parámetro medido fue la conductividad eléctrica de las muestras de la laguna del 

Quilotoa, con una conductividad entre 15,4 a 29,1 µS/cm, una conductividad sumamente baja que 

contrasta con varias investigaciones en la misma laguna del Quilotoa que han medido 

conductividades eléctricas de entre 16320 a 16560 µS/cm (González et al., 2020b,pp. 71-83), lo cual 

indica que hay una excesiva mineralización en las aguas de la laguna del Quilotoa. 

 

Si bien según Quevedo Beltrán, Bazán Tapia y Rojas Rojas, (2020,pp. 136-151) y Ortiz y Jaquelina, (2017,pp. 127-

132), una baja conductividad eléctrica como la obtenida en esta investigación puede indicar una 

menor actividad microbiana debido a que los microorganismos como bacterias y hongos producen 

ácidos organicos que disuelven minerales del suelo y liberan iones que son capaces de conducir 

la electricidad cabe mencionar que el estudio se centró en los sedimentos de la laguna del Quilotoa 

y no directamente en sus aguas, por lo que los iones que conducen la electricidad se encontraban 

ya esparcidos en el agua de la laguna y al mezclar el sedimento con agua destilada para su 
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medición de parámetros físico-químicos, se midió una conductividad considerablemente menor, 

pero sin afectar la microbiota presente en los sedimentos. 

 

Dentro de la investigación “ Evaluación y seguimiento del cambio global en tres lagos de alta 

montaña de Parques Nacionales” en la cual se estudia datos históricos obtenidos de los 

sedimentos, la geomorfología y la red de drenaje comparándolos con datos medidos 

recientemente se menciona que para el lago de Marboré a 2590 metros de altitud muestreando 

sedimentos de la laguna se midió una conductividad eléctrica de 74 µS/cm, medida que es 

ligeramente comparable con la conductividad eléctrica del sedimento de la laguna del Quilotoa 

(Mata Campo et al., 2015,pp. 287-306). 

 

Finalmente, el último factor físico-químico medido fue la salinidad de los sedimentos teniendo 

como resultado una salinidad entre 0,77 y 1,44 ppt equivalentes a una salinidad media de 1,05 ppt 

(1,05%), un porcentaje sumamente bajo comparado con el resultante de la medición en la 

investigación de Acuña Almachi, (2021,58) realizada en la laguna del Quilotoa que mostro salinidades 

de entre 9,6 y 9,9 ppt (9,9%) debido a que en la presente investigación se midió la salinidad de 

los sedimentos en solución con agua destilada por lo que los minerales capaces de mostrar la 

salinidad del agua se esparcieron en la laguna previo a la toma de muestras, razón por la que la 

salinidad y la conductividad eléctrica resultaron tan bajas. En contraste en algunas lagunas 

volcánicas como las lagunas de Lillo la salinidad alcanza un máximo de 350000 ppm o en las 

lagunas de Coca-Olmedo que contienen una salinidad máxima de 26000 ppm (Cabestrero, 2018,pp. 

34-38) variabilidad debida a varios factores como su ubicación, sus características físicas, las 

acciones antropogénicas, la época del año e incluso el nivel de actividad volcánica de la laguna. 

 

4.1.2 Aislamiento bacteriano 

 

Para el aislamiento de bacterias se seleccionaron colonias caracterizadas a partir de las 

inoculaciones en cajas Petri de las diluciones seriadas, seleccionándose de acuerdo a su 

morfología colonial 10 cepas bacterianas aislando las mismas por estriado en cuatro cuadrantes y 

realizando 3 repiques para obtener cultivos puros. 
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Ilustración 4-1: Algunas de las bacterias aisladas: MQC1 10-2 N, MQC1 

10-2 N*, MQC3 10-4 TSA, MQC4 10-2 N 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

4.1.3 Morfología colonial  

 

La caracterización morfológica de la colonias  bacterianas se realizó teniendo en cuenta nueve 

características coloniales las cuales fueron: tamaño, forma, borde, transparencia, brillo, color, 

textura, elevación y consistencia,  el  tamaño más común de las colonias fue mediano de entre 1,5 

y 2,5 mm de diámetro destacando dos colonias grandes de más de 3 mm de diámetro, la mayoría 

con una forma irregular y bordes ondulados y siendo opacas a la vista y sin brillo, con  tres colores  

visualizados: crema, amarillo y naranja, destacando una colonia bacteriana transparente e incolora 

en la mayor parte del área de cultivo, esta colonia igualmente presento una consistencia suave a 

diferencia de la consistencia mucoide de las demás colonias,  todas con una elevación plana y una 

textura lisa excepto una colonia con textura rugosa. Si bien el color puede caracterizar a algunas 

bacterias que resultarán distintivas, no todas las de un mismo género producirán el mismo color 

de colonia e incluso algunas no producirán pigmentos visibles en absoluto, al igual que las 

texturas rugosas, arrugadas o granulares de las colonias pueden deberse a la producción de 

exopolisacáridos, formación de biofilms o la producción de enzimas que degradan el medio de 
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cultivo proporcionando pistas preliminares sobre el tipo de bacteria presente pero no es suficiente 

para determinar con certeza la identidad de la bacteria (Landa-Salgado et al., 2019,pp. 68-83). 

 

Estas características si bien son información útil para poder acercarse a identificar ciertos géneros 

o especies bacterianas no son características definitivas para lograrlo pues el crecimiento y todos 

los aspectos mencionados variarán y dependerán de ciertos factores como pueden ser la especie 

bacteriana, las condiciones de crecimiento, el medio de cultivo utilizado o las propiedades 

bioquímicas específicas de la propia bacteria.  A pesar de esto para la identificación de bacterias 

con capacidades reductoras de ciertos elementos es posible utilizar medios específicos en 

conjunto con otros compuestos para evaluar su capacidad reductora y muy posiblemente su 

género, como por ejemplo en la investigación “Identificación de bacterias con capacidad 

degradadora de poliuretanos aisladas del Golfo de México” en la cual se utilizó un medio marino 

ONR7a y el poliéster de poliuretano Polycrylica para denotar la formación de halos alrededor de 

las colonias bacterianas para determinar su capacidad de degradar poliuretano(Martín-DelCampo, 

2018,). 
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Tabla 4-2: Morfología colonial de bacterias aisladas. 

Cepa Dilución 

Medio 

de 

cultivo 

Tamaño Forma Borde Transpar. Brillo Color Textura Elevación Consistencia 
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MQC1  10-2 Nutritivo   x  x        x   x  x  Crema  x  x    x 

MQC1*  10-2 Nutritivo  x       x     x   x x   Amarillento  x x    x 

MQC2 10-2 TSA   x  x     x      x  x  Crema  x  x    x 

MQC2 10-4 Nutritivo   x  x     x      x  x  Crema  x  x    x 

MQC3 10-1 TSA    x     x    x   x  x  Crema  x  x    x 

MQC3 10-2 TSA   x  x     x       x x   Amarillento x  x    x 

MQC3 10-4 TSA  x       x      x x  x  Crema  x  x    x 

MQC4 10-2 TSA  x       x    x   x  x   Naranja x  x    x 

MQC4 10-2 Nutritivo   x      x    x    x x  Incoloro  x  x   x  

MQC4 10-4 TSA    x     x    x    x x   Amarillento x  x    x 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 
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4.1.4 Morfología microscópica 

 

Mediante el proceso de tinción de Gram se puedo efectuar la caracterización microscópica de las 

cepas aisladas con el propósito de describir la morfología de cada una de ellas. De las cepas 

aisladas se diferenció que 8 cepas se tinturaron de color rojizo las cuales ingresan en la categoría 

de Gram negativas y 2 tinturaron de color violeta o morado las cuales son Gram positivas (Tabla 

4-3).  

 

Tabla 4-3: Resultado Tinción Gram de bacterias aisladas  

Cepa  Dilución  Medio de 

cultivo  

Morfología 

Microscópica  

Tipo de Gram  

MQC1  10-2 Nutritivo Bacilos  Negativa 

MQC1  10-2 Nutritivo-1 Bacilos Negativa  

MQC2 10-2 TSA Bacilos  Negativa  

MQC2 10-4 Nutritivo Bacilos  Positiva  

MQC3 10-1 TSA Bacilos  Negativa 

MQC3 10-2 TSA Bacilos  Negativa  

MQC3 10-4 TSA Bacilos  Positiva  

MQC4 10-2 TSA Bacilos  Negativa  

MQC4 10-2 Nutritivo  Bacilos  Negativa  

MQC4 10-4 TSA Cocos  Negativa  

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

En la figura 2-4 A, mediante la coloración de Gram efectuada proveniente de la muestra MQC3 

10-4, se observó un grupo de bacterias Gram positivas, rectas y bacilares. Mientras que en la Figura 

4-4 B, perteneciente a MQC4 10-4, observo un grupo de bacterias Gram negativas, redondas. 

 

 

Ilustración 4-2: Observación 100x, Tinción Gram A: Bacilos (+); B: Cocos (-) 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 
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Tabla 4-4: Caracterización microscópica. 

Tinción Gram Morfología Porcentaje (%) Total 

Bacilos  Cocos  

Positivas  2 - 2 

Negativas  7 1 8 

TOTAL 9 1 10 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

 

Ilustración 4-3: Porcentaje de bacterias según la tinción Gram de aislamiento de sedimentos 

provenientes de la laguna volcánica Quilotoa.   

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

En el grafico 1-4 se observa que las cepas previamente aisladas de la laguna Quilotoa un 70% 

fueron bacilos Gram negativos, un 20% bacilos Gram positivos y 10% cocos Gram negativos. De 

acuerdo al estudio realizado por es Escobar (2019, p. 64) realizada en la misma laguna nos reporta 

resultados muy similares, el cual identifico un 38% bacilos Gram negativos, 17% bacilos Gram 

positivos y 26% cocos Gram negativos. Mientras que en otro estudio realizado por Acuña (2021, 

p.100) en la laguna del Quilotoa de igual manera tiene una similitud con los resultados obtenidos 

ya que se encontró 9% bacilos Gram positivos, 73% bacilos Gram negativos y 18% cocos Gram 

negativos.  Corroborando con la información en un estudio llamado “Bacterioplancton de tres 

humedales altoandinos de la cordillera Oriental de Colombia” realizado por Meneses y Herrera   
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( 2015,pp. 1-10) se encontró bacilos Gram negativos en un 74%, bacilos Gram positivos en un 

17% y un 9% de cocos y cocobacilos Gram positivos.  

 

4.1.5 Prueba de resistencia al mercurio (Hg) 

 

La resistencia bacteriana al mercurio se realizó cultivando las cepas puras en 4 diferentes 

concentraciones de cloruro de mercurio II (HgCl2), realizando esta prueba por triplicado para 

conseguir una certeza de resultados, los cuales se muestran en la siguiente tabla: 

 

Tabla 4-5: Pruebas de resistencia con Mercurio (II) 

Cepa Dilución Medio 
Concentración(ppm) 

80 800 8000 80000 

MQC1 10-2 Nutritivo X X X X 

MQC1* 10-2 Nutritivo X X X X 

MQC2 10-2 TSA X X X X 

MQC2 10-4 Nutritivo X X X X 

MQC3 10-1 TSA X X X X 

MQC3 10-2 TSA X X X X 

MQC3 10-4 TSA X X - - 

MQC4 10-2 Nutritivo X X X - 

MQC4 10-2 TSA X X X X 

MQC4 10-4 TSA X X X X 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

Las pruebas de resistencia determinaron que solo dos cepas no fueron resistentes a altas 

concentraciones de mercurio siendo la cepa MQC4 10-2 N que no resistió la mayor concentración 

de 80000 ppm de HgCl2 y la cepa MQC3 10-1 TSA que no resistió la concentración de 8000 ppm 

de HgCl2, mientras que todas las demás cepas resistieron hasta la máxima concentración de 80000 

ppm, siendo las cepas: MQC1 10-2 N, MQC1* 10-2 N, MQC2 10-2 TSA, MQC2 10-4 N, MQC3 

10-4 TSA, MQC3 10-2 TSA, MQC4 10-2 TSA y MQC4 10-4 TSA. 
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Ilustración 4-4: Prueba de resistencia al mercurio (II) 800 

ppm de HgCl2 en cepa MQC3 10-2 TSA. 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

En la investigación realizada por Sulca López y Alvarado Iparraguirre, (2018,pp. 445-452) se usaron cepas 

de Escherichia coli aisladas de la bahía del Callao en Perú entre 1999 y 2000 que presentaron una 

resistencia máxima al cloruro de mercurio II hasta una concentración de 81,45 ppm posiblemente 

debido a la cercanía entre los puntos de muestreo con el rio Rímac y Chillón que funcionaban a 

modo de transporte de residuos urbanos, industriales e incluso mineros, esta resistencia al 

mercurio en cepas de E. coli estaba presente en plásmidos de resistencia los cuales pueden ser 

transferidos entre bacterias permitiendo colonizar ambientes más extremos conforme se 

transfieren y así facilitar la diseminación horizontal de genes(Páez Angarita, 2021,pp. 2-15). En base a 

estos datos y a que la resistencia al mercurio de cepas bacterianas pudo haber aumentado 

considerablemente a lo largo de 20 años se optó por tomar para la presente investigación una 

concentración mínima de 80 ppm de HgCl2 para realizar las pruebas de resistencia al mercurio, 

hasta una concentración máxima de 80000 ppm obteniendo que ocho cepas bacterianas de la 

laguna del Quilotoa resistieran hasta 1000 veces más concentración de mercurio II que las cepas 

de E. coli aisladas en Perú. 

 

De igual manera y con resultados similares a la de las cepas de E. coli en Perú, en la investigación 

“Aislamiento e identificación de bacterias resistentes al mercurio en sedimentos de la ciénaga de 

Mallorquín, Atlántico, Colombia” se menciona la identificación de bacterias resistentes a 

concentraciones de 0,5 mM (135,76 ppm) de cloruro de mercurio I (HgCl) por parte de dos cepas 
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de bacterias las cuales fueron Micrococcus aloeverae y Halobacillus dabanensis, aun siendo 

superadas por las bacterias de la laguna del Quilotoa por 600 veces más concentración de mercurio 

aproximadamente (Bravo Ortiz et al., 2022,).  

 

En la tesis doctoral realizada por Rodriguez Rojas,( 2017,) se mencionan varias cepas bacterianas con 

resistencia a concentraciones de mercurio II, Telurito (TeO3) y a condiciones extremas de frio, 

tratándose una de ellas perteneciente al género Pseudomonas y posiblemente siendo una bacteria 

poliextremófila al resistir 200 µM (40,12 ppm) de Hg2+ y 200 µM de Telurito en presencia de 

Hg2+, bacteria a la cual al realizarle una secuenciación de ARN mostro que la exposición a los 

compuestos mencionados podía influir la transcripción de genes de transporte, traducción, 

transcripción, estrés oxidativo, estrés por metales, oxidorreductasas y metabolismo de azufre. 

 

Con el propósito de mitigar la contaminación por Hg en ecosistemas naturales Paternina, Perez y 

Vitola, (2017,pp. 301-310) aislaron bacterias rizosféricas de zonas aledañas a la mina Santa Cruz en 

Colombia, mina conocida por la explotación artesanal de oro, mediante el uso de altas 

concentraciones de mercurio, por lo que la microbiota tenía predisposición a sobrevivir en 

ambientes con altas concentraciones de mercurio, y por lo tanto a mitigar este elemento, 

adicionalmente resistiendo un ambiente extremadamente ácido y salino debido a estas 

características en el suelo en el que se llevó a cabo el aislamiento. La cepa aislada con mayor 

tolerancia al mercurio fue la bacteria Pseudomonas luteola resistiendo hasta 200 ppm de mercurio 

en forma de cloruro de mercurio II (HgCl2), siendo 400 veces menor a la reportada en esta 

investigación.  

 

En un estudio similar en sedimentos de ríos, se encontró varias cepas bacterianas resistentes a 

mercurio y plomo, debido a que el rio del estudio fue el rio Ramis en Perú, en el cual se depositan 

tanto aguas servidas como desechos mineros de zonas aledañas, de estas cepas bacterianas las que 

mostraron mayor resistencia a mercurio y plomo, específicamente a cloruro de mercurio II 

(HgCl2) fueron cepas de Serratia y Escherichia resistiendo concentraciones de 2000 ppm, siendo 

la concentración más cercana a la registrada en la presente investigación con cepas bacterianas 

aisladas de la laguna del Quilotoa. Estas bacterias descritas del rio Ramis en Perú llevan a cabo 

una biotransformación del mercurio a formas menos toxicas, en específico bacterias 

gramnegativas que resisten al mercurio cuentan con una enzima denominada mercúrico-reductasa 

ligada a NADPH que reduce el Hg2+ a Hg0 el cual es volátil pero no es toxico para humanos ni 

microorganismos (Quispe Machaca, 2017,pp. 202-212). Otro método para resistir altas concentraciones 

de metales pesados como el mercurio viene descrito por Malavet-Luna, (2020,pp. 1-60) en su 

investigación con Staphylococcus aureus donde demuestra una prevalencia alta de genes merA y 
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merB, el primero codificando una reductasa mercúrica para reducir dicho elemento, el segundo 

gen codifica una liasa órgano mercurial la cual rompe los enlaces carbono-mercurio para 

detoxificar en conjunto con la reductasa mercúrica. 

 

En esta investigación para garantizar la calidad y precisión de los resultados de los análisis 

microbiológicos se estableció un control de viabilidad al cultivar cada cepa bacteriana pura en su 

medio (TSA o Nutritivo) sin ninguna concentración de mercurio ni ninguna otra variabilidad al 

mismo tiempo que se realizaba la prueba de resistencia al mercurio con las mismas cepas puras y 

una cepa de Escherichia coli como muestra control. Cultivando la misma en medio TSA con cada 

concentración de cloruro de mercurio II utilizada en las cepas aisladas de la laguna del Quilotoa, 

reportándose que esta bacteria no creció bajo ninguna concentración de HgCl2 siendo inhibida 

totalmente por el mercurio. 

 

Tabla 4-6: Pruebas de resistencia con Hg (III) en Escherichia coli  

Cepa Medio  Concentración (ppm) 

80 800 8000 80000 

Escherichia coli  TSA  - - - - 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

 

Ilustración 4-5: Prueba de resistencia al mercurio (II) 

8000 ppm de HgCl2 en Escherichia coli. 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 
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Hay varias investigaciones en las cuales se han encontrado con cepas de E. coli resistentes a 

mercurio y otros metales pesados como en la investigación “El papel del gen merA de Escherichia 

coli resistente al mercurio del río Kahayan, Kalimantan Central, Indonesia, en la resistencia 

emergente a los antibióticos” que encontró en las aguas muy contaminadas del rio Kahayan cepas 

de E. coli que contaban con el gen merA el cual codifica la enzima mercúrica reductasa que reduce 

el Hg2+ a Hg0 (Martani et al., 2022, pp. 6629-6634), de igual manera según Mollocondo, (2020,pp. 64) en el 

rio Coata se lograron aislar bacterias resistentes tanto a mercurio y plomo, siendo el E. coli 

resistente a bajas concentraciones de mercurio pero a altas concentraciones de plomo de hasta 

10000 ppm. Con el hecho de que cepas de E.coli sobrevivan en ambientes con altas 

concentraciones de mercurio se puede implicar que las mismas puedan desarrollar la capacidad 

de bioadsorber el Hg, como se analiza en la investigación de Espinoza Salazar y Manziny Lazo, (2019,pp. 

1-119) en la cual se utilizó cepas de E. coli para adsorber aproximadamente 7,83 ppm de Hg de un 

suelo contaminado de Ascensión, Huancavelica, en un tiempo óptimo de 90 minutos, utilizando 

biomasa de E. coli con 20 horas de crecimiento aproximadamente, pero acidificando el suelo, 

pues los análisis mostraron una disminución de pH de 7,49 a 5,35 luego de utilizar las cepas de 

E. coli debido a la transformación de ciertas estructuras de nitrógeno. 

 

Si bien las investigaciones antes mencionadas trabajan con cepas de E. coli  que previamente 

estuvieron en contacto con mercurio ya sea en líquidos o solidos hay investigaciones las cuales 

han trabajado para estudiar la adaptabilidad que presentan estas cepas, como se menciona en “ The 

Effect of Mercury Exposure to Escherichia Coli Bacteria Resistant to Mercury and Escerichia 

Coli Esbl in Vitro” en la cual se intentó demostrar que la exposición repetida al mercurio podría 

cambiar una cepa normal de E. coli a una cepa resistente al mercurio, exponiendo las cepas 

durante un día in vitro a concentraciones de mercurio desde 0,02 ppm hasta 0,2 ppm de HgCl2 , 

resultando en que de las 27 cepas expuestas 9 desarrollaron una resistencia a la máxima 

concentración de mercurio en tan solo un día (Retno Kusumawati, 2021,pp. 72-80). Esto explica la razón 

de que las cepas de E. coli utilizadas en la presente investigación no hayan tenido ningún 

crecimiento a ninguna concentración de HgCl2, pues se puede establecer una relación entre la 

exposición a un contaminante y el desarrollo de una resistencia especifica al mismo, por lo que 

es posible suponer que las cepas utilizadas no han sido expuestas anteriormente a mercurio II. 

 

Adicionalmente en las investigaciones realizadas por Retno Kusumawati, (2021,pp. 72-80); Martani et al., 

(2022,pp. 6629-6634);  y Sulca López y Alvarado Iparraguirre, (2018,pp. 445-452) se establece una relación 

entre la resistencia al mercurio en cepas de E. coli y la resistencia de la misma a diversos 

antibióticos lo que provoca un peligro de salubridad pues gracias a la contaminación por mercurio 
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causada por diferentes fuentes antropogénicas la resistencia bacteriana está aumentando 

gradualmente y podría aumentar exponencialmente si se diera el caso de que esta resistencia 

estuviera codificada en plásmidos los cuales pudieran ser transferidos a otras bacterias.  

 

4.1.6 Prueba de resistencia al arsénico (As) 

 

Para determinar la resistencia de bacterias al arsénico, se realizó cultivando las cepas puras en 4 

diferentes concentraciones de óxido de arsénico III (As2O3), realizando esta prueba por triplicado 

para conseguir una veracidad de resultados, los resultados obtenidos se reflejan en la siguiente 

tabla: 

 

 Tabla 4-7: Pruebas de resistencia con Arsénico (III)  

Cepa Dilución Medio 
Concentración(ppm) 

40 400 4000 40000 

MQC1 10-2 Nutritivo X X X X 

MQC1* 10-2 Nutritivo X X X - 

MQC2 10-2 TSA X X X X 

MQC2 10-4 Nutritivo X X X - 

MQC3 10-1 TSA X X X X 

MQC3 10-2 TSA X X X X 

MQC3 10-4 TSA X X X - 

MQC4 10-2 Nutritivo X X X X 

MQC4 10-2 TSA X X X - 

MQC4 10-4 TSA X X X X 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

Las pruebas de resistencia determinaron que cuatro cepas no fueron resistentes a altas 

concentraciones de arsénico siendo las cepas MQC1* 10-2 N, MQC2 10-4 N, MQC3 10-1 TSA, 

MQC4 10-2 TSA las cuales no resistieron a la mayor concentración de 40000 ppm de As2O3, 

mientras que todas las cepas restantes resistieron hasta la máxima concentración de 40000 ppm, 

siendo las cepas: MQC1 10-2 N, MQC2 10-2 TSA, MQC3 10-4 TSA, MQC3 10-2 TSA, MQC4 10-

2 N y MQC4 10-4 TSA. 
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Ilustración 4-6: Pruebas de resistencia de As con 

concentración de 4000 ppm Muestra MQC3 10-2 TSA. 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación con respecto a la resistencia de bacterias 

al As tienen una similitud con los datos generados por Arredondo et al. (2018, pp. 23-27) en un estudio 

de identificación de bacterias y hongos de importancia biotecnológica en la resistencia a arsénico, 

la cual trabajaron con concentraciones desde 15 hasta 30ppm, mientras que en este trabajo se 

observó una mayor resistencia presentada ya que se llegó hasta una concentración de 40000 ppm. 

La resistencia bacteriana observada podría atribuirse a una oxido- reducción de arsénico 

presentada en el compuesto As2O3.  

 

En otro trabajo de investigación realizado por Burbano y López. (2022, pp. 50-51) la cual trabajaron con 

Bacterias resistentes a As y Cr de la microcuenca del rio Gala, pusieron a resistencia cepas 

bacterianas contra trióxido de arsénico la mayoría de cepas soportaron concentraciones de 100 

ppm, las cuales en este proyecto las cepas trabajadas resistieron 300 veces más que en el trabajo 

anteriormente mencionado.  

 

Según Guevara, et al. (2017, pp. 1-7), laboraron con muestras de suelo en la cual pusieron a resistencia 

a bacterias a concentraciones de 15, 19, 25 y 29 ppm. Trabajaron con un aislamiento seriado de 

suelo en dos diluciones, se verifico la resistencia in vitro al Arsénico de estos organismos dando 

como resultado que bacterias del género Bacillus pasteurri, Vibrio sp, Pseudomonas sp, Bacillus 

sp, Bacillus, Sphaericus, Sporobolomyce sp. Similitud que se tienen con los resultados de esta 
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investigación a diferencia que se trabajó con concentración de 40 hasta 40000 demostrando las 

cepas seleccionas que tienen una mayor tolerancia al As.  

 

Al comparar resultados de tolerancia de bacterias hacia As tenemos el estudio reportado por Uddin, 

Hossain y Uddin. (2022,pp. 93-97), en donde trabajaron con cinco cepas como: Bacillus lichenifomis, 

Bacillus polymyxa, Listeria murrayi, Moraxella urethalis y Planococcus citreus, todas estas cepas 

fueron capaces de tolerar hasta 100 ppm (mgl-1) de arsénico (III), según Laha et al. (2021,pp. 144-

148) trabajaron con bacterias que aislaron de un suelo contaminado con As en Bengala occidental 

en la India en donde la cepa bacteriana LAR- presento una concentración inhibitoria mínima 

frente a As (V) y As ( III) tolerando hasta 300 ppm. En los dos estudios los valores son inferiores 

basados con los resultados obtenidos en este proyecto de investigación.  

 

Las diferencias entre el nivel de tolerancia pueden verse afectados por distintos factores los mismo 

que tienen relación con las condiciones ambientales en las que habitan como: pH, temperatura, 

concentración del meta, presión osmótica, etc., ya que estos factores son los que confieren 

características únicas a cada bacteria.  

 

En esta investigación como control de viabilidad del medio se inoculo en medio TSA y nutritivo 

sin suplementación de As (III). Por otra parte, también se realizó pruebas de resistencia hacia el 

As (III) con bacterias ya reconocidas, mediante estudios previos de modo que fueron utilizadas 

como muestras de control.  

 

Como control o punto blanco se trabajó con Escherichia Coli en medio TSA suplementado con 

As (III) bajo las mismas condiciones, obteniendo un crecimiento a concentración de 40 hasta 4000 

ppm en 40000 no existió crecimiento (Tabla 4-8) (Ilustración 4-7). De acuerdo con Letek, Ramos 

y Mateos. (2005,pp. 2) demostró que Escherichia coli presento una menor resistencia al As (III) 

en concentraciones de (0,04- 4 ppm) y As (V) en concentraciones de (10 – 100 ppm) 

 

Tabla 4-8: Pruebas de resistencia con As (III) en Escherichia coli  

Cepa  Medio  Concentración (ppm) 

40 400 4000 40000 

Escherichia coli  TSA  X X X - 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 
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Ilustración 4-7: Prueba de resistencia de Escherichia 

coli en TSA con As a concentración 4000 ppm. 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

Estos resultados concuerdan con los de Ordóñez, et al. (2003,pp. 2) en su investigación se aislaron 4 

cepas de E. coli provenientes de aguas residuales, se demostró que son tolerantes a 

concentraciones de arsenito As (III) de entre ( 3-5 ppm) y resistentes a As (V) de entre (7-9 ppm). 

En comparación con el estudio realizado por Rodarte Gómez (2017,pp. 10) la cual trabajo con E. coli 

y puso a resistencia a metales como (As, Pb, Zn y Cd) en donde se demostró la tolerancia que 

estas bacterias pueden tener a estos distintos metales, para el arsénico se trabajó con As (V) en 

concentraciones ( 5, 10 y 50 mM) en donde en cada concentración hubo respuesta de crecimiento.  

En la investigación realizada por Valenzuela. (2012) realizado con muestras de aguas con 

contaminación alta de arsénico, se trabajó con E. coli pmv132- arsRABS ante diferentes 

concentraciones de As (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 µM). Otro estudio realizado por Mellado, 

Víctor y Mondaca. (2011,pp. 131-137), los experimentos de medición de los niveles de tolerancia a 

arsenito y arseniato realizados en las cepas estudiadas mostraron que la cepa del río Camarones 

era capaz de tolerar (10-20 mM) de arseniato y (>100 mM) de arseniato, aunque la cepa del río 

Lauca (área utilizada como un control debido a la detección de bajas concentraciones de arsénico) 

fue capaz de tolerar arsenito (8-10 mM) y cuando se clasificó como resistente fue capaz de crecer 

en medios con concentraciones de arsenito (> 7 mM) y concentraciones de arseniato (> 20 mM), 

el 100% de la Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio correspondieron a cepas de alta 

resistencia horizontal. 
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Trabajos adicionales efectuados por Rivera T. et al. (2006,pp. 110-113) sobre Enterobacteriaceae 

aisladas de agua contaminada mostraron que estos microorganismos son tolerantes al cobre, plata, 

cobalto, cromo, cadmio, mercurio, plomo, estaño y zinc, y los mismos plásmidos (>20 kb), que 

sirven como posibles factores que confieren viabilidad. en medios hostiles. También se ha 

determinado que cepas de E. coli resistentes al arsénico aisladas de diferentes ríos contaminados 

presentan los genes arsA, arsB y arsC, que se cree son los responsables de su resistencia al 

arsénico y sus derivados. En el estudio realizado por Martínez et al. (2010,pp. 1-10) nos explica que la 

tolerancia a metales en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas puede estar determinada por 

diferentes mecanismos celulares. Estos incluyen aquellos que usan transportadores de membrana 

para excretar iones metálicos en el ambiente, aquellos que usan modificaciones enzimáticas para 

alterar el estado redox de estos elementos químicos y aquellos que incorporan iones metálicos en 

las células. La manifestación de estos mecanismos puede ser el resultado de la fuerte presión que 

ejerce el ambiente contaminado, capaz de seleccionar y modificar los organismos habitados en 

contacto con los metales pesados. 

 

4.1.7 Prueba de osmosis 

 

Para someter a las bacterias aisladas a una prueba de osmosis se cultivaron en medios con 

concentraciones altas de cloruro de sodio NaCl, para que mediante osmosis puedan igualar los 

niveles de soluto dentro y fuera de su membrana citoplasmática, la concentración máxima elegida 

fue de 300000 ppm, concentración a la que prosperan organismos halófilos extremos. 

 

Tabla 4-9: Pruebas de resistencia con Cloruro de Sodio 

Cepa Dilución Medio 
Concentración(ppm) 

30 300 3000 30000 300000 

MQC1 10-2 Nutritivo X X X X X 

MQC1* 10-2 Nutritivo X X X X X 

MQC2 10-2 TSA X X X X X 

MQC2 10-4 Nutritivo X X X X - 

MQC3 10-1 TSA X X X X - 

MQC3 10-2 TSA X X X X X 

MQC3 10-4 TSA X X X X - 

MQC4 10-2 Nutritivo X X X X X  

MQC4 10-2 TSA X X X X - 

MQC4 10-4 TSA X X X X X 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 
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De las 10 cepas sometidas a la prueba con altas concentraciones de NaCl 4 cepas (MQC3 10-1 

TSA, MQC3 10-4 TSA, MQC2 10-4 N, MQC4 10-2 TSA), demostraron soportar hasta 

concentraciones de 30000 ppm resultando ser halófilas moderadas sobreviviendo en ambientes 

con 3% de salinidad hasta posiblemente 15% de salinidad, las 6 cepas restantes (MQC1 10-2 N, 

MQC1* 10-2 N, MQC2 10-2 TSA, MQC3 10-2 TSA, MQC4 10-2 N, MQC4 10-4 TSA), resultaron 

resistir hasta 300000 ppm de NaCl, una salinidad de 30%, llegando hasta la mayor concentración 

soportada por halófilos extremos (Rothschuch Osorio, 2023,pp. 1-3). 

 

 

Ilustración 4-8: Prueba de resistencia al cloruro de 

sodio 300000 ppm de NaCl en cepa MQC2 10-2 TSA. 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

En la investigación “Efectos negativos de los microorganismos halotolerantes y/o halófilos en 

alimentos con conservas salinas” se describe la clasificación de organismo halófilos y 

halotolerantes de acuerdo a la siguiente manera; no halófilos resistentes a menos de 1% p/v de 

NaCl, halófilos leves entre 1-3%, halófilos moderados entre 3-15%, halófilos extremos entre 15-

30%, y halotolerantes resisten de 0 a 1 M de NaCl, siendo los dos primeros mayoritariamente 

organismos del dominio eucarya, los halófilos moderados son mayoritariamente bacteria y los 

halófilos extremos son mayoritariamente archaea (Liliana y Rocha, 2020,). En un estudio del 2021 se 

evaluó la capacidad de sobrevivencia de bacterias halófilas en salmueras enriquecidas con metales 

pesados en Túnez, estas bacterias fueron de los géneros, halomonas, cobetia, idiomarina, 

marinobacter y salivibrio, las cuales resistieron una salinidad de 50 g/L de NaCl, o 5% de 
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salinidad (50000 ppm), y hasta 1,57 ppm de zinc y 0,034 ppm de cadmio, siendo las cepas más 

resistentes a los 3 factores Halomonas sp. y Salinivibrio costila siendo bacterias halófilas 

moderadas comparándose con las cepas MQC3 10-1 TSA, MQC4 10-2  TSA, MQC2 10-4 N, MQC4 

10-2 N dentro del presente estudio que soportaron hasta en 3% de salinidad (30000 ppm) (Baati 

et al., 2022,pp. 341-351). De igual manera fueron aisladas bacterias halófilas del lago salado de Khara 

en Irán para evaluar su capacidad de biorremediar metales pesados, estas bacterias fueron 

identificadas como Oceanobacillus sp. y Salinicoccus sp. y se les sometió a crecer en medios de 

cultivo con hasta 6,7 mM (1388,24 ppm) de plomo y 4,1 mM (240,63 ppm) de níquel, resistiendo 

estas concentraciones de metales y hasta biorremediando el 98,8% de plomo y 73,5% de níquel. 

Sintetizando nano partículas de plomo y níquel (Diba et al., 2021,pp. 3893-3903). 

 

Este tipo de bacterias halófilas moderadas y extremas son capaces de recuperar suelos salinos 

como lo demuestra la investigación realizada por Aristizabal et al., (2019,pp. 621-632), en la cual se 

aislaron cepas bacterianas capaces de sobrevivir a salinidades hasta de 12 % (120000 ppm) para 

inocularlas en bolsas con 3 gramos de suelos salinos con hasta 5,2 ds/m de conductividad eléctrica 

debido a las sales presentes, esta conductividad fue disminuida gracias a los inóculos hasta 2 ds/m, 

demostrando el gran potencial para capturar y movilizar el sodio en suelos salinos.  

En el manantial alcalino “Las Salinas” en Chiapas México se extrajeron sedimentos y agua para 

un análisis físico químico y aislación de bacterias halófilas especialmente en el sedimento, donde 

se identificaron cepas de Halonomas axialensis, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas 

knackmussii y Agromyces indicus, las cuales eran bacterias halófilas extremas pues crecieron en 

altas concentraciones de NaCl, de hasta 25% (250000 ppm), estas cepas presentaron el gen nifH 

demostrando la capacidad de fijar nitrógeno en ambientes salinos, dando bases para estudiar la 

fijación de nitrógeno en las cepas bacterianas resistentes a altas concentraciones de sal obtenidas 

en la presente investigación (Ruiz Rios, 2020,pp. 57-79).  

 

En la investigación realizada por Magaña Tzuc, (2021,) se muestreo dos puntos de los suelos salinos 

en la Reserva de la Biosfera de los Petenes, en el sureste del golfo de México en busca de bacterias 

poliextremofilas, el primer punto era un suelo considerado perturbado a causa de las actividades 

de restauración del manglar y el segundo punto fue considerado conservado por ser una zona de 

difícil acceso sin actividad antropogénica, para clasificar las cepas aisladas en halófilas se utilizó 

agar TSA en conjunto con 3 concentraciones diferentes de NaCl, siendo la mayor concentración 

usada de 3 M o 17,5% (175000 ppm) de salinidad entrando en el rango de halófilos extremos 

descrito por Liliana y Rocha,( 2020,), del total de 64 cepas aisladas del primer punto, 23 resultaron ser 

halotolerantes creciendo hasta 0,5 M (2,92% o 29220 ppm) de NaCl, 10 fueron halófilos 

moderados, creciendo en 2 M (11,18% o 116880 ppm), y 31 fueron halófilos extremos creciendo 
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en hasta 3 M (17,5% o 175320 ppm)  de NaCl, mientras que de 15 cepas aisladas del segundo 

sitio, 3 fueron halotolerantes, 4 fueron halófilos moderados y 8 fueron halófilos extremos, 

mostrando una prevalencia de halófilos extremos en ambos puntos, indicando una gran cantidad 

de cepas de Bacillus sp. las cuales pueden soportar rangos extremos de pH, temperatura, salinidad 

y estrés por humedad, además de especies bacterianas como Priestia sp., Agrobacterium pusense, 

Gracilibacillus phocaeensis, Inquilinus sp., Saphylococcus sp., Streptomyces caeruleatus, 

Virgibacilus sp. y Gracilibacillus sp en ambos puntos. Este estudio muestra cierta relación con la 

presente investigación, pues el mayor número de bacterias fueron halófilas extremas, la diferencia 

radica en el número de cepas aisladas debido a la cantidad de muestra que se extrajo en el estudio 

de Magaña Tzuc, (2021,), pues fue realizado en suelo tanto afectado por actividades antropogénicas 

como no afectado. 

 

De esta misma investigación y para el estudio “Efecto de la inoculación de bacterias halófilas 

sobre el crecimiento vegetal de Zea mays (maíz) bajo condiciones de estrés por salinidad.”, se 

seleccionaron 3 cepas bacterianas de Bacillus sp., Bacillus stratosphericus y Neobacillus 

drentensis, las cuales demostraron una mayor actividad promotora para el crecimiento vegetal y 

se preparó un inoculante bacteriano el cual posterior al crecimiento de las plantas de maíz a 

evaluar en concentraciones máximas de salinidad de 200 mM (1,18% o 11688 ppm), se volvieron 

a inocular colocando 1 ml de cada cepa bacteriana en el sistema radical pegado al tallo de las 

plantas, y al evaluar su desarrollo se pudo constatar que presentaron un efecto positivo, 

aumentando la altura de las plantas, el diámetro del tallo, etc., en comparación con los 

tratamientos con fertilizantes, además disminuyendo la conductividad eléctrica del suelo 

traduciéndose en una disminución directa de la salinidad del mismo, mostrando que las cepas 

bacterias halófilas extremas pueden tener un potencial enorme para su aplicación en el 

crecimiento de vegetales sometidos a estrés salino o en suelos salinos (Ayil Chan, 2023,). 

 

Finalmente para garantizar la precisión de los resultados expuestos se estableció un control de 

viabilidad cultivando cada cepa bacteriana en su respectivo medio de cultivo (TSA o Nutritivo) 

sin ningún compuesto adicional y al mismo tiempo se cultivó una cepa de E.coli en medio TSA 

con cada una de las concentraciones de NaCl a las que se expuso cada cepa aislada. Mostrando el 

E. coli un crecimiento en concentraciones de hasta 30000 ppm o 3% de salinidad como se muestra 

en la Figura 4-9. 
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Tabla 4-10: Pruebas de resistencia NaCl en Escherichia coli  

Cepa  Medio  Concentración (ppm) 

30 300 3000 30000 300000 

Escherichia coli  TSA  X X X X  -  

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

 

Ilustración 4-9: E.coli. creciendo en un medio solido 

con 30000 ppm de NaCl (3% de salinidad). 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

Estos resultados fueron similares a los presentados por Stahl et al., (2018,pp. 56-61) en el cual se creó 

un microcosmos simulando una zona de playa oceánica, en el cual se examinó la persistencia de 

E. coli a diferentes niveles salinos (0-6%), encontrando que hay una relación inversa entre el 

aumento de la salinidad y el número de UFC de E. coli , lo cual muestra que está siendo inhibida 

por el aumento de salinidad, pero hasta cierto punto, ya que el E. coli persistió en niveles de 

salinidad superiores a 4%, salinidad normal presentada en océanos, en conjunto con los resultados 

que presentamos, esto implica que después de varias generaciones el E. coli puede desarrollar una 

mayor tolerancia a la salinidad al estar expuesto persistentemente a salinidades mayores. 

 

En relación con lo mencionado, Li et al., (2021,pp. 7-56) presentan que el estrés osmótico pude tener 

influencias negativas en el crecimiento de E. coli ya que su concentración optima de salinidad es 

de 0,5%, pero pudiendo adaptarse gradualmente hasta una concentración del 11% de salinidad, 

entrando en el rango de halófilos leves, pero no siendo considerada una bacteria de este tipo, de 
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igual manera presenta que el E. coli es capaz de presentar una biopelicula hasta concentraciones 

salinas de 1%, pero esta capacidad se inhibía completamente en concentraciones del 5%, 

finalmente mencionan que pueden suceder cambios fenotípicos a largo plazo en las cepas de E. 

coli que estén expuestas a altas concentraciones ya sean salinas u de otro elemento inhibitorio, 

los cuales les permitirán adaptarse a muchos más ambientes y harán posible su propagación con 

mayor facilidad. 

 

DeVilbiss et al., (2021,pp. 11-68) concluye que gracias a que anteriormente se pensaba que el aumento 

de la salinidad en sistemas acuíferos disminuía radicalmente la supervivencia de E. coli, hoy en 

día se observan mayores tasas de supervivencia de la misma bacteria en gradientes de salinidad 

incluso mayores, lo cual está reduciendo cada vez más la capacidad humana para predecir los 

riesgos derivados de la exposición a patógenos transmitidos por el agua, ya que esta bacteria ha 

demostrado una gran adaptabilidad frente a altas concentraciones de contaminantes. 

 

Dentro del estudio “Distribución y concentración de coliformes totales, coliformes fecales, 

Escherichia coli y enterococos en el agua y sedimento en el estero salado (tramos b, d, e y g).” 

llevado a cabo por Baños Cruz, (2021,pp. 1-12) se nombran valores de salinidad entre 12 y 27%, debido 

a la renovación de agua a consecuencia de la marea, en estas aguas y específicamente en los 

sedimentos se pudo hallar alta concentración microbiana, pero en específico una baja 

concentración de E. coli, de igual manera corroborando esto en un estudio en el estuario 

Chulluype en Santa Elena se relacionó la salinidad y la presencia de E. coli de manera que a 

mayor salinidad menor presencia de E.coli habrá pero aumentara la presencia de coliformes (Plúas-

Chiquito et al., 2020,pp. 61-70). 

 

4.1.8 Prueba de anaerobiosis 

 

Para realizar la prueba de requerimiento de oxígeno (condiciones anaerobias) se efectuó en medio 

fluido Tioglicolato, los resultados obtenidos son expresados en la siguiente tabla:  
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Tabla 4-11: Resultados obtenidos prueba de anaerobios con tioglicolato  

Cepa Dilución 
Medio de 

cultivo 

Resultado generado 

(turbidez) 

Tipo de 

microorganismos 

MQC1 10-2 Nutritivo +++ Microaerofílicos 

MQC1* 10-2 Nutritivo ++++ Anaerobio facultativo 

MQC2 10-2 TSA ++++ Anaerobio facultativo 

MQC2 10-4 Nutritivo ++++ Anaerobio facultativo 

MQC3 10-1 TSA ++ Anaerobio estricto  

MQC3 10-2 TSA ++++ Anaerobio facultativo 

MQC3 10-4 TSA +++ Anaerobio facultativo 

MQC4 10-2 Nutritivo ++ Anaerobio facultativo 

MQC4 10-2 TSA +++ Microaerofílicos 

MQC4 10-4 TSA +++ Anaerobio facultativo 

 ++++ = denso, opaco    +++= denso, opalescente     ++= opalescente     += leve crecimiento  

Realizado por: Mecias, J; Silva, C, 2023  

 

Según los resultados generados en la mayoría de las cepas se observó turbidez a lo largo del tubo 

(Ilustración 4-11), es decir son anaerobios facultativos ya que pueden crecer en ausencia o 

presencia de oxígeno, sin embargo, un tubo creció de manera abundante en el fondo del tubo 

(anaerobios estrictos) (Ilustración 4-10)., y finalmente en dos tubos el crecimiento fue cercano a 

la superficie de contacto con el oxígeno (microaerofilos)  

 

 

Ilustración 4-10: Pruebas con 

tioglicolato anaerobios estrictos 

Realizado por: Mecias, J; Silva, C, 2023 
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Ilustración 4-11: Pruebas con 

tioglicolato anaerobios facultativos 

Realizado por: Mecias, J; Silva, C, 2023 

 

Para obtener un contraste de los resultados obtenidos se realizaron ensayos con Escherichia coli 

en las mismas condiciones que las bacterias aisladas en la laguna volcánica Quilotoa. En la Figura 

8-4 podemos observar un crecimiento de E. coli en todo medio indicando que se trata de una 

bacteria anaerobia facultativa, por su crecimiento en todo el medio. Tanto Hernandez, Dominguez y 

Gonzaga Gutierrez. (2018,pp. 13) como Rodríguez-Angeles. (2002,pp. 464-475) nos manifiestan que 

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo lo cual le da la cualidad de 

que puede crecer en presencia y ausencia de oxígeno, de la familia Enterobacteriaceae el cual 

goza de una sola cadena en espiral de ADN, se mueve mediante flagelos perítricos. 

 

E. coli es el organismo más estudiado por el ser humano, fue descubierta en el año 1885 por el 

pediatra Theodor Escherich, quien aisló esta bacteria de las heces de sus pacientes por su facilidad 

de reproducirse en ambientes cotidianos para el hombre y animales tales como: tierra, agua y 

plantas, además su temperatura optima de crecimiento es de 37°C, valores de pH extremos 

(inferiores a 3,8 o superiores a 9,5) y valores de aw inferiores a 0,94 por lo que pertenece al grupo 

de mesófilos (Hernandez, Dominguez y Gonzaga Gutierrez, 2018,pp. 13). 
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Ilustración 4-12: De izquierda a 

derecha, muestra E. coli y muestra 

blanco 

Realizado por: Mecias, J; Silva, C, 2023  

 

4.1.9 Identificación molecular  

 

Realizadas cada una de las pruebas de resistencia, se eligió 8 de las 10 cepas bacterianas sometidas 

a cada prueba para su identificaron molecular mediante la amplificación de la región 16s, 

ensamblando las secuencias y comparándose las mismas con la base de datos de GenBank del 

NCBI, asegurando en un 100 % la identidad de 6 de las 8 cepas analizadas, que resultaron ser 

MQC1* 10-2 Nutritivo, MQC2 10-2  TSA, MQC2 10-4 Nutritivo, MQC3 10-4 TSA, MQC4 10-2 

Nutritivo y  MQC4 10-4 TSA, adicionalmente se pudo asegurar en un 94% la identidad de las 

cepas MQC1 10-2 Nutritivo y MQC3 10-2  TSA, estas dos últimas cepas con un porcentaje de 

identidad menor al 99% fueron identificadas por la mayor similitud con secuencias en el 

GenBank, pero cabe la posibilidad de tratarse de especies no descritas o de las cuales no hay 

referencias en las bases de datos. 
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Tabla 4-12: Identificación molecular de cepas bacterianas  

Cepa Dilución Medio Organismo  Fragmento 
% de 

identidad 
Nº Accesión 

MQC1 10-2 Nutritivo Shewanella baltica  16s  94.59  OX461117.1  

MQC1* 10-2 Nutritivo Pseudomonas spp.  16s  100 MK940859.1  

MQC2 10-2 TSA Stenotrophomonas 

rhizophila  

16s  100 MN753976.1  

MQC2 10-4 Nutritivo Lysinibacillus 

parviboronicapiens  

16s  100 CP073713.1  

MQC3 10-2 TSA Stenotrophomonas 

maltophilia  

16s  94.80  EF620462.1  

MQC3 10-4 TSA Lysinibacillus 

parviboronicapiens  

16s  100 CP073713.1 

MQC4 10-2 Nutritivo Psychrobacter 

alimentarius  

16s  100 CP014945.1  

MQC4 10-4 TSA Pseudomonas 

fluorescens  

16s  100 LC507955.1  

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

Estas cepas bacterianas pueden ser denominadas poliextremofilas al resistir las condiciones 

ambientales extremas a las que se les sometieron en la presente investigación. 

 

4.1.9.1 Shewanella báltica 

 

La comparación secuencial indica que la cepa MQC1 10-2  Nutritivo puede corresponder a una 

cepa bacteriana de Shewanella báltica, genero de gram- negativas pertenecientes a las gamma - 

proteobacterias, el cual engloba mayoritariamente bacterias marinas y de agua dulce, que pueden 

contener aguas muy frías, e incluso chimeneas hidrotermales, dando un indicio de la razón de 

encontrarla en los sedimentos de la alguna volcánica del Quilotoa, sus mayores representantes 

son anaerobios facultativos utilizando aceptores de electrones extracelulares para su respiración 

anaerobia, misma característica que las permite convertir metales pesados en productos menos 

tóxicos utilizándolos como aceptores de electrones, entre estos contaminantes utilizados están el 

hierro, el sulfuro y el uranio (Cid y Sierra, 2014,). 

 

Dentro de la investigación “Adaptation of the Marine Bacterium Shewanella baltica to Low 

Temperature Stress” por Kloska et al., (2020,pp. 1-22) se menciona que la cepa Shewanella báltica 

tiene una papel importante dentro de la desnitrificación y biorremediación del ambiente marino, 

pero tambien afecta perjudicialmente al almacenamiento de mariscos en hielo pues se la ha 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OX461117.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=5N0C54PW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK940859.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=5N0C54PW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN753976.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5N0C54PW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP073713.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5N13WYB7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF620462.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=5N13WYB7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP073713.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5N13WYB7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP014945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5N13WYB7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC507955.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5N13WYB7013
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identificado como la bacteria responsable de su deterioro y putrefacción, esta cepa ante la falta de 

nutrientes, choques térmicos y daños en su ADN puede inducir una respuesta global al estrés, 

especialmente al frio, adicionalmente Odeyemi et al., (2018,pp. 415-425) describe como cepas de 

Shewanella báltica aisladas de mejillones vivos fueron resistentes a salinidades moderadas de 

entre 0 y 6% de NaCl 

 

4.1.9.2 Pseudomonas spp / Pseudomonas fluorescens 

 

Las cepa bacteriana MQC1* 10-2  Nutritivo correspondió a una cepa de Pseudomonas spp en un 

100% al igual que la cepa MQC4* 10-4  TSA, que correspondió a la bacteria Pseudomonas 

fluorescens, este género corresponde a bacterias gram negativas que tienden a tener forma de 

bacilos y necesitan oxígeno para su metabolismo energético, pero pueden utilizar nitrato para 

realizar la respiración, por lo que pueden encontrarse en cualquier parte del medio ambiente, 

principalmente en restos organicos, aunque por su poca necesidad de nutrientes se encuentran 

también en agua, plantas y animales, pero siempre prefiriendo los ambientes húmedos (Bush M y 

Vazquez-Pertejo T, 2021,pp. 1-3; Vargas y Montes, 2019,pp. 1-3). Actualmente se han identificado más de 

200 especies de Pseudomonas spp. Entre las cepas más conocidas están la Pseudomona 

aeruginosa, considerada un patógeno muy frecuente en seres humanos, o las especies P. putida, 

P. stutzeri y P. alcaligenes que han sido estudiadas por sus funciones en biorremediación del 

suelo(Lupo, Haenni y Madec, 2018,pp. 1-16). 

 

Chlebek et al., (2022,pp. 1-28) mencionan a varias cepas de Pseudomona spp.,  como la cepa  P. 

qingdaonensis de la rizosfera de Zea mays creciente en suelos contaminados con hidrocarburos y 

metales pesados, que llegaron a degradar en hasta un 76,52 % del contenido de hidrocarburos 

presentes y resistiendo 5 Mm de Cd, 15 Mm de Zn y 10 Mm de Cu, de igual manera la cepa P. 

putida que contaba con el gen arsH que confería una resistencia a derivados de metil As(III), o el 

gen merE que codifica un transportador de mercurio que media el transporte de Hg2+ y CH3Hg(I) 

a través de las membranas citoplasmáticas. Otra cepa estudiada con aplicaciones en la 

biorremediación es la P. fluorescens, la cual produjo un biofloculante constituido por un 76,67% 

de polisacáridos y un 15,8% de proteína, remojando 80,13 mg/g de cromo (VI) y 45,93 mg/g de 

arsénico (III) (He, He y Ning, 2020,pp. 64-79). Según Imron, Kurniawan y Abdullah, (2021,pp. 1-13) una cepa 

de P. fluorescens aislada de lixiviados no activos de rellenos sanitarios resistió hasta 5 mg/l de 

Hg, del mismo lugar una cepa de P. aeruginosa elimino el 99,7% de Hg en un ambiente salino al 

10%, concluyendo que el ambiente salino favorece hasta cierto punto la capacidad de eliminar 

metales pesados. 
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4.1.9.3 Stenotrophomonas maltophilia / Stenotrophomonas rhizophila 

 

La cepa MQC3 10-2 TSA fue identificada en un 94,8% como una cepa de S. maltophilia 

corresponde a una cepa bacteriana con morfología de bacilo gram negativa no fermentadora, 

comúnmente encontrada en agua, suelo, ambientes relacionados con plantas, y tejidos animales y 

humanos, e incluso ambientes extremos como lagunas de sosa, superficies metálicas corroídas y 

salmueras de aceite, jugando un papel importante en los ciclos biogeoquímicos, especialmente en 

el ciclo del azufre y del nitrógeno, de igual manera es considerado un patógeno ambiental, ya que 

puede colonizar organismos vegetales al igual que humanos, gracias a características como la 

capacidad de formar biopelículas, la resistencia a estrés osmótico y oxidativo (Mojica et al., 2022,pp. 

1-12; Pinski et al., 2020,pp. 1-20). El medio de infección en el agua de esta bacteria es a través de las 

amebas las cuales las albergan a modo de reservorio y medio de transmisión a humanos, 

permitiendo que la bacteria se replique en su interior, de igual manera se replica en el interior de 

amebas en el suelo. Esta bacteria ha sido estudiada continuamente y siguiendo bajo vigilancia ya 

que pude afectar gravemente a pacientes inmunocomprometidos y su resistencia a antibióticos ha 

seguido aumentado durante décadas ya que las estrategias utilizadas para inhibir la bacteria en 

donde hay mayor peligro de contraerla han sido mayormente inútiles, de igual manera la 

capacidad bacteriana de desarrollar una biopelícula ayuda a defenderse de compuestos 

antimicrobianos (Brooke, 2021,pp. 1-61). 

 

De igual manera la cepa MQC2 10-2 TSA fue identificada al 100% como una cepa de 

Stenotrophomonas rhizophila especie bacteriana no patógena que está asociada a diversas plantas 

constituyendo como parte de la microbiota de sus raíces, puede crecer prolíficamente a 

temperaturas de 4º C, pero no a temperaturas mayores de 37º C, razón por la que no tiene la 

capacidad de infectar a humanos, de igual manera cuenta con una menor tolerancia a la presión 

osmótica que la S. maltophilia, diferenciándose con la ausencia del smeDgen que se encarga de 

codificar parte de la bomba de salida de múltiples fármacos, posiblemente siendo esta la razón de 

que no hayan sido secuenciadas tantas cepas de esta especie (Pinski et al., 2020,pp. 1-20). Entre las 

investigaciones a las que ha sido sometida la cepa S. rhizophila  se encuentra la realizada por 

Reyes-Perez et al., (2019,pp. 4992-4999) en la cual se evaluó la capacidad de biocontrol  sobre la 

antracnosis del mango, reduciendo en un 95% la incidencia de la enfermedad en la fruta y 

disminuyendo en un 85% el diámetro de la lesión causada, mostrando una mayor protección que 

la otorgada por fungicidas sintéticos, de igual manera esta cepa bacteriana en conjunto con una 

levadura marina llamada Debaryomyces hansenii  aplicadas de manera in vitro en melón, 

redujeron en un 56% la incidencia y en un 78% el diámetro de la lesión provocada por el hongo 

Fusarium proliferatum en la fruta, debido posiblemente a varias causas, como pueden ser el 
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parasitismo directo, la competencia por nutrientes, enzimas líticas, y/o COV´s (Rivas-Garcia et al., 

2019,pp. 61-67). 

 

El análisis del genoma completo de una cepa de S. rhizophila revelo varios genes involucrados 

en la degradación de alcohol polivinilico (PVA) y un gen se identificó como una PVA oxidasa lo 

cual le da a esta cepa bacteriana una aplicación potencial en la biorremediación de PVA, cuya 

aplicación está generalizada globalmente, contaminando ambientes acuáticos y provocando 

toxicidad crónica en los organismos que allí se encuentran (Wei et al., 2018,pp. 1898-1915), esta 

capacidad para reducir compuestos inorgánicos también se puede ver sustentada por varias 

investigaciones más, como la llevada a cabo por Gao et al., (2020,pp. 11-22) en la cual se menciona 

que esta cepa pudo resistir a concentraciones de 1000 mg/l de Cr (VI) y reducir completamente 

50 mg/l de Cr (VI) en Cr (III) en un tiempo de 28 horas en un ambiente óptimo, de igual manera 

como mencionan Sun et al., (2021,pp. 2699-2709) y Sun et al., (2022,pp. 45380-45395), varias cepas aisladas 

de S. rhizophila fueron capaces de reducir el contenido de diversos metales pesados como, Pb2+, 

Cu2+ y Cr6+, en porcentajes de 76,9%, 83,4% y 89,3% respectivamente, mediante proteínas de 

transporte/desintoxicación de metales pesados.  

 

4.1.9.4 Lysinibacillus parviboronicapiens  

 

La cepa MQC3 10-4 TSA fue identificada en un 100% como la bacteria Lysinibacillus 

parviboronicapiens, el género Lysinibacillus corresponde a bacterias grampositivas con células 

móviles con forma de vacuola, caracterizadas por la formación de endosporas las cuales permiten 

que las bacterias resistan tensiones mecánicas y químicas (Gaur et al., 2019,pp. 19-25), por lo que se 

ha estudiado la viabilidad de usar su capacidad de tensión-deformación en la auto curación y la 

resistencia del hormigón, pues según Vashisht et al.,( 2018,pp. 226-231) la actividad de la ureasa 

microbiana de estos aislados resultan en el refinamiento de los poros del hormigón, aumentando 

su resistencia, y la formación de esporas por parte de las bacterias del género Lysinibacillus 

habilita la curación de grietas conforme aire y agua ingresen al hormigón. de igual manera según 

O’Grady et al., (2020,pp. 1-56) cepas de este género son capaces de producir un biosurfactante lipídico, 

compuesto inhibitorio de biopelículas por parte de bacterias patógenas, o cepas con el potencial 

de mejorar el crecimiento de cultivos de trigo e incluso usándose en sitios contaminados con 

metales pesados para su remediación. Las cepas de este género cuentan con lisina y aspartato 

como subunidad peptídica del peptidoglicano de la pared celular. La cepa Lysinibacillus 

parviboronicapiens fue aislada de un suelo en el cual tolero concentraciones de 6% de NaCl y de 

50 Mm de boro, con temperaturas oscilantes entre 10 Y 37 ºC Y pH de entre 6 y 8, en colonias 

con bordes enteros, opacas y de color cremoso, con tamaños de entre 2 y 5 mm de diámetro, 
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mostrando similitud con la morfología reportada en la presente investigación (Miwa et al., 2009,pp. 

1427-1432). 

 

4.1.9.5 Psychrobacter alimentarius  

 

La cepa bacteriana MQC4 10-2 Nutritivo fue identificada en un 100% como una cepa de 

Psychrobacter alimentarius , genero de clase Gammaproteobacteria y orden Pseudomonadales , 

que cuenta con 37 especies aisladas de diferentes entornos ambientales, encontrándose en su 

mayoría en ambientes fríos con baja actividad de agua, pero también pudiendo encontrarlas en 

aguas profundas del mar, permafrost, hielo glaciar antártico y sedimentos(Dias et al., 2018,pp. 731-

741), entre sus mecanismos de adaptación a estas bajas temperaturas se encuentra una mayor 

eficiencia catalítica enzimática, producción de ácidos grasos insaturados para dotar de fluidez a 

la membrana y la captación de solutos para mantener un equilibrio osmótico, algunas cepas 

incluso han presentado genes que ayudan en la resistencia a los antibióticos y a elementos 

químicos como el cobalto, el zinc y el cadmio, de igual manera se encontraron genes que 

proporcionan una tolerancia al cobre, y en algunas cepas que desintoxican mercurio se encontró 

una reductasa de mercurio, además de proteínas reguladoras (merT y merC) y de transporte de 

mercurio (merC), estas características brindan a este género bacteriano de un potencial 

biotecnológico y biodegradativo de varios contaminantes ambientales (Lasa y Romalde, 2017,pp. 7-

10). 

 

En específico la cepa Psychrobacter alimentarius se pudo aislar en un calamar fermentado 

originario de las costas de corea del sur, a partir de las cuales se las identifico como bacterias 

Gram negativas, que no forma esporas y que crecieron de manera óptima en concentraciones de 

entre 2 y 3% de NaCl, considerándose halófilas moderadas, de igual manera pudieron crecer a 

temperaturas de 30 ºC. Cepas de esta misma especie fueron utilizadas en un estudio para medir el 

grado de influencia del Cr en la degradación bacteriana de colorantes azoicos, demostrando que 

el cromo puede llegar a inhibir esta degradación (Khalid et al., 2015,pp. 1260-1264). 

 

4.2 Discusión 

 

En esta investigación se obtuvieron 8 cepas bacterianas aisladas de la laguna del Quilotoa que se 

pudieron clasificar como bacterias poliextremofilas, pues resultaron ser resistentes a varios 

factores ambientales extremos, los factores considerados fueron: la concentración de mercurio, la 

concentración de arsénico, la presión osmótica y la ausencia de oxígeno, estas cepas bacterianas 

poliextremofilas fueron identificadas molecularmente al 100% como cepas de, Pseudomonas 

spp., Stenotrophomonas rhizophila, Lysinibacillus parviboronicapiens, Psychrobacter 
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alimentarius, Pseudomonas fluorescens, a excepción de las dos cepas de Shewanella báltica y 

Stenotrophomonas maltophilia, que fueron identificadas en un 94,59%  y 94,8% de coincidencia, 

por lo que cabe la posibilidad de que estas cepas no hayan sido identificadas anteriormente o no 

se encuentren entre las bases de datos de GenBank de NCBI. 

 

La concentración máxima de mercurio (cloruro de mercurio II) a las que se expusieron las cepas 

bacterianas identificadas fue de 80000 ppm, una concentración sumamente elevada en 

comparación con estudios previos, pues según menciona Bravo Ortiz et al., (2022,) cepas de E. coli 

aisladas en Mallorquin Colombia pudieron resistir una concentración de mercurio aproximada de 

135,76 ppm, una concentración sumamente baja comparada a la resistida por las cepas 

identificadas en esta investigación, de igual manera en otra investigación con cepas bacterianas a 

concentraciones mayores de mercurio, Quispe Machaca, (2017,pp. 202-212) identifico cepas de Serratia 

y Escherichia aisladas del rio Ramis  en Perú, un rio que sirve en un punto de su corriente como 

depósito de desechos mineros de la zona, este hecho puede explicar que estas cepas bacterianas 

resistan hasta 2000 ppm de mercurio (HgCl2), una concentración más cercana a la alcanzada 

dentro de esta investigación, esta variación en la resistencia no solo está condicionada por el 

género y la especie de la cepa, sino también en la exposición de las mismas ante contaminantes 

ambientales, esto se sustenta con la gran variabilidad de resistencia que presentan cepas de E. 

coli, pues en varios estudios han demostrado que estas cepas resisten desde concentraciones de 

0,02 ppm hasta 0,2 ppm  (Retno Kusumawati, 2021,pp. 72-80), y como se mencionó hasta 2000 ppm, lo 

cual permite teorizar que las cepas aisladas de la laguna del Quilotoa han sido expuestas 

constantemente a concentraciones altas de mercurio. 

 

En cuanto a la concentración máxima de arsénico (oxido de arsénico III) a la cuales fueron 

sometidas las cepas bacterianas aisladas tuvo un valor de 40000ppm, una concentración 

sumamente elevada en comparación de estudios realizados previamente, dado que Burbano y López. 

(2022, pp. 50-51) en un estudio previo realizado con bacterias resistentes a As y Cr, pero la cantidad 

máxima de concentración que soportaron este tipo de bacterias fue de 100 ppm, un valor 

relativamente bajo relacionado con el estudio realizado en esta investigación, según Letek, Ramos 

y Mateos. (2005,pp. 2) en una prueba de resistencia utilizando E. coli demostró que presento una 

menor resistencia al As (III) en concentraciones de (0.04 a 4 ppm) y soportando al As (V) en 

concentraciones de (10 a 100 ppm), de igual manera (Ordóñez, et al. (2003,pp. 2) en una investigación 

realizada trabajo con 4 cepas diferentes de E. coli provenientes de aguas residuales, las cuales 

fueron tolerantes a concentraciones de (3 a 5 ppm) de As (III) evidenciando que son 

concentraciones inferiores de resistencia realizada en nuestra investigación, otro estudio realizado 

por Mellado, Víctor y Mondaca. (2011,pp. 131-137), nos habla que los experimentos de medición de los 
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niveles de tolerancia a arsenito y arseniato realizados en las cepas estudiadas mostraron que la 

cepa del río Camarones era capaz de tolerar (10-20 mM) de arseniato. Pero el estudio realizado 

por, Uddin, Hossain y Uddin. (2022,pp. 93-97), en donde trabajaron con cinco cepas como: Bacillus 

lichenifomis, Bacillus polymyxa, Listeria murrayi, Moraxella urethalis y Planococcus citreus, 

mostro que todas estas cepas fueron capaces de tolerar hasta 100 ppm (mgl-1) de arsénico (III), 

toda esta información nos da a entender que las cepas aisladas de la laguna del Quilotoa han sido 

expuestas constantemente a concentraciones altas de arsénico. 

 

Para la prueba de resistencia a la presión osmótica se utilizó NaCl a modo de soluto las bacterias 

identificadas, pues cantidades excesivas de soluto en el medio de crecimiento ponen a prueba la 

capacidad osmótica de las células y por tanto de los microorganismos, en el caso de esta 

investigación 6 de las 8 cepas bacterianas identificadas lograron sobrevivir en niveles del 30% de 

salinidad o 300000 ppm de NaCl, catalogándolas como halófilas extremas, siendo estas las cepas  

Shewanella báltica, Pseudomonas spp., Stenotrophomonas rhizophila, Stenotrophomonas 

maltophilia, Psychrobacter alimentarius y Pseudomonas fluorescens y las dos cepas restantes 

fueron resistentes a 30000 ppm de NaCl o 3% de salinidad en el medio, y ambas fueron 

identificadas como Lysinibacillus parviboronicapiens, entrando en el rango de bacterias halófilas 

moderadas. Estos niveles de resistencia a la salinidad han sido mencionados en varias 

investigaciones, como la realizada por Magaña Tzuc, (2021,) en la cual cepas de E.coli reportaron 

resistencias de entre 12 a 27% de salinidad, específicamente en aguas del Estero Salado en 

Ecuador. De igual manera en sedimentos del manantial “Las Salinas” en Chiapas México se 

menciona la presencia de cepas bacterianas de Halonomas axialensis, Pseudomonas stutzeri, 

Pseudomonas knackmussii y Agromyces indicus, que crecieron en concentraciones máximas de 

250000 ppm de NaCl o 25% de salinidad (Ruiz Rios, 2020,pp. 57-79). Todas estas cepas bacterianas 

fueron aisladas tanto de sedimentos como de aguas de zonas acuáticas documentadamente salinas, 

presentando una relación directa entre sí, al igual que las cepas aisladas en esta investigación, 

pues los sedimentos de la laguna del Quilotoa reportaron una salinidad promedio de 1,05% (10500 

ppm de NaCl), determinando que las cepas aisladas sean halófilas moderadas o halófilas extremas. 

 

Con respecto a nuestras de resistencia anaerobias nos dio como resultado que tenemos siete 

bacterias anaerobias facultativas, dos bacterias anaerobias estrictas y una bacteria microaerófila. 

Según (Curtis, 2007,) nos manifestó que existen cinco clases de organismo anaerobios tales como 

estrictos que crecen en ausencia completa de O2, aerotolerantes los cuales crecen en ausencia de 

O2 pero toleran más que los anteriores su presencia, anaerobios facultativos son capaces de crecer 

en presencia o ausencia de oxígeno,  aerobios obligados ellos requieren oxígeno para su 

desarrollo, microaerófilos crecen mejor con tensiones de oxígeno bajas (3%- 5%), las 
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concentraciones elevadas (21%) tienen efecto inhibidor, por otro lado tanto Hernandez, Dominguez y 

Gonzaga Gutierrez. (2018,pp. 13) como Rodríguez-Angeles. (2002,pp. 464-475) nos manifiestan que 

Escherichia coli es una de las bacterias que más son utilizadas para i9nterpetrar la reacción de 

crecimiento de un organismo en ausencia de oxígeno ya que E. coli es un bacilo Gram negativo, 

anaerobio facultativo lo cual le da la cualidad de que puede crecer en presencia y ausencia de 

oxígeno.  

 

Debido a que los métodos de resistencia al arsénico (As) que presentan las bacterias identificadas 

son de gran interés en esta investigación se recurrió al uso de la herramienta BLASTP del National 

Center for Biotechnology Information (NCBI), para determinar si la secuencia de los genes arsA, 

arsB y ACR3 están involucrados en los genomas del proceso de tolerancia a este metal. En la 

investigación realizada para las bacterias Gram negativas Pseudomonas spp., Stenotrophomonas 

rhizophila, Psychrobacter alimentarius, Pseudomonas fluorescens, Shewanella báltica y 

Stenotrophomonas maltophilia se tomó como referencia para la secuenciación de arsA presente 

en la cepa Pseudomonas aeruginosas , para arsB se utilizó la cepa Pseudomonas putida BIRD-1, 

y  ACR3 en Pseudomonas aeruginosas dándonos como resultados con la base de datos una 

similitud con un puntaje de alineación desde 80 hasta >200 para todos los genes, a excepción de 

la cepa Psychrobacter alimentarius  que según la comparación con Pseudomonas aeruginosa 

determina que el gen ACR3 no está presente en la secuencia de ninguna cepa de Psychrobacter 

alimentarius. Respecto a la única bacteria Gram positiva que es Lysinibacillus 

parviboronicapiens para arsA se tomó como referencia Staphylococcus generando un 

resultado >200, al igual que para arsB se utilizó Staphylococcus aureus obteniendo resultado 

de >200 y finalmente para ACR3 Staphylococcus resultando desde 80 hasta 200.  Demostrando 

que si dos de estos genes están presentes en la secuenciación bacteriana de todas las cepas 

mencionadas pueden generar una tolerancia al arsénico.  

 

4.3 Comprobación de hipótesis  

 

Mediante las pruebas de resistencia a metales pesados (Hg y As), a altas presiones osmóticas y a 

ambientes con ausencia de oxígeno se comprobó la hipótesis basada en que las bacterias presentes 

en la laguna volcánica del Quilotoa son significativamente poliextremofilas a tres o más factores 

ambientales extremos como se muestra en el Anexo E. 
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CAPÍTULO V 

 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1 Conclusiones 

 

 De los sedimentos de los cuatro puntos de muestreo se aislaron varias cepas bacterianas 

pertenecientes a diferentes géneros y especies, de la microbiota resultante en las que se 

encuentran bacterias patógenas, psicrófilas, rizobacterias , descomponedoras, entre otros 

géneros y especies variadas que en referencia a estudios realizados a muestras de agua 

provenientes de la misma laguna se encontraron como, Serratia marcescens, Escherichia coli, 

Enterobacter Cloacae, Firmicutes, Beta-Proteobacteria, y principalmente del género 

Pseudomonas, concluyendo con una similitud al estudio establecido. 

 

 Por razón de los limitados estudios realizados referentes a bacterias poliextremofilas que 

establezcan información base se realizó el cultivo aislado de 8 cepas bacterianas resistentes a 

tres factores fisicoquímicos extremos las cuales pueden servir a modo de reseña para futuras 

investigaciones en distintos campos aplicativos en los cuales pudieran ser dispensables. 

 

 Mediante el proceso de caracterización molecular se identificaron 8 cepas bacterianas 

tolerantes a todas las pruebas de resistencia seleccionadas, de las cuales 6 pertenecen a 

géneros que según la base de datos mundial son 100% confiables, mientras que dos cepas 

bacterias tienen un porcentaje de reconocimiento no muy esclarecido, demostrando que no 

han sido previamente estudiadas y que podrían ser nuevas especies bacterianas con la 

diferencia que no solamente se describe una característica morfológica, sino al contrario se 

tiene una información molecular y genética establecida. 

 

5.2 Recomendaciones 

 

 Se sugiere ahondar en el estudio de los distintos microorganismos identificados en el presente 

proyecto de investigación para su posible aplicación en el desarrollo de cepas microbianas 

con la intención de producir bioelectricidad. 

 

 Se propone realizar una investigación alterna sobre la cepa bacteriana Stenotrophomonas 

rhizophilia como potencial control biológico gracias a sus capacidades para promover el 

crecimiento vegetal y proteger las raíces de las plantas contra el estrés biótico y abiótico. 
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 Se recomienda investigar la resistencia de los microorganismos identificados en este trabajo 

para su resistencia en condiciones fisicoquímicas alternas a las expuestas en esta 

investigación. 

 

 Se propone realizar una indagación centrada en cuales son los genes que interviene en el 

método de resistencia o tolerancia que generan las bacterias identificadas. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A: RECONOCIMIENTO DE LA ZONA DE ESTUDIO Y TOMA DE MUESTRAS  

 

 

Reconocimiento del área de estudio (Laguna 

Quilotoa) 

Inspección de puntos seleccionados mediante 

GPS 

 

 

 Toma de sedimentos a diferente profundidad 

( 30, 50, 70 cm)  

Protocolo de bioseguridad para el transporte de 

muestras. 

 

 

 

  



  

 

ANEXO B: SOLUCIÓN MADRE Y AISLAMIENTO BACTERIANO  

 

 

 

 

Solución madre de los cuatro puntos 

seleccionados. 

Diluciones seriadas 

 

 

 

Siembra de inóculos en medio de cultivo 

Nutritivo y TSA 

Primeras cepas generadas de muestras 

madres 



  

 

 

 

 

 

Primeras cepas generadas de muestras madres Conteo de bacteriano para determinar su 

población total 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  

 

ANEXO C: OBTENCIÓN DE CULTIVOS PUROS Y CARACTERIZACIÓN BACTERIANA  

 

 

 

Pesaje de medio de cultivo utilizado (TSA). Aislamiento de cepas bacterianas  

  

Resultado cepa pura  Resultado cepa pura  



  

 

 

 

Reactivos utilizados para tinción Gram  Procedimiento de tinción Gram  

  

Resultado de tinción Gram negativas  Resultado de tinción Gram positivas 

 

 

 

 

 

 

  



  

 

ANEXO D: PRUEBAS DE RESISTENCIA EN BACTERIAS POLIEXTREMOFILAS   

 

 

 

Cultivo por triplicado para pruebas de 

resistencia (Hg, As, sal)  

Prueba de resistencia al mercurio mediante el 

compuesto (HgCl2) 

 
 

Resultado a prueba de resistencia en 

concentración 80ppm de Hg  

Resultado a prueba de resistencia en 

concentración 800ppm de Hg 



  

 

  

Prueba de resistencia al arsénico mediante el 

compuesto (As2O3) 

Resultado a prueba de resistencia en 

concentración 400ppm de As 

  

Resultado a prueba de resistencia en 

concentración 4000ppm de As 

Resultado a prueba de resistencia en 

concentración 30ppm de NaCl 



  

 

 
 

Resultado a prueba de resistencia en 

concentración 30000ppm de NaCl 

Prueba de resistencia anaerobia utilizando 

Tioglicolato  

  

Resultado a prueba de resistencia anaerobia 

con tioglicolato  

Resultado a prueba de resistencia anaerobia 

con tioglicolato 

 



  

 

ANEXO E: CUADRO RESUMEN DE LA INVESTIGACIÓN   

Código Dilu.. Agar Morfología colonial 

Morfología 

microscópica 

(tinción de 

Gram) 

R. al 

mercurio 

(ppm) 

R. al 

arsénico 

(ppm) 

R. a la 

presión 

osmótica 

(ppm) 

A. de oxigeno Organismo 
% de 

identidad 

MQC1 10-2 Nutr. Circular, borde ondulado, opaca, 

no pigmentada (Crema), textura 

lisa. 

Negativa 80000 40000 300000 Microaerofílicos Shewanella baltica  94.59  

MQC1* 10-2 Nutr. Irregular, borde lobulado, 

transparente, pigmentada 

(amarillo), textura rugosa. 

Negativa  80000 4000 300000 Anaerobio 

facultativo 

Pseudomonas spp.  100 

MQC2 10-2 TSA Circular, borde entero, opaca, no 

pigmentada (Crema), textura lisa. 

Negativa  80000 40000 300000 Anaerobio 

facultativo 

Stenotrophomonas 

rhizophila  

100 

MQC2 10-4 Nutr. Circular, borde entero, opaca, no 

pigmentada (Crema), textura lisa. 

Positiva  80000 4000 30000 Anaerobio 

facultativo 

Lysinibacillus 

parviboronicapiens  

100 

MQC3 10-2 TSA Circular, borde entero, 

transparente, pigmentada 

(amarillo), textura lisa. 

Negativa  80000 40000 300000 Anaerobio 

facultativo 

Stenotrophomonas 

maltophilia  

94.80  

MQC3 10-4 TSA Irregular, borde rizado, opaca, no 

pigmentada (Crema), textura lisa. 

Positiva  8000 4000 30000 Anaerobio 

facultativo 

Lysinibacillus 

parviboronicapiens  

100 



  

 

MQC4 10-2 Nutr. Irregular, borde ondulado, 

transparente, no pigmentada 

(incolora), textura lisa. 

Negativa  8000 40000 300000 Anaerobio 

facultativo 

Psychrobacter 

alimentarius  

100 

MQC4 10-4 TSA Irregular, borde ondulado, 

transparente, pigmentada 

(amarillo), textura lisa. 

Negativa  80000 40000 300000 Anaerobio 

facultativo 

Pseudomonas 

fluorescens  

100 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023 

 

 

 



  

 

ANEXO F: SECUENCIA FASTA DE GENES ARSA, ARSB Y ACR3 

Organismo 

portador  

Gen Secuencia fasta 

Pseudomonas 

aeruginosa 

arsA MHFLTQPPRFLFFTGKGGVGKTSIACAAAVQLAAQGKRVL

LVSTDPASNVGQVFERIGNRITAIAAVPNLWALEIDPQAAA

QAYRDRIVGPVRGVLPDTVVDGIEESLSGACTTEIAAFDEF

TALLTDTALTQDYEHVIFDTAPTGHTIRLLQLPGAWSGFLE

AGKGDASCLGPLAGLEKQRSQYKAAVEALANPLRTRLVL

VARAQRTTLREAARTHEELAAIGLSQQHLVINGVFPASEA

KNDTLAAAIHERERATLAAIPSALQALPRDQIALKPFNLVG

LEALRHLLVDTDATHSADAIELPEQINAPDLSALVDEIAAD

GHGLIMVMGKGGVGKTTLAAAIAVELAGRGLPVQLTTSD

PAAHLADTLEGSLPSLALSRIDPQEATARYRQHVMDTKGA

ALDAEGRALLEEDLRSPCTEEIAVFQAFSRAIREGGRKFVV

MDTAPTGHTLLLLDATGAYHRDIVRQMGETDVHFTTPMM

QLQDPKQTKVLIVTLAETTPVLEAANLQDDLRRAGIEPWA

WVVNNSVAAAHPHSPLLRQRARNELREIDAVATRHAQRY

AVVPLLTEEPVGVERLRALANWKMS 

Pseudomonas 

putida 

arsB MLPAIAVFVFTLILVIWQPKGLGVGWSAALGAIIALATGVV

SLHDIPAVWAIVWNATATFIAVIIISLLLDEAGFFEWAALHV

ARWANGSGYRLFAFCVLLGAAVSALFANDGAALILTPIVM

SMLLALRFSPAATLAFVMAAGFIADTASLPLVVSNLVNIVS

ADYFGLGFAEYASVMVPVNIASVAATLLVLFLYFRRDIPK

QYALDA 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ACR

3 

MSVGTQTAGRVPAAPTMSVFERYLSVWVLLCIVAGIALGQ

FAPGVFQAIGRTEVAQVNLPVGLLIWVMIIPMLLKVDFGAL

GQVKQHWRGIGVTLFINWAVKPFSMALLAWIFIRQVFAQ

WLPADQLDSYVAGLILLAAAPCTAMVFVWSRLTGGDPVF

TLSQVALNDTIMVFAFAPIVGLLLGLSSITVPWATLLVSVG

LYIVIPVILAQFWRRALLSKGQAAFDRALERIGPLSIAALLL

TLVLLFAFQGEAIIRQPLVIAMLAVPILIQVFFNSGLAYWLN

RKAGEQHSIACPSALIGASNFFELAVAAAISLFGFQSGAAL

ATVVGVLIEVPVMLLVVRIVNQSKGWYECGPNPARG 

Staphylococcus 

sp. 

arsA MEMDAVKYLNKLNLDNIELTKYLFFTGKGGVGKTTISSFI

ALNLAENGKKVALVSTDPASNLQDVFQMELSNKLTKYQPI

PNLSIANFDPIVAADDYKAQSIEPYEGILPEVVLSEMKEQLS



  

 

GSCTVEVAAFNEFTNFLSDKTLEQEFDFIIFDTAPTGHTLRM

LELPSAWTDYLNTTSNDASCLGQLSGLDENRDKYNLALEK

LRNPKDTTMMLIARPNHSSIYEIQRAQKELQQLSISKFKVII

NNYIEESYGLISSQMKLEQDKNINHFTEWLNNNHAYYVPY

KKQKEEGIENLSNLLNDDNLIENDDFIVEDHPQFNELIEEIE

NSKVQYLFTMGKGGVGKTTVATQLATALSNKGYRVLLAT

TDPTKEINVETTSNLNTAYIDEEQALEKYKKEVLATVNDD

TPQDDIDYIMEDLKSPCTEEIAFFKAFSDIMENQEDMDYVI

VDTAPTGHTLLLLDSSENHHKELKKKSTQTTSNVETLLPKI

QNQDLTQMIIVTLAEKTPYLESKRLVEDLNRANIGHNWWV

VNQSLVTLNQRDDLFSNKKEDESIWINKIKNESLNNYFVIP

YGGLEY 

Staphylococcus 

aureus 

arsB MMTTLATLIFLVTLLFVLWQPKGLDIGFTALAGAIVAMITG

VVSLTDVFEVTGIVWNATLTFVSVILISLILDKIGFFEWSAIH

MLHASKGNGLKMFVYIILLGAVVAAFFANDGSALILTPIVL

AMVKNIGFSKRAIFPFIIASGFIADTTSLPLIVSNLVNIISADY

FNISFSQYLSRMIIPNLFSLLGSLLVLWLYFRKAIPKSFDAN

HIKKPKDAINDLKLFKISWIVLVILLFGYLISEFTKIPVSIFTG

IIAFIFLMLARKSNAVNIKQVIKGAPWNIVLFSIGMYIVVFG

LRNAGITLILAKILEYISNYGLFSTILGMGFISAFLSSIMNNM

PTVLIDAIVIGQSNVHGMLKEGLIYANVIGSDLGPKITPIGSL

ATLLWLHVLTQKDVKISWGTYFKTGITITIPVLFITLLGLYL

TLIIF 

Staphylococcus 

sp. 

ACR

3 

MVCRKVHLIKNFKWKRGAFIGILEKFQTLIILLAVGSGILLG

QIGVIERYAETLVVPFLFLMLYGLFLTIPLHQLKKAFLNIRF

LGSSTIINFIWTPVLAWGLGAIFLSDHPALWIGFIMLMVTPC

TDWYLAFTGIAKGNVSLSTSILPINLILQVVLLPIYLLLFAGS

IETIPLPTLIESILIVLIFPFVLAHLTRFLLRRKEPVLSNIVIPFF

SNAQIFFLSFAIMAMFASQGSYLLDHLEVIYILIIPILIFFIINY

VLGRLVGRLLKFSYEDTVSLSLTIIARNSPVALAIAVTAFPN

QPLIASTLVIGPLIELPILAIVSQVLLFTKMSGK 

Fuente: («National Center for Biotechnology Information» 2019,pp. 1723-1723)



  

 

ANEXO G: CUADRO RESUMEN POR MÉTODO IN SILICO 

Bacteria identificada Bacteria resistente al 

arsénico 

Gen Porcentaje 

de 

cobertura 

(%) 

Porcentaje 

de identidad 

(%) 

Puntuación de alineación 

Shewanella baltica  Pseudomonas aeruginosa arsA 99 65,03 

 

Shewanella baltica Pseudomonas putida arsB 98 72,51 

 

Shewanella baltica Pseudomonas aeruginosa ACR3 93 54,01 

 

Pseudomonas spp.  Pseudomonas aeruginosa arsA 100 94,56 

 

Pseudomonas spp. Pseudomonas putida arsB 97 91,85 

 

Pseudomonas spp. Pseudomonas aeruginosa ACR3 95 90,96 

 

Stenotrophomonas 

rhizophila  

Pseudomonas aeruginosa arsA 99 44,22 

 

Stenotrophomonas 

rhizophila 

Pseudomonas putida arsB 100 81,26 

 



  

 

Stenotrophomonas 

rhizophila 

Pseudomonas aeruginosa ACR3 96 32,41 

 

Lysinibacillus 

parviboronicapiens  

Staphylococcus sp. arsA 95 41,68 

 

Lysinibacillus 

parviboronicapiens 

Staphylococcus aureus arsB 96 58,21 

 

Lysinibacillus 

parviboronicapiens 

Staphylococcus sp. ACR3 88 28,04 

 

Stenotrophomonas 

maltophilia 

Pseudomonas aeruginosa arsA 100 100 

 

Stenotrophomonas 

maltophilia  

Pseudomonas putida arsB 99 61,16 

 

Stenotrophomonas 

maltophilia 

Pseudomonas aeruginosa ACR3 100 99,72 

 

Psychrobacter 

alimentarius  

Pseudomonas aeruginosa arsA 50 30,36 

 

Psychrobacter 

alimentarius  

Pseudomonas putida arsB 95 60,48 

 

Psychrobacter 

alimentarius  

Pseudomonas aeruginosa ACR3 - - -  

Pseudomonas fluorescens  Pseudomonas aeruginosa arsA 99 74,66 

 



  

 

Pseudomonas fluorescens  Pseudomonas putida arsB 97 86,57 

 

Pseudomonas fluorescens  Pseudomonas aeruginosa ACR3 94 90,32 

 

Realizado por: Mecias J., Silva C., 2023
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