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PROLOGO

A mediados de los afios 80 los microbiélogos comenzaron a cambiar los conceptos de la
microbiologia clasica, proponiendo la necesidad de disponer de técnicas no tradicionales
para entender el mundo microbiano. Entre los métodos disefiados para acceder al
conocimiento de la fisiologia y genética de organismos no cultivables, la metagenémica se
ha convertido en una poderosa herramienta de estudio. Se refiere al analisis funcional y de
secuencia independiente de cultivo de toda la coleccion de genomas microbianos presentes
en diferentes nichos o comunidades ambientales, plantas, animales o suelos. Esta nueva
herramienta nos permiten una mejor comprension de la diversidad taxonémica microbiana
de una comunidad asi como establecer su funcion con el fin de responder a las siguientes

preguntas ‘‘;quiénes estan alli?" y ‘‘;qué estan haciendo?"

Los mayores descubrimientos alcanzados con esta tecnologia ha permitido avanzar en el
conocimiento de la microbiologia ambiental sentando las bases ecoldgicas, fisiologicas,
bioquimicas y gendmicas para una variedad de procesos microbioldgicos que participan en
los ciclos biogeoquimicos, incluyendo la oxidacion anaerdbica del metano, la fotosintesis,
absorcién de fosforo, biodegradacion de contaminantes organicos y humerosos aspectos de

los ciclos del nitrogeno y azufre.

Es asi, que en este proyecto de investigacion se describen los avances recientes alcanzados
con la aplicacion de la metagendmica en el conocimiento de la diversidad bacteriana de las
aguas residuales domésticas de Calceta y su relacion la calidad del agua del rio Carrizal, en
el afio 2018.

Dr. Fabricio Canchignia Martinez



RESUMEN

La investigacion “Diversidad bacteriana en las aguas residuales doméstica de Calceta y su
relacion en la calidad del agua del rio Carrizal. ANO 2018, tuvo como objetivo general,
evaluar la relacion entre la diversidad bacteriana presente en las aguas residuales domésticas
de la ciudad de Calceta y su relacion en la calidad del agua del rio Carrizal, para esto se
tomaron muestras en cuatro puntos claves: el afluente, efluente y dos muestras en el cuerpo
hidrico donde desembocan las aguas tratadas. Para el analisis se utilizaron herramientas
moleculares como la extraccion de ADN, PCR y metagenémica, la sensibilidad de estas
técnicas permitié la amplificacion de fragmentos del gen 16S rDNA a partir del producto
de PCR amplificado. Estas muestras fueron secuenciadas, siendo la secuenciacion una
alternativa que proporciona informacion sobre la identidad de la poblacion microbiana,
logrando caracterizar la estructura de un ambiente, el empleo de estas técnicas a su vez
permitié determinar la calidad del agua de rio Carrizal, este andlisis involucré ademas de
los microorganismos secuenciados a traveés del analisis metagenémico, indicadores como

DBO, coliformes fecales y totales.

Palabras claves: Diversidad bacteriana, aguas residuales doméstica, metagenémica, calidad

del agua.



ABSTRACT

The research "Bacterial diversity in the domestic wastewater of Calceta and the water
quality of the Carrizal river. YEAR 2018 ", had as a general objective, to evaluate the
relationship between the bacterial diversity present in the domestic wastewater of the city
of Calceta and the water quality of the Carrizal River, for this, samples were taken at four
key points: the tributary, effluent and two samples in the water body where the treated water
flows. Molecular tools such as DNA extraction, PCR and metagenomics were used for the
analysis. The sensitivity of these techniques allowed the amplification of 16S rDNA gene
fragments from the amplified PCR product. These samples were sequenced, the sequencing
being an alternative that provides information on the identity of the microbial population,
managing to characterize the structure of an environment, the use of these techniques in turn
allowed to determine the water quality of the Carrizal river, this analysis involved In
addition to the microorganisms sequenced through metagenomic analysis, indicators such

as BOD, fecal and total coliforms.

Key words: Bacterial diversity, domestic wastewater, metagenomics, water quality
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INTRODUCCION

A nivel mundial, el desarrollo de la poblacion ha provocado que los niveles de
contaminacion asciendan, como por ejemplo la generacion de desechos, emisiones
atmosféricas y descargas de aguas residuales sin tratar a cuerpos hidricos siendo este un
problema muy importante a tratar, dicha contaminacion se debe a los deficientes
tratamientos que se les da al agua, donde la carga contaminante del agua residual doméstica
esta representada por altos porcentajes de materia organica y microorganismos patogenos
de origen fecal, estos microorganismos pueden causar enfermedades de bajo riesgo como
gastroenteritis y hasta fatales como hepatitis, disenteria, diarrea (Arcos, et al., 2015). El
80% de las aguas residuales en el mundo carecen de un adecuado tratamiento (ONU, 2015),
las cuales son descargadas directamente en aguas superficiales generando un gran riesgo,

siendo los paises en desarrollo los mas afectados por esta situacion (Cardenas, 2012)

En Ecuador, solo el 12% de las aguas que se emplean en el consumo humano recibe un
tratamiento adecuado previo a su descarga en rios y quebradas, de acuerdo con la Secretaria
Nacional del Agua (La Hora, 2016)

El Cantdn Bolivar, cuenta con una estacién depuradora en la ciudad de Calceta compuesta
por un proceso de pre tratamiento constituido por un biorreactor anaerobio, seguido por un
sistema de lagunaje, con una laguna anaerobia y dos de maduracidn, las cuales se encargan
de dar tratamiento al agua residual doméstica, sin embrago se estima que el tratamiento que
se realiza no es eficiente, dada esta problematica se planted identificar metagenémicamente
la poblacion bacteriana presente en estas aguas residuales domésticas con el objetivo de
evaluar su incidencia en el tratamiento de las mismas y en la calidad del agua del cuerpo

hidrico receptor.

El enfoque metagendmico se ha aplicado previamente para investigar la diversidad y
abundancia de genes asociados con el metabolismo del Nitrégeno, Azufre, Carbono y
Fasforo, en cuerpos de agua como la columna vertical de agua en el Regiones Subtropical
del Pacifico Norte (DeLong et al., 2006) , el Océano Pacifico central (Hewson et al., 2009),
la Corriente de California (Allen et al., 2012), el Mar Muerto (Bodaker et al., 2010), las
salmueras mediterraneas de aguas profundas (Smedile et al., 2013) y el suroeste del Océano

Atlantico (Junior et al., 2015). Sin embargo, hasta ahora, la falta general de informacion



genomica en el Océano Subartico Occidental (PSA) ha obstaculizado nuestra comprensién
de la adaptacion de los microbios al entorno subartico con temperaturas cercanas a la

congelacién y la geografia acuética de todo el mundo.

En este contexto, y al no manejar adecuadamente las lagunas, estas pueden presentar
problemas de eficiencia en su operacion y control convirtiéndose en una fuente potencial de
desarrollo de vectores, enfermedades, el efluente de estas lagunas contienen una alta
concentracion de DBO que se lo puede considerar el indicador de contaminacion méas usado
y aplicable a aguas residuales en nuestro pais, siendo necesario implementar estudios
metagendmicos que permitan evaluar, analizar y caracterizar la diversidad de microbiana

presentes en aguas residuales doméstica de Calceta y su efecto en el Rio Carrizal.

La investigacion se encuentra segmentada por capitulos, siendo los siguientes:

En el primer capitulo, se detalla el marco contextual de la investigacion, consta la
problematica, antecedentes de la investigacion sobre diversidad bacteriana en depuradora

de aguas residuales doméstica de Calceta.

En el segundo capitulo el marco tedrico de la investigacion consta de dos partes: marco
conceptual donde se enlista las principales definiciones referentes al tema de investigacion;
en el marco teoérico se encuentra las teorias sobre aguas residuales domésticas, analisis

metagenomico e indicadores de calidad del agua.

En el Capitulo Ill, se describe la metodologia de la investigacion, con los tipos de
investigacion, meétodos, asi como las fuentes y herramientas para la recopilacion de

informacion pertinente.

En el capitulo 1V, se detallan los resultados de la investigacion, debidamente soportada por

la discusion de los resultados en funcién de informacion bibliogréfica relevante

El capitulo V, se detallan las conclusiones del trabajo de investigacion y se plantean algunas
recomendaciones en funcion de la los resultados y las metodologias desarrolladas en la

investigacion



CAPITULOI.
MARCO CONTEXTUAL DE LA INVESTIGACION



1.1. UBICACION Y CONTEXTUALIZACION DE LA PROBLEMATICA

La presente investigacion se realizd en la estacion depuradora de aguas residuales
domesticas de la ciudad Calceta, Cantdn Bolivar y en el &rea de influencia de la depuradora.

La estacion depuradora de aguas residuales domésticas, esta ubicada en el area periurbana
cuyo perimetro se encuentra en el sector EI Morro de la parroquia Calceta, a su alrededor se
encuentran las ciudadelas Divino Nifio y Santa Martha. La depuradora cuenta con un reactor
anaerobio y tres piscinas de oxidacion, una anaerobia y dos de maduracion esta Ultima

dividida en dos secciones.
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Figura 1. Ubicacion de los puntos de muestreo. Elaborado por: Vera, 2018

1.2. SITUACION ACTUAL DE LA PROBLEMATICA

El Cantdn Bolivar, cuenta con una estacién depuradora en la ciudad de Calceta compuesta
por un proceso de pre tratamiento constituido por un biorreactor anaerobio, seguido por un
sistema que incluye una laguna anaerobia y dos de maduracion, las cuales se encargan de
dar tratamiento al agua residual doméstica, esta presenta problemas debido a que tiene un

sistema de depuracién deficiente generando problemas de contaminacion (Montesdeoca,



2013), como es el caso de la generacion de malos olores que afecta a los pobladores que

tienen sus viviendas en el sector de la estacion depuradora.

Por lo tanto es indispensable conocer la diversidad bacteriana existente no solo en las
lagunas, sino también en el cuerpo receptor (rio Carrizal) de modo que se permita ponderar
la calidad del agua y con ello determinar la relacion entre estos dos factores. Gandarillas et
al., (2017) establece que el correcto uso de tratamientos biologicos de en la depuracion de
aguas residuales es muy viable ya que dichos métodos son muy eficientes, y se pueden
obtener buenos resultados en poco tiempo. Sin embargo, el seguir utilizando este tipo de
sistemas de depuracion con una deficiente gestion ambiental pondria poner en riesgo la

salud humana y del ecosistema.

1.3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.3.1. Problema General

¢Cdémo se relaciona la diversidad bacteriana de las aguas residuales domeésticas de la ciudad
de Calceta con la calidad del agua del rio Carrizal?

1.3.2. Problemas Derivados

¢ COomo esta caracterizada la diversidad bacteriana de las aguas residuales domésticas de la
ciudad de Calceta?

¢Cudl es la ponderacién que recibe la calidad del agua del rio Carrizal?

¢Cudl es la relacion entre los microrganismos y la calidad del agua del rio Carrizal?

1.4. DELIMITACION DEL PROBLEMA

El estudio se centrd en caracterizar la diversidad bacteriana en las aguas residuales
domésticas de la ciudad de Calceta, lo que permitié en primer instancia determinar la
eficiencia de las lagunas en disminucion de microrganismos patdgenos y al evaluar también

la calidad del agua del rio Carrizal, se pudo analizar si la descarga de las aguas residuales



constituye 0 no una amenaza para el ecosistema acuatico y para la salud de la poblacion
aledaria al lugar en estudio.

Campo: Gestion ambiental
Area: Ambiental

Linea de investigacion: Evaluacion de la calidad del agua, aire y suelo, incluyendo las

alternativas de mitigacién a los impactos ambientales.
Aspecto: Diversidad bacteriana en aguas residuales

Tiempo: Septiembre 2017 — Agosto 2018

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. General

Evaluar la relacion entre la diversidad bacteriana de las aguas residuales domeésticas de la

ciudad de Calceta y su relacion en la calidad del agua del rio Carrizal

1.5.2. Especificos

Determinar la diversidad bacteriana en las aguas residuales domésticas de la ciudad de

Calceta
Analizar la calidad del recurso agua del rio Carrizal en relacion a los limites permisibles.

Establecer la relacion entre los microorganismos y la calidad del agua del rio Carrizal

1.6. JUSTIFICACION

La metagendmica es un campo nuevo en el que se persigue obtener secuencias del genoma
de los diferentes microorganismos, en este caso bacterias que componen una comunidad,
extrayendo y analizando su ADN de forma global. La posibilidad de secuenciar
directamente los genomas de microbios, sin necesidad de cultivarlos abre nuevas

posibilidades que suponen un cambio de rumbo en la este tipo de estudios. Este hecho es



una revolucidn cientifica debido a su alto rendimiento y el bajo coste. Permite acceder al

genoma sin ver a los microorganismos ni cultivarlos (Ramirez, 2013).

El objetivo de investigar la diversidad bacteriana en las aguas residuales domesticas,
mediante un analisis metagendmico es generar informacion sobre la poblacion bacteriana
presente en ellas y la relacion entre los microorganismos presentes con el ambiente,
especificamente con la calidad del agua del rio Carrizal. Este andlisis permitira también el
acceso a la reserva genética de los microorganismos todavia no cultivados comparandolos
con informacidn de bases de datos a nivel mundial. La generacién de informacion sobre los
microrganismos existentes, sienta las bases para seguir realizando estudios utilizando el
patrimonio genético encontrado y determinar la relevancia ecoldgica de estos grupos de
poblaciones bacterianas e indagar sobre las capacidades 0 mecanismos que poseen estos
microorganismos para dar soluciones a problemas ambientales a través de ensayos de

biorremediacion.



CAPITULO 1.
MARCO TEORICO DE LA INVESTIGACION



2.1. FUNDAMENTACION CONCEPTUAL

2.1.1. Agua residual

Segun Diaz et al., (2012) las aguas residuales son productos de las acciones y efectos en las
que el hombre introduce materias contaminantes de modo directo o indirecto, implica
alteraciones perjudiciales de su calidad con relacion a los usos posteriores 0 con su funcion
ecologica. A su vez Mass y Medrano (2015) las definen como aguas provenientes del
sistema de abastecimiento de una poblacion, después de haber sido modificado por diversos

usos en actividades domésticas industriales y comunitarias.

2.1.2. Aguas residuales domésticas

Se denominan aguas residuales domésticas a aquellas aguas de origen residencial y
comercial que contiene desechos fisioldgicos, entre otros, provenientes de la actividad
humana, y deben ser dispuestas adecuadamente. Este tipo de agua contienen principalmente

papel, jabon, orina, heces y detergentes (Delgadillo et al., 2010).

2.1.3. Diversidad bacteriana

Tradicionalmente los estudios para caracterizar la diversidad bacteriana en diferentes
ambientes se basan en la suposicion de que las técnicas de cultivo permiten recuperar la
mayor parte de los microorganismos en una muestra (Escalante et al., 2001). Es un término
amplio que incluye no solamente la diversidad filogenética, sino también la molecular,
funcional y los mecanismos de actuacién. Para conseguir esta vision tan amplia del mundo
microbiano se pueden utilizar técnicas metagendémicas que permite enfocarse en un gran
nimero de microorganismos y comunidades que son de gran interés por sus posibles
aplicaciones biotecnoldgicas asi como sistemas modelo para el estudio de comunidades
naturales (Calderoli, 2016)

Para Acinas (2007) el estudio de la diversidad microbiana no solo permite conocer la
funcidn, estructura y evolucion de las poblaciones que componen una comunidad
microbiana, sino también es una de las lineas de investigacién mas relevante en el campo

de la biotecnologia.



2.1.4. Caracteristicas de las aguas residuales domésticas

Las aguas residuales domésticas se caracterizan por su composicion fisica, quimica y
bioldgica relacionandose entre varios parametros que forman esta composicion (Kestler,
2004).

2.1.4.1. Caracteristicas fisicas

Color:

El color determina la calidad del agua residual segln el tiempo que estén retenidas
(Orellana, 2005). Esta caracteristica se debe al contenido de sustancias en suspension o
disueltas tales como materia organica resultante de la degradacion de vegetales y diversos

compuestos que normalmente se encuentran en ella (Marin, 2010).

Olor:

Este surge por la presencia de algunas sustancias que se producen por la descomposicion
anaerobia de la materia organica, cuando las aguas residuales llegan a la planta de
tratamiento los niveles de mal olor son bajos, con el tiempo estos desagradables olores
aumentan por la liberacion de gases como sulfhidrico o compuestos amoniacales (Mufioz,
2008).

2.1.4.2. Caracteristicas quimicas

Las aguas residuales estan compuestas de elementos organicos, estos pueden ser de origen
vegetal o animal, aunque el desarrollo de la poblacién ha hecho que las aguas residuales
contengan cada vez mas compuestos organicos sintéticos (Garcia et al., 2006). Los
compuestos organicos presentes en el agua residual cominmente son: hidratos de carbono,
proteinas, y lipidos, y sus derivados, estos pueden ser biodegradables y por consiguiente se
pueden eliminar por oxidacion (Rojas, 2002). En su investigacion Lutenberg (2010) indica
que las aguas residuales domésticas estdn compuestas por gases en diferentes
concentraciones entre ellos los que mas destacan: Acido sulfhidrico, Anhidrido carbénico,

Metano.



2.1.4.3. Caracteristicas bioldgicas

Las aguas residuales domésticas presentan una gran variedad de organismos vivos con
elevada capacidad metabolica y una capacidad potencialmente degradadora de materia
organica e inorganica. La presencia de componentes organicos vuelven a las aguas
residuales un medio muy eficiente para el crecimiento de microorganismos que son de gran
importancia ya que estos cierran los ciclos biogeoquimicos, del carbono, nitrégeno, fosforo
y azufre (Marin, 2010). Entre los microorganismo que se pueden encontrar en las aguas
residuales son algas, mohos, bacterias, virus, flagelados, ciliados, rotiferos, nematodos,

anélidos, larvas, etc. (Garcia et al., 2006).

2.1.5. ADN

El acido desoxirribonucleico (ADN) es un &cido nucleico que contiene toda la informacion
genética que compone a un organismo viviente. EI ADN contiene las instrucciones genéticas
que estan implicadas en el proceso de desarrollo y funcionamiento de todos los seres vivos,
desde las bacterias hasta los organismos multicelulares como plantas y animales. Una
secuencia discreta de ADN que contiene las instrucciones para elaborar una proteina se
conoce como gen (NHGRI, 2015).

2.1.5.1. Extraccién y purificacion de ADN

La extraccion de acidos nucleicos constituye la primera etapa de la mayoria de los estudios
de biologia molecular y de todas las técnicas de recombinacion de ADN. En el caso del
ADN, la extraccidn consiste en su aislamiento y purificacion basandose en las caracteristicas
fisicoquimicas de la molécula. Los grupos fosfato estan cargados negativamente y son
polares, lo que le confiere una carga neta negativa al ADN, haciéndolo altamente polar y
permite disolverlo en soluciones acuosas y formar una capa hidratante alrededor de la
molécula. Cuando se pone en presencia de etanol, se rompe la capa hidratante, quedando
expuestos los grupos fosfato. Bajo estas condiciones se favorece la union con cationes como
Na+ que reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucleotidos y permiten que el
ADN precipite (Castillo, 2014).


https://significado.net/adn/

Se han disefiado multiples protocolos de extraccion con la finalidad de obtener una cantidad
y calidad de ADN adecuados, asi como garantizar la eliminacion de inhibidores potenciales
que dificulten el tratamiento posterior de la molécula. Para esto ademas de métodos
convencionales existe un gran namero de Kits comerciales, entre ellos el PowerSoil DNA
Extraccion kit MOBIO.

2.1.5.2 PowerSoil DNA Extraction kit MOBIO

El kit de aislamiento de ADN PowerSoil® consta de un método novedoso y patentado para
aislar ADN genomico de muestras ambientales utilizando nuestro sistema patentado
Tecnologia de eliminacion de inhibidores® (IRT). El Kit esta destinado para su uso con el
medio ambiente, para una amplificacion por PCR mas exitosa de los organismos de la
muestra. Analisis de PCR se ha realizado para detectar una variedad de organismos,
incluyendo bacterias (por ejemplo, Bacillus subtilis, Bacillus anthracis), hongos (por
ejemplo, levaduras, mohos), algas y actinomicetos (por ejemplo, Streptomyces).

2.1.5.3 GEN ADNr 16S

El ARN ribosémico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en
estudios de filogenia y taxonomia bacterianas.

La secuencia del ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) ha sido de gran utilidad para la
asignacion y clasificacion taxondmica. Actualmente, gracias a la capacidad de las
tecnologias de nueva generacion de secuenciacion (NGS) se estan produciendo numerosas
secuencias, sin embargo, debido a las limitantes de las mismas tecnologias, estas son
parciales. Si bien las secuencias parciales son Utiles, se tiene mejor precision en las
mediciones de diversidad taxonémica cuando se utilizan completas. Por ello ha crecido el
interés de ensamblar adecuadamente las secuencias cortas con el uso de programas
informaticos especializados en reconstruir genes ARNr 16S, pero se ha dificultado por la

gran similitud entre las secuencias (Arena y Chiappa, 2017)

2.1.6. Reaccion de la Cadena de Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es una de las

herramientas tecnolégicas mas innovadoras para el estudio de los acidos nucleicos. Se



caracteriza por ser una técnica de alta sensibilidad, reproducibilidad y eficiencia, que genera
resultados confiables en poco tiempo y faciles de analizar. Por ello, se ha convertido en el
método de eleccion de muchos investigadores para los estudios genéticos y de biologia

molecular (Ibarra 'y Velasquillo, 2013).

2.1.7. Metagenémica

El termino metagendémica hace referencia al estudio de genomas de una comunidad
microbiana. Meta viene del griego ‘mas alla de’ entendiéndolo como ir mas allé del genoma,
ya que permite analizar la estructura y funcién en conjunto de un gran nimero de genes

presentes en un ambiente determinado (Gilbert et al., 2010)

La metagendmica persigue obtener secuencias del genoma de los diferentes
microorganismos, bacterias en este caso, que componen una comunidad, extrayendo y
analizando su ADN de forma global. Este ADN del metagenoma representa a todos los
genomas de las bacterias que conforman la poblacion. ElI procedimiento empleado
actualmente, consiste en aislar el material genético, manipularlo para finalmente construir
genotecas de ADN donde quedara almacenada toda la informacién genética obtenida
(Zapata y Pretell, 2015).

2.2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.2.1. Técnicas de secuenciacién de metagendémica

Actualmente los proyectos que se estan desarrollando en torno a la metagenémica buscan
evaluar la diversidad microbiana y sus funciones de los diferentes habitats evaluados. Estos
estudios buscan principalmente caracterizar la estructura taxonémica de una comunidad
microbiana, ya sea mediante el empleo de un gen marcador, como lo es el 16S ARNr o
mediante el uso de la secuenciacion aleatoria. La secuenciacion aleatoria para un

metagenoma puede ser dividida en dos grupos técnicamente distintos.
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Figura 2. Diagrama de flujo general de las etapas implicadas en un estudio
de metagendmica. Fuente: Fronteras en microbiologia aplicada 2014

Recientemente la metagendmica tiene enfoques aplicada a estudio ambiental, muchas
muestras han llevado al descubrimiento de nuevos microorganismos con un papel
importante en el ciclo del carbono y nitrégeno (Hallam et al., 2006) Sin embargo, algunos
grupos filogenéticos permanecen sin detectar debido a que muestran mas de una falta de

coincidencia con los cebadores de PCR usados comunmente (Baker et al, 2003).

2.2.2. Ingenieria Genética y Metagendmica: una perspectiva para la biorremediacion

de aguas residuales.

Esta herramienta bebe utilizarse para el entendimiento y desarrollo de nuevas técnicas en el
tratamiento de agua residuales, este analisis permite realizar una caracterizacion de nuevos
microorganismos, por ende, nuevos genes dandonos una pauta para comprender nuevas vias
metabdlicas, a conocer aquellas especies no cultivables que formaron resistencia al medio,

y de alguna manera se adaptaron a condiciones extremas.



2.3. FUNDAMENTACION LEGAL

2.3.1 Derecho al agua.

Segun la Constitucion Politica de la Republica del Ecuador (2008) Titulo 11 Capitulo 11
Seccion Segunda: Ambiente Sano, Art. 14 al Art. 15; Titulo VII Capitulo Segundo Seccidn
Primera: Naturaleza y Ambiente Art. 395 al 399.

Art. 14.- Se reconoce el derecho de la poblacién a vivir en un ambiente sano y
ecologicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y en buen vivir.

Se declara de interés puablico la preservacion del ambiente, la conservacion de los
ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais, la prevencion
del dafio ambiental y la recuperacion de los espacios naturales degradados.

Art.15.- El Estado promovera, en el sector publico y privado, el uso de tecnologias
ambientales limpias y de energias alternativas no contaminantes y de bajo impacto. La
soberania energética no se alcanzara en detrimento de la soberania alimentaria, ni afectara

el derecho al agua.

2.3.2. Biodiversidad y recursos naturales

El TULSMA en su Titulo VII del Régimen del Buen Vivir, Capitulo Il Biodiversidad y

recursos naturales, Seccién Il Ambiente sano sefiala:

Art.396.- El estado adoptara las politicas y medidas oportunas que eviten los impactos
ambientales negativos, cuando exista certidumbre de dafio. En caso de duda sobre el impacto
ambiental de alguna accién y omision, aungue no exista evidencia cientifica del dafo, el

Estado adoptara medidas protectoras eficaces y oportunas.

La responsabilidad por dafios ambientales es objetiva. Todo dafio al ambiente, ademas de
las sanciones correspondientes, implicard también la obligacion de restaurar integralmente

los ecosistemas e indemnizar a las personas y comunidades afectadas.



Cada uno de los actores de los procesos de produccién, distribucion, comercializacion y uso
de bienes o servicios sumird la responsabilidad directa de prevenir cualquier impacto
ambiental, de mitigar y reparar los dafios que ha causado, y de mantener un sistema de
control ambiental permanente.

Las acciones legales para perseguir y sancionar por dafios ambientales seran
imprescriptibles.

Segun el Acuerdo Ministerial No. 061, Art. 209 De la calidad del agua.- Son las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas que establecen la composicion del agua y la
hacen apta para satisfacer la salud, el bienestar de la poblacion y el equilibrio ecolégico. La
evaluacion y control de la calidad de agua, se la realizard con procedimientos analiticos,
muestreos y monitoreos de descargas, vertidos y cuerpos receptores; dichos lineamientos se

encuentran detallados en el Anexo I.

Toda actividad antropica debera realizar las acciones preventivas necesarias para no alterar
y asegurar la calidad y cantidad de agua de las cuencas hidricas, la alteracion de la
composicion fisico-quimica y bioldgica de fuentes de agua por efecto de descargas y
vertidos liquidos o disposicion de desechos en general u otras acciones negativas sobre sus

componentes, conllevara las sanciones que correspondan a cada caso.
2.3.3. Agenda Nacional de Investigacién sobre la Biodiversidad 2018

Objetivo 1.1: Generar y promover la investigacion basica que permita inventariar, describir,
documentar y catalogar la diversidad bioldgica, con énfasis en grupos taxondmicos de

escaso conocimiento, ecosistemas vulnerables y areas prioritarias para la conservacion.

Objetivo 2.4: Determinar el efecto de la contaminacion sobre los ecosistemas terrestres y
acuaticos.

Objetivo 3.1: Desarrollar investigaciones cientificas con enfoque multidisciplinar para el
incremento del conocimiento, conservacion y uso sostenible de la biodiversidad y de su

patrimonio genético.



CAPITULO Il11.
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Tipo de investigacion

3.1.1. Descriptiva y experimental



La investigacion es descriptiva porque consiste en llegar a conocer las poblaciones
bacterianas presentes en las aguas residuales, a través de la caracterizacion descripcion
microbioldgica de las mismas. En un estudio descriptivo se selecciona una serie de bacterias

y se mide o recolecta informacion sobre cada una de ellas.

3.2. Método de investigacion
3.2.1. Método deductivo — analitico

El método aplicado fue el deductivo — analitico, debido a que permite tomar en cuenta los
elementos individuales del objeto estudiado para poder comprender mejor la situacion en
general, consiente en distinguir los elementos de un fendmeno y se procede a revisar
ordenadamente cada uno de ellos por separado. Consiste en la extraccion de las partes de
un todo, con el objeto de estudiarlas y examinarlas por separado, para conocer las relaciones

entre las mismas.
3.3. Toma de muestra

La muestra se tomo de agua residual doméstica tanto en afluente como en el efluente del
sistema de lagunaje y en agua del rio Carrizal. Para el analisis se procedié a la toma de 2
muestras de agua en afluente y efluente y 2 muestras de agua mas a con una distancia hasta
de 200 metros de longitud aguas arriba 'y 200 metros de longitud aguas abajo tomando como
referencia la zona de descarga del agua residual.

Las muestras para el analisis metagendmico fueron recolectadas en envases HDA plasticos
estériles de 50ml y para los analisis fisico-quimicos y microbiol6gicos se emplearon frascos

HDA de vidrio con tapa plastica azul tornillo de 500 ml.

3.4. Instrumento de investigacion

Cuaderno de notas o diario de campo

En el cual se registra todas las actividades que se realizaron a nivel de campo.

Céamara fotogréfica



Se usé para el registro fotogréfico de todas las actividades que se efectuaron en la

investigacion.

Sistema de Posicionamiento Global (GPS)

Para determinar con exactitud la ubicacion de los puntos a muestrear

3.5. Procesamiento y anlisis de la informacion

Para el andlisis de datos de las secuencias se usaron softwares como Qiime, Mothur,
MGRAast y el tradicional andlisis de Excel. Como procedimiento investigativo para alcanzar

el desarrollo de los objetivos especificos, se consideré el siguiente proceso:

3.5.1. Determinacion de la diversidad bacteriana en las aguas residuales domésticas de
la ciudad de Calceta
Actividad 1.- Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN bacteriano se utiliz6 el método PowerSoil DNA Extraction del
kit MOBIO. Para iniciar el proceso se homogeneizo la muestras por agitacion, y se tomé
10ml para obtener un sedimento de microorganismos y materia en suspensién. El sedimento
se resuspendid en 60 pl de Solucion Cl, y transferido a los “PowerBead Tubes (ver figura
3).

2

Figura 3: Power Bead Tubes del kit MOBIO Powersoil, usados

Estos fueron llenados con 60 pl de soluciéon C1 conteniendo el sedimento correspondiente
a 10ml de cada muestra a analizar (Afluente, Efluente, Rio abajo y Rio Arriba

respectivamente).

Los enfoques moleculares que se emplearon para estudiar la estructura de la comunidad
bacteriana empezaron con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La relativa



simplicidad de este método y sensibilidad extrema nos permitié amplificar secuencias a
partir del 16S rRNA o un gen funcional Unico correspondiente a la poblacion en estudio.

Los productos que se obtuvieron de la PCR fueron secuenciados.
Actividad 2. Amplificacion del gen ADNr 16S

Una vez realizada la extraccion de ADN, se comprobd la calidad mediante amplificacion
del gen 16S usando los primers universales 16S [rRNA 27F (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3) y 16S rRNA 1492R (5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3). Para la PCR, se usaron los primers a una

concentracion final de 0.4 um en 25 ul de reaccion.

El programa de amplificacion consistié de una desnaturalizacion previa por 4 minutos a
94°C, seguido de 35 ciclos conformados por las etapas de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, hibridacion a 58°C por 40 segundos y extension a 72°C por 40segundos. Luego

se realizd una extension final a 72°C por 7 minutos y conservacion a 4°C.

Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Figura 4).

Figura 4: Resultados de la amplificacion. Como resultados de la amplificacién del gen
16SrRNA en ADN extraido de las muestras de Afluente (A), Efluente (E), Rio abajo (Ra)
y Rio arriba (RA). En las calle 5y 6 se presenta el control negativo (CN) y control positivo
(CP) de PCR, respectivamente.

Actividad 3. Secuenciacion métagendmica



Los ADNs se sometieron a preparacion de librerias marcadas para identificar todas las
secuencias pertenecientes a una misma muestra. La secuenciacion se realizd con el sistema

“Ion Torrent™ Personal Genome Machine™ (PGM)”. (Figura 5).
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Figura 5: Secuenciador “Ion Torrent™ Personal Genome Machine™ (PGM)”.

La amplificacién por PCR corresponde a fragmentos de 300 pb con los cebadores
universales 515F/806R de la region variable V4 del gen 16S rRNA realizando 30 ciclos de
una etapa usando el HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, EE. UU.) En las siguientes
condiciones: 94°C durante 3 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C durante 30 segundos,
53°C durante 40 segundos y 72°C durante 1 minuto, después de lo cual se realizé una etapa

de elongacidn final a 72°C durante 5 minutos.

Los datos de secuencia se procesaron usando un servidor en linea de analisis (MR DNA,
Shallowater, TX, EE. UU.).

Se eliminaron los cddigos de barras y cebadores de las secuencias de los amplicones, luego
se eliminaron secuencias <150 pb, se eliminaron también secuencias con identificaciones
de base ambiguas y con ejecuciones de homopolimero superiores a 6 pb. Las secuencias
fueron limpiadas de ruidos de fondo, se generaron OTU y se eliminaron las quimeras. Las
unidades taxonémicas operacionales (OTU) se definieron agrupando al 3% de divergencia
(97% de similitud). Las OTU finales se clasificaron taxonémicamente utilizando BLASTn
contra una base de datos derivada del Proyecto base de datos Ribosomal (RDP) de la
Universidad Estatal de Michigan y del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica

(NCBI) por sus siglas en inglés.

3.5.2. Analisis de la calidad del agua del rio carrizal.

Actividad 4. Georreferenciacion de la zona de muestreo.



Los puntos de muestreo: afluente, efluente, aguas arriba y aguas debajo de la zona de

descarga fueron georreferenciados mediante un GPS marca Garmin Etrex 10 (Figura 6).
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Actividad 5. Recoleccion de muestras.

En el proceso de recoleccion de muestras se utilizd el procedimiento establecido por la
norma ecuatoriana INEN 2226:2013, este sera de tipo puntual, las muestras seran obtenidas
de los puntos definidos, una vez recolectadas fueron trasladadas a un laboratorio de quimica
ambiental y microbiologia ambiental de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi, para realizar los analisis correspondientes. El traslado se lo realizé siguiendo las
indicaciones establecidas por la norma INEN 2169:2013 para el manejo y conservacion de

muestras.

Actividad 6. Caracterizacion de muestras de aguas del rio Carrizal.



La caracterizacion de las muestras del agua residual doméstica consistio en la evaluacion de
pardmetros quimicos iniciales: DBO5 medida a 20°C, DQO y pH, asi como también

parametros microbiol6gicos como coliformes fecales y totales.
3.5.3. Relacion entre la diversidad bacteriana y la calidad del agua del rio Carrizal

Una vez obtenidos estos datos del anélisis metagendmico y sumandos a los de la calidad del
agua del rio Carrizal, se establecid la relacion entre la diversidad bacteriana presente en las
aguas residuales domésticas y la calidad del agua del rio Carrizal como un indicador de la
salud de ese ecosistema acuético, considerando los criterios de calidad contenidos en la

normativa ambiental vigente.

Para analizar la estructura poblacional de las bacterias en todas las muestras, se realizé el
analisis de agrupamiento y abundancia a través de la combinacion entre un CLUSTER y un
HEATMAP. Ademas se realizd un Diagrama de Venn para establecer la similitud en la
estructura poblacional de las comunidades bacterianas existentes en los diferentes tipos de

aguas evaluadas.



CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSION



41 DIVERSIDAD BACTERIANA EN LAS AGUAS RESIDUALES
DOMESTICAS DE LA CIUDAD DE CALCETA

La Figura 7, revela mayor abundancia de especies en la muestra tomada a 200 m aguas
arriba del efluente, seguido de la muestra que pertenece a 200 m aguas abajo del efluente y
en menor proporcion en las muestras correspondientes al afluente y efluente de la planta de

tratamiento o sistema de lagunaje.
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Figura 7. Abundancia de especies con relacion a las muestras evaluadas: V2 (afluente), V3
(efluente), V4 (200m aguas abajo) y V5 (200m aguas arriba)

Estadisticamente no existe diferencia significativa (p>0.05) con respecto a la abundancia de
especies para las 4 muestras analizadas, sin embargo se puede notar un ligero aumento de
especies en la muestra tomada a 200 m aguas arriba del efluente lo que puede estar
relacionado con la existencia de asentamientos urbanos cercanos al rio Carrizal mismos que
por falta de cultura ambiental arrojan residuos organicos e inorganicos que produce un
aumento en la diversidad bacteriana en el ecosistema acuatico, lo que concuerda con
Alvarez et al. (2016) quien manifiesta que “Los crecimientos urbanos, la industrializacion

y las actividades agricolas interactian con los procesos naturales del ciclo hidroldgico de



manera cualitativa y cuantitativa. Los desechos generados por estas actividades humanas

empeoran de manera notable la calidad de los recursos hidricos” (p. 108).

Por su parte, el afluente presentdé una menor abundancia relativa en relacion a las demas
muestras dado que en ella en su mayoria estan presentes solo bacterias caracteristicas de las

aguas residuales domésticas (figura 8).
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Figura 8. Especies con abundancia relativa en cada una de las muestras

Se identifico 41 especies de bacterias con abundancia relativa mayores al 1% presentes en
las muestras de agua. Presentando en el afluente una mayor abundancia relativa las bacterias
Arcobacter cryaerophilus perteneciente al género Arcobacter (57,24%), seguido de las
Tolumonas auensis (5,04%), las Pseudomonas putida (4,86%) y las Aeromonas sharmana
(4,51%) con relacion al 100% de la muestra. Mientras que en el efluente la mayor
abundancia la present0 las bacterias de la especie Thiovirga spp. (23,73%), Allochromatium

vinosum (12,59%) y en menor proporcion Gemmobacter catellibacterium sp. (5,43) y



Hydrogenophaga sp. (5,22%). Por su parte el analisis a 200 m aguas abajo mostré6 mayor
abundancia de las especies Allochromatium vinosum (13,27%), Thiovirga spp. (10,79%),
Gemmobacter catellibacterium sp.(7,63%) y Rikenella sp. (6,12%). Mientras que los
resultados 200 m aguas arriba fueron los siguientes: Cyanobacterium spp. (26,68%),
Arcicella spp. (13,32 %) Rhodoferax albidiferax sp. (11,15%) y en menor porcentaje
Candidatus planktophila limnetica (7,68%).
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Figura 9. Curvas de Rarefacciones. Diversidad de cada sitio de muestreo

De acuerdo al analisis de rarefaccion en general existe una estabilizacién entre las 50100
secuencias para encontrar una diversidad bacteriana. En la muestra el 4 RAr (200m rio
arriba) se lograron encontrar 580 Otus o especies identificadas a 30000 secuencias siendo
esta la de mayor diversidad puesto que se necesitd menor nimero de secuencias para
encontrar la diversidad existente. A su vez la muestra 3 RAb (correspondiente a 200 metros

aguas abajo del rio Carrizal) se estabiliz6 a 40000 secuencias encontrando 450 Otus.

Las muestras AFL y EFL poseen similar estructura debido a que ambas se estabilizaron
entre 40800 a 50000 secuencias, encontrando de 280 a 300 Otus.

Para entender la diversidad bacteriana presente en las aguas residuales domeésticas de la

Ciudad de Calceta, y su relacion en la Calidad del agua del Rio Carrizal, es fundamental



realizar analisis de calidad de dicha agua, teniendo en cuenta los aspectos microbioldgicos
y otros pardmetros de tipo fisicoquimicos (Apartado 4.2).

42 CALIDAD DEL AGUA DEL RIO CARRIZAL Y LOS LIMITES
PERMISIBLES

4.2.1. Analisis microbiologico

Los resultados del anélisis microbiolégico de coliformes fecales y totales encontrados en
cada punto de muestreo, las muestras con mayor contenido de coliformes totales las que
corresponden a 200m aguas arriba con alrededor de 18000 NMP/100ml, sin embargo, el
contenido de coliformes fecales es bajo con 2000 NMP/100ml, por su parte las muestras
afluente y efluente por la naturaleza de las mismas dejan ver mayor contenido de coliformes
totales y fecales (anexo 6). Los resultados revelan una que la disminucion de coliformes
totales y fecales no es significativa después del tratamiento que se le da al agua residual,
con porcentajes de remocion inferiores al 50%, sin embargo la muestra correspondiente a
agua de rio tomada a 200 m aguas abajo del efluente, a pesar de recibir el aporte de bacterias

desde el efluente residual presenta contenidos bajos de los patdgenos evaluados (figura 10).
4.2.1. Analisis quimico
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Figura 10. Analisis de coliformes totales y fecales segiin el NMP/100ml de muestra
Al analizar la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) se puede notar una mayor DBOs

en la muestra correspondiente al efluente o agua tratada con 110 mg/l, relativamente mayor



a lo presentado por el afluente 10 mg/l, mientras que las muestras tomadas en el rio a una
distancia de 200 m aguas arriba y 200 m aguas abajo de la zona de descarga revelaron los

menores valores de DBOs con no mas de 2ml/I (figura 11).
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Figura 11. Analisis quimico: Pardmetros DBO5 y DQO en cada punto de muestreo

Segun la normativa vigente que regula el recurso agua, reforma del libro VI del texto
unificado de legislacién secundaria del Ministerio del Ambiente (TULSMA), Anexo |,
Norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes: recurso agua.; los valores medidos
se compararon con la tabla 9 de la presente norma, en la cual especifica en el articulo 5.2.4.9
“Las aguas residuales que no cumplan con los parametros de descarga establecidos en esta
Norma, deberan ser tratadas adecuadamente, sea cual fuere su origen: publico o privado.
Los sistemas de tratamiento deben contar con un plan de contingencia frente a cualquier

situacion que afecte su eficiencia” (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Limites de descarga a cuerpo de agua dulce, parametro microbioldgicos del
efluente residual del sistema de lagunaje se aguas residuales domésticas de Calceta

Limites permisibles Ministerio de
Ambiente Ecuador, 2015

Parametro Unidad Valor

Coliformes totales NMP/100ml 11000 e



Coliformes fecales NMP/100ml 8000 2000

Tabla 2. Limites de descarga a cuerpo de agua dulce, parametros quimicos del efluente

residual del sistema de lagunaje se aguas residuales domésticas de Calceta

Limites permisibles Ministerio de

Parametro Unidad Valor
Ambiente Ecuador, 2015
DBO5 mgO,/I 110 100
DQO mgO2/I 1420 200

Al comparar los datos obtenidos en el efluente con los limites permisibles segln el
Ministerio de Ambiente del Ecuador, se puede notar claramente que no se esta realizando
un adecuado tratamiento a las aguas residuales puesto que los resultados sobrepasan los

limites maximos permisibles para la descarga a un cuerpo de agua dulce (anexo 5).

En contraste con los andlisis quimicos y de abundancia microbioldgica en la dindmica de la
calidad del agua, fue necesario desarrollar variables que permitan medir la relacion
microbioldgica y genética entre la diversidad bacteriana y la calidad de agua del Rio

Carrizal.



43 RELACION ENTRE DIVERSIDAD BACTERIANA Y LA CALIDAD DEL
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Figura 12. Analisis de agrupamiento y abundancia a través de la combinacion
entre un CLUSTER y HEATMAP

Para el analisis de la estructura poblacional de las bacterias se realiz6 un anélisis de
agrupamiento y abundancia mediante un CLUSTER y HEATMAP. El anélisis de
agrupamiento revela la formacién de 4 grupos (I, Il, I11'Y IV) de acuerdo a la abundancia
relativa. EI grupo que posee una mayor similitud de especies es grupo Il con 19 especies,
seguido del grupo | que agrup6 12 especies, mientras que el grupo 1V present6 la menor
diversidad con apenas 1 especie.

En cuanto al analisis de abundancia segin el HEATMAP el grupo | presenté mayor nimero
de individuos de las especies: Arcobacter_butzleri, Aeromonas_sharmana, Arcobacter_sp,
Arcobacter_spp, Cloacibacterium_spp, Cytophaga_ xylanolytica, Pseudomonas_putlda,
Rhodocyclus_tenuis,  Sulfurospirilium_spp, Tolumonas_auensis, Tolumonas_sp Y

Arcobacter_cryaerophilus, en la muestra correspondiente a afluente.

El mayor ndmero de individuos en el Grupo Il lo aportan Acidovorax_facilis,
Aandidatus_planktophila_limnetica, Ahizobacter_sp, Arcicella_spp, Flavobacterium_sp,



Cyanobacterium_spp, Arenimonas_sp, Arcobacter_cryaerophilus y
Ahodoferax_albidiferax_sp en la muestra rio arriba.

En el grupo Il con mayor diversidad, tomando en cuenta la muestra del Efluente

predominaron en mayor abundancia los individuos de las especies:
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Rhodobacter_capsulatus
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Hydrogenophaga_sp
Pseudoalteromonas_spp
Hydrogenophaga_spp
Desulfomicrobium_spp
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Figura 13. Analisis estructural de la poblacion bacteriana en aguas residuales. Numeros de
especies compartidas 1 AFL (Afluente), 2 EFL (Efluente), 3 RioAb (200m aguas abajo) Y
4RioAr (200m aguas arriba)

El diagrama de Venn muestra el nimero de especies encontradas en cada grupo y a su vez
la similitud en la estructura de las comunidades bacterianas que existe entre los diferentes
tipos de muestras, la mayor diversidad bacteriana la revela la muestra tomada 200 metros
aguas arriba del efluente, y la menor diversidad la muestra correspondiente al efluente (agua
tratada). Como resultado de la riqueza compartida entre las muestras corresponde a detallar:

El nimero de especies compartidas entre las muestras es:

Afluente y efluente 205
Afluente y rio abajo 211
Afluente y rio arriba 211
Efluente y rio abajo 237
Efluente y rio arriba 218
Rio abajo y rio arriba 346.

A si mismo existen especies de bacterias presentes en tres tipos de muestras como se

presenta a continuacion:



e Afluente, efluente y rio abajo 167

e Afluente, efluente y rio arriba 149

e Afluente, rio abajo y rio arriba 174

e Efluente rio abajo y rio arriba 191
La riqueza total de todos los grupos es 752, es decir que existe un 46% de similitud entre la
estructura de las comunidades bacterianas presentes en las muestras de agua analizadas,

considerando un total de 1630 especies de bacterias entre todas las muestras.

Al realizar un andlisis de la estructura poblacional global existen 141 especies que se

interrelacionas con todas las muestra.

Al analizar muestras con caracteristica similares encontramos que la estructura poblacional
entre las muestras 200 m aguas arriba y 200 m aguas abajo la compone 122 especies que se

interrelacionan entre si para poder mantener la estructura.

Por su parte las aguas correspondientes a afluente y efluente existen 20 especies comunes

en ambas muestras

4.4 DISCUSION

El desarrollo reciente de la secuenciacion de alto rendimiento del metagenoma ahora
permite a los investigadores investigar y comparar la estructura comunitaria de los conjuntos
microbianos de diversos entornos y estudiar su potencial metabolico (Thompson et al.,
2017).

Hasta hace aproximadamente dos décadas, la identificacion de grupos fisiol6gicos
microbianos y la evaluacion de su diversidad en suelos y aguas contaminadas, exigia el
aislamiento a partir de cultivos en medios diferenciales (Aamann et al., 1995). La
estimacion de la estructura poblacional requeria la utilizacion de técnicas de identificacion
y conteo en placa, las cuales no revelaban la realidad, debido a que la porcion de diversidad
microbiana estimada a través de técnicas de cultivo tradicional en laboratorio, representaba
aproximadamente el 1% del total de la diversidad presente en un ambiente (Schmeisser et
al., 2007.). Esto indica que estas técnicas estan significativamente sesgadas a los
microorganismos de crecimiento rapido y de facil cultivo, dejando por fuera al grupo de los
microorganismos denominados no cultivables, los cuales representan hasta un 99% del total

de individuos presentes en un ambiente (Schloss and Handelsman, 2013).



Con el fin de suplir esta deficiencia técnica y eliminar el sesgo metodoldgico, se realizaron
ensayos metagendmicos, orientados a analizar la diversidad bacteriana en las aguas
residuales domeésticas de Calceta y su relacion en el agua del rio Carrizal, independiente de
su cultivo bacteriano (Sleator, et. al., 2008.). Esta aproximacion involucra herramientas de
biologia molecular, como el aislamiento del ADN, seguido por ensayos metagenomicos
completo, la secuenciacion directa de este ADN ambiental o, la amplificacion de secuencias
de interés para analisis de funcion. Esta aproximacion permite el analisis de la diversidad
de genes relacionados con efectos de contaminacion, permitiendo inferir en la calidad de

agua dentro de un habitat determinado (Schloss and Handelsman, 2013).

Los microorganismos, son la parte dominante de la actividad metabdlica y de la biomasa,
los estudios de la dindmica y composicion de las poblaciones acuaticas son muy importantes
(Fuhrman et al. 2015). En la presente investigacidn se observo una variacion significativa
de la diversidad bacteriana a lo largo del periodo de estudio, observando una mayor
biodiversidad cuando el sistema hidroldgico se ve influenciado por el lavado de los solidos

suspendidos arrastrados y en consecuencia la disminucion de sélidos disueltos.

La comunidad bacteriana refleja una composicion de bacterias de baja salinidad, incluyendo
principalmente al género Arcobacter, expresando predominancia. Se observd una mayor
predominancia de pocas familias y tienen oscilacion con el tiempo en funcion de los valores
ambientales. Pocos estudios se han realizado sobre comunidad de microorganismos en
estuarios como el realizado por Taylor et al., (2014) quienes reportaron a la ordenes
Flavobacteriales y Rhodobacterales como las méas abundantes, diferente a la reportada en
éste estudio, sin embargo Ortmann & Ortell en 2014, no detectaron cambios significativos
estacionales en la comunidad bacteriana sugiriendo que esto puede deberse a la estabilidad
del ecosistema, diferente a lo reportado por Ji et al., (2016) quienes observaron que la
abundancia de la comunidad bacteriana fue significativamente diferente en los sitios de
muestreo al igual que este estudio, sin embargo, las fluctuaciones de la comunidad

bacteriana en la zona de estudio presentaron amplia variacion.

En las muestras evaluadas se reporta la presencia de bacterias potencialmente patdgenas
como: Pseudomonas, Flavobacterium, Gallionella, Aeromonas, Vibrio, Achromobacter,
Alcaligenes, Acinetobacter y Neisseria, esta Ultima presente solo en el afluente residual,
similar a lo encontrado por Rio et al., (2017) quienes manifiestan que dentro de las bacterias

establecidas como contaminantes del agua se han aislado Gram negativas, especialmente



pertenecientes a los géneros antes mencionados, aunque el grupo bacteriano que cumple con
las caracteristicas de potencial bioindicador de calidad del agua es el de las bacterias

coliformes.

A su vez Barahona et al., (2017) indica que la presencia de las bacterias indicadoras de
contaminacion fecal y potencialmente patdgenas en los rios se debe a los vertimientos
aledafios de aguas residuales domésticas, agricolas y asentamientos humanos que
condicionan la calidad y el uso de recurso hidrico.



CAPITULO V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1 CONCLUSIONES

Se identifico 41 especies de bacterias con abundancia relativa mayores al 1%, siendo
las de mayor abundancia las bacterias Arcobacter cryaerophilus perteneciente al

género Arcobacter (57,24%) en el afluente.

Se observé un aumento de microorganismos contaminantes en la muestra tomada a
200 m aguas arriba del efluente, datos que estan relacionados con la presencia de
residuos organicos e inorganicos por asentamientos humanos préximos al Rio
Carrizal, produciendo un aumento en la diversidad bacteriana en el ecosistema

acuatico.

El afluente presentd menor abundancia relativa en relacion a las deméas muestras. En
ella, estuvieron presentes solo bacterias caracteristicas de las aguas residuales
domesticas

El agua procedente de la estacion depuradora de Calceta presentd altos contenidos
de DBO5 y microorganismos patdgenos que estdn por encima de los limites
permisibles establecidos en el anexo | del libro VI del TULSMA, lo que indica que
el tratamiento que se le estd dando al agua residual no es eficiente en cuanto a la
remocion de materia organica y microrganismos patégenos que alteran la calidad

del agua del rio Carrizal.

Se determiné que la presencia de las bacterias indicadoras de contaminacion fecal y
potencialmente patdgenas en las muestras de agua evaluadas en mayor proporcion
en aguas sin intervencion del efluente residual probablemente debido a los
vertimientos de aguas residuales domésticas, agricolas y asentamientos humanos
que alteran la calidad y el uso de recurso hidrico establecido por la normatividad

ambiental ecuatoriana.



5.2 RECOMENDACIONES

Este trabajo sienta las bases para seguir aplicando nuevas tecnologias y tipos de
analisis como es el caso del analisis metagenémico que implica poder encontrar la

diversidad microorganismos que componen la estructura de un ambiente.

El empleo de las bacterias indicadoras de contaminacion fecal continda resultando
de gran utilidad en el monitoreo de la calidad de las aguas; sin embargo, se hace
necesario no solo evaluar a nivel bioldgico sino también es el empleo de variables
fisico quimicas que contribuyan a establecer una relacion entre los indicadores y
determinar el grado de contaminacion de las aguas y al deterioro de su calidad.

Realizar investigaciones con el uso de otros microorganismos nativos con capacidad
de biorremediacion, para la disminucion de la carga organica presente en la estacion

depuradora de Calceta y evitar que se altere la calidad del agua del rio Carrizal.

Conocer la dindmica poblacional de diversos habitats y con ello el descubrimiento
de nuevos antibioticos, genes, enzimas, estructuras proteicas y rutas metabdlicas
para identificar microorganismos capaces de dar soluciones a problemas

ambientales.
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Anexo 2: Rio Carizal

Anexo 3: Afluente (agua que llega a la planta)



-~

] -

Anexo 4: Efluente residual (agua tratada)

PARAMETROS
MUESTRAS COLIFORMES
ANALIZADAS TOTALES COLIFORMES FECALES
(NMP/100ml) (NMP/100ml)
Afluente 1,6000 9000
Efluente 11000 8000
200m aguas arriba 17000 1100
200m aguas abajo 900 700

Anexo 5: Andlisis quimico de las muestras de agua

MUESTRAS PARAMETROS
ANALIZADAS DBOS5 (mg/l) DQO (mg/l) pH
Afluente 10 2480 7,22
Efluente 110 1420 7,59
200m aguas arriba 2 950 7,33
200m aguas abajo 2 1450 7,52

Anexo 6: Analisis microbioldgico de las muestras de agua




