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1 RESUMEN

En el presente trabajo se estudio a la resistencia a metales pesados como el cobre (Cu),
hierro (Fe) y plomo (Pb), utilizando bacterias aisladas de los Manglares de Chame,
Panama Oeste, Panama. Donde se aislaron 161 cepas bacterianas entre las tres Parcelas,
divididas en cinco Subparcelas, de las cuales se analizaron 80 cepas, obteniendo 41
cepas que mostraron resistencia. Para los bioensayos se utilizaron las cepas Escherichia
coli ATCC 8339 y Staphylococcus aureus ATCC 6538, como cepas control, tomando
su concentracion minima inhibitoria (CMI) como referencia para los ensayos. Para las
pruebas con los metales, se realizé Microdilucion en placa de 96 micropocillos, donde
se inoculd la muestra junto con caldo LB (Caldo Luria o Luria Bertani L, contiene
peptona de caseina 10g/L, extracto de levadura 5g/L a pH 7.2), con la concentracion
determinada en cada metal, incubado por 24H, realizando la lectura a través de la
turbidez, tomando como CMI el Gltimo pocillo donde se observaba la turbidez. Se
obtuvo que en Cobre el 3.7% de las bacterias aisladas presentaron resistencia, con el
Plomo se obtuvo un 46.3% de resistencia, para finalizar con un 50% de resistencia en el
Hierro. De igual manera se dividid el estudio en resistencia y susceptibilidad, mostrando
que, en Cu las bacterias exhibieron susceptibilidad, para el Fe y el Pb resistencia. Por
altimo, se evalud el porcentaje de resistencia a cada metal en las bacterias Gram
negativas y Gram positivas, obteniendo que para bacterias Gram negativas el 5% fue
resistente a Cu, el 41% a Pb y el 54% a Fe, en el caso de las bacterias Gram positivas
no hubo resistencia a Cu, el 41% a Fe y el 59% a Pb. Concluyendo que en los Manglares

de Chame hay bacterias resistentes a los metales pesados.

Palabras clave: Manglares, metales pesados, bacterias, resistencia, susceptibilidad,

concentracion minima inhibitoria, cobre, plomo, hierro.



ABSTRACT

In the present work, resistance to heavy metals such as copper (Cu), iron (Fe) and lead
(Pb) was studied, using bacteria isolated from the Mangroves of Chame, Panama Oeste,
Panama. Where 161 bacterial strains were isolated among the three Plots, divided into
five Subplots, of which 80 strains were analyzed, obtaining 41 strains that showed
resistance. For the bioassays, the strains Escherichia coli ATCC 8739 and
Staphylococcus aureus ATCC 6538 were used as control strains, taking their minimum
inhibitory concentration (MIC) as a reference for the tests. For the tests with metals,
Microdilution was carried out in a 96 microwell plate, where the sample was inoculated
together with LB broth (Luria Broth or Luria Bertani L, contains 10g / L casein peptone,
5g / L yeast extract at pH 7.2), with the concentration determined in each metal,
incubated for 24H, making the reading through the turbidity, taking as the MIC the last
well where the turbidity was observed. It was obtained that 3.7% of the isolated bacteria
presented resistance in Copper, with Lead 46.3% resistance was obtained, ending with
50% resistance in Iron. In the same way, the study was divided into resistance and
susceptibility, showing that, in Cu the bacteria exhibited susceptibility, for Fe and Pb
resistance. Finally, the percentage of resistance to each metal was evaluated in Gram
negative and Gram positive bacteria, obtaining that for Gram negative bacteria 5% were
resistant to Cu, 41% to Pb and 54% to Fe, in the case of the Gram positive bacteria there
was no resistance to Cu, 41% to Fe and 59% to Pb. Concluding that in the Chame

Mangroves there are bacteria resistant to heavy metals.

Keywords: Mangroves, heavy metals, bacteria, resistance, susceptibility, minimum

inhibitory concentration, copper, lead, iron.



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los manglares son muy conocidos por su alta capacidad de bioacumulacion, en
diferentes aspectos, en este caso en particular, utilizaremos su capacidad de acumular
Metales Pesados (MP) entre el grupo de microorganismos, en este caso bacterias, y asi
determinar si realmente existe una resistencia a los MP, H. Han et al., 2020 nos expresan
en su estudio con bacterias que dos bacterias productoras de ureasa, Bacillus
megaterium N3y Serratia liquefaciens H12, permitieron la inmovilizacion de Cd y Pb
por adsorcion extracelular, bioprecipitaciéon y aumento del pH, reduciendo asi el
contenido de Cdy Pb en suelos de la rizosfera, demostrando que las cepas eran altamente
resistentes a la toxicidad de MP; con esto podemos guiarnos para la basqueda de esos

microorganismos en nuestros manglares.

Los manglares de Chame representan uno de los pocos lugares en Panama donde el
ecosistema de manglar se encuentra poco perturbado, esto nos indica que existe una
fuerte zona biodiversidad que puede ser altamente investigada, sabiendo que son zonas
donde ocurre la transicion entre ambientes terrestres y marinos, tienen grandes
funciones ecoldgicas, incluidas la conservacion de la diversidad de flora y fauna, la
proteccion de las costas, la purificacion del agua y la atmésfera (S. Wu et al., 2019).
Actualmente, los bosques de manglar representan aproximadamente el 5.6% de la
cobertura boscosa nacional, es decir unas 170,000 hectareas (ha), la mayor parte

ubicadas en la costa del pacifico (Berdiales y Chavarria, 2009).

El 90% de las familias que dependen del manglar viven en condiciones de pobreza y
pobreza extrema, esto genera una necesidad de explotar este recurso, provocando asi
una fuerte presion de las comunidades hacia el manglar que no puede ser ignorada
(Berdiales et al., 2009). La excesiva utilizacion de este recurso puede generar a largo
plazo un deterioro del ecosistema, sabiendo que no solo es el uso de la madera para la
produccién del carbon, sino también el uso en la extraccién de alimentos como
cangrejos, conchas, que sirven de sustento para estas familias, sin tener el conocimiento
que estos pueden contener niveles de contaminacion con MP en su organismo, que
podria poner en riesgo la salud de quienes los consumen, tomando en cuenta existen
limites permitidos de MP en alimentos mostrados por la Union Europea
(REGLAMENTO (CE) N 0 1881/2006 DE LA COMISION, 2006). Sabiendo que existen
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varios problemas en torno al manglar, en este caso nos enfocaremos en las
concentraciones de MP en aguas, asi podemos definir el concepto de Metal Pesado como
aquellos elementos (metales, metaloides, lantanidos y actinidos) que tienen una
densidad atomica superior a 5 g/cm® (Rahman y Singh, 2018). Se sabe que los
sedimentos de manglar tienen una alta capacidad para retener y acumular MP de los
efluentes industriales y aguas residuales domésticas, y generalmente retienen MP que
se encuentran en el agua, actuando como sumideros (S. Wu et al., 2019). Tomando en
cuenta que la mayoria de las sustancias organicas pueden ser metabolizadas por la
microbiota natural (microorganismos que se encuentran de manera normal), sin
embargo, los MP por su composicion resultan ser indestructibles y persisten en el medio

ambiente durante mucho tiempo (Rahman et al., 2018).

En Panama los manglares son utilizados para el desarrollo de la industria de la
maricultura del camaron, para la construccion de infraestructuras, puertos, carreteras,
actividades agricolas y la produccion de carbdn, especialmente en los manglares de la
Bahia de Chame. Estas presiones estan contribuyendo en parte, con la destruccion
indiscriminada de los manglares, lo cual trae consigo la alteracién de las funciones
naturales y ecoldgicas del estuario, causando problemas de erosion y contaminacién
(Berdiales et al., 2009). La peligrosidad de la acumulacion de los metales pesados en
los manglares no solo va desde los microorganismos, sino también se ven afectadas
otros organismos  puesto que, los metales pueden ser tdxicos en pequefias
concentraciones y también ser acumulados en la cadena tréfica, empezando por el
fitoplancton que son incorporados a la cadena alimenticia y que a su vez pueden producir
un efecto de biomagnificacion en los niveles mas altos de la cadena ya que, otros
organismos como las conchas bivalvas se alimentan de éstos, y éstas forman parte en
la dieta del hombre, constituyendo un riesgo para la salud humana (Acosta y Lodeiros,
2004).

3 JUSTIFICACION

Desde hace afios la ciencia ha dado grades giros en pro del bienestar comdn, los estudios
realizados en bacterias, cada dia nos demuestran que se pueden utilizar de amplias

maneras, géneros como Microbacterium, compuesto de bacterias Gram positivas del



filo Acintobacterias son conocidas por su produccion de antibidticos, con una
descripcion general de las caracteristicas del subsistema del genoma muestra que un
microorganismo que no solo puede conservado una alta resistencia a los metales, sino
también la capacidad de patogenicidad oportunista a través de una combinacion de
factores de resistencia a antibioticos y virulencia que incluyen multiples farmacos (lyer
etal., 2017).

Hoy en dia, las grandes producciones que van de la mano con la industrializacion, traen
consigo consecuencias como los contaminantes peligrosos de diversas fuentes, sin
embargo ante este problema se estan desarrollando diferentes mecanismos en busqueda
de soluciones, que en su mayoria sean amigables con el ambiente, la biorremediacion
es una de estas posibles soluciones ya que con el uso de la ingenieria genética, se pueden
generar organismos genéticamente modificados que probablemente pueden reducir los

diferentes tipos de contaminantes (Vermay Kuila, 2019).

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Aislar e identificar bacterias resistentes a metales pesados en el segundo

muestreo de los manglares de Chame, provincia de Panama Oeste.

4.2 Objetivos Especificos

1. Registrar presencia de bacterias resistentes a metales pesados en los
manglares de Chame.

2. Aislar y preservar bacterias que presenten resistencia a metales pesados
como el Cu, Fe, y Pb.

3. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CIM) de bacterias
resistentes a cada metal.

4. Identificar el género o especie de los aislamientos que presentan

resistencia a cada metal.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/genetically-modified-organism
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/genetically-modified-organism

5 HIPOTESIS DE TRABAJO

e Hi: Las bacterias aisladas en los manglares de Chame presentan resistencia a
metales pesados.
e Ho: Las bacterias aisladas en los manglares de Chame no presentan resistencia a

los metales pesados.

6 INTRODUCCION

Los bosques de manglar desempefian un papel importante en la proteccion,
estabilizacion y en prevencion en las zonas costeras de efectos nocivos como huracanes
y tsunamis, considerados desastres naturales. Los componentes bioldgicos hacen que
los manglares se adapten rapidamente a condiciones ambientales desfavorables y
enfrentan con eficiencia las inundaciones periddicas provocadas por las mareas, la
salinidad cambiante, las condiciones de ausencia de oxigeno (anoxicas) y las altas
temperaturas (Kulkarni et al., 2018).

Las bacterias son los microorganismos mas abundantes en el planeta tierra, ya que
pueden habitar una amplia gama de ecosistemas debido a su gran diversidad metabdlica,
su pequefio tamafio, su rapido crecimiento (en la gran mayoria de ellas) y su alta
capacidad mutagénica (Yin et al., 2018). Estos microorganismos son importantes
impulsores de los ciclos bioquimicos alrededor del mundo, que es reflejada en su amplia
diversidad funcional, taxondmica y metabdlica (Booth et al., 2019).

Los metales y los antibidticos son elementos naturales presentes principalmente en
suelos, algunos metales son bioelementos indispensables para la vida, ya que son
importantes cofactores para las enzimas. Las bacterias requieren estos compuestos para
su crecimiento, sin embargo, en altas concentraciones suelen ser compuestos toxicos
(Argudin et al., 2019). Por lo que también, la introduccion de ciertas concentraciones de
metales pesados en el ambiente ejerce una presion selectiva sobre la microflora, dejando
asi solo aquellos microorganismos que desarrollen en su metabolismo mecanismos de

resistencia a los metales pesados (Kang y So, 2016). Esto resulta ser una grave amenaza
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para los diferentes ecosistemas marinos, como los arrecifes de coral, los manglares y los
pastos marinos. De igual manera esto tiene un impacto en el riesgo de la salud,
especialmente para la poblacion humana que depende de las fuentes de pesca. Los
metales pesados de origen litogénico y antropogénico entran libremente en el medio
marino, a través de los transportes hidrodindmicos, los vertidos industriales, los

efluentes y las actividades de transporte (Sany et al., 2011).

Los iones de los metales pesados toxicos que se encuentran en forma activa tienden a
influir en la actividad metabdlica de los microorganismos y de igual modo, los
microorganismos pueden desarrollar mecanismos de resistencia para sobrellevar el
estrés provocado por los iones de metales pesados toxicos. Los microorganismos pueden
remediar esta resistencia a través de la transformacion de los iones de metales pesados
activos a iones de metales pesados en formas inactivas, que se pueden ser utilizadas en

la biorremediacion de areas contaminadas (Yin et al., 2018).

El plomo (Pb) es un metal que se encuentra de forma natural en el ambiente, pero a lo
largo de los afios diferentes las actividades antropogénicas han contribuido
significativamente el incremento de sus niveles en muchos ambientes, provocando
contaminaciones de este metal toxico que ponen en riesgo la salud humana, y a su vez

el estado de los ecosistemas (Pérez et al., 2015).

El cobre estd ampliamente distribuido en la naturaleza, se presenta principalmente en
forma de sulfatos, carbonatos, sulfuros de Fe y Cu, calcopirita, bornita, cuprita (6xido
de cobre), malaquita y azurita (carbonatos de cobre) (Monge et al., 2008). Es un metal
de transicion gque como nutriente posee esta caracteristica, el cual es un cofactor de
enzimas que participan en diversos procesos bioldgicos esenciales para la vida. Este
elemento puede adoptar distintos estados de reduccion, tanto oxidado como Cu (I1) o en
la forma reducida como Cu (I) y posee un elevado potencial redox que puede ser usado
por las cuproenzimas para la oxidacion directa de sustratos facilmente oxidables tales

como superdxido, ascorbato, catecol o fenolatos (Marrero y Fando, 2009).

El hierro es el cuarto metal mas abundante y es uno de los micronutrientes esenciales
para practicamente todos los seres vivos. En condiciones fisioldgicas, el hierro puede

existir en la forma ferrosa (Fe2+) o en la forma férrica (Fe3+) (Aguado et al., 2012). Las



bacterias necesitan una concentracion de hierro entre 10y 10® M lo que significa que
una célula requiere del orden de 105-106 iones de hierro por generacion para poder
crecer. A densidades celulares altas (109 células/ ml) cada generacién puede consumir
1018 atomos de hierro por litro. El Fe2+ es soluble y accesible para las bacterias y tan
solo requiere el transporte a través de la membrana celular. No obstante, en presencia
de O2 y a pH>7 se oxida a Fe3+, siendo insoluble y no biodisponible. Las bacterias
pueden proveerse de hierro solubilizando los 6xidos férricos a través de distintas

estrategias que a las que se han adaptado (Oca, 2005).

Hoy dia existen diversas actividades antropogénicas que generan un impacto en los
ecosistemas, y que, a la larga, si estos impactos no son sufragados o disminuidos,
generard fuertes repercusiones hacia todo el habitad. En Panama contamos con
diferentes actividades como las del sector agricola, ganaderas, acuicolas,
construcciones, hasta actividades mineras, que generan un gran impacto a nuestros
recursos (Fishery Country Profile Food and Agriculture Organization of the United,
2007).

A pesar de la clara necesidad de herramientas de evaluacion de riesgos precisas que se
adaptan a los ecosistemas marinos tropicales, las técnicas para identificar contaminantes
preocupantes y predecir los peligros asociados con la contaminacion marina en los
tropicos han permanecido en el olvido haciéndolas inadecuadas y poco eficientes, de
esta manera a través de esta investigacion se obtendra informacion que nos revele el
estado de los manglares de Chame, para asi poder protegerlos conociendo ya su gran
importancia (van Dam et al., 2018).

7 REVISION BIBLIOGRAFICA

7.1 Manglares

Los bosques de manglar son asociaciones anfibias de plantas lefiosas arboreas o
arbustivas (fig.1), con una alta tolerancia a la salinidad. Se encuentran ubicados al nivel
del mar dentro de la zona de influencia directa de las mareas, en los estuarios y
desembocaduras de los rios. Estos ecosistemas reciben el nombre de manglar debido a

que su especie vegetal dominante se conoce cominmente con el nombre de “mangle”



(MAE y FAO, 2014). Los manglares bordean las costas subtropicales y tropicales del
mundo, a nivel mundial, los manglares cubren un estimado de 137,760 km?. La mayor
parte de los de manglares se encuentra en el sudeste asiatico, siendo Indonesia quien
ocupa una quinta parte de los manglares del mundo (Friess, 2016). A los manglares se
les otorga gran importancia no solo por considerarse entre los mayores sumideros de
CO;, alcanzando entre 830 y 1218 contenidos de carbono (Mg C/ hal), sino también
porque albergan una alta diversidad de fauna de vertebrados e invertebrados al brindarle
refugio y alimento, ademas generan gran cantidad de servicios ecosistémicos (Urrego
C., 2018). Los servicios ecosistémicos, asi llamados, son los beneficios proporcionados
al hombre por los ecosistemas que comprenden diversos bienes, servicios, beneficios
culturales (Barbier, 2017), productos para las comunidades humanas asentadas a su
alrededor, y por esta razdn se encuentran altamente amenazados e inclusive algunos, en

via de desaparicion (Urrego C., 2018).

Fig.1: a-b. Plantas anfibias o palustres; c-d. Plantas acuaticas arraigadas con hojas
flotantes; e-f. Plantas acuaticas arraigadas totalmente sumergidas; g-h. Plantas acuaticas
libres, sumergida (g), y flotante libre (h). Imagen modificada de Camefort (1972)

fuente: http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema3/tema3 4hidrofita.htm

Es importante entender la dinamica dentro del manglar, tomando en cuenta que entre
los factores abi6ticos y bidticos existe una estrecha relacion, dando lugar asi a la cadena
tréfica, sabiendo que, la cadena comienza con la produccion de carbohidratos y carbono
de las plantas mediante la fotosintesis y continta de la siguiente manera: Detritus de
hojas del manglar - Bacterias y hongos - Consumidores de detritus (herbivoros y
omnivoros) - Carnivoros inferiores - Carnivoros superiores como se muestra en la
Fig.2. La hojarasca es fragmentada por la accién de los anfipodos y los cangrejos. La
descomposicion continta mediante la putrefaccion del detritus de las hojas por una
variedad de comedores de detritus comenzando con los invertebrados muy pequefios


http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema3/biblio3.htm#Camefort,%C2%A0%20M
http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema3/tema3_4hidrofita.htm

(meiofauna) y finalizando con especies como los gusanos, los moluscos, los camarones
y los cangrejos, que a su vez son presas de los carnivoros inferiores; la cadena trofica
termina con los carnivoros méas grandes como grandes peces, aves de caza, gatos
salvajes y el hombre (Food and Agriculture Organization, 1994). En el medio marino,
los animales, los protistas y las bacterias en conjunto representan el <80% de la biomasa
marina total, mientras que en tierra representan solo el =2% de la biomasa total. Esto se
debe a que en la tierra las plantas son los productores primarios dominantes y
representan el =~95% de la biomasa terrestre total. En el océano, los productores
primarios representan =~20% de la biomasa total, distribuida casi por igual en varios
reinos. La explicacion inmediata de la disparidad entre la biomasa de los productores
primarios en la tierra 'y en el océanos es la enorme masa de tejidos lefiosos de apoyo en

las plantas terrestres (Bar-On y Milo, 2019).
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Fig.2: Categorias tréficas de la fauna acuéatica de un ecosistema de manglar (Diaz,

Castro, y Manjarrez, 2010). Fuente. Barrionuevo, R y Marcial, R, 2006.
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7.1.1 Manglaresy el secuestro del Carbono

El Carbono Azul (BC, por sus siglas en inglés) se refiere al carbono orgénico que es
capturado y almacenado por los océanos y los ecosistemas costeros, particularmente por
los ecosistemas costeros con vegetacion: praderas de pastos marinos, marismas y
manglares. El interés mundial en BC esta enraizado en su potencial para mitigar el
cambio climéatico mientras se logran beneficios colaterales, como la proteccion costera
y la mejora de la pesca (Macreadie et al., 2019). Los manglares son ecosistemas
altamente productivos que se reconocen cada vez mas como puntos de excelencia para
el secuestro y entierro global de carbono. En promedio, los manglares tienen un stock C
(valor de carbono) promedio de todo el ecosistema de ~ 950 t C ha %, que es alrededor
de 2.5 a 5 veces mayor que el stock C promedio del ecosistema que se encuentra en los
bosques tropicales templados, boreales y de tierras altas (200-400 t C ha ) (Elwin,
Bukoski, Jintana, Robinson, y Clark, 2019).

Un aspecto clave en el éxito de los ecosistemas de BC como sumideros de carbono
natural es su capacidad de acumular carbono organico (CO) que resiste o evade el ataque
microbiano. Los microbios controlan las vias biogeoquimicas clave, por lo tanto, los
cambios en la actividad microbiana y la estructura de la comunidad podrian afectar la
estabilidad del BC, en este sentido podemos mencionar cuatro vias clave en las que el
carbono podria permanecer preservado dentro de los ambientes de BC y evadir la
descomposicion (remineralizacién) por microbios: estabilidad quimica intrinseca;
mecanismos fisicos de proteccién (por ejemplo, adsorcién o unién a minerales); la
ausencia de comunidades microbianas in situ con la capacidad de producir enzimas para
que ocurra la degradacion; y condiciones ambientales hostiles a la actividad microbiana
(Macreadie et al., 2019).

7.1.2 Manglares en Panama

En Panam4, los manglares se encuentran a lo largo de ambas costas, pero estan mas
desarrollados en la costa del Pacifico. Estos bosques estan estructuralmente bien
desarrollados con rodales de mangles que alcanzan los 30-40 m de altura y constituyen
las especies dominantes en areas amplias, mientras que otras especies forman

comunidades mas mixtas a lo largo de los gradientes de salinidad en rios y estuarios.
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Los manglares del Caribe generalmente no estan bien desarrollados, con arboles de
menos de 5 m de altura (Spalding, Blasco, y Field, 1997), sin embargo, incluso se piensa
que los manglares panamefios son los mas diversos del continente americano (ANAM y
ARAP, 2013). Puesto que su geografia incluye extensas costas, Panama se ha convertido
en un foco importante de Centroamérica para la conservacion y gestion de los
manglares. La topografia, el clima y las condiciones variables oceanicas a través del
istmo da lugar a una gran variedad de especies de manglares en ambas costas del
Pacifico y del Caribe; con 172, 000 ha de bosque de manglares en Panama representando
un 5,6% de la cobertura total de bosques. De las trece especies de mangle presentes en
América, once especies son nativas de Panama que se incluyen en los géneros de
Laguncularia, Avicennia, Rhizophora o Pelliciera. Las especies mé&s comunes son los
mangles rojos y blancos, Rhizophora mangle y Rhizophora racemosa respectivamente.
A pesar de las diferentes especies pueden tener muy diferentes fenotipos, comparten
caracteristicas comunes: la dispersion de propagulos por el agua de mar, viviparidad y

su capacidad de adaptarse facilmente (Bulow y Ferdinand, 2013).

En las siguientes figuras (3 y 4) se muestra la interaccién entre los manglares y los

ecosistemas marinos-costeros en las costas del Pacifico y Caribe.

Mangle
Pifiuelo

Fig. 3: Interaccion de ecosistemas marino-costeros en el Pacifico panamefio (ANAM y
ARAP, 2013). Fuente: Elaborada por Alexis Pefia, ARAP. Dibujo: Gabriel Contreras.
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Fig.4: Interaccién de ecosistemas marino-costeros en el Atlantico panamefio (ANAM y
ARAP, 2013). Fuente: Elaborada por Alexis Pefia, ARAP. Dibujo: Gabriel Contreras.

7.1.3 Problemas presentes en los manglares

Los bosques de manglar estan considerados entre los ecosistemas méas vulnerables de la
zona tropical/subtropical del planeta y sometidos a tensores ambientales diversos en la
interface continente/océano, muchos autores coinciden en gque el cambio climatico tiene
diversos componentes que actlan a diferentes escalas (Yafiez, Day, Twilley, y Day,
2014), sin embargo, el cambio climéatico no es solo una fuente de amenaza contra los
manglares, sino también, tenemos actividades antropogénicas que golpean fuertemente
este ecosistema siendo utilizados para el desarrollo de la industria de la maricultura del
camaron, para la construccion de infraestructuras, puertos, carreteras, actividades

agricolas y la produccion de carbén (Berdiales y Chavarria, 2009).

A nivel mundial se estima una pérdida anual del 2.5% de la superficie de manglares, por
lo que existe una crisis ambiental en lo que se refiere a su deterioro, mucha de esta
pérdida se debe al mal manejo de este recurso (Gaxiola, 2011), en Panama existe un
persistente problema con la gestion de residuos, aproximadamente 1.300 toneladas de
basura estan producidas diariamente en la ciudad capital, nGmero que esta aumentando
rapidamente con el crecimiento de la poblacion y el turismo. Se estima que el 70% de
los residuos de Panama se recogen en las zonas urbanas y se traslada a vertederos locales
para ser quemadas. ElI 30% restante se acumula en las zonas comunes, incluyendo
playas, bosques y cursos de agua. Eso es aproximadamente 390 toneladas de basura cada
dia que se desecha en los sistemas ambientales (Bulow y Ferdinand, 2013)
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Esto genera una gran preocupacion en los sistemas de manglar, ya que, al tener una
presion constante de contaminantes como la basura, puede generar efectos negativos en
el mismo ecosistema que afectarian directamente a la biodiversidad. Entre estos
problemas podemos destacar los producidos por la acumulacién de metales pesados, que
va desde la bioacumulacion en los arboles de mangle, hasta la acumulacion y resistencia
en microorganismos. Diversos estudios a nivel mundial han revelado elevadas
concentraciones de metales en sedimentos de los humedales, esto representa un serio
problema para los ecosistemas de manglar por su cercania con las poblaciones humanas

y su alta productividad primaria (De la Cruz, Alderete, y Laffon, 2013).

7.2 Clasificacion de los seres vivos

Inicialmente, los bidlogos agruparon el mundo de los seres vivos en cinco reinos, sin
embargo, en la década de 1970 Carl R. Woese, de la universidad de Illinois, descubrio
que unos extrafios procariotas, identificados como arqueobacterias, tenian maés
diferencias bioquimicas con las bacterias que con las eucariotas (Vaquez, 2014). La
filogenia molecular, ha puesto de manifiesto que los cinco reinos no representan grandes
lineas evolutivas, sino que la vida celular en la Tierra ha evolucionado siguiendo sélo
tres grandes linajes, donde se distinguen dos tipos de células, unas complejas o
eucariotas y otras simples o procariotas (fig.5). Las dos lineas procariotas son Bacteria
y Archea. La linea eucaridtica se denomina Eukarya, éstos términos definen los tres
dominios de la vida (fig.6) (Madigan et al., 2014). De acuerdo con las caracteristicas
béasicas que hoy se conocen de la célula, es de suponerse que los primeros seres vivos,
probablemente microorganismos semejantes en tamafio y complejidad a las actuales
bacterias, debieron reunir los mismos requisitos para intercambiar sustancias con su
entorno, realizar con el material que obtienen como nutriente una serie de reacciones
quimicas que conduce a la obtencidn de la energia requerida para sus funciones vitales

y tener la capacidad de reproducirse (Vaquez, 2014).
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ekl Crenarchaeota Thaumarchaeota
Fusobacteria Firmicutes Euryarchaeota
Gemmatimonadetes. Actinobactenia
Lentisphaerae Bacteroidetes
Korarchaeota
Fibrobacteres Acidobactena
Verrucomicrobia P Nanoarchaeota
Chiasicine Gammaproteobacteria EUKARYA
Betaproteobacteria
Alphaproteobactena
Mitocondrias Eetas
Cyanobacteria Deltaproteobacteria Cercozoanos
Epsilonproteobactena
Plastos Estramendpilos
Chiorobi Alveolados
Spirochaetes Parabasdlidos
Thermodesulfobacteria Diploménadas
Thermotogae
Chiorofiexi Aquificae Euglenozoos
D"'m“'m Amebozoos
Hongos.
LUCA Animales
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Fig.5: Los tres dominios del arbol de la vida propuestos por Woese. Estudios
bioquimicos apoyan la division de la vida a partir de los tres dominios: Bacteria,
Archaea y Eukarya. Las bacterias y las arqueobacterias posiblemente aparecieron
primero, derivadas de un conjunto de células primitivas, y mas tarde los eucariontes

surgieron a partir de las arqueobacterias (Vazquez, 2014).

Procariotas Eucariotas
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bacterias fotosintéticas arqueabacterias vegetales animales hongos protistas

coroplasto

eucariota apcestral

Fig.6: Arbol filogenético universal determinado por analisis comparativo de secuencias
SSU rRNA. Se muestran Unicamente algunos organismos o linajes fundamentales de
cada dominio. Hasta el momento se han identificado al menos 84 filos de Bacteria, si
bien muchos de ellos ain no han sido cultivados. LUCA, ultimo antepasado comun

universal (Madigan et al., 2014).
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Los seres vivos se clasifican en funcion del tipo celular y, mas recientemente, mediante
la aplicacién de técnicas de biologia molecular por sus relaciones filogenéticas. Estas
ultimas, por ejemplo, se basan en comparar las identidades, semejanzas o diferencias
que existen entre secuencias de aminoécidos y, de forma especial, entre secuencias
cortas de oligonucledtidos existentes en el acido ribonucleico ribosomico (ARNTr), sobre
todo en el ARNr 16S de las células procariotas y en el ARNr 18S de las eucariotas
(secuencias signaturas) Estas regiones del ARNr estdn unas veces muy conservadas
mostrando una gran estabilidad, mientras que otras, por el contrario, son variables
modificadas con el transcurso de los afios, ademas de establecer semejanzas y
diferencias entre los seres vivos, permite evaluar la distancia que entre ellos se ha

producido a lo largo del tiempo a partir de un ancestro comun (Liélibana, 2002).

7.2.1 Procariota

Recordemos que las células més tempranas carecian de ndcleo y fueron los primeros
procariontes (Pro significa antes, Karyon quiere decir nucleo). Los procariotas
modernos también carecen de nucleo y en sentido estructural son simples (Starr et al.,
2008). Son procariotas las bacterias y las arqueobacterias. Normalmente las células
procariotas son mas pequefias que las células eucariotas. En efecto, el didmetro
promedio de la célula procariota es solo de aproximadamente 1/10 del didmetro
promedio de la célula eucariota. En las células procariotas, el ADN se encuentra en una
regién limitada de la célula llamada area nuclear, o nucleoide. A diferencia del nucleo
de la célula eucariota, el &rea nuclear no esta encerrado por una membrana (Solomon et
al., 2013). A la membrana plasmatica de los procariotas por lo general la protege una
cubierta llamada pared celular, formada principalmente de peptidoglicano (polimeros
de aminoécidos y carbohidratos). Se encuentran adaptadas a vivir en diferentes tipos de
ambiente: en el suelo humedo, en el desierto, en el aire, en aguas termales, en glaciares
y mares; en distintas partes del cuerpo: en la boca, en el intestino, sobre la piel, en fin,

en todo sitio donde pueda existir la vida (Vazquez, 2014).

7.2.2 Eucariota

La célula eucariota (del griego Eu, “verdadero”, y Karyon, “nticleo”) son mas complejas

y grandes que las procariotas y sus medidas oscilan entre 10 y 100 um. Su material
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genetico se encuentra encerrado dentro de un ndcleo, que lo protege y aisla de los demas
organelos, caracteristica que da nombre a este tipo de células. El citoplasma tiene una
parte sélida, llamada protoplasma, y una semiliquida, el citosol. Contiene ribosomas,
citoesqueleto y organelos membranosos. Hay tres tipos de células eucariotas, desde el
punto de vista morfologico y funcional: fungica, vegetal y animal (De Erice y Gonzélez,
2012)

7.3 Bacteria

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas. En este dominio, segin
criterios evolutivos, diferenciamos el grupo de las eubacterias, y el de las
arqueobacterias. Este Gltimo comprende bacterias sin peptidoglicano, como las
anaerobias que viven en condiciones acidas calientes, las que viven en condiciones
salinas, y las que reducen el anhidrido carbénico (CO2) a metano. Por lo tanto, éstas
viven en las profundidades del mar, en las aguas saladas y en las fuentes cidas. Las
eubacterias, en cambio, viven en el suelo, el agua y los organismos vivos. Entre ellas se
encuentran las bacterias de interés médico, las bacterias verdes fotosintetizadoras, las
cianobacterias o algas verde azules, y las bacterias purpuras fotosintetizadoras (Algorta
et al., 2008).

Las bacterias causan enfermedades a los hongos, plantas y animales. En el hombre,
causan enfermedades importantes en los distintos 6rganos del cuerpo. Por otro lado, se
encuentran en el intestino de muchos mamiferos y ayudan a formar la flora intestinal,
que protege de enfermedades, y producen vitaminas. Las bacterias tienen una enorme
capacidad de adaptacion a cualquier ambiente, por lo que forman parte de muchas
cadenas alimenticias y, en conjunto con los hongos, constituyen los organismos
descomponedores de materia organica. En laboratorio son fuente de experimentacion
porque su tasa de reproduccién en un medio de cultivo adecuado es muy alta.
Industrialmente se utilizan en la fabricacion de medicamentos; ademas, se utilizan en la
elaboracion de alimentos como yogurt vinagre, queso y vinos (De Erice y Gonzélez,
2012).

7.3.1 Morfologia bacteriana
Las bacterias presentan distintas formas de vida, algunas son anaerobicas, anaerobias
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facultativas y otras aerobias. La pared celular de las bacterias gramnegativas esta
formada por peptidoglucano (mureina), fosfolipidos y proteinas. Por su parte, la pared
celular de las bacterias grampositivas esta formada por peptidoglucano, &cidos teicoicos
y polisacéaridos. Realizan sintesis de proteinas a través de ribosomas Ilamados 70S; los
ribosomas se encuentran en cadenas largas ordenadas alineadas a lo largo del ARNm.
Algunas bacterias presentan una envoltura amorfa de polimeros organicos
(polisacéridos) Ilamada cépsula o capa mucosa, que se encuentra fuera de la pared
celular. Algunas presentan flagelos para el movimiento (De Erice y Gonzalez, 2012).
Las bacterias, que son las células mas pequefias, solo se pueden visualizar con ayuda de
un microscopio. Las bacterias de menor tamafio (Chlamydia y Rickettsia) miden sélo
0,1-0,2 mm de didmetro, mientras que las bacterias mas grandes pueden alcanzar varias
micras de longitud. Una especie recientemente descrita es cientos de veces mayor que
las células bacterianas promedio y se puede ver a simple vista. Sin embargo, la mayoria
de las especies miden aproximadamente 1 mm de diametro y sélo se visualizan con el
microscopio optico, cuya resolucion es 0,2 mm. En comparacion, las células de las
plantas y los animales son mucho mas grandes, y oscilan entre 0,7 mm (el didmetro de
un eritrocito) y varios metros (la longitud de algunas células nerviosas) (Murray et al.,
2014).

7.3.2 Vista microscépica

Vistas al microscopio, por lo general, las bacterias presentan tres formas bésicas: las
bacterias esféricas se denominaran cocos, las alargadas seran bacilos, las bacterias
curvadas y las que tienen forma de espiral seran los espirilos, espiroquetas, comas o
vibriones; cada una de ellas presentaran distintas caracteristicas como se muestran en la
Fig.7 (Vargas y Kuno, 2014).

7.3.2.1 Forma de cocos

Una célula de morfologia esférica u ovoide (Madigan et al., 2014). El tamafio de los
cocos oscila entre los 0,8 a 1,0 m y pueden presentar y tomar diversas formas (Vargas

y Kuno, 2014). Estas agrupaciones pueden ser:

e Diplococos: Estos, después de su division, permanecen en pares

e Tétradas: Estos cocos se dividen en dos direcciones perpendiculares, formando
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una agrupacion de cocos en una disposicion cuadrada.

Sarcinas: Producto de la division de los cocos en tres direcciones
perpendiculares, formando una agrupacion de cocos con una disposicién cubica.
Estreptococos: Estos cocos se dividen en un solo plano, formando una secuencia
de cuatro o mas células como si se tratase de una cadena.

Estafilococos: Formados por la agrupacion irregular de cuatro o méas cocos, en

ocasiones se asemejan a racimos de uvas (Vargas & Kuno, 2014)

7.3.2.2 Forma de bacilos

Aquellos que presentan formas cilindricas (Madigan et al., 2014), en forma de baston,

largos y delgados, pequefios y gruesos, también pueden presentar variaciones en sus

extremos pudiendo ser rectos, afilados o redondeados (Vargas y Kuno, 2014).

Diplobacilos: Formados por bacilos agrupados en pares.

Estreptobacilos: Agrupacion semejante a una cadena formada por cuatro 0 mas
bacilos.

Empalizado: Son bacilos agrupados lado a lado como palitos de fosforo.
Formas filamentosas: Son bacilos que crecen en forma de fibras y toman
distintas disposiciones por lo que esta formacion se denomina también letras

chinas (Vargas y Kuno, 2014).

7.3.2.3 Forma de espirilos

Son aquellos bacilos que presentan forma de espiral (Madigan et al., 2014). Dentro de

este grupo se encuentran:

Vibriones: Son espirilos bastante cortos, por lo general presenta la forma de una
coma.

Espirilos: Estas bacterias, relativamente rigidas, presentan una forma helicoidal,
se mueven a través de flagelos externos dando una o mas vueltas alrededor de

su propio eje.
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e Espiroquetas: Presentan una forma helicoidal, pero a diferencia de los espirilos,
poseen un cuerpo flexible, se mueven con la ayuda de filamentos axiales que son
flagelos periplasmaticos, lo que les permite dar varias vueltas completas

alrededor de su propio eje (Vargas Kuno, 2014).
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en cadenas; 4. Cocos en racimos; 5.
2 0F 7 LF R

Cocos en tétradas; 6. Cocobacilos; 7.

3% 8 Wﬂ 13% Bacilos; 8. Bacilos bordes redondeados;

4 % 9/ 14% fusiformes; 11, 12. Bacilos curvos; 13 al
it

9. Bacilos bordes rectos; 10. Bacilos
15. Espiroquetas (Algorta et al., 2008).
s 8 10 //

7.3.3 Tipos de tinciones

Los microorganismos, concretamente las bacterias, pueden observarse directamente al
microscopio de campo claro. Sin embargo, debido al bajo contraste entre las células y
su entorno, estos procedimientos se utilizan en ocasiones muy limitadas, como por
ejemplo para la observacidn de la movilidad bacteriana. La tincion es un método sencillo
para incrementar el contraste entre la célula y su entorno y por lo tanto contribuye a
mejorar la imagen observada. Las técnicas de tincion con diversos colorantes facilitan
la observacion al aumentar notablemente el contraste (Vazquez, Martin, de Siloniz, y
Serrano, 2011).

7.3.3.1 Tincién simple

Se pueden usar colorantes para tefiir las células y mejorar el contraste, de modo que sea
méas facil observarlas al microscopio de campo. Los colorantes son compuestos
organicos, y cada clase de colorante tiene una afinidad por materiales celulares
concretos. Muchos de los usados en microbiologia tienen carga positiva, y por esta razon
reciben el nombre de colorantes béasicos (Madigan et al., 2014). Se denominan
colorantes basicos si el cromdforo (porcion coloreada) de la molécula esta cargada
positivamente, por ejemplo, cristal violeta y azul de metileno son colorantes basicos.
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Otros colorantes de esta categoria utilizados con frecuencia en bacteriologia son
safranina, fuchina basica y verde malaquita. Bajo condiciones normales de crecimiento,
la mayor parte de los procariotas tienen un pH interno proximo a la neutralidad (pH 7.0)
y una superficie celular cargada negativamente, asi los colorantes basicos son los méas
eficaces. Colorantes acidos con rojo Congo, rosa de bengala, eosina y fuchina acida
tiene un cromdforo cargado negativamente y son utilizados para tefiir positivamente
ciertos componentes como las proteinas. La tincion simple nos proporciona
exclusivamente informacion acerca de la forma, tamafio y tipo de agrupacion de los
microorganismos. Sin embargo tiene la ventaja de ser un método muy sencillo y rapido

(Vazquez, Martin, de Siloniz y Serrano, 2011).
7.3.3.2 Tincién diferencial

Tincidn que tifie de colores diferentes a distintos tipos de células (Madigan et al., 2014)

aqui mostraré algunas de las mas conocidas.

7.3.3.3 Tincion de Gram

La tincion de Gram o coloracién de Gram es un tipo de tincion diferencial empleado en
bacteriologia para la visualizacién de bacterias, sobre todo en muestras clinicas. Debe
su nombre al bacteriélogo danés Christian Gram (1853- 1938), que desarroll6 la técnica
en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana, como
para poder realizar una primera aproximacion a la diferenciacion bacteriana. Christian
Gram, desarroll6 una técnica de tincion que permite separar a las bacterias en dos
grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas (Artega, Farfan, y Pinto, 2015). La
pared celular de las bacterias Gram negativas esta constituida por una capa fina de
peptidoglicano y una membrana celular externa, mientras que las bacterias Gram
positivas poseen una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no
cuentan con membrana celular externa; asi pues, la composicién quimicay el contenido
de peptidoglicano en la pared celular de las bacterias Gram negativas y Gram positivas
explica y determina las caracteristicas tintoriales (Figura 8).
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Fig.8: Esquema de las diferencias estructurales entre bacterias Gram negativas y Gram
positivas (L6pez et al., 2014).

La tincién de Gram se basa en colocar como colorante primario cristal violeta, el cual
tiene afinidad con el peptidoglicano de la pared bacteriana. Posteriormente, se coloca
Lugol, el cual sirve como mordiente e impide la salida del cristal violeta por la
formacion de un complejo cristal violeta-yodo que satura los espacios del
peptidoglicano de la pared bacteriana. En seguida, se coloca una mezcla de alcohol-
acetona, la cual deshidrata la pared bacteriana y cierra los poros de la misma, también
destruye la membrana externa de las bacterias Gram negativas debido a que ésta es
soluble a la accion de solventes organicos, como la mezcla de alcohol acetona. Las
bacterias Gram positivas, al contener una gran cantidad de peptidoglicano, retienen con
mayor fuerza este complejo, mientras que las Gram negativas no lo pueden retener por
tener menos cantidad de peptidoglicano. Por ultimo, se coloca safranina, la cual
funciona como un colorante secundario o de contra tincion y sirve para tefiir las bacterias

que no pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo (L6pez et al., 2014).

7.3.3.4 Tincion de acido-alcohol resistencia

Se trata de un procedimiento de tincion diferencial, conocido como método de Ziehl-
Neelsen, que tiene gran relevancia por su aplicacion clinica. Permite poder distinguir
aquellos microorganismos cuya coloracion resiste la accion de alcoholes y acidos suaves
(&cido-alcohol resistentes) de otros que no resisten la decoloracion (no acido-alcohol

resistentes) (Vazquez et al., 2011).
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7.3.4 Vista macroscépica

La mayoria de las bacterias se multiplican rapidamente, y son visibles como colonias
cuando se las siembra en medios de cultivo solidos adecuados. Requieren una
incubacion de aproximadamente 24 horas en una atmosfera que favorezca su desarrollo,
a temperatura 6ptima. Una colonia esta constituida por los descendientes de una o unas
pocas células. Las caracteristicas de la colonia también dependen de la movilidad de la
bacteria. La forma de la colonia puede ser circular, irregular, o filamentosa. Los bordes
pueden ser ondulados caracteristicos de los bacilos largos, en sierra o dentados, o lisos.
La superficie de la colonia también es orientadora y puede ser: plana, convexa,
mamelonada, o umbilicada. En relacion al pigmento que adquieren, éste puede ser:
verde, amarillo, etc. También es diferente el comportamiento frente a la luz: brillante u
opaca. Pueden presentar olores particulares, o el putrefacto de los anaerobios. Por
altimo, hay que destacar, que la consistencia de la colonia varia en los diferentes grupos

de bacterias, pudiendo ser mucoide (M), liso (S) o rugoso (R) (Algorta et al., 2008).

7.3.5 Reproduccion bacteriana

En algunas especies, la descendiente brota de la célula madre. Con frecuencia, una célula
se reproduce por fision procarionte. Una célula madre replica su cromosoma Unico, y la
réplica de ADN se une a la membrana plasmatica adyacente a la molécula madre. La
adicién de méas de dos membranas permite que las dos moléculas de ADN se separen.
Con el tiempo la membrana y la pared de la célula se extienden por la parte media de
ésta, dividiéndola en dos células hijas. Ademas de heredar el ADN “verticalmente” de
una célula madre, los procariontes experimentan transferencia horizontal de genes:
recogen genes de la misma especie o de otra. Un mecanismo de transferencia horizontal
de genes, llamado conjugacion, incluye transferencia entre células procariontes. Un
plasmido es un segmento pequefio de ADN circular que se separa del cromosoma
bacteriano. En el curso de la conjugacion, un pilus sexual especial atrae a dos células
juntandolas. Luego, una célula coloca una copia de un plasmido y quiza algunos genes
cromosomales en la otra. Las bacterias y las arqueas tienen plasmidos que pueden
realizar la conjugacion. Los miembros de estos dos grupos en ocasiones intercambian
genes por este proceso. Los bacteriofagos también desplazan genes de manera

horizontal entre los procariontes por el proceso llamado transduccion. El virus recoge el
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ADN de una célula a la cual infecta, y después lo transfiere a su siguiente huésped. Las
procariotas también adquieren ADN al captarlo del entorno por el proceso llamado
transformacion (Starr et al., 2008). ElI ADN de una bacteria pasa a través de la pared
celular y la membrana plasmatica a otra bacteria, para después integrarse al ADN de la

bacteria receptora, dandole nuevas caracteristicas (Vaquez, 2014).

7.4 Bacterias en los manglares

Los manglares albergan diversas comunidades bacterianas, que representan el mayor
grupo de biodiversidad en la tierra. Aqui, las bacterias realizan reacciones redox en
varios ciclos biogeoquimicos, como el carbono, el nitrégeno, el azufre y el fosforo. Los
metales pesados, por ejemplo, Ag, Cd, Cu, Pb, Sn, Zn, producen estrés oxidativo al
interrumpir el sistema de defensa antioxidante o agotar el estado de tiol en los
sedimentos que habitan en las bacterias. Este estrés oxidativo produce cambios en la
abundancia y diversidad bacteriana en los manglares contaminados, lo que luego
afectara el funcionamiento de los manglares (Fernandez et al., 2020). Las bacterias que
se encuentran en la mayoria de los ambientes, incluidos los desiertos, bosques, praderas,
tundra artica y manglares, comparten una prevalencia de Proteobacterias (manglares que
tienen la mayor proporcion), asi como una gran abundancia de Actinobacterias,
Cloroflexi, Bacteroidetes, Acidobacterias y Cianobacterias. La abundancia relativa de
cada filo varia segun las condiciones ambientales particulares, pero los perfiles
microbianos en estos altos niveles taxondmicos parecen ser adecuados para caracterizar

los diferentes ambientes (Ceccon, Faoro, Lana, de Souza, y Pedrosa, 2019).

7.5 Metales pesados

Los metales pesados (MP) se clasifican como metales que ocurren naturalmente en la
corteza terrestre y exhiben una gravedad especifica de mas de 5 g/cm®. Dichos metales
incluyen plomo (Pb), mercurio (Hg), arsénico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr) y niveles
mas altos de micronutrientes (por ejemplo, hierro (Fe), cobre (Cu), niquel (Ni) y zinc
(Zn)). Su alta presencia en el medio ambiente surge de actividades antropogeénicas que
incluyen mineria, pintura, baterias, desechos municipales, desechos metalicos, aceite de
motor y la aplicacion de pesticidas, herbicidas y fertilizantes. La presencia de tales

metales en el ecosistema es motivo de gran preocupacion debido a su alta toxicidad
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relativa (Agbeshie, Adjei, Anokye, y Banunle, 2020).

La contaminacion por MP es un problema ambiental comin en muchos sistemas
fluviales del mundo debido al rapido crecimiento de la poblacion, la urbanizacion y la
industrializacion. Los sedimentos contaminados con MP tienen gravemente amenazado
ecosistemas acuaticos. Teniendo las caracteristicas de alto enriquecimiento y baja
migracion, los MP no pueden degradarse y tienden a reservarse en sedimentos asociados
con materia organica u otros compuestos, que amenazan gravemente el ecosistema
natural y la salud humana debido a su toxicidad, bioacumulacién y nivel de persistencia
en el medio ambiente (Zeng et al., 2020). Los niveles elevados de MP en el agua y los
sedimentos pueden conducir a su absorcion por la biota. Por ejemplo, las plantas que
crecen en un ambiente contaminado acumulan metales toxicos en altas concentraciones,
lo que finalmente representa un grave riesgo para la salud humana cuando se consume.
Las plantas absorben estos metales del suelo y el agua en ambientes contaminados. De
acuerdo con las concentraciones de MP, se propusieron cinco categorias de agua, desde
la categoria I, que es agua dulce pura adecuada para todas las especies de peces, hasta
la categoria V, que puede usarse solo para aplicaciones de mineralizacion. Los iones de
MP poco solubles en agua se adsorben y acumulan facilmente en sedimentos incluso a
niveles traza. Por lo tanto, los sedimentos costeros se consideran el eventual sumidero
de metales traza. Sin embargo, algunos metales pesados se movilizan de regreso al agua
dependiendo de las condiciones fisicoquimicas como la salinidad, el pH, el estado redox
y la tasa de descomposicion de la materia organica (EImorsi, Abou-EI-Sherbini, Abdel-
Hafiz Mostafa, y Hamed, 2019). Los MP pueden ingresar al medio de distintas muchas

maneras, aqui mostraré unas de las mas comunes.

7.5.1 Por medio natural

La condicion geoldgica de muchos elementos en la corteza terrestre hace que los MP se
encuentren en forma natural, disueltos en todos los sistemas acuéticos y en diferentes
grados de concentracion, mediante los procesos orogenicos; los ecosistemas acuaticos
se ven sometidas a aportes de compuestos metalicos provenientes de los suelos, por
parte la actividad volcanicay la erosion que son factores que contribuyen al aumento de
las concentraciones de metales en el medio, siendo las fuentes de transporte mas

comunes las fuentes de agua y los vientos (Pinzén y Sotelo, 2016).
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7.5.2 Por medio industrial

Las grandes industrias, por su parte, son grandes generadores de contaminacion, ya sea
a través de los gases, liquidos o sélidos, todo esto va a depender de los productos que
generen, una de las fuentes de contaminacion es a traves de las aguas residuales, ya que
estas pueden contener MP que con el tiempo se acumulan en los depositos del suelo a
lo largo de los canales de aguas residuales, asi como en los organismos que habitan
dichos canales. La exposicion de los humanos a las aguas residuales contaminadas a
menudo es posible, especialmente en areas urbanas altamente pobladas o donde las
aguas residuales se reutilizan para actividades agricolas. Sin embargo, estudios
anteriores han demostrado que la reutilizacién efectiva de las aguas residuales es un

desafio importante en muchos paises del mundo (Kinuthia et al., 2020).

7.5.3 Por medios agricolas

Es importante destacar que existe una falta de estudio sobre el impacto del uso intensivo
de la tierra en MP, en aguas superficiales y sedimentos de la red fluvial (Zeng et al.,
2020) en este caso sabemos que el suelo agricola es esencial para la seguridad
alimentaria porque afecta directamente la salud humana; Los MP son los contaminantes
mas peligrosos debido a su acumulacion en los cultivos, el crecimiento explosivo de la
poblacién ha aumentado el requisito de seguridad alimentaria, lo que resulta en un uso
mas intensivo de tierras cultivables y, por lo tanto, aumenta la contaminacién por MP
en las tierras agricolas debido a la aplicacion. de fertilizantes, estiércol de ganado y
pesticidas. Los académicos han sugerido que los MP se han introducido en el suelo
agricola tanto por las actividades naturales de los materiales parentales como por las
actividades antropogénicas de descarga industrial, insumos agricolas, deposicion
atmosférica y escape de vehiculos. Debido a que la contaminacion por MP se encuentra
no solo en el suelo agricola sino también en los tejidos vivos, donde es, en su mayor
parte, irrecuperable, el estudio de los MP en el suelo agricola incluye la evaluacion de
la contaminacion por MP, la distribucion de la fuente y el riesgo para la salud (Wang et
al., 2020).

7.5.4 Por medio de la mineria
Los relaves generados por las plantas mineras y de procesamiento de minerales
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representan la mayor proporcion de desechos globales de actividades industriales. A
pesar de la falta de datos precisos sobre la produccion de desechos mineros, algunas
estimaciones sugieren que anualmente se producen alrededor de 20,000-25,000
millones de toneladas de desechos mineros sélidos en todo el mundo (Larsson et al.,
2018). El tratamiento inadecuado de minas y relaves abandonados también puede causar
una mayor contaminacion por metales pesados en suelos agricolas adyacentes, aguas

superficiales y subterraneas (Wu, Qu, Nel, y Ji, 2020).

7.5.5 Por medio de la tecnologia

Desechos electrénicos significa equipos eléctricos y electronicos desechados, como
electrodomésticos (por ejemplo, aires acondicionados, refrigeradores y televisores),
computadoras y teléfonos moviles (Y. Han et al., 2019). Los equipos electronicos
contienen hasta 17 metales preciosos incluyendo oro, plata y cobre, los cuales siguen
teniendo un valor econdmico significativo cuando los aparatos caen en desuso. Si bien
el reciclaje de los residuos electronicos es considerado como un d&mbito de negocio
lucrativo, en muchos paises faltan tanto reglamentaciones especificas como iniciativas
empresariales (UNESCO, 2010). Los desechos electrénicos se han convertido en
contaminantes ubicuos debido al répido desarrollo de nuevas tecnologias. Se ha
informado que alrededor de 20-50 millones de toneladas de desechos electronicos
generados en todo el mundo por afio, y entre el 50-80% de los desechos electrénicos de
los paises industrializados se exportaron a paises de Asia. Las actividades de reciclaje
de desechos electrénicos no estandar y crudas son las principales fuentes de
contaminantes ambientales, por ejemplo, MP, éteres de difenilo polibromados (PBDE),
que estan presentes en los sitios de reciclaje de desechos electronicos, se han convertido
en los principales contaminantes en los sitios de reciclaje de desechos electronicos en
China que representan grandes amenazas tanto para los ecosistemas como para la salud
humana (Wu, Gao, y Wang, 2019).

7.6 Toxicidad de los metales pesados y su impacto

Los MP tienen un papel importante en los organismos al ser parte fundamental de sus
funciones bioquimicas y fisioldgicas. Algunos son oligoelementos imprescindibles para

el mantenimiento de los sistemas bioguimicos de los seres vivos, como por ejemplo, el
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cobre, el manganeso o el zinc, que son esenciales en el metabolismo de los mamiferos
(Ferré, Schuhmacher, Llobet, y Domingo, 2007). Sin embargo, una escasa 0 excesiva
concentracion de éstos pueden alterar procesos bioquimicos y/o fisiologicos en el
organismo. Y realmente lo que hace toxico a los MP no son so6lo sus caracteristicas
quimicas, sino las concentraciones en las que pueden presentarse, y mas importante aun,
el tipo de compuesto o metabolito que forman. Ademas, las interacciones entre los
metales y sus efectos toxicos pueden complicar las enfermedades. La presencia en un
alto porcentaje de MP como: el plomo, mercurio, cadmio, arsénico entre otros, en el
ambiente contribuye en aumentar los indices de la problematica. Son frecuentes los
reportes de MP asociados a la industria, produccion agricola y mineria asi: mercurio en
fuentes de agua, quebradas, lagunas, entre otras, el arsénico en cultivos de hortalizas y
legumbres en, diversos vegetales y aguas contaminadas con plomo y mercurio, uso
indiscriminado de cientos de toneladas de mercurio y cianuro en explotacion minera,
especialmente de oro. Asimismo, muchos paises reportan presencia de MP en peces y
camarones en Indonesia, Japon, México y Chile, cerdo contaminado con plomo
proveniente de Australia, salmon fresco con niveles peligrosos de plomo y cadmio en
Noruega y Rusia reporta materias primas para fabricacion de alimentos contaminadas

con zinc provenientes de China (Londofio, Londofio, y Mufioz, 2016).

7.7 Plomo

El plomo (del latin plumbum) se denomina con el simbolo Pb, es un metal presente de
forma natural en la corteza terrestre. Es un cation divalente que se une fuertemente a los
grupos sulfhidrilo de las proteinas (Azcona, Ramirez, y Vicente, 2015). Se trata de un
MP, blando, resistente a la corrosion, de color gris azulado, que oscurece rapidamente
con el aire, siendo su punto de ebullicion de 1740°C, emitiendo vapores a partir de los
550°C, no es biodegradable (Burger et al., 2010).

7.7.1 Presencia del plomo en la antigiiedad, hasta nuestros dias

Las primeras extracciones de plomo se llevaron a cabo en la region de Anatolia
alrededor del afio 3500 a.C., lo que sugiere que la contaminacion e intoxicacion por
plomo es uno de los primeros riesgos ambientales descritos en la historia de la

humanidad. A partir de entonces, los humanos hemos estado expuestos a este metal por
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medio de fuentes naturales y de desechos industriales y a pesar de que la concentracion
ambiental ha disminuido en épocas recientes, la exposicion crénica contintia siendo un
problema de salud publica asociado con un incremento en el riesgo de presentar diabetes
mellitus 2, hipertension arterial, enfermedad renal cronica, dafio cognitivo y retraso en

el crecimiento infantil (Robles y Sabath, 2014).

Hoy en dia aun existen fuentes de contaminacion ambiental por plomo, entre las que
destacan la explotacion minera, la metalurgia, las actividades de fabricacion y reciclaje
y, en algunos paises, el uso persistente de pinturas y gasolinas con plomo. También
puede contener plomo el agua potable canalizada a través de tuberias de plomo o con
soldadura a base de este metal. En la actualidad, buena parte del plomo comercializado
en los mercados mundiales se obtiene por medio del reciclaje. Las personas pueden
verse expuestas al plomo en su puesto de trabajo o en su entorno, principalmente a través
de la inhalacion de particulas de plomo generadas por la combustion de materiales que
contienen este metal, también la ingestién de polvo, agua o alimentos contaminados.
Otra posible fuente de exposicion al plomo es el uso de determinados productos
cosméticos y medicamentos no regulados (Organizacion Mundial de la Salud [OMS],
2019).

7.7.2 Efectos del plomo en la salud y el medio ambiente

Los niveles elevados de plomo en sangre (por sus siglas en inglés BLL) estan
relacionados con efectos adversos en los sistemas nervioso, gastrointestinal,
cardiovascular, hematdlogo, reproductivo y renal. Se observan efectos neurocognitivos
a lo largo del plazo incluso con BLL relativamente bajos. Gracias a las medidas de salud
publica, los BLL promedio han disminuido precipitadamente con el tiempo. Sin
embargo, el envenenamiento por el plomo todavia presenta una carga significativa para
la salud puablica, se estima que muchos nifios alrededor del mundo tienen un nivel de
BLL superior al nivel de referencia de 5mcg/dL (Stierman et al., 2020). La absorcién
del plomo depende del estado de salud, nutricion y edad de la persona. Los adultos
generalmente absorben 20% del plomo que ingieren y casi todo ese plomo es inhalado.
La mayor parte del plomo que ingresa al cuerpo es excretada por la orina o a través de

la bilis por las heces (Poma, 2008).
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El Plomo ocurre de forma natural en el ambiente, pero las mayores concentraciones son
el resultado de las actividades humanas. El plomo se acumula en los cuerpos de los
organismos acuaticos y organismos del suelo. Estos experimentaran efectos en su salud
por envenenamiento, como por ejemplo las funciones en el fitoplancton; el fitoplancton
es una fuente importante de produccion de oxigeno en mares y muchos grandes animales
marinos lo comen. Las funciones del suelo son perturbadas por la intervencion del
plomo, especialmente cerca de las autopistas y tierras de cultivos, donde
concentraciones extremas pueden estar presente organismos del suelo. Es un elemento
quimico particularmente peligroso, y se puede acumular en organismos individuales,

pero también entrar en las cadenas alimenticia (Lenntech, 2012).

7.8 Cobre

El cobre del latin cuprum, y este del griego kypros, Chipre (Corominas, 1987) cuyo
simbolo es Cu, de nimero atémico 29, es un metal comparativamente pesado, el cobre
solido puro, tiene una densidad de 8.96 g/cm3 a 20°C, mientras que el del tipo comercial
varia con el método de manufactura, oscilando entre 8.90 y 8.94. Su punto de ebullicion
normal es de 2595°C (4703°F) (Lenntech, 2012.). Es un metal ddctil muy abundante
sobre la corteza terrestre, se encuentra mezclado con otros metales (Au, Ag, Biy Pb) y
con sulfuros, sulfatos carbonatos y 6xidos minerales. Tiene poca actividad quimica:
Unicamente se oxida lentamente en el aire himedo recubriéndose con una capa de
carbonato béasico que es anticorrosivo. Su oxidacion se favorece en medios acidos

(Jaramillo, Sanchez, y Amaris, 2006).

7.8.1 Presencia del cobre en la antigiiedad, hasta nuestros dias.

La historia del cobre siempre ha estado ligada al progreso de la humanidad. Las
sociedades han sufrido grandes cambios desde que hace unos 10.000 afos el cobre
comenzd a utilizarse por sus propiedades unicas y, hoy en dia, su importancia es cada
vez mayor. El cobre fue probablemente el primer material utilizado por la humanidad,
ya que es uno de los pocos metales que puede encontrarse en su estado nativo. Los
primeros humanos en trabajar el cobre descubrieron que se podia martillar facilmente
en laminas, que moldeaban con formas cada vez mas complejas a medida que aumentaba

su habilidad. Los objetos hechos por estos primeros trabajadores del cobre (como puntas
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de flecha, cabezas de hacha, sierras, raspadores y herramientas de corte) eran mucho
mas resistentes que los hechos de piedra y silex, lo que supuso un gran avance (Instituto
Europeo de Cobre, 2018). En la actualidad el consumo de cobre a nivel mundial es del
orden de 18 millones de toneladas anuales (2,6 kg per cépita, estimando una poblacion
mundial de 6.800 millones). Este uso solamente es superado por el hierro y el aluminio
(Prado, Vidal, y Duran, 2012).

7.8.2 Efectos del cobre en la salud y el medio ambiente

El cobre es esencial para mantener buena salud. Sin embargo, la exposicién a dosis altas
puede ser perjudicial. La exposicion prolongada a polvos de cobre puede irritar la nariz,
la boca, los ojos y causar dolores de cabeza, mareo, ndusea y diarrea. Si usted bebe agua
que contiene niveles de cobre mas altos que lo normal, puede que sufra ndusea, voémitos,
calambres estomacales o diarrea (Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades, 2004). El cobre es altamente toxico, pues en su estado oxidado (Cu?*)
participa en reaccionen en las que se producen radicales hidroxilos libres (OH), ademas
del anion superoxido (02 %) y el peroxido de hidrogeno (H202). Estas especies reactivas
de oxigeno (ROS) atacan a las biomembranas a través del proceso peroxidacion lipidica,
desestabilizan su estructura y afectan sus funciones celulares. También pueden oxidar
directamente a las proteinas y desnaturalizar el ADN y el ARN, lo que puede provocar
dafios que contribuyen al desarrollo de diversas enfermedades como el cancer, las

enfermedades neurodegenerativas y al envejecimiento celular (Feoktistova et al., 2018).

El Cobre es a menudo encontrado cerca de minas, asentamientos industriales, vertederos
y lugares de residuos. Cuando el Cobre termina en el suelo este es fuertemente atado a
la materia organica y minerales. Como resultado este no viaja muy lejos antes de ser
liberado y es dificil que entre en el agua subterranea. En el agua superficial el cobre
puede viajar largas distancias, tanto suspendido sobre las particulas de lodos como iones
libres. El Cobre no se rompe en el ambiente y por eso se puede acumular en plantas y
animales cuando este es encontrado en suelos. En suelos ricos en Cobre s6lo un nimero
pequefio de plantas pueden vivir. Por esta razon no hay diversidad de plantas cerca de
las fabricas de Cobres, debido al efecto del Cobre sobre las plantas, es una seria amenaza
para la produccion en las granjas. EI Cobre puede seriamente influir en el proceso de

ciertas tierras agricolas, dependiendo de la acidez del suelo y la presencia de materia
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organica. A pesar de esto el estiércol que contiene Cobre es todavia usado. EI Cobre
puede interrumpir la actividad en el suelo, su influencia negativa en la actividad de
microorganismos y lombrices de tierra. La descomposicion de la materia organica puede
disminuir debido a esto. Cuando los suelos de las granjas estan contaminados con Cobre,
los animales pueden absorber concentraciones de Cobre que dafian su salud.
Principalmente las ovejas sufren un gran efecto por envenenamiento con Cobre, debido

a que los efectos del Cobre se manifiestan a bajas concentraciones (Lenntech, 2012).

7.9 Hierro

Del lat. Ferrum id. Fierro que significa ancla (Carter y Corominas, 1962). El hierro
cuyo simbolo es Fe, es un elemento que se caracteriza por ser magnético, al calentarse
pierde su magnetismo, es blando, con brillo metalico y de color gris acerado a negro, el
de ebullicion de 2740°C y tiene una densidad de 7.8 g/ml. Se magnetiza facilmente a
temperatura ordinaria, es dificil magnetizarlo en caliente, y a unos 790 °C desaparecen
las propiedades magnéticas. Su masa atomica es 55.847. (Mineria, 2013). El hierro es
el segundo metal mas abundante y el cuarto de todos los elementos, superado

Unicamente por el oxigeno, el silicio y el aluminio (Dufrense, 1998).

7.9.1 Presencia del hierro en la antigiiedad hasta nuestros dias

Si bien el hierro es conocido por el hombre desde hace mas de 6000 afios, se tienen muy
pocos datos sobre su modo de obtencion en la antigliedad. En los Pirineos tuvo origen
un procedimiento de obtencion denominado “forja catalana”, que se utilizo6 hasta el siglo
XIV. Las forjas catalanas consistian en pequefios pozos o en crisoles, con las paredes
revestidas de arcilla, dentro de los cuales se introducia el mineral junto con una gran
cantidad de carbon vegetal, de esta manera, apenas si se obtenia un tercio del hierro, el
resto se perdia con la escoria. A partir del siglo X1V se comenz6 a utilizar un horno
llamado alto fuego, precursor de los actuales hornos de cuba. En estos hornos se
alcanzaba una temperatura mas elevada lo que provocaba una fusion parcial del hierro.
Todos estos procedimientos eran directos, es decir, se obtenia el hierro a partir del

mineral. Posteriormente, fueron sustituidos por el proceso indirecto (Katz, 2011).

A lo largo de la historia, muchos paises han desarrollado una prospera industria

siderurgica basada en los suministros locales de mineral y en la proximidad de bosques
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para obtener carbon vegetal como combustible (Moffit, 2012). Hoy en dia el hierro es el
metal mas utilizado, representando un 95% de la produccion mundial metalica. Los
principales usos del hierro son en obtencidn de aceros estructurales, hierro fundido y de
hierro forjado. El hierro puro (pureza a partir de 99,5%) no tiene tantas aplicaciones,
excepto usos en base a su potencial magnético. Otros usos del hierro y de sus
compuestos son la fabricacion de aceros estructurales para la construccion, fierros,
instrumentos de cocina, automdviles, aparatos eléctricos, entre otros elementos de uso
diario (Becerra, 2016).

7.9.2 Efectos del hierro en la salud y el medio ambiente

El hierro es un mineral necesario para el crecimiento y desarrollo del cuerpo. El cuerpo
utiliza el hierro para fabricar la hemoglobina, una proteina de los glébulos rojos que
transporta el oxigeno de los pulmones a distintas partes del cuerpo, y la mioglobina, una
proteina que provee oxigeno a los musculos. El cuerpo también requiere hierro para
elaborar hormonas y tejido conectivo. La cantidad de hierro diaria que necesita varia
segun la edad, el sexo, y si consume una dieta principalmente vegetal (National Institute
of Health, 2019). Como se mencion6 anteriormente, aunque el hierro es un nutriente
esencial para el ser humano un exceso en el organismo implica una amenaza para células
y tejidos. En condiciones fisioldgicas, la cantidad total de hierro en el organismo es
dependiente de la absorcion de dicho elemento y en ella intervienen mecanismos
genéticamente regulados. En numerosas enfermedades, genéticas o adquiridas, se puede
producir acumulacion del micronutriente (Toxqui et al., 2010). En este sentido el hierro
puede comprometer diferentes 6rganos y sistemas provocando una intoxicacion aguda
por hierro (Alfonso, 2011). El hierro (I111)-O-arsenito, pentahidratado puede ser peligroso
para el medio ambiente; se debe prestar especial atencion a las plantas, el aire y el agua.
Se recomienda encarecidamente que no se permita que el producto entre en el medio

ambiente porque persiste (Lenntech, 2012).

En las aguas subterraneas anaerobias puede haber concentraciones de hierro ferroso de
hasta varios miligramos por litro sin que se manifieste alteracion alguna del color ni
turbidez al bombearla directamente desde un pozo. Sin embargo, al entrar en contacto
con la atmdsfera, el hierro ferroso se oxida a férrico, tifiendo el agua de un color marrén

rojizo no deseable. El hierro también potencia la proliferacion de bacterias ferruginosas,
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que obtienen su energia de la oxidacién del hierro ferroso a férrico y que, en su actividad,
depositan una capa viscosa en las tuberias. En el agua potable el hierro, se presenta por
corrosion de las tuberias de distribucion de aguas, en estos fenémenos intervienen las
bacterias férricas la cuales propician la aparicion de ciertas caracteristicas en el agua
como: sabor metalico, color marron rojizo, turbidez, manchas en la ropa lavada y en

artefactos sanitarios (Valencia, 2006).

7.10 Evolucion microbiana espacio-temporal en paisaje de
antibioticos

Un estudio pionero que se centrd en poblaciones pequefias mostré que los
microambientes estructurados aumentan la tasa de adaptacion a los antibidticos a través
de cambios genéticos altamente reproducibles. Se desconoce cdmo la evolucién esta
determinada por el potencial de diversificacion y las diferencias en las limitaciones
adaptativas de las grandes poblaciones en entornos espaciales. A continuacion, se
presenta un dispositivo para la evolucion de bacterias que permite la migracion y la
adaptacion en un entorno grande y estructurado espacialmente. La placa de arena de
crecimiento y evolucion microbiana (MEGA) consiste en una placa acrilica rectangular,
de 120 x 60 cm, en las que sucesivas regiones de agar de color negro que contienen
diferentes concentraciones de antibioticos se superponen con agar blando que permite
la motilidad bacteriana (Fig. 9A). Las bacterias moviles inoculadas en un lugar de la
placa agotan los nutrientes localmente y luego se propagan por quimiotaxis a otras
regiones. Sélo los mutantes cada vez mas resistentes pueden diseminarse en secciones
que contienen niveles mas altos de antibidtico. El gran tamafio de las placas tiene dos
propositos: proporciona una gran poblacién y suministro mutacional, y mantiene el
gradiente de antibiéticos a pesar de la difusién (el tiempo de difusion del farmaco escala
cuadraticamente con la distancia mientras que el frente bacteriano avanza linealmente;
por lo tanto, el tamafio de la placa grande evita que el gradiente de antibiotico se
equilibre durante la duracion del experimento). Una vez que un mutante ha agotado los
recursos de una region de la placa, otros mutantes no migran por completo por
quimiotaxis a esa region (porque se mueven de manera difusa sin un gradiente de
nutrientes). De esta manera, los linajes mutacionales pueden bloquearse fisicamente

entre si, un fendmeno que se observa notablemente en la formacion de biopeliculas. Esta
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particion de mutantes en dominios espaciales estables también permite el muestreo de
mutantes individuales para analisis posteriores. Combinando estos con el analisis de
aislamientos, este sistema permite la reconstruccion de las historias evolutivas
fenotipicas y genotipicas de bacterias en evolucidn. Las bacterias desafiantes en
gradientes espaciales de antibidticos conducen a grandes aumentos en la resistencia a
través de pasos adaptativos secuenciales a través de linajes en competencia (Fig.9B).
Primero se configur6 la placa MEGA con gradientes simétricos de cuatro pasos de
trimetoprima (TMP) o ciprofloxacina (CPR) avanzando hacia adentro con incrementos
de orden de magnitud en la concentracion por paso [Fig. 9A; TMP: 0, 3, 30, 300 y 3000
X concentracion inhibidora minima de tipo salvaje (CMI); CPR 0, 20, 200, 2000 y
20.000 x CMI] e inocularon las regiones libres de farmaco con Escherichia coli. Las
bacterias se propagan hasta que alcanzan una concentracion en la que ya no pueden
crecer (TMP, Fig. 9C; CPR). A medida que surgen mutantes resistentes en la poblacion,
sus descendientes migran al siguiente paso de concentracion de farmaco y se despliegan
(Figura 9C, 88 horas). Los linajes mutantes adyacentes se excluyen entre si y compiten
por un espacio limitado, lo que resulta en algunas lineas que bloquean por completo el
crecimiento de otros. En entornos naturales y clinicos las bacterias migran entre regiones
de seleccion espacialmente distintos. Los modelos te6ricos muestran que espacialmente
las presiones estructurales cambian la naturaleza de la seleccion: en lugar de competir
con sus vecinos por recursos limitados, un individuo adaptado solo necesita ser el
primero con la capacidad de aventurarse y sobrevivir en una nueva region. A medida
que surgen los mutantes resistentes en la poblacidn, sus descendientes migran al
siguiente paso de concentracion de farmaco y se despliegan. Cuando los linajes
ganadores alcanzan un nivel mayor en concentracion de farmacos en el que ellos
tampoco pueden crecer, surgen mutaciones secundarias y el proceso se repite. En Gltima
instancia, las bacterias alcanzan y se extienden por encima de la concentracién de
farmacos més alta, mostrando marcados incrementos en la resistencia a los farmacos. A
diferencia de un gradiente temporal, un gradiente espacial no impone un tiempo minimo
para la operacion y propagacion de un mutante que aparece en el frente estancado puede
expandirse y evolucionar mas, siempre que sea resistente para colonizar el siguiente

paso (Baym et al., 2016).
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Fig. 9: Un dispositivo experimental para estudiar la evolucion microbiana

en un entorno estructurado espacialmente.

(A) Configuracion del gradiente de cuatro pasos de trimetoprima (TMP). El
antibidtico se agrega en secciones para hacer un gradiente exponencial que se eleva
hacia adentro. (B) La placa TMP MEGA de cuatro pasos después de 12 dias. E.
coli aparece como blanco sobre fondo negro. Los 182 puntos muestreados de clones
estan indicados por circulos, coloreados por su CMI medida. Las lineas indican
ascendencia. (C) Imagenes de lapso de tiempo de una seccion de la placa MEGA. En
cada paso se pueden observar mutaciones y selecciones repetidas. Las imagenes se han
alineado y mejorado el contraste linealmente, pero por lo demaés estan sin editar (Baym
etal., 2016).

7.11 Biorremediacion

Particularmente, la biorremediacién juega un rol sustancial en la remocion de
compuestos contaminantes y desperdicios. Esta se basa en el uso de sistemas bioldgicos

para degradar o transformar los contaminantes en compuestos no toxicos 0 menos
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dafiinos. La biorremediacién es una tecnologia promisoria que utiliza sistemas
bioldgicos, estrictamente microorganismos o sus productos, para reducir, eliminar, o
transformar los compuestos toxicos presentes en suelos, sedimentos, agua y/o aire, en
sustancias “inocuas” o menos contaminantes (Cota et al., 2018). Casi todos los
compuestos organicos y algunos inorganicos pueden degradarse biolégicamente si se da
el tiempo suficiente y se proporcionan las condiciones fisicas y quimicas requeridas
(Iturbe, 2010).

7.11.1 Interacciones bacterianas con los metales pesados

Las comunidades de microbios son un impulsor clave de los ciclos biogeoquimicos de
los nutrientes del suelo y son sensibles a los cambios ambientales, lo que significa que
pueden adaptarse rapidamente a los cambios cambiando su composicion y estructura (Xi
et al., 2021). Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para
tolerar los efectos nocivos de los metales toxicos. Entre ellos se encuentran
principalmente los que involucran: a) componentes celulares que capturan a los iones,
neutralizando su toxicidad, b) enzimas que modifican el estado redox de los metales o
metaloides, convirtiéndolos en formas menos tdxicas, y c) transportadores de la
membrana que expulsan las especies nocivas del citoplasma celular (Cervantes et al.,
2006). En este sentido, podemos clasificar las interacciones microorganismo-metal
como: Bioacumulacion, Sistemas de Expulsion, Quelacion, Metilacion,
Oxido/Reduccion, Bioadsorcion. Es dificil clasificar las interacciones microorganismo-

metal, ya que en la mayoria de los casos estan relacionadas entre si (Hernandez, 2008).

Por otro lado, los ambientes contaminados proporcionan un ambiente de interés, ya que
posee organismos resistentes a los metales pueden ser utilizados para limpiar ambientes
contaminados a traves de aplicaciones biotecnologicas gracias a que poseen
mecanismos de sobrevivencia y desintoxicacion que les permite tolerar y acumular los
metales pesados; es asi que, los microorganismos tolerantes aislados de ambientes
contaminados con metales pesados son una buena alternativa para limpiar y remediar
estos ecosistemas. Asi mismo como primer paso para el disefio de los procesos de
biorremediacion se sugiere determinar los microrganismos existentes en las areas

perturbadas, porque los microorganismos nativos ademas de tolerar los metales también
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estan adaptadas a las condiciones ambientales de temperatura, humedad, pH, etc. del

area interés (Mufioz et al., 2019).

7.11.2 Bioacumulacién

El proceso de bioacumulacion implica una primera etapa que es la bioadsorcion, sin
embargo, luego le siguen otras etapas las cuales permiten el transporte de los
contaminantes a traves de un sistema de transporte activo que permite el consumo de
energia al interior de la célula, mediante mecanismos de acumulacion dentro de las
células de biomasas vivas (Tejada et al., 2015). Siguiendo con la captacion intracelular,
en la que los iones metalicos penetran en la membrana celular y entran en la célula para
unirse a los sitios activos proporcionados por polisacaridos y proteinas (Mwandira et
al., 2020). Este mecanismo celular involucra un sistema de transporte de membrana que
internaliza al metal pesado presente en el entorno celular con gasto de energia. Este
consumo energético se genera a través del sistema H+-ATPasa. Una vez incorporado el
metal pesado al citoplasma, éste es secuestrado por la presencia de proteinas ricas en
grupos sulfhidrilos llamadas metalotioneinas o también puede ser compartimentalizado
dentro de una vacuola, como ocurre en hongos. Algunos ejemplos de este proceso son
muy interesantes, como el caso de acumulacion de uranio por la bacteria Pseudomonas
aeruginosa, el cual fue detectado integramente en el citoplasma, al igual que en la

levadura Saccaromyces cerevisiae (Vullo, 2003).

7.11.3 Biosorcion

Se trata de la captacion de metales que lleva a cabo una biomasa completa (viva o
muerta), a través de mecanismos fisicoquimicos como la adsorcion o el intercambio
i6nico. Cuando se utiliza biomasa viva, los mecanismos metabdlicos de captacién
también pueden contribuir en el proceso. El proceso de biosorcion involucra una fase
sOlida (sorbente) y una fase liquida (solvente, que es normalmente el agua) que contiene
las especies disueltas que van a ser sorbidas (sorbato, e. g. iones metélicos) (Cafizares,
2000). En condiciones extremas en presencia de metales pesados toxicos y antibioticos,
las bacterias cominmente producen sustancias poliméricas extracelulares (EPS) como
respuesta protectora. Los EPS bacterianos son polimeros naturales de alto peso

molecular secretados por microorganismos en su entorno. El EPS bacteriano
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normalmente contiene polisacaridos con grupos funcionales ionizables como carboxilo,

sulfato y fosfato (Mwandira et al., 2020).

7.11.4 Bioadsorcion

Es la adsorcion de los iones en la superficie de la célula. EI fenbmeno puede ocurrir por
intercambio i6nico, precipitacion, complejacion o atraccion electrostatica. Es un
proceso fisicoquimico que incluye los fendmenos de adsorcion y absorcion de moléculas
e iones usando como sorbente diferentes materiales de origen bioldgico (vivo o muerto).
Involucra una fase sélida (biomasa) y una fase liquida (agua) que contiene disueltos la
sustancia de interés que sera adsorbida (en este caso, los iones de los metales pesados).
Es necesario que exista una gran afinidad entre los grupos funcionales de la biomasa y
el contaminante, ya que este ultimo debe ser atraido hacia el solido y enlazado por

diferentes mecanismos (Tejada et al., 2015).

7.11.5 Sistemas de expulsion

Es la habilidad de exportar el metal al exterior de la célula microbiana. Es claramente
un mecanismo de desintoxicacién especifico y dependiente de la presencia del metal, ya
gue su activacion es inducida por éste. Estos sistemas de expulsion son dependientes de
energia y codificados por plasmidos, la resistencia a metales en procariontes es mediada
principalmente por plasmidos y es altamente especifica a un metal en particular, el caso
mas conocido y estudiado es la reduccién del arsénico con la posterior expulsion celular
del metal (Hernandez, 2008).

7.11.6 Quelacion

Bacterias u hongos son capaces de producir muchas substancias formadoras de
complejos o quelantes. Pueden acomplejar los metales en materiales poliméricos, intra
o0 extracelularmente (Hernandez, 2008). Los sider6foros son compuestos organicos de
bajo peso molecular producidos por una variedad de microorganismos, hongos y
plantas, mientras crecen en condiciones limitantes de hierro. Estos compuestos quelatan
principalmente el hierro férrico (Fe*") de diferentes fuentes y, por lo tanto, lo hacen
disponible para las células. Ademas de facilitar el suministro de hierro para diversas

funciones celulares, incluida la fotosintesis, la respiracion, la biorremediacién, los
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factores promotores del crecimiento y la complejacion con otros elementos esenciales
como Mo, Mn, Co y Ni los sideroforos también estan relacionados con la patogenicidad

en diversas bacterias (Sinha y Parli, 2020).

7.11.7 Metilacion

Representa un mecanismo general de resistencia a metales, activado por la presencia de
éstos. Algunos microorganismos pueden transformar los metales por alquilacion, es una
forma especial de quelacion que involucra transferencia de uno o mas grupos de
ligandos organicos (ej. grupos metilo) al metal, formando compuestos organometalicos
estables. Las propiedades fisicas y quimicas de los organometales son diferentes de
aquellas de los metales puros, algunos ejemplos incluyen formacién de estructuras
metiladas y posiblemente etiladas de mercurio, selenio, estafio, telurio, arsénico y
plomo, por lo que se considera un mecanismo general que se ve activado por la presencia
metalica (Hernandez, 2008). Tenemos como ejemplo la transformacion de mercurio
inorganico (iHg) en metilmercurio (MeHg) ocurre principalmente en sedimentos o suelo
y esta mediada principalmente por microorganismos. Muchos estudios se han centrado
en la biometilacion anaerdbica de iHg en diversos entornos, es decir, bacterias
reductoras de sulfato (SRB) bacterias reductoras de hierro (FeRB) y metandgenos (Cao
et al., 2021). Estudios méas recientes han revelado la existencia de SRB tales como
Desulfovibrio y Desulfotomaculum que son capaces de realizar la metilacion del
mercurio. La transformacion del mercurio en metilmercurio en SRB es producida por
intermedio de la cobalamina (B12), de tal manera que cuando Desulfovibrio
desulfuricans tiene un crecimiento fermentativo y existe una reduccién del sulfato, los
rangos de metilmercurio son bajos. Desulfovibrio desulfuricans metila el mercurio en
presencia de tetrahidrofolato (THF) y cobalamina. El carbono empleado en esta via de
biometilacion pertenece al C-3 del piruvato y es donado al tetrahidrofolato como C-3 a
la serina por la serina hidrometiltransferasa. Se cree que el compuesto quimico que
proporciona el grupo metilo es la metilcobalamina y que los compuestos S-
adenosilmetionina y N-5- metiltetrahidrofolato no son capaces de donar el grupo metilo
al Hg*?, porque éste en estos dos compuestos se transfiere como CH3*, mientras que

metilcobalamina transfiere el grupo metilo como CH?*, ocurriendo esta transferencia de
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forma intracelular. EI grupo metilo de la metilcobalamina es transferido a los iones

mercurio formandose el metilmercurio (Sanchez et al., 2005).

7.11.8 Oxido-Reduccion

Dependiendo del estado de oxidacion del metal un microorganismo puede realizar dos
posibles transformaciones, una corresponde a la movilizacién del metal, es decir la
transformacion del estado insoluble inicial que corresponde a una fase solida a un estado
soluble final que se presenta en fase acuosa, este proceso se conoce como lixiviacion; la
otra transformacién es la inmovilizacion del metal que es un proceso en donde la fase
soluble inicial en fase acuosa pasa a un estado insoluble final en fase sélida de su estado
de oxidacion y de su forma ionica. Los metales de diferentes valencias varian en su
toxicidad; cuando se excretan enzimas redox especiales, los microorganismos pueden
transformar el metal a formas menos tdxicas. Las reacciones redox se agrupan en dos
categorias, las asimilatorias y las desasimilatorias; en las reacciones asimilatorias el
metal esta involucrado en las reacciones metabodlicas del organismo actuando como
aceptor final de los electrones; mientras que en las reacciones desasimilatorias no se
conoce el rol del metal en el metabolismo del organismo e indirectamente inicia las

reacciones redox (Beltran y Gémez, 2016).
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8 MATERIALES Y METODOLOGIA

Area 1- Vertedero J
.
-8,891,339.373, 966,168.022

Area 2 - Intermediaria

-8,889,227.994, 965,445.708

-8,887,536.112, 964,851.585

Area 3 - Costa

Fig. 10: Vista satelital de las areas de estudio con su coordenada geogréafica, donde el
area 1 es el del vertedero, el area 2 pertenece a la zona intermedia y el area 3 es la zona

de la costa. (Editada por Dra. Carla Laucevicius Laboratorio Toth Research and Lab).
8.1 Area de estudio

Estd formada por las localidades que limitan desde el norte con parte de los
corregimientos de Cermefio y Capira, en el distrito de Capira; al este con el Golfo de
Panama; al sur con el Golfo de Panama y parte del corregimiento de Chame, El Libano
y Punta Chame; y al oeste con parte del corregimiento de Campana, Sajalices y Bejuco;
formando para de los Distritos de Capira y Chame, Provincia de Panama (Gaceta
Oficial, 2009). El area protegida cuenta con una superficie total de ocho mil ochocientos
noventa y nueve hectareas con nueve mil ciento ochenta y un metros cuadrados
aproximadamente (8,899 Ha + 9,181 m2.)

8.2 Tiempo de desarrollo del estudio

Este trabajo cuenta con un estudio previo realizado un afio antes, con similitudes en
ambos, ya que fueron realizados en el mes de septiembre y en los mismos sitios de

muestreo.
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Cabe destacar que en las fechas en que se realizo la toma de muestras fueron dias

lluviosos.

8.3 Tamano de la muestra

Consistio en tres parcelas de las cuales se dividio en cinco subparcelas, en total fueron
15 muestras.

8.4 Toma de las muestras

Las muestras fueron recolectadas por el Laboratorio Toth Research & Lab, de la cual

no pude participar, ya que tomé el proyecto tiempo después de que fueran recolectadas.

La toma de las muestras se realiz6 utilizando la metodologia que presenta el Standard
Methods of Examination of Water & Wastewater para el analisis de agua, las mismas
fueron tomadas en los manglares de Chame, distrito de Panaméa Oeste, Panama, cuyas
coordenadas estan en la Fig.10 los recipientes fueron previamente esterilizados y con su
debida preservacién. Se tomé como referencia los impactos de los vertederos de basura,
trazando una linea imaginaria paralela a la costa y de ésta, dos lineas perpendiculares
que van desde el punto de la entrada del vertedero hasta el final del mismo, abarcando
343 hectareas, con 40 hectareas entre cada parcela; estas con rangos de longitud de
100m, con 5 subparcelas de 100m? ¢/u y una distancia de 10m entre subparcelas. De las
cinco subparcelas se tomé 1 gal6n por cada subparcela, y de este se tomd un litro en un
envase esterilizado para los andlisis microbioldgicos. Las muestras fueron conservadas

para analisis de metales pesados, almacenandose a 4 ° C siendo trasladas al laboratorio.

8.5 Preparacion de los medios

Para el aislamiento de las cepas utilizamos TSA (Agar Triptico de Soya, peptona de
caseina 15g/L, peptona de soja 5g/L, Na Cl 5g/L, agar 15¢/L a pH 7,3) (Scharlau, 2013),
y para las pruebas de resistencia, se utilizé caldo LB (Caldo Luria o Luria Bertani L,
contiene peptona de caseina 10g/L, extracto de levadura 5g/L a pH 7.2) (Scharlau,
2012), estos medios fueron esterilizados en autoclave (2340M-B/L Heidolph) a 121° C

por 15 min, al igual que las placas de vidrio fueron esterilizadas antes de verter el medio.

43



8.6 Aislamiento

Se realiz6 diluciones en serie para el aislamiento de las bacterias provenientes de las
muestras (Cervera, 2011), en cada placa se escogieron cepas por sus caracteristicas
fenotipicas, que a su vez fueron llevadas a un segundo o tercer aislamiento (si fuese
necesario) para lograr a una cepa puray para respectivamente codificarlas (Soto et al.,
2016).

De igual manera para su preservacion se utilizd la técnica de conservacion por
enfriamiento que consiste en conservar las bacterias en frio, utilizando como agente
protector el glicerol al 10%, en caldo LB, esto para utilizarlas las veces que fuese

necesario sin perder su potencial (Arencibia et al., 2008).

8.7 Preparacion de Metales

Al preparar los metales, fue necesario determinar la concentracién madre con la que
partiria para hacer las diluciones, sabiendo que cada uno de estos metales estaban en
forma de sal, se realizo el calculo a través de estequiometria quimica, iniciando con una
concentracion alta, la cual nos ayud6 a mantener un equilibrio entre las otras sustancias
a las que se iba a complementar y asi no diluir la concentracion deseada. Utilizando
sales de metales como Cu SO4. 5H20; Fe Cls . 6H20; Pb (CHs COO). . 3H20, todos
estos fueron preparados en una concentracion madre de 60 000 ppm, de las cuales,
dependiendo del comportamiento de las cepas control (Escherichia coli ATCC 8339y
Staphylococcus aureus ATCC 6538) frente a cada metal, se determind su CMI, a partir
de estas CMI se establecid un rango en el cual expusimos nuestras bacterias, tomando

en cuenta que en cada metal las concentraciones variaron.

8.8 Ensayos microbiologicos

Para la determinacion de su Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) fue necesario
preparar cada cepa en una concentracion de 0.5 McFarland (CDC-OMS, 2009) que
corresponde a una suspension de 1.5 x 108 UFC. para incubar en los pocillos de
poliestireno con 50 pL de las mismas, teniendo la concentracion madre de cada metal

lo dividi de la siguiente manera.
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Cu: se utilizaron concentraciones de 60 ppm, 80 ppm, 100ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400

ppm, a su vez utilizando pocillos control negativo y control positivo.

Fe: concentraciones de 100 ppm, 200 ppm, 400 ppm, 600 ppm, 800 ppm, 1000 ppm,

junto con los controles negativos y controles positivos.

Pb: concentraciones de 200 ppm, 400 ppm, 1000 ppm, 1200 ppm, 1400 ppm, 1600 ppm,

junto con sus controles negativos y controles positivos.

Conociendo la concentracion a usar se realiz6 un célculo con la ayuda de la formula Ci
Vi= Ct Vr para asi poder distribuir la cantidad de metal en pL que se agregaron en el

pocillo y no diluir nuestra concentracion del metal.

Los pocillos tienen una capacidad de 400 pL de los cuales fueron utilizados 300 pLL,
distribuido de la siguiente manera: 0.50 uL serian llenados con la muestra de cepas
previamente preparadas; para el volumen del metal, se determinaron las concentraciones
de los metales a las que serian expuestas, teniendo este valor por estequiometria
determinando asi el volumen que se agregaria del metal en el pocillo para evitar su
dilucion, y se agregaba el resto del medio de cultivo para aforar el volumen necesario
del pocillo, y asi se mantener todo en equilibrio (Coyle et al., 2006). A su vez se le
realizd una caracterizacion de las cepas a través de la tincion de Gram (Rodriguez y
Arenas, 2018).

La lectura se realiz6 observando turbidez en los pocillos o formacion de pellets en el
fondo del pocillo, de presenciarse, se consideraba como crecimiento y se tomaba como
referencia el ultimo pocillo donde se observaba la turbidez, en algunos pocillos y/o
metales especificos se realiz6 siembra en placas, ya que la solucion con el metal no

permitia la distincion del crecimiento.

8.9 Prueba de Q de Cochran en el paguete de SPSS

La prueba de Q de Cochran fue realizada en el programa estadistico SPSS 26.0 (IBM,
SPSS 26.0, NY). En el paquete estadistico se tiene la prueba Q de Cochran esta en
Analizar/ Pruebas no paramétricas/ k muestras relacionadas, la primera parte describe
la frecuencia de las respuestas por cada medicion, finalmente se presenta el valor de Q,

con los grados de libertad y la significancia asociados (Juarez, Villatoro y Lopez, 2002).
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9 RESULTADOS Y DISCUSION
9.1 RESULTADOS

9.1.1 ldentificacién de tipo de bacteria

Se aislaron un total de 161 cepas divididas de la siguiente manera: 42 en la Parcela #1,
72 en la Parcela #2 y finalmente 47 en la Parcela #3; de las cuales 80 fueron tomadas
para realizar los analisis, de estas 80 cepas 73 presentaron crecimiento después de su

preservacion.

Con el objetivo de determinar el tipo de bacteria, se realiz6 una Tincién de Gram
conforme a los resultados de los bioensayos, ya que las bacterias eran totalmente

desconocidas para este punto.
Cuadro 1

Bacterias Gram positivas de las cepas analizadas

Parcela Nombre de la cepa
Parcela 1 P1C1
Parcela 2 P2B19
Parcela 2 P2B25
Parcela 2 P2B5
Parcela 2 P2B8-B
Parcela 2 P2B9
Parcela 2 P2E1
Parcela 3 P3A1
Parcela 3 P3B12
Parcela 3 P3C5
Parcela 3 P3D1
Parcela 3 P3E5

De las 41 bacterias analizadas, 12 de ellas presentaron el Tipo de Gram positivas.
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Cuadro 2

Bacterias Gram negativas de las cepas analizadas

Parcela Nombre de la
cepa

Parcela 1 P1A4
Parcela 1 P1A6
Parcela 1 P1A9
Parcela 1 P1B3
Parcela 1 P1B4
Parcela 1 P1B7
Parcela 1 P1C3
Parcela 1 P1C4
Parcela 1 P1D6
Parcela 1 P1D7
Parcela 1 P1E2
Parcela 1 P1E5
Parcela 1 P1E6
Parcela 2 P2A10
Parcela 2 P2A12
Parcela 2 P2A6
Parcela 2 P2B11
Parcela 2 P2C24
Parcela 2 P2C7
Parcela 2 P2D8
Parcela 2 P2E4
Parcela 2 P2E7
Parcela 3 P3A6
Parcela 3 P3A9
Parcela 3 P3B13
Parcela 3 P3B6
Parcela 3 P3D2
Parcela 3 P3D3
Parcela 3 P3D5

De las 41 bacterias analizadas, 29 de ellas presentaron Tipo Gram -



9.1.2 Concentracion minima inhibitoria en cepas control

Para realizar los ensayos se tom6 como referencia la CMI de las cepas control ATCC
en este caso para bacterias Gram negativa se usé E. coli y para bacterias Gram positivas
se usO S. aureus, su CMI era el punto de partida para determinar las CMI de las cepas

de los manglares de Chame.
Cuadro 3

Concentracion minima inhibitoria de las cepas control

Nombre de la cepa Cu Fe Pb
E. coli 100 ppm 200 ppm 1200 ppm
S. aureus 100 ppm 200 ppm 1600 ppm

9.1.3 Resistencia y susceptibilidad al cobre

Conociendo la CMI de las cepas control se determind la Resistencia y Susceptibilidad
en las bacterias aisladas en los manglares de Chame, en este caso mostramos el

comportamiento ante el Cu.
Cuadro 4

Concentracién minima inhibitoria en bacterias Gram negativas con cobre

Resistencia 'y

Cepa CMIpPm o sceptibilidad
P1A4 100 S
P1A6 100 s
P1A9 100 s
P1B3 80 s
P1B4 200 R
P1B7 100 S
P1C3 100 S
P1C4 100 S
P1D6 100 S
P1D7 100 S
P1E2 100 s
P1E5 200 R
P1E6 100 s
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Cepa CMI ppm Resistencia 'y
Susceptibilidad

P2A10 80 S
P2A12 100 S
P2A6 100 S
P2B11 80 S
P2C24 80 S
P2C7 100 S
P2D8 100 S
P2E4 80 S
P2E7 0 S
P3A6 0 S
P3A9 0 S
P3B13 0 S
P3B6 100 S
P3D2 80 S
P3D3 100 S
P3D5 0 S

Cuadro 5

Concentracién minima inhibitoria en bacterias Gram positivas con cobre

Resistencia 'y

Cepas  CMIppm o ceptibilidad

P1C1 100 S
P2B19 100 S
P2B25 100 S

P2B5 100 S

P2B8-B 80 S

P2B9 100 S

P2E1 100 S

P3Al 100 S
P3B12 100 S

P3C5 80 S

P3D1 100 S

P3E5 100 S

Se considera cepa resistente aquella cuya CMI sea superior a la CMI presentada por
las cepas control, en el caso del Cu una CMI superior a 100 ppm en bacterias Gram

positivas y Gram negativas como se muestra en ambos cuadros.
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9.1.4 Resistenciay susceptibilidad al hierro

Conociendo la CMI de las cepas control pudimos determinar la Resistencia y
Susceptibilidad en las bacterias aisladas en los manglares de Chame, en este caso

mostramos el comportamiento ante el Fe.
Cuadro 6

Concentracion minima inhibitoria en bacterias Gram negativas con hierro

Resistencia 'y

Cepas  CMI ppm Susceptibilidad

P1A4 800 R
P1A6 400 R
P1A9 600 R
P1B3 400 R
P1B4 600 R
P1B7 0 S
P1C3 800 R
P1C4 0 S
P1D6 400 R
P1D7 100 S
P1E2 0 S
P1ES 200 S
P1EG6 600 R
P2A10 400 R
P2A12 400 R
P2A6 800 R
P2B11 600 R
P2C24 0 S
P2C7 0 S
P2D8 800 R
P2E4 0 S
P2E7 600 R
P3A6 400 R
P3A9 0 S
P3B13 400 R
P3B6 600 R
P3D2 600 R
P3D3 400 R
P3D5 400 R
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Cuadro 7

Concentracion minima inhibitoria en bacterias Gram positivas con hierro

Cepas CMI Resistencia y
ppm Susceptibilidad
P1C1 600 R
P2B19 0 S
P2B25 0 S
P2B5 600 R
P2B8-B 400 R
P2B9 200 S
P2E1 400 R
P3Al 400 R
P3B12 100 S
P3C5 100 S
P3D1 400 R
P3E5 400 R

Se considera cepa resistente aquella cuya CMI sea superior a la CMI presentada por

las cepas control, en el caso del Fe una CMI superior a 200 ppm en bacterias Gram

positivas y Gram negativas como se muestra en ambas tablas.
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9.1.5 Resistencia y susceptibilidad al plomo

Conociendo la CMI de las cepas control pudimos determinar la Resistencia y
Susceptibilidad en las bacterias aisladas en los manglares de Chame, en este caso

mostramos el comportamiento ante el Pb.
Cuadro 8

Concentracion minima inhibitoria en bacterias Gram negativas con plomo

Resistencia 'y

Cepas  CMI ppm Susceptibilidad

P1A4 0 S
P1A6 0 S
P1A9 0 S
P1B3 0 S
P1B4 1400 R
P1B7 1400 R
P1C3 1400 R
P1C4 1400 R
P1D6 0 S
P1D7 1400 R
P1E2 1400 R
P1E5 0 S
P1E6 1400 R
P2A10 0 S
P2A12 0 S
P2A6 0 S
P2B11 1800 R
P2C24 1800 R
P2C7 1800 R
P2D8 1800 R
P2E4 1800 R
P2E7 0 S
P3AG6 0 S
P3A9 1800 R
P3B13 0 S
P3B6 0 S
P3D2 1800 R
P3D3 1800 R
P3D5 0 S
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Cuadro 9

Concentracion minima inhibitoria en bacterias Gram positivas con plomo

Resistencia 'y

Cepas  CMIppm o \cceptibilidad

P1C1 1400 S
P2B19 1800 R
P2B25 1800 R

P2B5 1800 R

P2B8-B 0 S

P2B9 1800 R

P2E1 1800 R

P3Al 1800 R
P3B12 1800 R

P3C5 1800 R

P3D1 1800 R

P3ES 1800 R

Se considera cepa resistente aquella cuya CMI sea superior a la CMI presentada por
las cepas control, en el caso del Pb una CMI superior a 1200 ppm en bacterias Gram

negativas y 1600 Gram positivas como se muestra en ambos cuadros.

9.1.6 Analisis de Q de Cochran

A continuacion, se presentan los resultados de la prueba Q de Cochran, de acuerdo a la

resistencia y susceptibilidad presentada en las muestras.

La Q de Cochran se utiliza para hacer la comparacion de dos 0 mas tratamientos sobre

datos enumerativos cuando la variable de respuesta es dicotdmica (Navarro, 1996).
Hipdtesis:

Ho: Las bacterias aisladas en los manglares de Chame no presentan resistencia a los

metales pesados.

Hi: Las bacterias aisladas en los manglares de Chame presentan resistencia a metales

pesados.
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Cuadro 10

Q de Cochran a través del programa SPSS.

Frecuencias

Valor
0 1
Resiste a Cu 39 2
Resiste a Fe 14 27
Resiste a Pb 16 25

Estadisticos de prueba

N 41
Q de Cochran 31.400?
gl 2
Sig. asin. <.001

a. 0 se trata como un éxito.

Estas tablas muestran el estadistico realizado en el programa de SPSS con la Q de

Cochran donde se observa la frecuencia y la significancia.

En la primera parte se describe la frecuencia de Resistencia (1) y Susceptibilidad (0)

para cada metal. El valor de Q se representa con los grados de libertad y la significancia

asociados, en este caso se tiene una significancia o Pvalor de <.001, al ser menor a 0.05

se rechaza la hipdtesis nula dando como resultado: Las bacterias aisladas en los

manglares de Chame presentan resistencia a metales pesados.

Gréfical

Resistencia y susceptibilidad en cobre, hierro y plomo.

Recuento de Bacterias Resistentes y
Susceptibles a Cobre
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Se observa la Resistencia y Susceptibilidad presentada en los manglares de Chame

hacia el Cu, donde la mayoria fue Susceptible.
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Gréfica 2

Recuento de Bacterias Resistentes y
Susceptibles a Hierro
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Se observa la Resistencia y Susceptibilidad presentada en los manglares de Chame
hacia el Fe, donde la mayoria fue Resistente.

Grafica 3

Recuento de Bacterias Resistentes y
Susceptibles a Plomo
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Se observa la Resistencia y Susceptibilidad presentada en los manglares de Chame

hacia el Pb, donde la mayoria fue Resistente.
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Cuadro 11

Porcentaje de resistencia a los metales pesados en bacterias Gram negativas

Metal Bagterias Porcgntaje_de
Resistentes Resistencia
Cu 2 5
Fe 20 54
Pb 15 41
Total general 37 100

Grafica 4

Porcentaje de Resistencia en bacterias Gram -

ECu mFe Pb

El porcentaje de resistencia para bacterias Gram - entre las tres parcelas de los
manglares de Chame es de: 5% en Cu, 41% en Pb y 54% en Fe.

Segun la distribucion porcentual de las Bacterias Resistentes Gram positivas se tiene

que el 5% resiste a el Cobre, el 41% resiste al Plomo y el 54% resiste al Hierro.
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Cuadro 12

Porcentaje de resistencia a los metales pesados en bacterias Gram positivas

Porcentaje de

Metal Bacterias Resistentes : .
Resistencia

Cu 0 0

Fe 7 41

Pb 10 59
Total general 17 100

Gréfica s

Porcentaje de Resistencia en bacterias Gram +

0

mCu mFe mPDb

El porcentaje de resistencia para las bacterias Gram + entre las tres parcelas de los

manglares de Chame es de: 0% en Cu, 41% en Fe y 59% en Pb.

Segun la distribucion porcentual de las bacterias resistentes Gram negativas se tiene que,
el 41% resiste al plomo y el 59% resiste al hierro, mientras que para el cobre no se

muestra una resistencia.
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Cuadro 13

Porcentaje de resistencia a los metales pesados de forma general

Metal Bapterias Porcgntaje_de
Resistentes Resistencia
Cu 2 3.7
Fe 27 50
Pb 25 46.3
Total general 54 100

Porcentaje de Resistencia
3.7

BCu HMFe mPb

El porcentaje de resistencia de forma general entre las tres parcelas de los manglares

de Chame es de: 3.7% en Cu, 46.3% en Pb y 50% en Fe.

Segun la distribucién porcentual de forma general en las bacterias resistentes se tiene

que, el 50% resiste al hierro y el 46.3% resiste al plomo y un 3.7% resiste al cobre.
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9.2 DISCUSION

Los manglares, corresponden al ecosistema constituido por arboles o arbustos conocidos
como “mangles”, que crecen en las zonas costeras de regiones tropicales y subtropicales
(Gaxiola, 2011). Enel transcurso del tiempo y por diversas razones, el area de manglares
ha sido impactada negativamente con una reduccion de su superficie (Olguin et al.,
2007). Comprender los impactos de la contaminacion por metales pesados en las
comunidades microbianas asociadas es muy importante para evaluar sus consecuencias
ecologicas y las implicaciones del calentamiento global en los manglares (Ma et al.,
2021). Los manglares en Panama son utilizados para el desarrollo de la industria de la
maricultura del camardn, para la construccién de infraestructuras, puertos, carreteras,
actividades agricolas y la produccion de carbén, especialmente en los manglares de la
Bahia de Chame (Berdiales y Chavarria, 2009). Si bien es cierto, estas actividades
comprenden el sustento de muchas familias, sin embargo, es importante conocer el
estado del manglar para evaluar cuales son los impactos a largo plazo. A nivel nacional
no existe bibliografia disponible con informacion suficiente sobre la distribucion de
metales pesados, en el estudio realizado por Araulz, Garcia, Rodriguez y Zarate en el
2013 en la Bahia de Damas, Isla Coiba, encuentran que parte de la contaminacion por
metales pesados se debe a las caracteristicas dinamicas de las mareas y los cambios de
la densidad del agua que pueden influenciar la recurrencia de la contaminacion, ademés
la contaminacién de origen antropogénico llega a estas areas con la crecida de los rios

que podrian estar arrastrando gran cantidad de material a lo largo de su recorrido.

El Cobre en bajas concentraciones es un micronutriente, pero en elevadas
concentraciones posee actividad citotoxica (Kappes et al., 2012). En este estudio se
obtuvo un 3.7 % de resistencia al cobre, a diferencia del estudio realizado por Moraga,
Merino y Mondaca en el 2003, donde encontrd que hubo una resistencia a este metal del
77% en sus cepas, debido a la presencia constante de un emisario submarino que
descarga las aguas residuales de la ciudad, incrementando la contaminacion de origen
antropogénico en el lugar. Tomando en cuenta este dato, se podria decir que, para que
se presente una mayor resistencia, es posible que el incremento de la concentracion del
contaminante puede ejercer una presion selectiva capaz de modificar la flora

microbiana. El cobre representa un metal antimicrobiano respaldado por La Agencia de
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Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (Environmental Protection Agency,
EPA, por sus siglas en inglés), que reconocio en el 2008 las propiedades antimicrobianas
del cobre, demostrando a través de pruebas de laboratorio que a partir de dos horas de
exposicion a este metal, se lograba la destruccién del 99,9% de patdgenos tales como

Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus (Romero et al., 2016).

En este estudio se encontrd que la resistencia de las bacterias al hierro fue del 50%,
existe una probabilidad que bajo concentraciones bajas de hierro, las bacterias tienden
a producir mas sideroforo para quelar el hierro para las actividades metabdlicas, por el
contrario, en concentraciones mas altas de hierro, este elemento puede absorberse
mediante vias alternativas distintas del mecanismo del sideréforo (Sinha & Parli, 2020).
El Hierro al igual que el cobre, es un metal esencial para la mayoria de los seres vivos,
siendo necesario para realizar actividades fisioldgicas, sin embargo, cuando los
microorganismos se encuentran libres en el suelo la adquisicién del hierro se complica
(Aguado et al., 2012), durante el crecimiento aerdbico, los niveles excesivos de hierro
intracelular generan, a través de la reaccion de Fenton, radicales hidroxilo altamente
reactivos (% OH), que atacan el ADN y las membranas. Por esta razén, muchas bacterias
han desarrollado un sistema rigurosamente regulado que mantiene el metal en un rango
determinado, permitiendo funciones esenciales pero lo suficientemente bajas como para
evitar dafios a la célula. Por lo tanto, cuando el nivel de hierro intracelular es alto, la
proteina Fur (para "regulador de la captacién férrica™) reprime el inicio de la

transcripcion de los genes de captacion de hierro (Massé & Arguin, 2005).

El Plomo en este estudio presentd resistencia del 46.3%, siendo uno de los metales no
esenciales para los microorganismos vivos, incluso en bajas concentraciones, resulta ser
toxico, teniendo en cuenta esto, las bacterias que resultaron resistentes a este metal,
resaltan al resto debido a su capacidad para proliferar en concentraciones que resultan
ser perjudiciales para la mayoria de los organismos (Salgado-Bernal et al., 2012). Las
bacterias pueden utilizar varias estrategias a través de las cuales resisten altas
concentraciones de plomo incluyen mecanismos de salida, secuestro extracelular,
biosorcion, precipitacion, alteracion en la morfologia celular, produccion mejorada de

siderdforos y bioacumulacion intracelular. Comprender el mecanismo de la resistencia
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al plomo en las bacterias es de vital importancia e imperativo para eliminar y recuperar

el plomo de los efluentes industriales y los desechos sélidos (Naik & Dubey, 2013).

Luna, Senior y Martinez en 1997 en su estudio Comportamiento del Hierro, Cromo,
Cadmio y Plomo Total en las Aguas Superficiales del Rio Manzanares, Venezuela,
Durante los Periodos de Sequia y Lluvia en el Afio 1994, nos muestran en el caso del
Hierro y plomo una disminucion de las concentraciones de los metales en los periodos
de sequia, donde en los primeros momentos de la mezcla de las aguas dulces con las
aguas marinas se registra una “pérdida” como consecuencia de los cambios fisico-
quimicos que tienen lugar en esta fase. En cambio, para los periodos de lluvia, las
concentraciones de estos elementos se incrementaron. Para el Cobre en el estudio
realizado por Martinez y Senior en el 2001 se demostr6 que en el periodo de sequia se
detectaron los menores niveles de Cu, sin embargo, las mayores concentraciones se

registraron durante el periodo de lluvia.

En el estudio “Evolucion microbiana espacio-temporal en paisajes de antibidticos”
realizado por Baym et al., 2016, muestran que los modelos tedricos evidencian que
espacialmente las presiones estructuradas cambian la naturaleza de la seleccion, en lugar
de competir con los vecinos por recursos limitados, un individuo adaptado solo necesita
ser el primero con la capacidad de sobrevivir en una nueva region, aunque se desconozca
como la evolucion esta determinada por el potencial de diversificacion y las diferencias
en las limitaciones adaptativas de las grandes poblaciones en entornos espaciales. En
este estudio con antibidticos, donde la placa estd distribuida con diferentes
concentraciones de los antibioticos, muestra como las bacterias inoculadas agotan los
nutrientes y luego se propagan por quimiotaxis a otras regiones, provocando que solo
los mutantes mas resistentes puedan diseminarse en las secciones que contienen niveles
méas altos del antibiotico. Este sistema permite la reconstruccion de las historias

evolutivas fenotipicas y genotipicas de las bacterias.

Es importante tener en cuenta que las bacterias no solo pueden ser resistentes a los
antibioticos, sino también a otros antimicrobianos como es el caso de los metales
pesados; Moraga, Merino y Mondaca en el 2003, demuestran en sus resultados
evidencias de la existencia de una vinculacién entre la resistencia a metales pesados y

la resistencia a antibidticos, ademas, que las CMI las cepas estudiadas demostré que los
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niveles de resistencia hacia los metales pesados ensayados fueron diferentes para cada
cepa sugiriendo la presencia de determinantes genéticos en las células bacterianas que

estarian confiriendo esta capacidad de resistencia.

Si bien es cierto, existen diferentes estrategias para remediar matrices contaminadas, se
ha demostrado que el uso de sistemas biologicos o sus partes juegan roles sustanciales
en la asimilacion o transformacion de compuestos tdxicos, ya sean organicos e
inorganicos incluyendo costos accesibles. El objetivo de la biorremediacion es estimular
a los microorganismos, para que puedan “destruir’ los contaminantes, este proceso
depende de varios factores como la magnitud y toxicidad de los contaminantes, asi como

factores fisicos, quimicos y bioldgicos (Cota et al., 2018).

10 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

10.1 CONCLUSIONES

Demostrando a través del analisis estadistico Q de Cochran en el programa de SPSS

26.0 que hay una posible resistencia a MP en los manglares de Chame.

Con cobre, solo se present6 dos cepas resistentes en todo el estudio este resultado mostrd

que las bacterias pueden a ser mas susceptibles al este metal.

Con hierro hubo una mayor resistencia, este resultado mostré que las bacterias tienen

una posibilidad del 50% de resistir a este metal.

El plomo mostr6 como resultado que las bacterias tienen una posibilidad del 46% de

resistir a este metal.

Para la determinacion del CMI se tomd como referencia la CMI de las cepas control, de
alli el punto que sobrepasaba ese dato se consideraba resistente, si el punto era menor o
igual a la referencia se consideraba susceptible. En la mayoria las cepas de pudo

determinar su CMI.

El estudio se dividid en resistencia o susceptibilidad en bacterias Gram negativas y
Gram positivas, teniendo asi para bacterias Gram negativas un 5% de resistencia en Cu,
41% a Pb y 54% en Fe; para el caso de las bacterias Gram positivas 0% en Cu, 41% en
Fe y 59% en Pb.
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10.2 RECOMENDACIONES

Para una mejora del procedimiento tomar en cuenta factores externos como la salinidad,
las épocas del afio en que se realicen el estudio, podria dividirse en tomas de muestra en

época lluviosa y época seca.

Se podria ampliar el estudio, con la intencion de conocer el comportamiento de las

bacterias en otros metales.

Una comparacion con la resistencia de estas cepas con antibi6ticos, ya que muchos

estudios demuestran que hay una fuerte interaccion entre estos antimicrobianos.

Realizar la identificacion de las bacterias para reconocer y conservar aquellas que

muestren una mejor resistencia.
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12 ANEXOS

Fig. 11: Recoleccion de las muestras en los manglares de Chame.

Fig. 12. Una de las quebradas donde se recolect6 una de las muestras.
Fig. 13. Botella de un litro que contenia la muestra ya marcada como analizada.
Fig. 14. Trabajo del primer aislamiento de las muestras.

Fig. 15. Placas Petri listas con el primer aislamiento realizado por la técnica de

esparcido.

Fig. 16. Segundo aislamiento por la técnica de estriado simple donde en una misma

placa podia colocar diferentes cepas.
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Fig. 17: Trabajo de la preservacion de las cepas luego de su purificacion.

Fig. 18. Tubos Eppendorf con las cepas preservadas y sus réplicas debidamente

codificadas.
Fig. 19. Almacenaje de cepas guardadas en cajas para ser enviados a refrigeracion.
Fig. 20. Preparacion de los metales en matraz aforado, en este caso el Cu.

Fig. 21. Desarrollo de los célculos para la preparacion de los metales junto y la

preparacion de las microplacas.
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Fig. 22: Cepas control verificada ATCC 8739 siendo Escherichia coli.

Fig. 23. Cepa control verificada ATCC 6538 siendo Staphylococcus aureus.
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Fig. 24: Metales preparados y conservados en frascos estériles, tenemos el Cu, Fe y Pb.
Fig. 25. Prueba realizada en microplacas para Cu en cepas control E. coli y S. aureus.
Fig. 26. Prueba realizada en microplacas para Fe en cepas control E. coli y S. aureus.

Fig. 27. Prueba realizada en microplacas para Pb en cepas control E. coli y S. aureus.
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Fig. 28: Resultado de las cepas en Cu mostrando resistencia en la CMI superior a las

cepas control.

Fig. 29. Resultado de las cepas en Fe mostrando resistencia en la CMI superior a las

cepas control.

Fig. 30. Resultado de las cepas en Pb mostrando resistencia en la CMI superior a las
cepas control, en este caso realizando siembra en placa para verificar crecimiento ya que
el Pb junto con el medio en distintas concentraciones formaba una turbidez provocando

una dificil visualizacion del resultado.
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Fig. 31: Tincion de Gram — cepa P2A6 Bacilo no esporulado resistente a Fe.
Fig. 32. Tincién de Gram — cepa P1E2 Coco no esporulado resistente a Fe y Pb.
Fig. 33. Tincion de Gram + Cepa P2B5 Bacilo no esporulado resistente a Fe y Pb.

Fig. 34. Tincién de Gram — cepa P2A10 Coco no esporulado resistente a Fe.
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Fig.35: Tincion de Gram — cepa P3D2 Bacilo esporulado resistente a Fe y Pb.
Fig. 36. Tincién de Gram — cepa P1C3 Coco no esporulado resistente a Fe y Pb.
Fig.37. Tincion de Gram + cepa P2B19 Bacilo esporulado resistente a Pb.

Fig.38. Tincion de Gram + cepa P1C2 Coco no esporulado resistente a Pb.
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Fig.39: Tincion de Gram — cepa P1B4 Bacilo esporulado resistente a Cu.

Fig.40. Tincion Gram — cepa P1ES5 Bacilo no esporulado resistente a Cu. Unicas dos

cepas resistentes a Cu.
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