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1. RESUMEN

Los metales pesados y metaloides como el cobre y el arsénico, se encuentran en su
forma natural a bajas concentraciones en el medio ambiente, pero debido a la actividad
humana (agricola, industrial y urbana) estos valores pueden incrementarse, lo cual puede
producir efectos daninos para todos los organismos. El cobre es un elemento esencial a
bajas concentraciones y el arsénico es un metaloide no esencial, que en sus formas
As(lll) y As(V) puede producir efectos adversos. Ambos metales estan presentes en la
zona de Puchuncavi, region de Valparaiso, siendo el cobre encontrado en muy altas
concentraciones, mientras que el arsénico en concentraciones ligeramente altas para

estandares de suelo internacionales.

Como las bacterias son capaces de sobrevivir en sitios altamente contaminados por
medio del uso de genes de resistencia a metales pesados, el objetivo de este trabajo fue
caracterizar e identificar bacterias autdctonas, resistentes a cobre y/o arsénico de la zona
de Puchuncavi. Para ello se estudiaron catorce cepas provenientes de esta zona, aisladas
en estudios anteriores, las cuales fueron caracterizadas morfolégicamente por medio del
método de tincion Gram y la observacion de colonias, encontrandose ocho cepas Gram
negativas y seis cepas Gram positivas, tres de ellas Gram variables, todas con diferentes

caracteristicas en sus colonias.

Asi también fueron caracterizadas bioquimicamente, por medio del kit APl 20 NE de
Biomérieux y Biolog® GN2/GP2 MicroPlate™, dando como resultados distintos perfiles
bioquimicos para cada cepa. Posteriormente por medio de la amplificacion del gen 16S
rRNA, diez de las catorce cepas fueron identificadas molecularmente, dando como
resultado distintos géneros los cuales fueron, Arthrobacter, Pseudomonas, Pedobacter,
Stenotrophomonas, Microbacterium; todas conocidos por poseer especies resistentes a

metales.

Las catorce cepas fueron estudiadas para determinar su resistencia a Cu(ll) utilizando el
método de concentracion minima inhibitoria (C.M.l); donde se encontraron tres cepas
resistentes a cobre 2A4, C4 y D5, con un C.M.I de 250, 275 y 200ppm respectivamente,
siendo 2A4 perteneciente al género Arthrobacter conocido por poseer especies
resistentes a metales como Arthrobacter oxydans y C4 al género Pedobacter con

especies resistentes como Pedobacter saltans.



En el caso del arsénico diez de las catorce cepas tuvieron una tolerancia a As(V), con una
concentracién de 46.69mM, el maximo estudiado en este trabajo, teniendo en cuenta que
a 100mM son consideradas bacterias altamente resistentes a arsénico, aunque en

estudios conocidos este valor es usualmente superado.

Finalmente podemos decir que debidos a sus caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
identificacion molecular, todas las cepas corresponden a especies distintas aunque
algunas comparten el mismo género. Siendo tres de ellas 2A4, C4 y D5 de especial
interés para potenciales estudios sobre genes de resistencia a cobre y biorremediacion de

suelos contaminados.



2. ABSTRACT

Heavy metals and metalloids such as copper and arsenic are found in their natural form at
low concentrations in the environment, but because of human activity (agricultural,
industrial and urban) these values may be increased, which could produce harmful effects
on all organisms. Copper is an essential element at low concentrations and arsenic is a
metalloid nonessential, than in their As (Ill) and As (V) forms can cause side effects. Both
metals are present in the zone of Puchuncavi, Valparaiso region, and copper being found
in very high concentrations, while arsenic in slightly higher concentrations for international

standards of soil.

Because the bacteria are able to survive in highly contaminated sites through the use of
genes for resistance to heavy metals, the objective of this study was to characterize and
identify indigenous bacteria resistant to copper and/or arsenic on the area of Puchuncauvi.
For this fourteen strains from this area were studied, isolated in previous studies, which
were morphologically characterized by the method of Gram staining and observation of
colonies, finding eight strains Gram negative and six strains Gram positive, including three

Gram variables, all with different characteristics in their colonies.

Thus also were characterized biochemically, using the API® 20 NE kit of Biomérieux and
Biolog® microplate GN2/GP2 ™, giving as results different biochemical profiles for each
strain. Subsequently by means of amplification of 16S rRNA gen, ten of the fourteen
strains were identified phylogenetically, resulting in different genus which were,
Arthrobacter, Pseudomonas, Pedobacter, Stenotrophomonas, Microbacterium; all known

to possess metal resistant species.

The fourteen strains were tested for resistance to Cu (ll) using the method of minimal
inhibitory concentration (M.I.C); where three copper-resistant strains 2A4, C4 and D5 with
a M.I.C of 250, 275 and 200 ppm respectively were found, being 2A4 belonging to the
genus Arthrobacter species known to possess resistant metals such as Arthrobacter
oxydans and C4 to the genus Pedobacter with a species resistant Pedobacter saltans. In
the case of arsenic ten of the fourteen strains had a tolerance to As (V), with a
concentration of 46.69mM, the maximum studied in this work, considering that at 100mM
are considered highly arsenic resistant bacteria, in known studies although this value is

usually overcome.
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Finally we can say that due to their morphological, biochemical and molecular
identification, all strains belong to different species although some share the same genus.
Three of them being 2A4, C4 and D5 of special interest to potentials studies on copper

resistance genes and bioremediation of contaminated soils.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes Generales

Debido a las cercanias de las industrias; los suelos del Valle de Puchuncavi (Fig.1) se
encuentran afectados por mas de treinta afios de emisiones atmosféricas provenientes de
la fundicidon de Ventanas. Estas emisiones contienen didxido de azufre (SO,) y material
particulado rico en Cu, Pb, Zn y As. Los suelos actualmente son acidos y presentan altas
concentraciones de metales pesados (Muena et al.2010), por lo cual pone en gran riesgo
la salud publica de la poblacion ya que esta, se encuentra cerca de la zona urbana, asi
también como la actividad agricola que se produce en el sector, la cual es de gran
importancia para la region de Valparaiso.

Figura 1.

Puchuncavi, region de Valparaiso. Fuente Google Earth.2014
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3.2. Metales pesados

Metales pesados es un término colectivo general, el cual se aplica a un grupo de metales
y metaloides con una densidad atémica mayor a 4000kgm™ o 5 veces mayor que el agua.
(Hashim et al.2011).

Los metales pesados, pueden ser esenciales y no esenciales para los organismos vivos.
Los metales pesados esenciales: son aquellos que son necesarios en pequenas
cantidades para funciones vitales fisioldgicas y bioquimicas. Un ejemplo de ellos fierro

(Fe), manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc (Zn) y niquel (Ni).

Los metales pesados no esenciales: como arsénico (As), no son necesarios para

cualquier funcion fisiolégica o bioquimica (Hazrat et al. 2013).

Mientras que algunos metales pesados son importantes y esenciales a niveles trazas, en

los microrganismos producen efectos negativos a altas y bajas concentraciones.

Como se sabe, los metales pesados estan presentes en forma natural en el medio
ambiente, pero sus concentraciones se encuentran frecuentemente elevadas por la
contaminacion, introducida por diferentes causas antropogénicas, debido a intensas
actividades industriales, la mineria, fundiciones, disposicion de lodos de aguas residuales,
aplicacion de pesticidas, fertilizantes inorganicos y emisiones atmosféricas. También se
sabe que muchas operaciones de mineria y fundiciones, complejos industriales y sitios de
tiro contienen metales muy téxicos, como Cadmio (Cd), Plomo (Pb), y Arsénico (As)
(Gllten et al. 2011).

A diferencia de las sustancias organicas, los metales pesados son no biodegradables por
lo cual se acumulan en el medio ambiente, constituyendo un peligro ambiental
persistente, La acumulacion de metales pesados en los suelos y en el agua plantea un

riesgo para la salud humana y medio ambiental (Margesin et al.2011; Hazrat et al. 2013).
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3.2.1 Efectos de los metales pesados sobre los suelos.

Lo primero que se debe saber es que el suelo no solo es un depdsito geoquimico para
contaminantes, sino también una barrera natural para el transporte de materiales
quimicos y elementos a la atmdsfera, hidrésfera y biomasa, por lo tanto es el componente

mas importante de la biosfera.

El contenido de metales en los suelos es la combinacion de metales derivados de
actividades antropogénicas y procesos naturales. La adicion del metal antropogénico a los
suelos puede llegar a ser mayor que la contribucion de metales desde fuentes naturales.
El mayor impacto importante de la contaminacion de suelos en la salud medioambiental
es que los contaminantes de los suelos pueden ser introducidos a las cadenas
alimenticias ya que se pueden acumular en los sistemas bioldgicos y ser introducidos en
la red via diferentes mecanismos, como por medio de las plantas por uso directo o por

animales alimentandose de ellas (Chien et al.2008).

La actividad industrial y agricola puede afectar la salud de los seres vivos y el medio
ambiente por medio de la toxicidad de estas sustancias, por ejemplo la acumulacién de
metales pesados en el crecimiento de las plantas en la capa superficial del suelo. De
hecho; vegetales y frutas pueden contener elevados niveles de metales pesados, siendo
consumida directamente por animales y seres humanos (Puyen et al.2012; Gllten et al.
2011, Qihong et al.2014).

Se debe tener en cuenta en especial los metales pesados como el cadmio (Cd), cromo
(Cr), cobre (Cu), manganeso (Mn), niquel (Ni) y zinc (Zn) contaminan suelos agricolas y
sus cultivos (frutas, granos y vegetales). El cadmio en particular constituye un mayor
problema en las naciones industrializadas, dado que su presencia en el medio ambiente
causa un mayor dafio a la salud publica. Estos elementos se acumulan en los tejidos de
organismos vivos (bioacumulacién) y su concentraciéon incrementa mientras pasan desde
niveles tréficos bajos a niveles troficos altos (biomagnificacion). En los suelos, los metales
pesados causan efectos toxicolégicos en los microorganismos, lo cual puede llevar a una

disminucién en su numero y actividades. (Hazrat et al. 2013; Nithya et al. 2011 )

La toxicidad de los metales pesados sobre la comunidad microbiana de suelos también ha

reportado la inhibicion de la biodegradacion de contaminantes organicos en sitios
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contaminados. El efecto agudo de los metales pesados en la comunidad microbiana
parece liderar a un subsecuente cambio en los microrganismos hacia una poblacion con
mayor tolerancia a metales o resistente a metales. En sitios cronicamente contaminados,
por seleccién natural, el resultado deberia ser una comunidad predominantemente
tolerante a metales, al causar considerables modificaciones en los microrganismos y sus
actividades ya que pueden llegar a utilizarlos para su crecimiento (Harichova et al.2012;
Nithya et al.2011).

Un alto CEC (cation exchange capacity 6 capacidad de intercambio catidnico) fomenta a
los metales a enlazarse con agregados del suelo, dependiendo de los contenidos de la
materia organica y arcilla. Un alto pH mejora la disociacion de los acidos organicos y asi
también la formacion de complejos con metales, alterando la especiacion de metales y
reduciendo su biodisponibilidad como la de Cu, Zn y Fe debido a la precipitacién, y
previniendo que las plantas y organismo en el medio no lo consuman. En el caso del
cobre; un bajo pH, bajo CEC y poca materia organica, puede hacerlo movil y

potencialmente biodisponible (Mackie et al.2012; Andreazza et al.2010).

Y si bien la biodisponibilidad permite que estas bacterias resistentes a metales puedan

usar el metal, también contribuye a una mayor contaminacion en el ambiente.

El fendmeno de difusion de contaminantes a través de las capas de suelo y el cambio en
la movilidad de los metales pesados en acuiferos con la introduccién de contaminantes
organicos estan siendo profundamente investigados en los ultimos anos. (Hashim et al.
2011)

3.2.2 Cobre

El cobre (Cu), es un elemento traza esencial para los organismos, por su rol en un gran
namero de procesos bioldgicos, sirviendo como co-factor para numerosas enzimas.
Puede ser toxico, ya que en altas concentraciones citoplasmaticas puede competir con
otros metales para sus sitios de unién en las proteinas, dando lugar a proteinas
disfuncionales (Altimira et al 2012; Besaury et al.2013; Andreazza et al.2010; Seeley et al.
2012).
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Elevados niveles de cobre en fuentes naturales e industriales han sido reportados en
varios paises productores de cobre como Chile, China, Rusia, Zambia y Australia. La
acumulacion de cobre puede producir efectos dafinos en el suelo bacteriano dafiando los

procesos bioldgicos y la calidad del suelo (Altimira et al.2012).

Un bajo pH es considerado con regularidad el factor de influencia mas critico en la
solubilidad del cobre en solucion de suelo. El cobre inmovilizado no esta biodisponible y
puede ser absorbido o precipitado en la matriz del suelo, el cual es predominantemente
cationico, naturalmente atraido por cargas negativas de minerales de arcillas, sales
anionicas, materia organica, hidroxidos, fosforos, y sulfatos asi también formando

complejos. (Mackie et al.2012)

Se ha visto que el cobre total ha inducido un efecto toxico en organismos con una
cantidad minima de 55mg/Kg (55ppm). Las altas concentraciones de cobre decrecen la
poblacion normal de microorganismos en los suelos y promueve la resistencia microbiana

al cobre en ambientes contaminados. (Andreazza et al. 2010; Mackie et al. 2012).
3.2.3 Arsénico

En el caso del arsénico (As), es un elemento inocuo generalizado en el medio ambiente,
su presencia en los suelos puede estar relacionada con el sustrato geoldgico, lo que
implica que se puede encontrar en una amplia gama de concentraciones en suelos no
contaminados. Antecedentes de concentraciones en suelos de arsénico son tipicamente
por debajo de 15 mgkg', pero pueden exceder 2000 mgkg”' en algunas zonas

contaminadas (Jackson et al. 2009; Larios et al. 2012).

En las ultimas décadas, arsénico se convirtié en un grave problema ambiental debido a su
alta toxicidad, movilidad y bioacumulacion. El arsénico inorganico (As) se encuentra
altamente disponible a causa de procesos mineros, agricolas e industriales, considerados
como las principales fuentes de contaminacion de arsénico y metales pesados en el
suelo. En el pasado el arsénico se utilizaba ampliamente para la preparacién de
insecticidas y pesticidas. En 1955, |la produccion mundial de arsénico blanco fue 37.000
toneladas. Sabiendo esto, se dice que el arsénico es uno de los contaminantes mas

abundantes en el mundo, clasificado como cancerigeno segun la Organizacion Mundial de

16



la Salud (OMS). (Marabottini et al.2013; Mandal et al. 2012; Ramirez-Andreottaa et al.
2013; Drewniaka et al. 2013; Hartley et al.2013).

Las formas de arsénico presente en los suelos dependen del tipo y las cantidades de
adsorcion de componentes del suelo, el pH y el potencial redox. Es frecuentemente
encontrado en la naturaleza como un trivalente As(lll) y un pentavalente As(V), aunque
ambos son toxicos, As(lll) es relativamente hasta 10 veces mas toxico que As(V) (Mandal
et al. 2012; Larios et al. 2012; Majumber et al. 2013).

En condiciones reductoras, As (lll) es el compuesto de arsénico predominante, mientras
que As (V) es la forma predominante de arsénico en suelos oxidados. Pero tanto As (V)
como As (lll) son muy téxicos para la vida (Mandal et al. 2002; Valverde et al. 2011; Van
Lis et al. 2013).

La extension de la variacion de toxicidad, es porque As(lll) tiene la habilidad de unir varios
grupos sulfénicos y grupos ditidlicos de proteinas, mientras que As(V) actia como un
quimico analogo de fosfato y puede inhibir la fosforilacién oxidativa, ademas es poco
soluble en agua y menos biodisponible. La transformacién microbiana de As(lll) a As(V)
puede representar una forma ecoamigable, de bajo costo y alternativo a los procesos de

remediacion convencionales (Majumber et al. 2013).

Varias técnicas de remediacion para la remocién de arsénico han sido aplicadas como
intercambio idnico, adsorcidon con alimina activada, carbdn activo, ultrafiltracion, osmosis
reversa y complejos de iones metalicos seguidos por coagulacion, los cuales requieren un

largo contenido de agentes quimicos. (Aksornchu et al. 2008)

Histéricamente, la diversidad de bacterias resistentes al arsénico aumenta, a medida que
la contaminacion de los suelos ocurre, donde las comunidades microbianas residentes se
adaptan al estrés de metales y metaloides. Aunque la resistencia microbiana al arsénico
es bastante comun en ambientes naturales. Cepas bacterianas que exhiben resistencia a
As(V) estan generalmente en un nimero mayor de poblacién que aquellos que exhiben
resistencia a As(lll), lo cual debe ser por el incremento de toxicidad del ultimo en la matriz
del suelo (Aksornchu et al. 2008; Majumber et al. 2013).
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Se pueden encontrar bacterias conocidas por su resistencia al Arsénico como Bacillus
arsenoxydans, Pseudomonas sp, Alcaligenes sp, Hydrogenophaga sp, Thiomonas sp, y

Stenotrophomonas sp MM-7 (Majumber et al. 2013).
3.2.4 Bacterias resistentes a metales pesados

Las bacterias del suelo son responsables de diversos procesos ecoldgicos, como los
ciclos biogeo-quimicos de los elementos, crecimiento de las plantas, descomposicién de
la materia organica, mantencion de la estructura del suelo, desintoxicacion y control de
pestes. Cambios en la comunidad bacteriana de los suelos expuestos a los metales
pesados puede variar dependiendo de las propiedades del suelo, biodisponibilidad y los
grupos bacterianos nativos del suelo. Estudios en diversidad bacteriana de sitios
contaminados con metales pesados aun demuestran una alta diversidad de
microorganismos, existiendo microorganismos nativos que no sélo se han adaptado al
nuevo medioambiente, sino que también se han desarrollado en ellos (Altimira et al 2012;
Chien et al 2008).

Sin embargo hay bacterias de los suelos que son particularmente sensibles al estrés por
metales y al impacto de cobre en las estructuras comunitarias bacterianas, como es el
caso de Pseudomonas cuya toxicidad de cobre es de preocupaciéon ya que este grupo es

responsable de importantes servicios al ecosistema (Thorsen et al. 2013).

La exposiciébn a metales pesados de por si, suele llevar a establecer una poblacion
microbiana tolerante, que estan representadas por bacterias Gram positivas como
Bacillus, Arthrobacter y Corynebacterium, asi como también bacteria Gram negativas
como Pseudomonas, Alcaligenes, Ralstonia y Burkholderia. Estos microorganismos
poseen una gran variedad de mecanismos para lidiar con altas concentraciones de

metales pesados (Piotrowska et al 2005; Chien et al 2008).

Los mecanismos de resistencia empleados usualmente por estos microorganismos para
tolerar el estrés incluyen barreras de permeabilidad, retencién intracelular y extracelular,
bombas de eflujo, desintoxicacion enzimatica y reduccién. Asi como también en la
mayoria de las cepas resistentes, la resistencia es mediada a través de plasmidos,
elementos genéticos extra cromosomales. El nivel de resistencia varia con respecto a las

cepas bacterianas y la toxicidad de los metales pesados, si una cepa bacteriana exhibe
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un alto nivel de resistencia frente a un metal particular, puede ser utilizada para
remediacion de los medioambientes contaminados antropogenicamente. (Harichova et al.
2012; Nithya et al. 2011)

La habilidad de algunos microorganismos de enlazar metales y convertir algunos de ellos
en especies menos téxicas ha sido demostrado como un método alternativo para los
métodos actuales de remediacidn como la precipitacion, filtracion, intercambio idnico,
tratamientos  electroquimicos y tecnologia de membranas. También estos
microorganismos resistentes a metales pesados pueden ser indicadores utiles para la
potencial toxicidad de otras formas de vida, por lo tanto, actuar como agentes selectivos
importantes para explicar la evoluciéon de las comunidades microbianas (Puyen et al.
2012).

3.2.5 Caracteristicas genéticas de bacterias resistentes a metales pesados.

Las bacterias han adoptado una variedad de mecanismos de tolerancia a metales
pesados, tanto a nivel cromosomal y extra-cromosomal, como plasmidos, los cuales
pueden ser difundidos a través de la comunidad bacteriana por transferencia lateral de

genes.

Uno de los mecanismo mas conocidos, las bombas de eflujo en particular, recogen los
metales dentro de la membrana celular y los remueven de la célula, asi protegiendo las
estructuras internas de los efectos de los metales téxicos., Unas de estas bombas de
eflujo son CzcA, proveniente del operdon czc de Cupriavidus metallidurans y nccA
provenientes del sistema ncc de Achromobacter xylosoxidans 31A, asi como también una
bomba de eflujo proveniente del operéon cad metaloregulador de Bacillus y
Staphylococcus y el operon ars de Escherichia coli y Staphylococcus con una proteina
con alta afinidad a As(lll). En el caso de las bacterias desnitrificantes, las cuales poseen
una inhabilidad de usar bombas de metales, pueden poseer enzimas resistentes a
metales. (Harichova et al.2012; Karelova et al.2011; Singh et al.2011)

Los genes que confieren resistencia a cobre en las bacterias son necesarios en estas
situaciones y estan regularmente presentes en plasmidos y organizados en un operon. En
el caso del cobre, se puede conferir resistencia por medio de los genes cop (copa, copB,

copC, y copD) de Cupriavidus metallidurans. Donde copA, codifica una multi-oxidasa de
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cobre, siendo uno de los principales determinantes genéticos en la resistencia a cobre en
bacterias Gram negativas, también ha sido encontrada en bacterias Gram positiva, se
estipula que por medio de la transferencia lateral de genes en las comunidades
bacterianas. En el caso de los genes pco (pcoA, pcoB, pcoC y pcoD) de Escherichia coli,
codifica una ATPasa tipo p envuelta en la homeostasis del cobre. Alternadamente se
conoce que la expresion de los genes cus, reguladores de cobre por medio de la proteina

cusA y su mecanismo quimi-osmotico de cobre.

Se sabe que cusA y copA disminuyen a medida que las concentraciones de cobre

aumentan (Altimira et al.2011; Besaury et al.2013)

En cuanto al arsénico, las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos de
resistencia que pueden ser divididos en dos categorias basicas consistiendo en
reacciones redox que conservan la energia para el crecimiento celular o reacciones de
destoxificacion por medio de los genes del operon ars (Cavalca et al.2011; Halter et
al.2011).

Un tipico operdn ars contiene los tres o cinco genes arsRBC o arsRDABC. ArsR es un
represor que une la regién del promotor y regula el operdn ars y posee una alta afinidad a
As(lll), ArsB es una proteina de transporte localizada en la membrana plasmatica que
puede bombear As(lll) fuera de la celular, ArsC ha sido demostrada de ser una reductasa
citoplasmatica de As(V) (Convierte As(V) en As(lll), ArsA es una ATP-asa de As(lll)-
activado y ArsD regula el operon ars como un débil represor secundario. ArsA y ArsB
forman un complejo ArsA/ArsB que funciona como una bomba de detoxificacion vy
aumenta la habilidad de As(lll). También se conoce la existencia del gen arsM de
Rhodopsuecomonas palustris la cual metila As a trimetilarsina (TMA) (Cavalca et al.2010;
Singh et al.2011).

También es de importancia decir que los genes de resistencia a metales pesados vy
antibidticos son a menudo encontrados en el mismo elemento genético movil, la polucion
de metales a menudo promueve la resistencia a antibidticos en los organismos expuestos,
un hecho que esta preocupando tanto clinica como medioambientalmente (Mathé et al.
2012).
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3.3 Biorremediacion

La biorremediacion es una herramienta importante para la descontaminacién donde la
presencia de actividad de comunidades microbianas autéctonas es un prerrequisito para
los tratamientos. Hay que tener en cuenta que existe una importante diferencia entre la
biorremediacion de metales y compuestos organicos xenobioticos, ya que en el primer
caso, los metales pesados existen bajo distintos estados elementales, siendo posibles
pasar del suelo a la atmdsfera, mientras que en el caso de los xenobioticos resulta en la
completa mineralizacién de la sustancia toxica. Los esfuerzos de remediacion para
metales pesados pueden ser logrado de cinco formas: inmovilizacién por medio de la
alteracion del pH o por medio de la adiccidén de la materia organica, remocion, secuestro,
mezcla activa y absorcion por medio de plantas llamado fitoextraccion (Andreazza et
al.2010; Mackie et al. 2012; Margesin et al. 2011;Singh et al.2011).

La fitoextraccion consiste en tomar los metales pesados del suelo por medio de las
plantas, existiendo tres tipos de fitoextraccion: sin adicion, adicion de agentes quelantes y
con adicién de microorganismos; en este ultimo principalmente bacterias que producen
sideroforos, dado su habilidad de movilizar metales, especificamente fierro (Fe) pero

también cobre (Cu), haciendo los metales mas moviles para la absorcion de las plantas.

La Biorremediacion de metales pesados ha recibido gran atencion actualmente, no solo
como una novedad cientifica, sino también por su potencial aplicacion en las industrias, ya
que primariamente usa microorganismos O procesos microbianos para degradar y
transformar contaminantes ambientales en formas inocuas. Siendo los procesos de
remediacion como la bioestimulacion y bioaugmentacién in-situ los mas econémicos
(Akinci et al. 2011; Mathé et al. 2012).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacién de los suelos con metales pesados por causa de la actividad humana
(agricola, industrial, minera, etc.), tiene la potencialidad de causar dafio a la salud de la
poblacion expuestos a ellos, tanto directamente, por medio exposiciéon a la piel, como
indirectamente por medio de los alimentos cultivados en estos suelos, como frutas,
verduras y granos. Por lo que se ha dirigido la mirada a los microorganismos de estos
suelos contaminados, dado la posibilidad de encontrar microorganismos resistentes a
metales pesados capaces de ayudar en un futuro a la biorremediacién de los suelos, por
medio de los genes de resistencia que podrian poseer. En este contexto se propone la
siguiente hipodtesis y objetivos.
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5. HIPOTESIS

Si los suelos de Puchuncavi estan contaminados con metales pesados, se podran
identificar algunas especies anteriormente no descritas que sean altamente resistentes a

cobre y arsénico del total de bacterias autdctonas aisladas.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General

Identificar molecularmente cepas bacterianas aisladas desde suelos contaminados con
metales pesados de la zona de Puchuncavi, y su correspondiente caracterizacion
bioquimica.

6.2 Objetivos Especificos

- Caracterizacion morfoldgica y bioquimica de las cepas bacterianas.

- Determinar la resistencia a los metales mediante la medicién de la concentracién
minima inhibitoria (C.M.I) a Cu(ll) y As(V).

- Identificacion molecular de las cepas bacterianas.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Re-aislamiento de Cepas.

De 44 cepas aisladas en estudios anteriores, desde suelos contaminados de Puchuncauvi,
region de Valparaiso, se seleccionaron y se re-aislaron 14 cepas mantenidas a 4°C, todas
tolerantes al cobre a concentraciones mayor o igual a 125 ppm, cuya nomenclatura es la
siguiente: 1A1, 1A4, 2A2, 2A4, 1B2, C1, C4, D1, D3, D5, D7, 2E3, 2E4 y E1.

Las cepas se cultivaron en Agar nutritivo (AN) (en 1L, Peptona 5.0g, Extracto de carne
3.0g, Agar-Agar 15g.) y caldo nutritivo (CN) (en 1L Peptona 5.0g, Extracto de carne 3.0g.)
a una temperatura de 25°C, y fueron nuevamente conservadas en agar semisolido (AS)

(en 1L Peptona 5.0g, Extracto de carne 3.0g, Agar-Agar 8.0g.) a 4°C.
7.2 Caracterizacion Macroscopica y Microscoépica

La caracterizacion macroscopica se llevd a cabo por medio de la observacion y
descripcion de las colonias de las cepas previamente mencionadas, utilizando los
siguientes parametros: forma, borde, elevacion, opacidad, cromogénesis, superficie y

consistencias.

Mediante tincion Gram, se identificd microscépicamente la morfologia celular utilizando el

microscopio Primo Star Zeizz®. (Diaz et al.1999)
7.3 Caracterizacion Bioquimica.
7.3.1 Api® 20 NE Biomérieux®

Para la caracterizacion bioquimica se utilizé el Kit API® 20 NE de Biomérieux® (Anexo 1)

especial para bacilos o cocobacilos Gram negativo no enterobacterianos.

Se sembraron las cepas 2A2, C1, C4, D1, D3, D7, 2E4 y E1. con estas caracteristicas en
agar nutritivo durante 24 horas a 25°C. Posteriormente, se tomd una colonia de la cepa
correspondiente y se suspendio en solucién salina al 0.8% con una turbidez estandar al
Reactivo de McFarland 0.5 que corresponde a 1.5x10® células/mL®. Ademas se

sembraron las cepas 1A1y 1B2 que eran Gram variables.
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Se dejaron incubar por 24 a 48 horas a 25°C y los resultados positivos o negativos se

vieron segun como fue indicado en la “tabla de lectura de resultados” proveido en el kit.
7.3.2 Biolog®

Biolog® GN2 MicroPlate™ consta de 95 pruebas bioquimicas creadas para poder obtener
un perfil metabdlico especial para bacterias Gram Negativas, en nuestro caso las cepas
analizadas con esta prueba fueron, 2A2, C1, C4, D1, D3, D7 y E1.

Las cepas fueron cultivadas en agar nutritivo de forma pura, desde los cuales se agrego
colonias en medio liquido de inoculacion GN/GP con la asa de loop, homogenizado vy

llevado hasta una turbidez determinada estandar de McFarland 0.5.

Se agregaron 150uL de la solucion GN/GP en cada uno de los pocillos, y fueron
cultivados a 30°C por 24 horas para su lectura. De ser negativo se observo igual que en

A1 que es agua, de ser positivo fue morado y de ser inconcluso tendra poco color.

Se realizd6 de la misma forma para GP2 MicroPlate™ que consta de 95 pruebas
bioguimicas para bacterias Gram Positivas, en nuestro caso las bacterias 1A1, 1A4, 2A4,
1B2, D5y 2E3.

7.4 Identificacion Molecular.
7.4.1 Extraccion de DNA por Shock Térmico.

La extraccion de DNA para su eventual utilizacién en PCR se hizo por medio del protocolo
de shock térmico, donde se suspendié una colonia en un microtubo con 1mL de NaCl
0.85%, se agitdé en un vortex por medio minuto y posteriormente se centrifugd a

11.000rpm por cinco minutos.

Una vez centrifugado, se elimind el sobrenadante y se re suspendié en 500uL de buffer
TE (EDTA 1mM; Tris-HCI 10mM; pH 8). Se incubd a -20°C por diez minutos, e
inmediatamente después se incubé a 98°C por veinte minutos. Finalmente una vez

retirado se centrifugd a 11.000rpm por cinco minutos.
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7.4.2 Amplificacion mediante PCR del gen 16S rRNA.

Para la identificacion se utilizé la técnica de PCR con el gen 16S rRNA para ello se siguio

el protocol6 que se muestra a continuacion.

El gen 16S rRNA desde el DNA extraido es amplificado usando los primers 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y 1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3). La
mezcla de reaccion esta compuesta por 2.5uL10X PCR buffer, 0.4 yL dNTPs (0.4mM), 1.0
uL MgCl2 (3mM), 1.5uL de cada primer (0.6mM), 0.25uL DNA template, 1.25 unidades
Dreamtaqg DNA polymerasa y agua estéril desionizada hasta un volumen de 23uL. El
programa de amplificacion de PCR sera el siguiente: desnaturalizacion inicial (95°C,
5min), desnaturalizaciéon (95°C, 1min), templado (55°C, 1min), extension (72°C, 1min) y

una extension final a 72°C por 5 minutos. En 25 ciclos (Fig.2)

Figura 2.
95°C 85°C 72°C 72°C
500 | 1:00 1:00 | 5:00
I |
| |
! 55°C .
: 1:00 !
1 I
1 I
I |
Desnaturalizacién Desnaturalizacion Templado Extencidén Extencidén
Inicial Final
Perfil PCR Fuente Propia

Para verificar la amplificacion del DNA, se hizo una electroforesis en gel de garosa, en

este caso se utiliz6 un gel de agarosa de 1en buffer TBE 1X (Tris-Borato-EDTA).

A continuacion en cada pocillo en orden se cargd 2uL de la amplificacién por PCR de
cada cepa, y se dejo por 45 minutos a 80volt. Finalmente se visualizé el producto de

1500pb en un transluminador de luz ultravioleta.

El producto final del PCR fue enviado a secuenciar en Macrogen.Inc (Seul, Corea). Las
secuencias obtenidas de las 10 cepas fueron analizadas con los programas Bioedit®

version 7.2.5 y Unipro UGENE® versién 1.13 para su edicién.
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Posteriormente utilizando el formato FASTA fueron analizadas en la base de datos
GenBank (http://ncbi.nim.nih.gov/) utilizando Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

7.5 Concentracion Minima Inhibitoria
7.5.1 Cepas Control

Cupriavidus metallidurans CH34 en conjunto con Escherichia coli ATPP 1628 fueron
utilizadas como controles para determinar la concentracion minima inhibitoria. Siendo
Cupriavidus metallidurans CH34 el control positivo debido a su resistencia conocida a

cobre y Escherichia coli ATCC 1628 el control negativo debido a su sensibilidad a este.

E. coli ATCC 1628 fue mantenida en agar nutritivo y luego cultivada por tres dias en caldo
nutritivo diluido al 10% (en 1L Peptona 0.5g, Extracto de carne 0.3g), mientras que C.
metallidurans CH34 fue mantenida en medio Agar Luria Bertani (Triptona 10g, Extracto de
Levadura 5.0g, NaCl 10g, Agar-Agar 15g.) y luego cultivada en caldo nutritivo por tres

dias, ambas a una temperatura de 25°C.
En el caso de C.M.I de arsénico, no se conté con controles positivos y negativos.
7.5.2 Determinacion de C.M.l para Cobre (ll) y Arsénico (V)

Previo a determinar el C.M.l de cada bacteria en particular, las 14 cepas re-aisladas se

cultivaron en caldo nutritivo al 10% por tres dias.

El medio de cultivo utilizado para la determinacion de la C.M.l fue el Medio Minimo Tris
bajo en fosfatos, con sus siglas en inglés (LPTMS) el cual consiste (g/L) de 6.06 Tris, 4.68
NaCl, 149 Kcl, 1.07 NH,Cl, 0.43 Na,S0, , 0.20 MgcCl, - 6H,0, 0.03 CaCl, , 0.04
Na,HPO,, 0.005 citrato Fe(III)NH,, 2% succinato de sodio y 1g/L de Extracto de

levadura y 1ml de la soluciéon SL7 con un pH de 7.0.

La solucion SL7 consiste (mg/L) de 70 ZnCl,, 100 MnCl, - 4H,0, 60 H3B0O3, 200 CoCl, -
6H,0, 20 CuCl,-2H,0, 20 NiCl, 6H,0, 40 NaMoO,-2H,0 y 1ml de HCI al
25%.(Rathnayake et al. 2013; Rojas et al. 2011)

28



El C.M.l, la concentracion mas baja en la cual no hay crecimiento bacteriano, fue

determinada utilizando el medio LPTMS ajustado a pH 7.

Para ello, en el caso de cobre, se utilizé una solucion stock de 50.000ppm para Cu?*,
utilizando CuS0,x5H,0 desde la cual se realizd una serie de soluciones patrones desde
2000 a 16000ppm (A.2).

En el caso del arsénico se utilizé una solucion stock de 50.000ppm de Na,HAsO,x7H,0,y

no se realizaron soluciones patrones, por las altas concentraciones necesarias (A.3).

Utilizando 48 tubos de ensayo tanto para Cobre como Arsénico, se agregé a cada tubo
18mL de medio de cultivo LPTMS y se autoclavd. Posteriormente se agregd 2mL de
Succinato de sodio y se homogenizé en un vortex, en el caso de cobre se agregé 0.5mL
de la concentracion patron correspondiente de forma estéril, para asi obtener en la placa
las concentraciones correspondientes como observan en la tabla.1. Se hicieron tres

placas por concentracion.

En el caso del arsénico, se agregaron los mililitros correspondientes desde la solucion

stock como se muestra en la tabla.2.
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Tabla.1. Solucion Final cobre

Solucién Solucién Solucién Final  Solucién final

Patrén Patrén en la placa en la placa

(ppm) (mM) (ppm) (mM)
P1 2000 31.80 50 0.795
P2 3000 74.70 75 1.193
P3 4000 63.60 100 1.590
P4 5000 79.50 125 1.988
P5 6000 95.40 150 2.385
P6 6400 101.76 160 2.544
P7 7000 111.30 175 2.783
P8 8000 127.20 200 3.180
P9 9000 143.10 225 3.578
P10 10.000 159.00 250 3.975
P11 11.000 174.90 275 4.373
P12 12.000 190.80 300 4.770
P13 13.000 216.64 325 5.416
P14 14.000 222.60 350 5.565
P15 16.000 254.40 400 6.360
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Tabla. 2. Solucion final Arsénico

Solucion Final

Solucion final

en la placa en la placa

(ppm) (mM)
P1 10 0.133
P2 100 1.334
P3 500 6.670
P4 1000 13.34
P5 1250 16.68
P6 1500 20.00
P7 1750 23.35
P8 2000 26.28
P9 2250 30.02
P10 2500 33.35
P11 2750 36.69
P12 3000 40.02
P13 3500 46.69

Se utilizé una plantilla en las placas de cultivo como se muestra en la Fig.3, y se

cultivaron las 14 cepas mas 2 controles. Cada placa con diferentes concentraciones de

cobre y arsénico.

Figura 3.
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Posicion de cepas en placa para determinacion CMI

Fuente propia
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Se sembré 10uL de cada cepa por placa, en la posicidon correspondiente en la gradilla a
25°C y se observé el crecimiento de cada bacteria a los cuatro dias, en donde se
determiné su CMI correspondiente. Los experimentos se hicieron por triplicado, donde fue
considerado como resistente en el caso de cobre con un C.M.l de 175 ppm, y en el caso
de arsénico sobre los 100mM (Morales.2012; Majumder et al.2013; Romero.2013)
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8. RESULTADOS
8.1 Caracterizacion Morfologica.
8.1.1 Caracterizacion Macroscoépica y Microscopica

Se caracterizaron las catorce bacterias utilizadas en este estudio segun su morfologia
mediante tincién Gram y forma de colonia entre otros, otorgando los siguientes resultados

mostrados en las tablas 3 y 4.

Tabla.3 Morfologia Bacteriana.

N° Cepa Tincion Gram Morfologia
01 1A1 + (variable) Cocobacilo

02 1A4 + Bacilo

03 2A2 - Bacilo corto
04 2A4 + (variable) Cocobacilo

05 1B2 + (variable) Bacilo corto
06 C1 - Bacilo corto
07 C4 - Bacilo

08 D1 - Bacilo corto
09 D3 - Cocobacilo

10 D5 + Cocos

11 D7 - Bacilo

12 2E3 + Cocobacilo

13 2E4 - Cocobacilo

14 E1 - Bacilo Corto

Como se puede observar en la tabla.3 de las catorce cepas, ocho son Gram Negativo
bacilo o cocobacilo, mientras que seis cepas son Gram Positivas cocobacilo y bacilo en su
mayoria, siendo tres de ellas Gram variable. Con los datos obtenidos se procedi6

posteriormente a realizar la caracterizacion bioquimica.

En cuanto a las colonias, se puede observar en la tabla.4 variabilidad entre todas las
cepas, indicandonos que son diferentes tipos de bacterias y no repeticiones de una

misma, aunque microscopicamente posean caracteristicas similares.
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Tabla.4 Caracterizacion de colonias

2
2
S ® g’a 13 8
© o o S o b= 2
m £ z 8 S E 3 2
0 & 5 ) o o o 5 o
2 (&) L [11] L o (&) n O
01 1A1 Circular Liso Elevada Brillante Blanca Suave  Granular
02 1A4 Circular Liso Convexa Brillante Naranja Suave  Granular
03 2A2 Circular Liso Elevada Brillante Amarillo Suave  Granular
04 2A4 Circular Liso Convexa Brillante Blanca Suave  Granular
05 1B2 Circular Liso Convexa Brillante Blanca Suave  Granular
06 C1 Circular Liso Concava Translucida Crema Suave  Mucosa
07 C4 Circular Liso Umbilicada translicida Rosa Rugosa Mucosa
08 D1 Circular Liso Elevada Translucida Crema Suave Granular
Claro
09 D3 Circular Liso Convexa Translucida Crema Suave  Granular
10 D5 Circular Liso Convexa Brillante Amarillo  Suave Mucosa
1 D7 Circular Liso Convexa Opaca Crema Suave  Granular
12 2E3 Circular Liso Elevada Translucida Amarillo Suave  Granular
Claro
13 2E4 Circular Liso Convexa Brillante Amarillo Suave  Granular
Oscuro
14 E1 Circular Liso Elevada Translucida Crema Suave  Mucosa

8.1.2 Caracterizacion bioquimica de las cepas

Para poder obtener un perfil bioquimico completo de las cepas se realizaron las pruebas

API® 20 NE de Biomérieux® y Biolog®

8.1.2.1 API® 20 NE

Los resultados de las pruebas observadas en la Tabla.5 corresponden a las 24 horas en
el caso de NOz, TRP y GLU, ADH y URE; mientras que el resto de las pruebas

corresponden a las 48 horas de incubacion.
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Tabla.5 Pruebas bioquimicas Api 20 NE

Test Componente Reacciones 1A1 2A2 1B2
Activo Enzimaticas

N03 Nitrato Reduccion NO; a NO, - e +
Potasico

Reduccion NO; a N -
TRP L-Triptéfano Formacién Indol - - -
GLU D-Glucosa Fermentacion - - -
Glucosa

ADH L-Arginina Arginina Dehidrolasa - - -

URE Urea Ureasa - - -

ESC Esculina Citrato  Hidrdlisis Esculina - + +
férrico

GEL Gelatina Hidrolisis Proteasa - - -

PNG 4-nitrofenil-BD- B-galactosidasa e e +
galactopiranosida

GLU D-glucosa Asimilacion Glucosa + + +

ARA L-arabinosa Asimilacion Arabinosa + - +

MNE D-manosa Asimilacion Manosa + - +

MAN D-manitol Asimilacion Manitol de de +

NAG n-acetil- Asimilacién + - -
glucosamina n-acetilglucoisamina

MAL D-maltosa Asimilacion Maltosa e - +

GNT Gluconato Asimilacion gluconato potasico + + +
potasico

CAP Acido Caprico Asimilacién Acido caprico - - -

ADI Acido Adipico Asimilacién Acido adipico - - -

MLT Acido Malico Asimilacién Acido malico + + +

CIT Citrato Trisddico Asimilacién Citrato trisédico + + +

PAC Acido Asimilacién Acido fenilcético o o -
Fenilacético

oX Oxidasa Citocromo oxidasa - - -
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Test C1 C4 D1 D3 D7 2E4 E1
NO; - + = = + + +
TRP - - - - - - -
GLU + - - - - - -
ADH + - - + - - -
URE - - - - - - -
ESC - + + - - ; +
GEL - - + - - - +
PNG - + + = + - +
GLU + + + + + + +
ARA + + - - - A -
MNE + + + + - + +
MAN + - - - - A -
NAG + + + + + - +
MAL - + + + + + +
GNT + - - + + + )
CAP + - - + + - =
ADI - - - - - - -
MLT + - + + + + +
CIT + - + + + + +
PAC - - - + i i -
OoX + + + + + - -

Esta prueba esta hecha para bacilos Gram negativo, si bien las cepas 1A1 y 1B2, son

cepas Gram positivo, se realizaron las pruebas en forma de prueba general.

Se infieren con estos resultados que las cepas morfolégicamente parecidas no

corresponden a la misma especie, ya que ninguna manifestdé el mismo patron metabdlico.
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8.1.2.2 Biolog® GP2/GN2 MicroPlate™

Las resultados de las pruebas bioquimicas realizadas para las cepas Gram positivas

utilizando GP2 MicroPlate™ pueden ser observadas en la tabla.6.

Tabla.6 GP2 MicroPlate™

Test 1A1 1A4 2A4 1B2 D5 2E3
Agua - - - - - -
a-ciclodextrina - - - - - -
B-ciclodextrina - - / - - -
Dextrina - + / / + /
Glucégeno - - / - - -
Inulina - - - - - -
Manano - - - - - -
Tween40 - + + - + +
Tween80 - + + - - -
N-acetil-d-glucosamina - - / - - -
N-acetil-d- - - - - - -
manosamina

Amigdalina - - - - - -
L-arabinosa - - - - - -
D-arabitol - - - - - -
Arbutina - - - - - /
D-celobiosa - + / - + /
D-fructosa - e o + / _
L-fucosa - - - - - -
D-galactosa - - - - - -
Acido D-galacturénico - - - - - -
Gentiobiosa - - = = = /
Acido D-glucénico - + / - - -
a-d-glucosa - s L - + -
Mk-inositol - - / - - -
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a-d-lactosa - - - - - -

Maltosa - / + / / +

d-Manitol + + + + - /

d-Melecitosa - / + - - -

a-metil-d-galactoside - - / - - -

Metil glucosa - - / - - -

3-metil-d-glucosido - / / / - -

Palatinosa - / + - - -

D-rafinosa - / - - - -

D-ribosa - / / + - /

Sedoheptulosano - - - - - -

Estaquiosa - / - - - -

D-tagatosa - - / - - -

Turanosa - / + / / +

D-xilosa - / - - - -
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Acido acético - + - - - -

Acido B-hidroxibutirico - + / / - -

Acido p- - - / - - -
hidroxifenilacético

Acido a-cetovalérico - + + _ _ _

Acido d- - - - - - -
lacticometilester

Acido d-malico - - - - - -

Metil piruvato - + + + + +

Acido propiénico - + - - - -

Acido succinamico _ - _ _ _ -

Acido n-acetil-I- - + - - - -
glutamico

D-alanina - - - + - -

L-alanil-glicina + - - + - /

Acido I-glutamico - / + + / /

Acido I-piroglutamico - + - - - -
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Test

Putrescina
2,3-butanodiol
Glicerol
Adenosina
2’-deoxiadenosina
Inosina

Timidina

Uridina

Adenosina-5’-
monofosfato
Timidina-5’-

monofosfato

Uridina-5"-monofosfato

Fructosa-6-fosfato
Glucosa-1-fosfato
Glucosa-6-fosfato

D-l-a-glicerol fosfato

1A1

1A4

2A4

1B2

D5

2E3

Donde (+) corresponde a un resultado positivo, (-) a un resultado negativo y (/) no es

concluyente.

Los resultados para las pruebas bioquimicas realizados para las cepas Gram negativos

utilizando GN2 MicroPlate™ pueden ser observadas en la tabla.7
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Tabla.7 GN2 MicroPlate™

Test 2A2 C1 C4 D1 D3 D7 E1

a-ciclodextrina - - - - - - -

Glucogeno - - - - / - -

Tween80 + / - / + + /

N-acetil-d- - / + / - + +
glucosamina

L-arabinosa + + - - - - -

D-celobiosa - - + / - + /

D-fructosa - / + / / / /

D-galactosa - + + / - - -

a-d-glucosa - / + / + + +

a-d-lactosa - - + - - / /

Maltosa - - + / - + +

D- manosa . / + / - + -

B-metil-d- - - - - - / /
glucosido
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D-psicosa - - - - - - -

L-ramnosa - - - - - - -

Sacarosa - - / - - / -

Turanosa - - - - - / -

Metil piruvato - + - / + + +

Acido acético - / - / + + +

Acido citrico - + - / - + +

Acido d- - + - - - - /
galactonico
lactona

Acido d-glucénico - + - - + - _

Acido d- - + - - + + -

glucuronico

Acido B- - + - - + / /
hidroxibutirico

Acido p- - - - - + - -

hidroxifenilacético
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Test 2A2 C1 C4 D1 D3 D7 E1

Acido o- - + - - + + +
cetoglutarico

Acido d-I-lactico - + - / / + +

Acido propionico - + - / + + "

Acido d-sacérico - + - - + + -

Acido succinico - / - + + + +

Acido succinamico - - - - / - -

L-alaninamida - - - / + + +

L-alanina - + - / + + +

L-asparagina - + / - + / /

Acido I-glutamico - + / - + + /

Acido glicil-- - / - / - + +
glutamico

Hidroxi-l-prolina - / - - + - -

L-ornitina - - - - / - -
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L-fenilalanina - - - - - - -

Acido I- - + - _ + - -
piroglutamico

L-serina - + - - + + +

D,L-carnitina - / - - + / -

Acido urocanico - + - - - -

Uridina - / - - - / -

feniletilamina - - - - + - -

2-aminoetanol . + - - + - -

Glicerol - + - - / / -

Glucosa-1-fosfato - - - - - - -



8.1.3 Identificacion Molecular de las cepas.

La identificacién molecular fue realizada para 13 cepas (Fig.4), de las cuales solo 10
fueron posibles de ser analizadas y editadas con los programas UGENE version 1.13.0 y

Bioedit versién 7.2.5, cuyas secuencias pueden ser observadas en el Anexo (A.4).

Figura 4. _ ~
X a b r. d e f g T i i k | m
R
- .
Al - [ — “ v
- 1

Gel Agarosa. La flecha roja en X indica 1500pb, tamafo del fragmento buscado en la
amplificacion del gen 16S ribosomal de cada cepa estudiada; donde a es 1A1, b es1A4, c es 2A2,
des2A4,ees 1B2,fes C1,ges C4, hesD1,ies D3, jes D7, kes 2E3,l es 2E4 ym es E1. En el

caso de g, h y k se volvid a repetir la técnica de PCR por la falta total de producto.

Si bien como se pudo observar las cepas D7 y E1, obtuvieron la misma identificacion

molecular, hubo una diferencia, ya que D7 tuvo una identificacion del 100% y E1 del 99%.
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Tabla.8 Identificacion molecular.
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8.2 Analisis Microbiolégico
8.2.1 Determinacion de resistencia a Cobre por medio de C.M.I

Una vez determinadas las caracteristicas microscépicas, macroscépicas y bioquimicas, se
procedié a la realizacidon de la determinacién de resistencia a los metales pesados por
parte de las bacterias estudiadas, por medio de la determinacién de la Concentracion

Minima Inhibitoria. En este estudio, fue realizado para cobre (ll) y arsénico (V).

En el caso del Cu(ll) los resultados que pueden ser observados en la tabla.9 fueron
medidos a los 4 dias, siendo incubados a 25°C. En su totalidad, pueden ser observados

en el anexo (A.5)

Tabla.9 C.M.| Cobre

Cepas C E. 1A1 1A4 2A2 2A4 1B2 C1

metallidurans

coli
CMI 300 50 160 150 160 250 150 150
ppm
Cepas C4 D1 D3 D5 D7 2E3 2E4 E1
Cwmi 275 150 150 200 150 150 150 150
ppm

Al tener un C.M.I superior o igual a 175ppm, se pueden considerar a las cepas
resistentes, por lo tanto se puede observar una resistencia significativa en las cepas C4
correspondiente a Pedobacter y 2A4 correspondiente a Arthrobacter con un C.M.l de 275
y 250ppm respectivamente, pero también se muestra resistencia en la cepa D5 con un
C.M.I de 200ppm. 1A1 y 2A2 no se pueden considerar resistentes a cobre con un C.M.I

de 160ppm, pero pueden ser utilizadas para estudios posteriores de interés genético.
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8.2.2 Determinacién de Resistencia a Arsénico por medio de C.M.I

Se prosiguid a determinar la resistencia a Arsénico (V) por medio de la Concentracion

Minima Inhibitoria, utilizando el protocolo apropiado, dando los resultados observados en

la Tabla.10, a los 4 dias de incubacién a 25°C. En su totalidad pueden ser observados en

el Anexo (A.6)

Tabla.10 C.M.I Arsénico

Cepas ©C . 1A1 1A4 2A2 2A4 1B2 C1
metallidurans coli

CcMi >3500 3000 1000 2000 2500 >3500 >3500 >3500

ppm

CMI >46.69 40.02 13.34 26.28 33.35 >46.69 >46.69 >46.69

mM

Cepas C4 D1 D3 D5 D7 2E3 2E4 E1

CwMmI 3500 >3500 >3500 >3500 >3500 >3500 1250 >3500

ppm

CMI 46.69 >46.69 >46.69 >46.69 >46.69 >46.69 16.68 >46.69

mM

En esta ocasion no se contaba con una bacteria resistente a arsénico conocida, sin

embargo se probod con las dos bacterias controles de la determinacion C.M.| de cobre

para observar su comportamiento, siendo Cupriavidus metallidurans no conocida por ser

resistente a arsénico, pero si a multiples metales pesados, mientras que se sabe de cepas

de E. coli que muestran resistencia a arsénico.
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9. DISCUSION

Para los microorganismos, los metales pesados pueden ser esenciales para su existencia,
como lo es el cobre, pero en altas y bajas concentraciones produce efectos negativos
(Andreazza et al.2010). También existen metaloides como el arsénico que no son
necesarios para ninguna funcion metabdlica en los microorganismos, pudiendo ser
considerado un importante contaminante hoy en dia, debido a su alta utilizacion en
tiempos pasados cuando no se sabia los efectos de estos metales, en la salud humana y

medio ambiental.

En la zona de estudio de Puchuncavi, segun Morales (2012), en su informe de suelo, se
pudo observar que las concentraciones en el suelo de cobre variaron desde 219 a 6231
mg/kg, mientras que para arsénico variaron desde 15.9 a 57.8 mg/kg. El servicio agricola
y ganadero de Chile (S.A.G), en su informe de criterios de calidad de suelo agricola los
limites de contaminacion los estandares otorgados por la ley Federal de Alemania, para
cobre varian entre 30 y 100mg/Kg, mientras que en Japon en la ley de prevencion de
contaminacién de suelos agricolas el limite maximo de cobre es de 125mg/Kg. De
acuerdo a Mackie et al.2012 y Piotrowska-Seget et al.2005; mientras que para arsénico la
variacion de un maximo en suelos va de 10 a 20mg/Kg. Majumber et al.2013 encontraron
concentraciones menores, desde 7.3mg/Kg, indicandonos que los suelos de la zona de
Punchuncavi en el caso del metal cobre, se encuentra en extrema contaminacion, con un
maximo de 6231mg/Kg. En el caso del arsénico es posible ser considerado
medianamente contaminado, ya que se han encontrados lugares con concentraciones de
hasta 2000mg/Kg (Nithya et al.2011).

Teniendo en consideracion lo visto anteriormente, es plausible el hecho de que se hayan
encontrado bacterias resistentes a cobre, como lo fueron 2A4, C4 y D5 superando los
175ppm de resistencia con 250, 275 y 200ppm correspondientemente. 1A1 y 2A2 se

acercaron a la tolerancia con 160ppm ambas.

En el caso de arsénico, no se logréo una concentracion determinante, por lo que se
deberian continuar los estudios aumentando las concentraciones, ya que 10 de las 14
cepas estudiadas llegaron a la concentracion limite de 46.69mM. Se sabe que las
bacterias son consideradas resistentes a Arsénico a concentraciones mayores de 100mM

en el caso de As(V), y se han encontrado bacterias resistentes a concentraciones de 167
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a 400mM de As(V), provenientes desde suelos cuya concentracion total de arsénico
variaron de 7.4 a 13.4mg/kg y 3.8 a 8.1 mg/Kg (Majumder et al.2013; Nithya et al.2011;
Pepi et al.2011)

Bacterias conocidas resistentes a metales pertenecen a los generos, Stenotrophomonas,
Enterobacter, Acinetobacter (Chien et al.2008), Bacillus, Arthrobacter, Corynebacterium,
Sphingomonas, Cupriavidus, Ralstonia, Burkholderia (Altimira et al.2012; Harichova et
al.2012; Piotrowska-seget.2005), Achromobacter, Staphylococcus, Pseudomonas,
Actinobacteria, Proteobacteria (a, B, y y ©0), Acidobacteria, Gemmatimonadetes,
Bacterioidetes, Chlamydiae, Chloroflexi, Fibrobacteres, Polyangium, Vaiovorax, Hafina,
Clostridia, Plantomycetes, Firmicutes, Pedobacter y no cultivables. (Harichova et al.2012;
Karelova et al.2011). Como se puede observar en la tabla.8, se corresponde con bacterias
resistentes a metales, como lo son 2A4 y C4 correspondientes al género Arthrobacter y

Pedobacter, este ultimo menos conocido en este aspecto.

De las bacterias identificadas, y sus pruebas bioquimicas, se analizé en énfasis de las dos
bacterias mas resistentes a cobre encontradas, las cuales fueron 2A4 y C4. En el caso de
D5 no se pudo hacer una Identificacion molecular y en el caso de las cepas 1A1y 2A2 no

se observaron pruebas bioquimicas concluyentes.

En el caso de 2A4 segun Winn.2006 y Wauters et al.2000, el género Arthrobacter, .Si
posee las caracteristicas de utilizar como fuente de carbono Tween80, n-acetil
glucosamina- manitol, maltosa, acido gluconico pero no utilizan N-acetil-glucosaminidasa,
como lo hace esta cepa. Segun Whitman et al.2012, con respecto a la cepa Arthrobacter
chlorophenolicus, con un 99% de Identificacion segun BLAST (tabla.8), la cual al igual que
en lo visto experimentalmente es aerdbica obligada posee una ciclo bacilo-coco, con un
color perlado como se puede ver en la tabla.4. 24 de las 32 pruebas bioquimicas que se
pudieron comparar coinciden con la cepa 2A4 como lo fueron los polioles o también
llamados polialcoholes como Dextrina y glucégeno; alcoholes como glicerol;
monosacaridos como D-fructosa; disacaridos como maltosa y lactulosa; oligosacaridos
como maltotriosa; acidos organicos como acido-D-glucomico; aminoacidos como L-
alanina y L-asparraguina, nucleosidos como adenosina y fosfatos, sin embargo un numero
de 13 pruebas que es dicho no son utilizadas por la cepa Arthrobacter chlorophenolicus, si

son usadas por la cepa 2A4 como lo fue en el caso de los polimeros Tween40 y 80.
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La cepa Arthorbacter phenanthrenivorans en el cual se tuvo un 99% de identificacion (Ver
tabla.8). segun Whitman et al.2012 se sabe que esta cepa no utiliza glucosa, lactosa o
sacarosa, y solo utiliza como fuente de carbdon fenantreno y antraceno sin embargo
nuestros resultados vistos en la tabla.6, nos dice que la cepa 2A4, si utiliza sacarosa y
derivados de lactosa y glucosa. Esto nos indica, que la cepa 2A4, tiene una alta
posibilidad de no ser Arthorbacter phenanthrenivorans, pero si se encuentra muy cercana

a Arthrobacter chlorophenolicus.

Para C4 identificada con el género Pedobacter se tiene una gran variedad de
identificaciones, como se puede observar en la tabla.8; pero nos enfocamos en
Pedobacter roseus con un 98% de identificacién ya que segun lo visto en Chung et
al.2006, comparte caracteristicas morfolégicas como colonias rosadas y bacilos cortos
Gram negativo (tabla.3). En C4 se vio una menor utilizacion de fuentes de carbono que en
la cepa 2A4; en esta solo se pudo ver la utilizacibn de polioles como dextrina,
monosacaridos como D-fructosa y D-galactosa, disacaridos como a-D-glucosa y a-D-
lactosa, y aminoacidos como L-asparraguina. Con respecto a las caracteristicas
metabdlicas vistas en Chung et al.2006 en el caso de Pedobacter roseus de las pruebas
bioquimicas comparables, 5 de 10 fueron acertadas. En el caso de Whitman et al.2012
solo se pudieron comparar 13 pruebas bioquimicas, de las cuales 9 correspondieron de

manera positiva.

En cuanto a Pedobacter terrae, con un 98% de identificacion (tabla.8), segun lo mostrado
en Yoon et al.2007, solo se pudieron comparar seis pruebas bioquimicas, de las cuales
solo tres concordaron de manera positiva, teniendo en cuenta que las colonias fueron

identificadas con un color naranja, lo cual no concuerda con lo descrito en la tabla.4.

Para el caso de Pedobacter borealis, con un 98% de identificacion, segun Gordon et
al.2009, de las 16 pruebas bioquimicas comparables, solo once tuvieron una correlacion,
destacando el hecho de que en D-manitol, hubo concordancia en Api 20NE, pero no asi
en GN2 MicroPlate™, mientras que L-arabinosa coincidi6 en ambos. Para Pedobacter
alluviinus, segun Gordon et al.2009, se obtuvo los mismo resultados que para Pedobacter
borealis, teniendo en cuanta que en las pruebas que no fueron posibles de comparar

existe variabilidad entre estas dos.
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Es posible que la cepa C4 se encuentre altamente relacionada con esas cepas, muy
probable con Pedobacter roseus por sus caracteristicas morfoldgicas, pero la variabilidad
en las pruebas bioquimicas, aunque fueron acotadas, podria indicar solo una cercania

entre las especies.

Para 1A1 que al igual que 2A4 fue identificada con el género Arthrobacter, tuvo una
identificacion del 99% con Arthrobacter nicotinovorans, la cual es una bacteria aerdbica,
movible con flagelos laterales y con un ciclo bacilo-coco Whitman et al.2012. Con la cepa
2A4, tuvo coincidencia con D-manitol, L-alanina, L-asparraguina y L-Serina. Al haberse
realizado la prueba API 20Ne, como es esperado en Arthrobacter nicotinovorans, puede
reducir nitrato, utiliza Arabinosa, glucosa, asparraguina y no utiliza acido adipico. Debido a
la falta de pruebas bioquimicas, tras dos GP2 MicroPlate™ y GN2 MicroPlate™ fallidos,

no se puede discutir de mayor manera.

En el caso de 2A2 donde no se realizé identificacion molecular, solo hubo tres resultados
positivos en la prueba GN2 MicroPlate™, para los polimeros Tween40 y 80, asi como L-

arabinosa, un monosacarido, el cual tuvo un resultado negativo en Api 20NE.

Para las cepas D7 y E1, las cuales no demostraron resistencia a cobre con un C.M.l de
150ppm cada una, pero llegando a la mayor concentracion disponible de arsénico
46.69mM. Como se puede observar en la tabla.8 obtuvieron la misma identificacion
molecular para el género Stenotrophomonas, las cuales son bacterias moéviles, Gram
negativas y aerdbicas. En el caso de D7 con un 100% de identificacion para
Stenotrophomonas rhizophila 'y E1 con un 99% para Stenotrophomonas rhizophila, pero a
pesar de esto se debe tener en cuenta, que como es posible apreciar en las tablas 5y 7,
ambas poseen diferentes caracterizaciones bioquimicas, si bien ambas pueden utilizar
trehalosa y reducir NO3, solo E1 puedo hidrolizar esculina, tres caracteristicas de S.
rhizophila (Wolf et al.2002) por tanto corresponden a especies distintas, pero pueden
estar muy relacionadas. Por otro lado D1 quien presento tolerancia a arsénico tuvo un
99% de identificacion para el género Stenotrophomonas, para Stenotrophomonas
rhizophila y Stenotrophomonas maltophilia, en el caso de S.rhizophila, coincidié en la
hidrélisis de esculina, pero no en la reduccion de NOs; con S. maltophilia, coincidié en las
pruebas de gelatina, arabinosa, celobiosa, inositol, lactosa, maltosa, manitol y sorbitol,

pero no es manosa, galactosa, sacarosa y oxidasa (Nangia et al.2009)
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En cuanto a la cepa D5 donde no se realizé un identificacion molecular, pero podemos
decir que utiliza, polimeros como dextrina y tween40, monosacaridos como D-fructosa y
manosa, disacaridos como turanosa y maltosa, oligosacaridos como maltotriosa,
aminoacidos como L-serina, aminas como putrescina, alcohol como glicerol, nucleosidos
cono Adenosin e Inosina, y monofosfatos. Siendo estos ultimos los mas destacables en

comparacion con las dos primeras cepas anteriores estudiadas.

En el caso de las diez cepas que demostraron tolerancia a arsénico, a una concentracion
de 46.69mM, siete obtuvieron un gran crecimiento a esta concentracioén, siendo estas las
cepas C1, D1, D3, D5, D7, 2E3 y E1, como se puede observar en A.6.

C1 y D3 corresponden al género Pseudomonas, bacterias Gram negativas, méviles, con
flagelos polares. C1 tuvo una identificacion del 99% con Pseudomonas baetica y
Pseudomonas jessenii, en este ultimo caso comparte similitudes bioquimicas, ya que es
oxidasa positiva y puede hidrolizar proteasa, sin embargo la diferencia es que no reduce
NO;. D3 tuvo un 100% de identificacion con Pseudomonas putida; de las pruebas
bioquimicas comparables, coincidié en todas las pruebas, siendo estas, negativo para
gelatina L-triptofano, D-galactosa, manitol, inositol, D-manosa, L-ramnosa, sorbitol,

sacarosa y trehalosa. (Whitman et al.2007).

Para la cepa 2E3 con un 100% de identificacion para el género Microbacterium,
especificamente la especie Microbacterium oxydans, las cuales son bacterias méviles y
aerdbicas. Coincidio en el uso de D-ribosa como fuente de carbono, asi como el uso de
maltosa, manitol, glicerol, salicina y dextrina y el no uso de inositol, no coincidio en el uso
de galactosa ya que dio negativo, arabinosa y ramnosa dieron negativos, mientras que
lactosa y sorbitol positivos, siendo estos cuatro parametros variables en la especie
(Whitman et al.2012)

Debido a las caracteristicas vistas, se puede esperar que a futuro se hagan analisis mas
profundos sobre la identificacidn molecular de las tres cepas principales en resistencia a
cobre; para asi poder proponer estudios sobre los genes posibles que proveen resistencia
a metales como las bombas de eflujo provenientes del operén czc y nss y a cobre como

los genes cop y cus, asi como también poder profundizar en la resistencia a arsénico.
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10. CONCLUSIONES

Las conclusiones principales permitidas por el estudio realizado son las siguientes.

Se obtuvo un perfil bioquimico de cada cepa estudiada, demostrando que todas
las bacterias corresponden a diferentes especies, respaldado por las diferencias

morfoldgicas observadas.

De las catorce cepas autdctonas encontradas en suelos contaminados de la zona

de Puchuncavi, tres cepas mostraron resistencia al metal cobre.

Utilizando el método de Concentracidon Minima Inhibitoria, las bacterias resistentes
a cobre fueron C4 con un C.M.| de 275ppm, 2A4 con un C.M.l de 250ppm y D5
con un C.M.I de 200ppm. Las dos primeras corresponden a los géneros

Pedobactery Arthrobacter correspondientemente

En relacion al arsénico diez de las catorce cepas fueron tolerantes a la

concentracion maxima estudiada de 46.69 mM.

Se pudo identificar molecularmente diez cepas estudiadas, las cuales
corresponden a los (géneros Arthrobacter, Pedobacter, Pseudomonas,
Microbacterium y Stenotrophomona, los cuales son géneros conocidos por poseer
especies resistentes a metales. Teniendo esto en cuenta, podemos decir que no

se a cumplido la hipoétesis.
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11. PROYECCIONES FUTURAS

Dada las caracteristicas de resistencia de las bacterias para cobre y potencialmente para
arsénico, se podria realizar un estudio genético para aislar los genes de resistencia de las

distintas cepas.

También se podria dar un uso en biorremediacion, para ello se deberia estudiar cuales
de las bacterias podrian ser utilizadas en consorcios con plantas para fitoextracién, una
de las formas eficaces que utilizan bacterias resistentes a metales. Ademas es una

técnica posible de utilizar en sitios contaminados como en la zona de Puchuncauvi.
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13. ANEXOS
Anexo 1. API® 20 NE
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Figura 5. API® 20 NE Fuente Biomérieux®, Francia.

Siguiendo las instrucciones otorgadas por Biomérieux® S.A, se inocularon los Test desde NO3
hasta PNPG (solo los tubos) distribuyendo la suspension bacteriana (NaCl 0.85%) usando la
misma pipeta, evitando la formacion de burbujas. Posteriormente se abrié una ampolla de API AUX

MEDIUM® y se afiadieron 200uL de la suspension bacteriana y se homogenizaron, con esto se

rellenaron tubos y cupulas desde [GLU] hasta [PAC], dejando un menisco plano o convexo.

Finalmente se anadié aceite mineral a GLU, ADH y URE. Se dejo incubar por 24 horas a 25°C
(Fig.5).

A las 24 horas se realizaron los test NO3; y TRP. En el test NO; se afiadié una gota del reactivo
NIT1® y una gota del reactivo NIT2® a la cupula de NO;; después de 5 minutos la aparicion de
color rojo indico reaccion positiva, de no haber color podria ser por causa de la produccion de
nitrégeno, por lo tanto se agregdé 2-3mg de reactivo Zn en la cupula, después de 5 minutos de ser

incoloro indico una reaccién positiva de ser rojo-rosa indico reaccion negativa.

Para el test TRP, se afadi6é una gota de reactivo de JAMES®, con resultados instantaneos, de ser

rosado sera positivo.

Para el test GLU, un color amarillo indicé reaccién positiva, azul o verde negativo. Para ADH, de
naranjo a rojo indicé reaccion positiva, amarillo negativo y URE de naranjo a rojo indico reaccion

positiva, amarillo negativo.

Para proseguir a las 48 horas, en el caso de NO3 y TRP se sacaron los reactivos con una pipeta, y

se sellaron con aceite mineral.

ESC indico reaccion positiva como un color de plomo a negro y negativa de color amarillo, GEL la
difusiéon de color negro indicé reaccion positiva y en el caso de PNPG amairillo indico reaccién

positiva e incoloro negativo.
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Anexo 2. Soluciones Cobre

Tabla.11 Solucion Stock Cobre

Solucion Stock 50.000ppm
0.795M

Preparacion a 25mL 4.9610g

Sal CuS0,x5H,0
MM 249.68g/mol
Pureza 99%

Tabla.12 Soluciones Patrones Cobre

Solucion Solucion Solucion Agua

Patron Patron Patron Destilada

(ppm) (mM) 50.000ppm Estéril

(0.795M) (mL)
(uL)

P1 2000 31.80 160 3.840
P2 3000 47.70 240 3.760
P3 4000 63.60 320 3.680
P4 5000 79.50 400 3.600
P5 6000 95.40 480 3.520
Pe6 6400 101.76 512 3.488
P7 7000 111.30 560 3.440
P8 8000 127.20 640 3.360
P9 9000 143.10 720 3.280
P10  10.000 159.00 800 3.200
P11 11.000 174.90 880 3.120
P12 12.000 190.80 960 3.040
P13  13.000 216.64 1090 2.960
P14 14.000 222.60 1120 2.880
P15 16.000 254.40 1280 2.720
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Anexo 3. Soluciones Arsénico

Tabla.13 Solucion Stock Arsénico

Solucién Stock 50.000ppm
0.667M

Preparaciéon a 25mL 5.206g

Sal NazHASO4x7H20

MM 312.01g/mol

Pureza 99%

Tabla.14 Solucion Final Arsénico

Solucion Solucion Solucion
Final Final Patron
(ppm) (mM) 50.000ppm
(0.795M) en
20mL  Medio
LPTMS
(mL)
P1 10 0.133 0.004
P2 100 1.334 0.04
P3 500 6.670 0.2
P4 1000 13.34 0.3
P5 1250 16.68 0.4
P6 1500 20.00 0.5
P7 1750 23.35 0.6
P8 2000 26.28 0.7
P9 2250 30.02 0.8
P10 2500 33.35 0.9
P11 2750 36.69 1.0
P12 3000 40.02 1.1
P13 3500 46.69 1.3
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Anexo.4 Secuencias

1A1

GGCAGTCTCCTATGAGTCCCCGCCATAACGCGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCGACCGCAAGCGGGGCACCTGTTTCCAGGTAT
TACCGGTTCATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGA
AAACGTGGAATGTCCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCC
ATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTT
CACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAGAACCGGAGTTGAGCC
CCGGTCTTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCTAC
GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCAACGAAA
AAAGGTACACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCC
CACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCG
TCGTCGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGTCCATCCAAAACCACAAAAGCTTTCCACC
CCCCACCATGCGATGAGGAGTCATATCCGGTATTAGACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTCAAGGGCAGGTTACT
CACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCCCC

1B2

ACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTCCCCACCATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCGACCGCAAGC
GGGGGACCTGTTTCCAGGTCTTACCGGTTCATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCAT
GCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCACACGCGGGCAACTTA
ATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGTCCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTAATGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTT
CCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACATCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACC
GCAGATCCGGAGTTGAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCC
GGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCAC
TTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGC
GCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACC
CTCTCAGGCCGGCT

2A4

GTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAA
CTGAGACCGGCTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGC
CCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTCCC
CACCATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCGACCGCAAGCGGGGGACCTGTTTCCAGGTCTTACCGGTTCATGTCAAGCCTT
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
TAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGTCCCCCACA
CCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTC
AGTTAATGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCC
AGTCTCCCCTACATCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGATCCGGAGTTGAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACGC
GACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGC
CGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAG
TCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATTA
CCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGTCCATCCAAAACCACAAAAGCTTTCCACCAACCACCATGCGATAGTCAGTC
ATATCCGGTATTAGACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTCAAGGGCAGGTTACTCACGTGTTACTCACCCGTTCGC
CACT
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C1

TATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACT
ACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
AGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCA
CCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACG
ACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCTATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGG
TAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAA
CCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTAG
TTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATC
AGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACC
CTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATTCAACTTAACAAACC
ACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTA
GCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAAGTATTAATTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACA
ATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTG
AGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCC
GTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCA

C4

GGCCCGGGAACGTATTCACCGCGTCATTGCTGATACGCGATTACTAGCGAATCCAACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGA
CCCCAATCCGAACTGTGAATGGCTTTGTGAGATTCGCATCATATTGCTATGTAGCTGCCCTCTGTACCATCCATTGTAGC
ACGTGTGTAGCCCCGGACGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCTCCTTCCTCTCTGTTTGCACAGGCAGTCTG
TTTAGAGTCCCCACCATAACGTGCTGGCAACTAAACATAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACACCTCACG
GCACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTAGTTTCGTGTCCTTGCGGACTCATTTATCTCTAAATGATTCACTAACTTT
CAAGCCCGGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCACATGCTCCTCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCACTCTTGCGAGCGTACTCCCCAGGTGGAACACTTAACGCTTTCGCTTAGCCGCTGACTGTGTATCGCCAA
CAGCGAGTGTTCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCG
TCAATAAGACCATAGTAAGCTGCCTTCGCAATCGGTGTTCTGAGACATATCTATGCATTTCACCGCTACTTGTCTCATTCC
GCCTACCTCTAGTCCATTCAAGCCCATCAGTATCAAGGGCACTGCGATAGTTGAGCTACCGTCTTTCACCCCTGACTTAA
CAGGCCGCCTACGCACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTTGGATCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACG
GAGTTAGCCGATCCTTATTCTTCCGGTACATTCAGCTCTTTACACGTAAAGAGGTTTATTCCCGGATAAAAGCAGTTTACA
ACCCATAGGGCAGTCTTCCTGCACGCGGCATGGCTGGTTCAGAGTTGCCTCCATTGACCAATATTCCTTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGGGGGCCATCCTCTCAGATCCCCTAGTCATCGTCGCCTTGG
TGGGCCGTTACCCCGCCAACTAGCTAATGACACGCATGCCCATCTCAATCCCATAAATGTTTGATCATTGTCCCAGGTG
GGACTGTGATTTTATGCGGTATTAATCCGGATTTCTCCGGGCTATCCCCCTGATTAAGGTAGGTTGCATACGCGTTACGC
ACCCGTGCGCCACTTTCTCATCCAGCAA
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D1

CCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTC
CAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTGCCCTCGCGGGTTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTAC
GTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTCTCCT
TAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCGACATG
TCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCC
TTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCA
CCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCT
CAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCGG
GAATTCCACTACCCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAATTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACAAC
AGACTTAAACAACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCAGAACAACCGGGTATTAGCCGACTGCTTTTCTTTCCCA
ACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTTTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACG
GATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAACTAGCTAATCCGACATCGGCTCATCTATCCGCGCAAGGCCCGAAG
GTCCCCTGCTTTCACCCGAAGGTCGTATGCGGTATTAGCGTAAGTTT

D3

GCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTG
CGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCC
TTAGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCAT
GTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
ATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATT
CCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTC
AGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGA
AATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCC
AACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCT
GGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACACTAACGTATTAGGTTAATGCCCTTCCTCCCAACTT
AAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCC
CACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATC
GTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCC
CCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAG
GCATTACTCACCCGTCCGCCGC
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D7

GCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACT
CCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTGCCCTCGCGGGTTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTA
CGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTCTC
CTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG
ACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCGACA
TGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTG
CACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGC
CTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACC
GGGAATTCCACTACCCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAATTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACA
ACAGACTTAAACAACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGC
TGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCAGAACAACCGAGTATTAATCGACTGCTTTTCTTTCCC
AACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATA
TTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAC
GGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAACTAGCTAATCCGACATCGGCTCATCTATCCGCGCAAGGCCCGAA
GGTCCCCTGCTTTCACCCGAAGGTCGTATGCGGTATTAGCGTAAGTTTCCCTACGTTATCCCCCACGAAAAGGTAGATT
CCGATGTATTCCTCACCCGTCCGCCACTCGCCACCCATAAGAGCAAGCT

2E3

GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTATCCCATGAGTTCCCACCATTACGTG
CTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATG
CACCACCTGTTTACGAGTGTCCAAAGAGTTGACCATTTCTGGCCCGTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCC
GTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTGCGTCACGGAATCCGTGGAATGGACCCCACAACTAGTTCCCAAC
GTTTACGGGGTGGACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTTTGCTCCCCACCCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAG
AGATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACC
GCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAGGCCGGAGGTTGAGCCTCCGGATTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTA
CGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGG
CGCTTTTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTAAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCGTCCCTCAC
GCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTC
TCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGACGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAG
CTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCCAACCGAAATTCTTTCCAGACGCAGACCATGCGGTCACGTCACATATCCAGTATTA
GACGCCGTTTCCAGCGCTTATCCCAGAGTCAGGGGCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCG
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E1

ACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCA
TGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTGCCCTCGCGGGTTTGCAGCCCT
CTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCG
GTTTGTCACCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG
ACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCA
TCTCTGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTT
GTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTC
GATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTA
CGCATTTCACTGCTACACCGGGAATTCCACTACCCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAATTCCCAGGTT
GAGCCCAGGGCTTTCACAACAGACTTAAACAACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCAC
CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCAGAACAACCGAGTATTAA
TCGACTGCTTTTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGC
TTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTTAGGCTGATC
ACCTCTCAGACCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAACTAGCTAATCCGACATCGGCTCATCTA
TCCGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCACCCGAAGGTCGTATGCGGTATTAGCGTAAGTTTCCCTACGTTATCCC
CCACGAAAAGGTAGATTCCGATGTATTCCTCACCCGTCCGCCACTCGCCACCCATAAGAGCAAGCTC
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Anexo. 5

Tabla.15 Resistencia a cobre

300

50
160
150
160
250
150
150
275
150
150
200
150
150
150
150

0

5

Cepa/ppm |C | 50| 75|100|125|150|160| 175 | 200 | 225 | 250 | 275 | 300 | 325 | 350 | 400 | C.M.|

CM

E. coli

1A1
1A4
2A2
2A4
1B2
C1

c4
D1

D3

D5

D7

2E3
2E4
E1l

2

10
11
12
13
14
15
16

5 a0, 5indicando un crecimiento normal, 0 sin crecimiento.
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Anexo. 6

Tabla.16 Resistencia a arsénico (V)

5|>3500
0| 3000
0| 1000
0| 2000
0| 2250
1{>3500
1{>3500
3|>3500
0| 3500
4|>3500
3|>3500
4|>3500
4|>3500
4|>3500
0| 1250
4|>3500

4
0
0
0
0
1
1
3
1
3
4
5
4
4
0
4

5

5

Cepa/ppm [C|10| 100|500 | 1000 | 1250 | 1500 | 1750 | 2000 | 2250 | 2500 | 2750 | 3000 | 3500 | C.M.I

CM

E. coli

1A1
1A4
2A2

2A4

1B2
C1

c4
D1

D3

D5

D7

2E3
2E4
E1l

2

10
11
12
13
14
15
16

5 a0, 5indicando un crecimiento normal, 0 sin crecimiento.
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