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1.- INTRODUCCION

El vermicompostaje es una técnica que consiste en la utilizacion de lombrices para
la obtencion de compost a partir de restos de materia organica. A este compost se
le denomina vermicompost. En principio, las materias primas para el
vermicompostaje son las mismas que para el compostaje, aunque con algunos
matices referentes a las condiciones y contenidos necesarios para que las

lombrices puedan llevar a cabo su metabolismo.

Es una técnica que puede llevarse a cabo en espacios reducidos, por lo que suele
ser ideal para pisos con o sin terrazas. Simplemente se trata de favorecer las
condiciones ambientales en las que viven las lombrices de forma natural debajo
del suelo, para que con su actividad contribuyan a liberar los compuestos

esenciales y ponerlos nuevamente a disposicion de las plantas.

El emplear la lombriz roja californiana (Eisenia Foetida) como instrumento para
obtener las heces fue debido a que tienen un sistema muscular muy desarrollado
escavando asi galerias en la tierra y mientras realiza esta operacion devora
grandes cantidades de tierra, hojas descompuestas y, en general, cualquier
residuo organico, que son transformados en su intestino y expulsados por el ano
en forma de humus lombriz. No se come las raices de las plantas mientras

aguellas permaneces vivas, por lo que no perjudica a los cultivos.




2.- JUSTIFICACION

El presente trabajo se lleva a cabo para determinar el efecto que tiene el uso del
sustrato de las heces de cabra sobre los integrones de la lombriz roja californiana

(Eisenia Foetida).

También se puede obtener las caracterizaciones de los integrones de las heces de
la lombriz roja californiana mediante las heces ya que estas fueron alimentadas

con las heces de cabra y bagazo de cafia.

Gracias a la utilizacion de lombrices también podemos decir que es una alternativa
para el manejo ecoldgico ya que estos producen un compostaje y de igual forma
un lixiviado, siendo asi un fertilizante liquido organico esto beneficiaria mucho al
suelo ya que no lo dafiariamos si no seria beneficioso para las diferentes

actividades laborales del campo.

Todos los integrones se componen de una plataforma estable, que contiene los
elementos funcionales necesarios para el funcionamiento del sistema, asociado
con un conjunto variable de cassettes genéticos que codifican funciones
accesorias, en el cual se hara la obtencién y caracterizacion de los integrones de
las heces de la lombriz roja californiana (Eisenia foetida) cuando son alimentadas

con heces de cabra.




3.- OBJETIVO GENERAL

Obtenciéon y caracterizacion de los integrones de las heces de la lombriz roja

californiana (Eisenia foetida) cuando son alimentadas con heces de cabra.

3.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacion fisicoquimica del sustrato a base de heces de cabra como

alimento para la lombriz californiana (Eisenia foetida).

Valorar el efecto de las heces de cabra sobre el desarrollo de la lombriz

californiana (Eisenia foetida).

Aislamiento de las cepas de heces de lombriz roja californiana (Eisenia foetida)
mediante un medio selectivo.

Extraccion de DNA de las cepas seleccionadas.

Amplificacién de las 3 regiones del integrén.

Andlisis bioinformatico de la region variable del integrén




4.- CARACTERIZACION DEL AREA EN QUE PARTICIPO.

MISION:

Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia
y la tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a

los valores éticos.

VISION:

Ser una institucién de excelencia en la educacién superior tecnol6gica del sureste,

comprometida con el desarrollo socioeconémico de la region.




5.- PROBLEMAS A RESOLVER

Mediante la extraccibn de ADN estudiar algunos suelos convenientes para la
siembra de algun tipo de cultivo y este apto para poder producir de la manera
adecuada teniendo todo el nutriente dicho suelo para sacar el mayor porcentaje de

siembra requerida.

Mantener a las lombrices rojas californianas en un lugar adecuado para su
desarrollo y crecimiento sin descuidar su condicion de vida y sobrevivencia de

estas.

Reutilizar los desechos organicos como el estiércol de cabra y bagazo de cafa
para hacer el sustrato de dichas lombrices.

Generar una alternativa para poder regenerar suelos muy dafados por causa del

hombre.

6.- ALCANCES Y LIMITACIONES

Para realizar este proyecto se utilizaron lombrices rojas californianas, heces de
cabra y bagazo de cafia que seran obtenidos del rancho del maestro Eleacin
Morales Salazar.

Uno de los alcances sera que si tendremos la suficiente materia prima y reactivos,
el uso al bagazo de cafa lo reutilizaremos ya que por el momento se clasifica
como basura el cual causa contaminacién y asi poder hacer algo benéfico para el

medio ambiente.

Las limitaciones a este estudio seran si no contaminamos con los fondos para
adquisicion de los reactivos, que las lombrices intoxiquen sustancias de las heces

de cabra y que no se tenga la materia prima para el estudio.
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7.- FUNDAMENTO TEORICO

7.1 LOMBRIZ ROJA CALIFORNIANA (Eisenia foetida)

A nivel mundial, existen 3000 especies de lombriz de tierra, que han sido divididas
de acuerdo a sus caracteristicas en dos grupos: lombrices silvestres 0 comunes y
las lombrices domésticas. Dentro del segundo grupo, destaca la Lombriz (Eisenia
foetida) o comUnmente conocida como lombriz roja californiana; cuyo nombre
hace alusion a la Universidad Agricola de Californiana, debido a que alli
aparecieron los primeros criaderos intensivos de dichas lombrices. (Curi F. 2003).

7.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA Y PRINCIPALES CARACTERISTICAS
DE LA LOMBRIZ ROJA CALIFORNIANA (Eisenia foetida).
La lombriz (Eisenia Foetida), pertenece al reino animal, phylum annelida y familia

Lumbricidae, como se muestra en el cuadro N°1

Cuadro N°1.- Clasificacion Taxondmica de la Lombriz Roja Californiana (Eisenia
Foetida).

Reino Animal
?’hylum Annelida
Clase Dligochaeta
Familia Lumbricidae
Género Eisenia
Especie Eisenia foetida

(Curi F. 2003)

7.1.3 CARACTERISTICAS EXTERNAS
Posee el cuerpo alargado, segmentado y con simetria bilateral. Existe una porcion
mas gruesa en el tercio anterior de 5 mm. de longitud llamada clitelium cuya

funcién esta relacionada con la reproduccion.

Al nacer las lombrices son blancas, transcurridos 5 o 6 dias se ponen rosadas y a
los 120 dias ya se parecen a las adultas siendo de color rojizo y estando en

condiciones de aparearse. (Lombricultura, 2004).
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7.1.4 CARACTERISTICAS INTERNAS
-Cuticula: Es una lamina muy delgada de color marrdn brillante, quitinosa, fina y

transparente.

-Epidermis: Situada debajo de la cuticula, es un epitelio simple con células
glandulares que producen una secrecibn mucosa. Es la responsable de la
formacion de la cuticula y del mantenimiento de la humedad y flexibilidad de la

misma.
-Capas musculares: Son dos, una circular externa y otra longitudinal interna.

-Peritoneo: Es una capa mas interna y limita exteriormente con el celoma de la

lombriz.

-Celoma: Es una cavidad que contiene liquido celomico y se extiende a lo largo
del animal, dividida por los septos, actuando como esqueleto hidrostatico.

-Aparato circulatorio: Formado por vasos sanguineos. Las lombrices tienen dos
vasos sanguineos, uno dorsal y otro ventral. Posee también otros vasos y
capilares que llevan la sangre a todo el cuerpo. La sangre circula por un sistema

cerrado constituido por cinco pares de corazones.

-Aparato respiratorio: Es primitivo, el intercambio de oxigeno se produce a través

de la pared del cuerpo.

-Sistema digestivo: En la parte superior de la apertura bucal se sitla el prostomio
con forma de labio. Las células del paladar son las encargadas de seleccionar el
alimento que pasa posteriormente al es6fago donde se localizan las glandulas

calciferas.

Estas glandulas segregan iones de calcio, contribuyendo a la regulacion del
equilibrio &cido basico, tendiendo a neutralizar los valores de pH. Posteriormente

tenemos el buche, en el cual el alimento queda retenido para dirigirse al intestino.

-Aparato excretor: Formado por nefridios, dos para cada anillo. Las células

internas son ciliadas y sus movimientos permiten retirar los desechos del celoma.
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-Sistema nervioso: Es ganglionar. Posee un par de ganglios supraesofagicos, de
los que parte una cadena ganglionar. La lombriz californiana se alimenta de
animales, vegetales y minerales. Antes de comer tejidos vegetales los humedece
con un liquido parecido a la secrecion del pancreas humano, lo cual constituye

una predigestion. (Lombricultura, 2004).

7.1.5 HABITAT

Bollo, E. 1999 Habita en los primeros 50 cm. del suelo, por tanto es muy
susceptible a cambios climaticos. Es fotofobica, los rayos ultravioletas pueden
perjudicarla gravemente, ademas de la excesiva humedad, la acidez del medio y

la incorrecta alimentacion.

Cuando la lombriz cava tuneles en el suelo blando y humedo, succiona o chupa la
tierra con la faringe evaginada o bulbo musculoso. Digiere de ella las particulas
vegetales o animales en descomposicion y vuelve a la superficie a expulsar por el

ano la tierra.

7.1.6 CICLO DE VIDA'Y REPRODUCCION

Fajardo, V. 2002. Son hermafroditas, no se autofecundan, por tanto es necesaria
la cépula, la cual ocurre cada 7 o 10 dias. Luego cada individuo coloca una
capsula (huevo en forma de pera de color amarillento) de unos 2 mm. De la cual
emergen de 2 a 21 lombrices después de un periodo de incubacion de 14 a 21
dias, dependiendo de la alimentacién y de los cuidados.

Durante el acoplamiento giran en sentidos opuestos, se contactan los aparatos
masculinos y femeninos de cada lombriz y reciben mutuamente esperma. La
actividad sexual esta disminuida en los meses muy calurosos, como también en
los meses demasiado frios. Logra su madurez sexual a los tres meses pero se
considera adulta a los siete meses de su nacimiento. Una lombriz roja puede
producir anualmente en condiciones normales de humedad y temperatura 1500
lombrices. Al nacer las lombrices son blancas, transcurridos 5 o 6 dias se ponen
rosadas y a los 120 dias ya se parecen a las adultas siendo de color rojizo y

estando en condiciones de aparearse.
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7.1.7 RAZONES DE SU ELECCION

-En muchos paises del mundo se ha experimentado con la lombriz roja de
california, en diferentes condiciones de clima y altitud, es posible lograr que vivan
en cautiverio aunque claro esta que debe de tener condiciones favorables ya que
tiende a escapar del sistema de cria si las condiciones ambientales se hacen

desfavorables o existe una poblacion con excesivo numero de individuos.

La lombriz roja de california es muy prolifica, madurando sexualmente entre el

segundo y tercer mes de vida. Y su longevidad esta préxima a los 16 afos.

-Su capacidad reproductiva es muy elevada, la poblacion puede duplicarse cada
45-60 dias (adultos y lombrices jovenes).

-En lineas generales teniendo en cuenta que la lombriz roja de california asimila el
40% de lo que come y excreta el 60% del material ingerido, la productividad real
de humus de lombriz sera el 50% de lo excretado ya que existe un 10% de pérdida

debido a arrastres, lixiviados, etc.

-Se alimenta con mucha voracidad, consumiendo todo tipo de desechos
agropecuarios (estiércoles, residuos agricolas, etc.) y desechos organicos de la
industria, sin embargo su alimento mas frecuente es estiércol maduro de pH 7 a
7,5. (Lombricultura, 2004).

7.2 CONDICIONES AMBIENTALES PARA SU DESARROLLO

7.2.1 HUMEDAD

La humedad es un factor de mucha importancia que influye en la reproduccion.
Debe estar entre el 70 y 80%. Una humedad superior al 85% hace que las
lombrices entren en un periodo de latencia y se afecta la produccion de
vermicompost y la reproduccion. Debajo de 70 % de humedad es una condicion
desfavorable. Niveles de humedad inferiores al 55 % son mortales para las
lombrices (Geler, 2010).

La prueba para medir el porcentaje de humedad en el sustrato se conoce como

prueba de pufio, la cual consiste en agarrar una cantidad del sustrato con el pufio
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de una mano, posteriormente se le aplica fuerza normal, y si salen de 8 a 10 gotas
es que la humedad esta en un 80 % aproximadamente. En cualquier caso es
mejor utilizar un medidor de humedad (Geler, 2010).

7.2.2 TEMPERATURA

El rango 6ptimo de temperaturas para el crecimiento de las lombrices oscila entre
12-25° C; y para la formacién de cocones entre 12 y 15° C. Durante el verano si la
temperatura es muy elevada, se recurrirq a riegos mas frecuentes, manteniendo
los lechos libres de malas hierbas, procurando que las lombrices no emigren

buscando ambientes mas frescos. (Lombricultura, 2004).

7.2.3 pH

Por la fisiologia de la lombriz, ésta es capaz de contrarrestar la alcalinidad que se
presenta en su alimentacion, debido a las glandulas calciferas que contiene, pero
de presentarse un exceso, estas pueden presentar ciertas enfermedades e incluso
la muerte, de ser demasiado &cido el medio, también pueden morir, por lo que se
recomienda que la alimentacién contenga un pH que va del 5 al 8. Una manera
facil y practica de neutralizar al valor de 7 y que proporciona buenos resultados
cuando el pH esta muy elevado, es mediante la adiciébn de pequefias cantidades
de vinagre, mientras que para contrarrestar la acidez ha funcionado la dilucion de
pequefias cantidades de cal en agua y aplicando ésta sobre el alimento. (Hudson,
N. 2002).

7.3 LA CRIA DE LA LOMBRIZ ROJA CALIFORNIANA

La lombriz roja californiana es una de las muchas variedades de lombrices
obtenidas mediante cruces para su empleo en lumbricultura. La especie es Eisenia
foetida (con otra grafia, Eisenia foetida) Thomas Barrett 1975, de Ia
familia Lumbricidae. A pesar de ser una especie europea,se le llama
«californiana» porque fue en California donde se empezo a prestar atencién a su
efecto beneficioso para el Humus. Son criadas en cualquier lugar donde las
temperaturas no superen los 40 °C y se dé al menos una temporada con un

promedio inferior, siendo los climas templados los ideales para su reproduccion.
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Estas lombrices alcanzan la maxima capacidad de reproduccion entre los 14 y los
27 °C; se reproduciran menos durante los meses mas calidos y durante los mas
frios. Cuando la temperatura es inferior a 7 °C, las lombrices no se reproducen;

pero siguen produciendo abono, aunque en menor cantidad de lo habitual.

El compost (humus de lombriz) que produce sirve como excelente fertilizante para

praderas, huertas y arboles frutales.

Las lombrices adultas pesan de 0,24 hasta 1,4 gramos, comiendo una racion
diaria que tiende a su propio peso; de ella, un 55% se traduce en abono, lo que
hace muy interesante en su caso la lumbricultura (incluso si consideramos la carne

de lombriz producida a partir de desperdicios).
7.4 CARACTERISTICAS DE LA LOMBRIZ ROJA CALIFORNIANA

e Color rojo oscuro
e Respiracion cutanea
e« Mide de 6 a 8cmde largo, de 3 a 5mmde diametro, y pesa hasta
aproximadamente 1,4 g
« No soporta la luz solar: una lombriz expuesta a los rayos del sol muere en
unos pocos minutos
o Vive aproximadamente unos 4,5 afios, y puede llegar a producir, bajo ciertas
condiciones, hasta 1.300 lombrices al afio
e La lombriz californiana avanza excavando en el terreno a medida que come,
depositando sus deyecciones y convirtiendo ese terreno en uno mucho mas
fértil que el que pueda lograrse con los mejores fertilizantes artificiales
o Los excrementos de la lombriz contienen:
o veces mas nitrogeno
o 7 veces mas fésforo
o veces mas potasio

o 2 veces mas calcio que el material organico ingerido.

e En cautiverio tiene una vida media de 4 afnos.
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« No contrae enfermedades ni las transmite.

e En estado adulto pesa aproximadamente 1 gramo, y come el equivalente a su
peso diariamente.

o La extraordinaria capacidad reproductiva de la lombriz roja de California
permite al lumbricultor amortizar el capital invertido en un plazo razonable de
tiempo.

e En un criadero de lombriz roja de California en fase de expansion, el nimero
de ejemplares se duplica cada tres meses, es decir, 16 veces en un afo, 256

veces en dos afos y 4.096 veces en 3 afios.

7.5 CARACTERISTICAS DEL ESTIERCOL DE CABRA

Se designa al comportamiento de eliminacibn como todas aquellas pautas
conductuales que estan encaminadas a la miccién y defecacion. En las cabras no
existe evidencia de que usen ambas conductas eliminativas, para el marcado del
territorio como lo hacen otros animales. Durante el pastoreo las cabras orinan y
defecan en areas que ya han sido pastadas evitando ensuciar las plantas
susceptibles a ser consumidas en ese momento, situacion que no sucede en
confinamiento, ya que se altera la distribucion del espacio individual, provocando
que defequen el alimento que incluso no han probado. La miccidon es un acto
reflejo durante el cual el individuo elimina orina por via uretral, el volumen de orina
en caprinos ha sido calculado entre el 1,5 % al 3 % del peso corporal; es decir de
uno a dos litros diarios, un caprino adulto orina de 7 a 10 veces al dia. La posicién
para efectuar la miccion es similar a la que efectian las perras con el mismo fin,
es decir flexionan ligeramente el miembro posterior en direccion ventral. En el
caso de la defecacién un caprino adulto depone de 8 a 10 veces al dia, con un
volumen equivalente al 5 % de su peso vivo. En general las heces del ganado

caprino contienen de un 40 a un 45 % de agua.
7.6 CARACTERISTICAS DEL HUMUS DE LOMBRIZ

El humus de lombriz es un fertilizante organico 100% natural, que se obtiene de la
transformacion de residuos organicos por medio de la Lombriz Roja de California
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(Eisenia foetida). Tiene este producto unas propiedades especificas que lo
convierten en un fertilizante extraordinario. La primera y mas importante, es su
riqueza en flora microbiana (1gr. De Humus contiene aproximadamente 2 billones
de microorganismos vivos), que al ponerse en contacto con el suelo, aumenta la
capacidad biologica de éste y como consecuencia su capacidad de produccion
vegetal. Sirve para restablecer el equilibrio biolégico del suelo, roto generalmente

por contaminantes quimicos.

En su composicion estan presentes todos los nutrientes: Nitrogeno, Fosforo,
Potasio, Calcio, Magnesio, Manganeso, Hierro y Sodio en cantidad suficiente para
garantizar el perfecto desarrollo de las plantas, ademas de un alto contenido en
materia organica. Favorece la circulacion del agua, el aire y las raices. Las tierras
ricas en Humus son mas esponjosas, mas aireadas y menos sensibles a la
sequia. Facilita la absorcion de los elementos fertilizantes de manera inmediata,

siendo su accion prolongada a lo largo de todo el proceso vegetativo.

Tiene capacidad de tamponamiento, por lo que en su presencia los terrenos
ligeramente acidos o basicos, tienden a neutralizarse. Su pH neutro y su
equilibrada relacion Carbono/Nitrogeno, permite aplicarlo en contacto directo con
la raiz o las semillas, de forma que evita el shock del transplante y facilita la

germinacion.

Contiene sustancias fitorreguladoras que aumentan la capacidad inmunoldgica de
las plantas, por lo que ayuda a controlar la aparicién de plagas. El conjunto de
todas las propiedades descritas, hacen que con su aplicacion mejore la estructura
y equilibrio del terreno y aumente su capacidad de produccién vegetal.

7.6.1 PRINCIPALES PROPIEDADES DEL HUMUS DE LOMBRIZ

El humus de lombriz es considerado uno de los mejores fertilizantes organico, al

ser el resultado de la digestion de multiples microorganismos y como punto final el
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paso por el tubo digestivo de la lombriz, el cual le aporta propiedades antibioticas,

potenciadores radiculares y otras que se enumeran a continuacion:

* Es un material de color oscuro, con un agradable olor a mantillo del bosque.

* Es limpio, suave al tacto y su gran bio estabilidad evita su fermentacion o
putrefaccion.

+ Contiene una elevada carga enzimatica y bacteriana que aumenta la
solubilizacion de los nutrientes haciendo que puedan ser inmediatamente
asimilables por las raices. Por otra parte, impide que éstos sean lavados por el
agua de riego, manteniéndolos por mas tiempo en el suelo.

* Influye de forma efectiva en la germinacion de las semillas y en el desarrollo de
los planteles.

* Aumenta notablemente el porte de plantas, arboles y arbustos en comparacién
con otros ejemplares de la misma edad.

» Su accion antibidtica aumenta la resistencia de las plantas a las plagas y agentes
patégenos.

* Su pH neutro lo hace sumamente adecuado para ser usado con plantas
delicadas.

» Aporta y contribuye al mantenimiento y al desarrollo de la micro flora y micro
fauna del suelo.

* Regula el incremento y la actividad de los microorganismos nitrificadores del
suelo.

+ Facilita la absorcion de los elementos nutritivos por parte de la planta. La accién
microbiana del humus de lombriz hace asimilable para las plantas minerales como

el fésforo, calcio, potasio, magnesio y oligoelementos.

» Transmite directamente del terreno a la planta hormonas, vitaminas, proteinas y
otras fracciones humificadoras.

» Aporta nitrégeno, fésforo, potasio, azufre, boro, y los libera gradualmente, e
interviene en la fertilidad fisica del suelo porque aumenta la superficie activa.
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» Absorbe los compuestos de reduccion que se han formado en el terreno por
compresion natural o artificial.

* Mejora las caracteristicas estructurales del terreno, desligando los arcillosos y
agregando los arenosos.

* Neutraliza eventuales presencias contaminadoras, (herbicidas, ésteres
fosforicos).

* Facilita y aumenta la eficacia del trabajo mecanico del terreno.

* Por los altos contenidos de acidos humicos y fulvicos, mejora las caracteristicas
quimicas del suelo.

* Mejora la calidad y las propiedades bioldgicas de los productos del campo..
* Aumenta la resistencia a las heladas.

* Aumenta la retencién hidrica de los suelos (4-27%) disminuyendo el consumo de
agua en los cultivos. Por este motivo, ademas de sus propiedades como
fertilizante, se esta empleando en canchas de golf para disminuir el alto consumo

de agua que tienen estas instalaciones.

Al ser el pH del humus de lombriz cercano a 7, es decir, neutro, puede utilizarse
sin contraindicaciones, ya que no quema las plantas, ni siquiera las mas delicadas.
Ademas, produce hormonas, sustancias reguladoras del crecimiento y promotoras

de las funciones vitales de las plantas.
7.7 ESTRUCTURA DEL ADN

Cada molécula de ADN esta constituida por dos cadenas o bandas formadas por
un elevado nimero de compuestos quimicos llamados nucleétidos. Estas cadenas
forman una especie de escalera retorcida que se llama doble hélice. Cada
nucledtido estd formado por tres unidades: una molécula de azucar llamada
desoxirribosa, un grupo fosfato y uno de cuatro posibles compuestos nitrogenados
llamados bases: adenina (abreviada como A), guanina (G), timina (T) y citosina
(C). La molécula de desoxirribosa ocupa el centro del nucleotido y esta flanqueada
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por un grupo fosfato a un lado y una base al otro. El grupo fosfato esta a su vez
unido a la desoxirribosa del nucledtido adyacente de la cadena. Estas
subunidades enlazadas desoxirribosa-fosfato forman los lados de la escalera; las
bases estan enfrentadas por parejas, mirando hacia el interior, y forman los

travesanos.

Esqueleto
azucar- fosfato.

Adenina

Timina Par de bases

Guanina Base nitrogenada

Citosina

Fig 1.- Estructura del ADN

Los nucleétidos de cada una de las dos cadenas que forman el ADN establecen
una asociacion especifica con los correspondientes de la otra cadena. Debido a la
afinidad quimica entre las bases, los nucle6tidos que contienen adenina se
acoplan siempre con los que contienen timina, y los que contienen citosina con los
gue contienen guanina. Las bases complementarias se unen entre si por enlaces

quimicos débiles llamados enlaces de hidrogeno.
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Fig 2.- Nucledtidos que forman el ADN

7.7.1 REPLICACION DEL ADN

En casi todos los organismos celulares, la replicacion de las moléculas de ADN
tiene lugar en el ndcleo, justo antes de la division celular. Empieza con la
separacion de las dos cadenas de polinucleétidos, cada una de las cuales actia a
continuacion como plantilla para el montaje de una nueva cadena complementaria.
A medida que la cadena original se abre, cada uno de los nucleétidos de las dos
cadenas resultantes atrae a otro nucleétido complementario previamente formado

por la célula.

Los nucledtidos se unen entre si mediante enlaces de hidrogeno para formar los
travesafios de una nueva molécula de ADN. A medida que los nucleétidos
complementarios van encajando en su lugar, una enzima llamada ADN polimerasa
los une enlazando el grupo fosfato de uno con la molécula de azucar del siguiente,
para asi construir la hebra lateral de la nueva molécula de ADN. Este proceso
contindia hasta que se ha formado una nueva cadena de polinucleétidos a lo largo
de la antigua; se reconstruye asi una nueva molécula con estructura de doble

hélice.
ADHN Polimerasa

cadena adelantada

INMNBANE

Helicasa

Topoisomerasa
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7.8 INTEGRONES

Los integrones o elementos de integracion fueron descubiertos y caracterizados
por primera vez en 1989 por Stokes y Hall como resultado de la evaluacion de la
multidrogorresistencia a antibidticos clinicos en bacterias, esto debido a la
adquisiciéon de diferentes genes insertados en el cromosoma, para esto los autores
analizaron las secuencias génicas del transposon Tn21 y del plasmido R46; tales
elementos genéticos de DNA eran desconocidos para ese entonces, proponiendo
después el nombre: Elementos de Integracion de DNA o simplemente Integron
(Stokes, 1989). Como también se menciona lineas arriba los estudios iniciales de
los integrones se realizaron con plasmidos del grupo de incompatibilidad Inc-W y
con transposones relacionados a Tn21 los cuales poseian genes de resistencia a
antibioticos clinicos ubicados en un mismo sitio del genoma, tales genes de
resistencia estaban delimitados por secuencias nucleotidicas altamente
conservadas, varios de estos genes codificaban enzimas modificantes de
aminoglicosidos (EMA), dihidrofolato reductasas o R-lactamasas del tipo OXA. Los
resultados que mostraron los estudios con enzimas de restriccion y secuenciacion
nucleotidica establecieron que las regiones de DNA que flanqueban estos genes
eran muy similares en diferentes plasmidos y transposones (Gonzales, 2004).

Asi, el integron es una unidad genética que incluye los componentes
determinantes de un sistema de recombinacion sitio especifico capaz de capturar
y movilizar genes que estan contenidos en elementos moviles llamados genes
cassettes (Collins, 1995), asi mismo estos tienen la capacidad de expresar dichos
genes que fueron incorporados al sistema convirtiéndolos en genes funcionales.
Los componentes esenciales de un integréon incluye el gen de la 9 integrasa (intl),
el sitio de unién (attachment site) (attl) y el promotor, el cual promueve la
expresion de algun gen integrado adecuadamente. Los integrones son elementos
genéticos no moviles pero son un mecanismo importante para la adquisicién,
reordenamiento y expresion de material genético foraneo o genes cassettes de
resistencia en la region variable en muchas especies bacterianas. (Gonzales,
2004).
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7.8.1 PARTES DE UN INTEGRON

El modelo clasico en la estructura de los integrones es tomado de los integrones
clase 1 (Ver Figura 4) descritos hasta ahora existe un extremo 3' altamente
conservado (3’CS) con los genes qacEA1, sul1 y orf5 que codifican resistencia,
respectivamente, a compuestos de amonio cuaternario, a Bromuro de Etidio y a
sulfonamidas. Entre los extremos 5’CS y 3'CS se encuentra una zona variable con

presencia o ausencia de cassettes genéticos de resistencia.

3*-CS

anC

=
L ..... ingdi_ <l—l anll B Gen de resistencia 1 I {.vacb'.)lH sull H()RI—‘S]

Gen de resistencia 2

Pl”\/\ N TN TN TN TN TN TN TN TN INT

| anC attC
L‘ ..... ingli } -lﬂﬂ{.cen de resistencia 2 l Gen de resisiencia 1 . {qact.il} suell }[ORFiI

pl nt

Fig 4.- Representacién esquematica de la estructura basica de un integron y de la
adquisicion de cassettes genéticos de resistencia.

El proceso por el cual un gen cassette ciscularizado (gen de resistencia 2) es
insertado en el sitio attl en un integron de clase 1 conteniendo un gen cassette
residente (gen de resistencia I) es lineado en la figura. Los genes y los marcos
abiertos de lectura (ORF) en los extremos 5’CS y 3’ CS del esquema del integron
clase | son indicados por cajas blancas. Los genes cassettes de resistencia
insertados en el integron son indicados por cajas grises y las barras negras
verticals representa el sitio de recombinacion attC. P1 y P2 son promotores
asociados al integron; Pint es el promotor del gen de la integrasa (intll). Los genes
gacEAl y sull en el extreme 3’ CS confiere resistencia a compuestos amonium

cuaternario y sulfonamidas, respectivamente (Carattoli, 2001).
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7.8.2 DIFUSION DE LOS INTEGRONES

La transferencia horizontal de genes de resistencia es un mecanismo 6ptimo para
la transmision y diseminacion de la resistencia multiple a drogas antibacterianas
entre patdgenos bacterianos. El impacto genético producido por la transferencia
horizontal en la evolucion bacteriana es particularmente evidente cuando los
genes de resistencia estan fisicamente asociados en clusters y transferidos en
bloques a las células hospederas. La identificacion de estructuras genéticas
especializadas, responsables para la adquisicion y transporte de genes de
resistencia represent6 un descubrimiento importante para el entendimiento de los
mecanismos de resistencia a antibidticos, en este caso, los integrones estan
implicados en la adquisicion de genes de resistencia, tales elementos genéticos
estan localizados en el cromosoma bacteriano o en plasmidos; asi mismo, la
identificacion de genes de resistencia -especialmente a antibioticos- en aislados
clinicos y veterinarios, especialmente en Gram negativos (particularmente la
familia de las Enterobacteriaceae) establece la importancia de los integrones en la
diseminacién de resistencia entre bacterias patégenas de diferentes origenes
geograficos (Carattoli, 2001).

Los integrones por si mismos no tienen la capacidad de la transferencia horizontal
a otros receptores bacterianos, para esto, la difusion de integrones se debe a su
asociacion con transposones, plasmidos conjugativos o ambos, siendo en éste la
conjugacion el mecanismo més frecuente de transferencia horizontal de genes,
algunos plasmidos no conjugativos pueden ser movilizados in trans por la
asociaciéon con un plasmido conjugativo, el cual no es normalmente transferido en
el mismo momento. En el caso de integrones que forman parte de un transposon,
los integrones pueden transportarse desde el cromosoma bacteriano hacia
plasmidos y viceversa y en el caso que el integron esté presente en plasmidos
conjugativos, estos pueden transferirse de una bacteria a otra de la misma o de
diferente especie, esto es particularmente importante en lo concerniente a la
presion selectiva, ademas que los integrones son una fuente importante de genes
de resistencia a antibioticos, y estan presentes tanto en bacterias Gram negativas
y positivas (Gonzales, 2004).
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En relacion a los transposones, tales elementos contribuyen a la evolucion del
genoma bacteriano por la escision e insercion de fragmentos de DNA de un sitio
donador, a otros sitios blancos no homoélogos. Los transposones son elementos
genéticos moviles que codifican la maquinaria necesaria para promover la auto-
translocacion (por ejemplo, la transposasa y los sitios de recombinacion de DNA
en el que la recombinasa actia). Algunos transposones son conocidos por
contribuir a la movilidad del integron. Los integrones de clase 1 y 2 son
frecuentemente transportados por los elementos de transposicion Tn21 y Tn7,
respectivamente. Ademas, se han identificado algunos integrones en las
proximidades o yuxtapuestas con las secuencias de insercion (IS). Es evidente
que la asociacién entre un sistema eficaz de captura y expresion de genes, junto
con la capacidad de movilidad vertical y horizontal, representa una combinacién
importante en el flujo natural de genes de resistencia. Por otra parte, los
integrones llevados por transposones han sido descritos preferentemente
incorporados en un pldsmido conjugativo, el cual garantiza una amplia

transferencia horizontal de genes de resistencia (Carattoli, 2001).

7.8.3 INTEGRASA
La integrasa (Intl) es un miembro de la familia tirosina recombinasa sitio especifico,

el cual también incluye a la integrasa del fago A. Estas enzimas catalizan la
escision e integracion de unidades de DNA, realizando pasos o etapas de cortes y
reagrupacion de los mismos, estos pasos se dan sin la sintesis de DNA o la
intervencién de cofactores de alta energia (tal como ATP). La integrasa es la
responsable para la recombinacion sitio especifico de genes cassettes a la region
variable del integron, reconociendo las secuencias attl del cassette y attC de la
region variable, respectivamente. Esta caracteristica diferencia a la recombinacién
sitio-especifica de la transposicion, en la que este Ultimo precisa de un paso para
la reparacion y sintesis de DNA. La integrasa no es una nucleasa y su actividad

puede ser asimilada a la de una topoisomerasa (Lewin, 2004).

26




7.8.4 GENES CASSETTES Y ELEMENTOS 59 pb (SITIO attC)

Los genes cassettes son un grupo diverso de pequefios elementos génicos
moviles que usualmente contienen so6lo un gen y un sitio de recombinacién rio
abajo actualmente conocido como sitio attc (elemento de 59 pb) localizado en el
extremo 3' del cassette que permite el reconocimiento y movilizacion de los
mismos, ademas son uno de los elementos méviles mas simples ya conocidos.
Estos elementos pueden existir liboremente en forma de moléculas de DNA
circulares covalentemente cerradas, generadas por accion de la integrasa que
escinde el cassette desde un integron aunque normalmente son encontradas

asociadas con estos (Partridge, 2000).

Cada uno de estos genes cassettes estan asociados en el extremo 3’ con un
elemento 59 pb particular, el cual difiere en secuencia y longitud aunque estos
elementos son identificables a partir de estructuras comunes y secundarias. El
sitio attC consiste de una larga secuencia repetitiva invertida de longitud variable
formadora de una estructura cruciforme imperfecta, el cual es flanqueado por
secuencias inversas y forward (RYYYAAC es el consenso para la secuencia

inversay GTTRRRY es el consenso para la secuencia forward).

La falta de promotor en los genes cassettes delante de la secuencia codificante
implica que el promotor localizado en el 5CS del integron es esencial para la
expresion de los genes cassettes. En el extremo 5’-CS de los integrones de clase
1 tiene dos potenciales promotores, P1 y P2. Una aparente polarizacién de
expresion existe para estos promotores (Pl y P2), pues el mas alto nivel de
expresion es obtenido para el primer gen cassette que esta localizado
directamente rio abajo del promotor, en cambio, los genes cassettes distantes del
promotor son débilmente expresados debido a la prematura terminacién de la

trascripcion ocurrido entre el elemento 59 pb de los genes cassettes procedentes.

Los genes cassettes son considerados como elementos méviles pero estos no
pueden codificar productos que impliquen su propia movilidad, asi mismo los

genes cassettes permanecen libres como moléculas circularmente cerradas
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generadas por escision mediada por la integrasa en cassettes previamente

integrados del mismo o de otro integron.

Los genes cassettes llevados por los integrones confieren resistencia a varios
antibiéticos como aminoglicésidos, cefalosporinas, cloramfenicol, penicilinas y
trimethoprim, y para cada uno de estas clases de antibioticos varios genes
cassettes distintos han sido reportados; también se reportdé genes cassettes que
codifican B-lactamasas de espectro extendido o carbapenemasas (blalIMP,
blavVEB-1, blaVvVIM). Una lista de 15 genes diferentes que codifican
aminoglicosidoadeniltransferasas (aad) o aminoglicosido-acetiltransferasas (aac)
confiriendo resistencia hacia los aminoglicésidos, han sido identificados como
genes cassettes en los integrones. La resistencia a cloramfenicol es
frecuentemente dado por los genes cloramfenicol acetiltransferasa tipo B (catB) o
por los genes que codifican uno de las tres bombas de eflujo conocidos (cml). Los
genes de resistencia a rifampicina (arr-2) y eritromicina (ereA) han sido también
descritos como genes cassettes en los integrones. Una lista de seis ORFs de
funcién desconocida también fueron descritos (Carattoli, 2001).

7.8.5 INSERCION Y EXPRESION DEL CASSETTE GENICO

La insercion especifica de sitio de los cassettes genéticos a la region variable de
los integrones ha sido detectada solamente en las células que expresan la
actividad de la integrasa, indicando que esta enzima recombinasa es necesaria
para la integracion de los genes cassettes, predominantemente dentro del sitio attl
del integron. La integrasa interactla con los dos sitios primarios de recombinacion,
el sitio attl de los integrones y el sitio attC de cada cassette genético. Por otra
parte, la especificidad de la orientacion de los cassettes genéticos integrados
permite su transcripcion desde un promotor comun localizado en el extremo 5'CS
de los integrones, cuya secuencia nucleotidica es altamente conservada y en el
cual pequefias variaciones afectan la fuerza de transcripcion del promotor,
llegando incluso a niveles tan bajos de expresion que la bacteria aparece

fenotipicamente susceptible al antibidtico clinico probado aunque es
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potencialmente resistente por poseer el gen que codifica la resistencia (Gonzales,
2004).

7.8.6 PARTICIPACION DEL PROMOTOR EN LA EXPRESION DEL CASSETTE

El nivel de resistencia a un determinado inhibidor microbiano, codificado por un
gen cassette de resistencia, depende también de su posicién en la regién variable
del integrén, cuando esta presente mas de un gen cassette, ya que la posicion de
este gen en el rearreglo genético influencia el nivel de resistencia hacia
antimicrobianos, ya sea mas cercana o lejana del promotor comun. Las bacterias
manifiestan niveles de resistencia mas elevados cuando el gen de resistencia esta
ubicado como primer gen cassette, es decir, cuando dicho cassette esta muy
cercano al promotor y tales niveles de resistencia se reducen a medida que los
genes estan en cassettes posteriores, en el lado rio abajo del promotor (Collis,
1995).

7.8.7 FUNCION BIOLOGICA DEL INTEGRON

La funcion principal del integrén es la captura de genes cassettes (DNA foraneo)
por recombinacion especifica de sitio debido a la actividad de la Integrasa (intl).
Esta enzima captura genes foraneos que son frecuentemente insertados por la
actividad de recombinacion en el attachment site (attl) del integron. Este evento de
captura e insercion de DNA fordneo puede ocurrir varias veces y, en el caso de
algunos integrones ubicados en el cromosoma, este proceso puede llevar a la
creacion de grandes arrays que codifican madltiples genes cassettes. Esta
caracteristica de capturar genes y ligarlos en el genoma en arrays adecuados para
la co-expresién es una cualidad Unica para este elemento genético. El resultado es
un conjunto de genes que interactian funcionalmente, tedricamente facilitando la
rapida evolucion de nuevos fenotipos microbianos. Inicialmente, los integrones
fueron considerados como la mayoria de elementos especializados que participan
en la acumulacién de genes cassettes codificando la resistencia a antibidticos en

bacterias patogénicas (Gonzales, 2004).
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La aparicion de genomas y la disponibilidad de numerosas secuencias genémicas
de bacterias ambientales hace claro que el integron es el sistema capturador de
genes mas antiguo y expandido, ademas que este elemento genético es
encontrado en un 10% de todas los genomas secuenciados y que los cassettes
pueden llegar a tener un tamafio de 150 Kb, pocos integrones han sido
debidamente identificados y anotados como tal. Aun cuando el gen de la integrasa
es resaltado debido a su similaridad a homologos caracterizados, los genes
cassettes asociados con la enzima estan marcados como simples marcos abiertos
de lectura (ORFS), esto es, porque en los sitios attC la caracteristica mas distintiva

de los genes cassettes, son regiones no codificantes (Joss, 2009).
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8.- PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

o VERMICOMPOSTA
Procedimiento:

Eisenia foetida se crio en una cama de suelo el cual estaba compuesto por: 50%
de estiércol de cabra y un 50% de bagazo de cafia en el cual se adicionaron 20
lombrices. Se manejé a temperatura ambiente con una humedad del 80%

aproximadamente. La frecuencia de alimentacion y humedad fue cada 15 dias.

o PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO (LIQUIDO) PARA EL
CRECIMIENTO BACTERIANO

LB: Medio de cultivo liquido utilizado de forma habitual para el crecimiento
bacteriano. EI NaCl aporta la concentracién salina necesaria para mantener un

nivel osmotico apropiado para el buen desarrollo de los microorganismos.

Peptona 10 grs 4 grs
NacCl 10 grs 4 grs
Extracto de levadura 5grs 2 9rs

Preparacién de medio liquido en tubo (caldo).

1. Pesary rehidratar el medio.

2. Distribuirlo con una pipeta en los tubos (5 ml)
3. Esteriliza en autoclave
4

. Sacar los tubos de la autoclave y dejar enfriar.

o AISLAMIENTO DE BACTERIAS DEL TRACTO DIGESTIVO DE LA
LOMBRIZ ROJA CALIFORNIANA

Obtencién de las heces fecales de la lombriz roja californiana (Eisenia foetida)

para el aislamiento de las bacterias:

A los 45 dias de crecimiento de la lombriz:
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1.

2.

o

Se tomaron 10 lombrices de la vermicomposta.

Una vez extraidas las lombrices se limpiaron, se colocaron en una caja
Petri con papel filtro en el cual excretaria sus heces fecales.

Después se prepararon cultivos en suspension con heces de la lombriz
roja  californiana (Eisenia foetida) con 5 ml de caldo LB, con una
concentracion de NaCl al 6% a un PH de 5y 9, incubandolos a 28 °C con
agitacion constante a 200 revoluciones por minuto (rpm) durante 24 h, para
alcanzar una densidad celular aproximada de 1x10° unidades formadoras

de colonias (UFC) por mililitro.

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO (AGAR ROJO FENOL)

Preparacion de un medio solido en placa.

Peptona 10 grs 8 grs
NacCl 5grs 4 grs
Agar 15 grs 12 grs

Rojo fenol  0.018 grs 0.144

Pesar la cantidad de medio Yy rehidratarlo con agua destilada en una

botella.

2. Esterilizar en Autoclave la botella sin cerrar totalmente el tapdn de rosca.

Sacar del autoclave, enroscar del todo el tapon e introducir la botella en un

bafio a 40°C al menos durante 30 minutos.
Distribuir el medio en las placas de Petri que estan estériles dentro de una
campana de flujo laminar o en las proximidades del mechero, flameando

bien la boca de la botella para evitar las contaminaciones.

Dejar que el medio solidifique.
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De los cultivos en suspension se prepararon diluciones para sembrar en cajas

Petri y se incubaron a temperatura ambiente durante 24 hrs.
HECES DE LOMBRIZ y
y ml)

medm solido

|11ed10 sohdo medlo salido

Fig 5.- Medio de Cultivo

Después de este paso, ahora se resembro por estria cruzada y estria masiva en

agar base rojo fenol.
o TECNICA ESTRIA CRUSADA

Se trata de un método rapido y simple de agotamiento progresivo y continuo del
in6culo sobre un medio sdlido contenido en una placa de Petri. El objetivo es
obtener, a partir de un elevado niumero de bacterias, un numero reducido de ellas
distribuidas individualmente sobre la superficie de la placa. Cada una de estas

bacterias originara una colonia.

Procedimiento:

1. Esterilizar el asa y enfriarla en las proximidades del mechero.

2. Tomar el inéculo.

3. Transferir el in6culo a un area pequefia de la superficie de la placa, proxima
al borde. Extenderlo formando estrias muy juntas sobre la superficie de una
porcion pequefa de la placa.

4. Flamear el asa y enfriarla. Rozar una vez con el asa las estrias sembradas
la primera vez y realizar sobre una porcion virgen de la placa una segunda
tanda de estrias que no toque la primera.

5. Flamear y enfriar el asa. Repetir la operacion descrita en el apartado

anterior, pero rozando al empezar la segunda tanda de estrias.
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6. Flamear el asa y cerrar la placa e incubar a 37°C.

inéculo ° segundo grupo
inicial ; de estrias -
tercer grupo Cuarto
de estrias _ grupo de
4 estrias

Fig 6.- Técnica por Estria Cruzada

o TECNICA ESTRIA MASIVA.

Procedimiento:

1. Esterilizar el asa y enfriarla en las proximidades del mechero.

2. Tomar el inéculo.

3. Transferir el in6culo a un area pequefa de la superficie de la placa, préxima
al borde. Extenderlo formando estrias muy juntas sobre la superficie de la
placa.

4. Flamear el asa y cerrar la placa e incubar a 37°C.

Fig 7.- Técnica por Estria Masiva
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o ANALISIS MACROSCOPICO DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Para el andlisis macroscopico de las cepas aisladas en medio de cultivo (Agar rojo

Fenol) en placas Petri, incubadas a temperatura ambiente, durante 24 horas, se

determinaron las  siguientes caracteristicas: tamafio, forma, borde, color,

elevacion.

o ANALISIS MICROSCOPICOS DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Para llevar a cabo este paso se seleccion6 el método tincion de Gram para tal

meétodo se lleva a cabo los siguientes pasos:

1.

Se prepara el frotis tomando con el haza el inoculo después se frota en el

cubreobjetos, se secay se fija.

2. Se cubre con cristal violeta durante un minuto.

3. Lavar suavemente con agua destilada para eliminar el exceso de colorante.

Se traza con lugol un minuto. El lugol actia como mordiente aumentando la

afinidad del colorante por la bacteria.

5. Lavar con agua el exceso de lugol.

o

Se gotea alcohol-acetona de forma continua hasta que la preparacion deje
de perder color y se lava enseguida con agua abundante.

Se cubre la preparacion con un colorante de contraste, como la safranina,
durante un minuto.

Se lava con agua y se seca al aire, observandose a continuacién con el
objetivo de inmersion. El analisis se observéd al microscopio en el objetivo
100X.

OBTENCION DE LAS BACTERIAS PARA LA EXTRACCION DEL DNA

En tubo eppendorf se agreg6 5ul de glicerol y 5ul de antibidtico (ciprofloxacino y

trimetropima) con la finalidad de inhibir a las bacterias.
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En la caja Petri donde se encontraba el cultivo se adiciono 5 ml de agua estéril y
después se toméd 1ul de la muestra y se agrego al tubo eppendorf y se mantuvo
en refrigeracion por 24 hrs a una temperatura de -20°C hasta su uso.

o EXTRACCION DEL DNA

Se cultivaron las cepas en el agar durante 24 horas a temperatura ambiente,
después a la muestra se le agrego 5 ul de agua estéril y se tomé un 1 ul del
medio de cultivo.

El aislamiento de ADN gendmico de bacterias se basa en la liberacion eficiente
del ADN gendmico por un buffer de lisis. Después se separ6 el ADN genémico de
proteinas, polisacéridos y lipidos mediante una Unica fase de particién; a

continuacion se describe llevada a cabo en el proceso:
o LISIS ENZIMATICA

1.- Al suelo lavado adicionar 1 ml de buffer para lisozima y 40 pl de lizocima 10

mg/ml.

2.- Adicionar 1 ml de SDS 10% y 0.5 grs de arena estéril. Agitar en vortex durante

15 min.

3.- Centrifugar a 13000 rpm a una temperatura de 26°c por 10 min y transferir la

fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml.
o ELIMINACION DE PROTEINAS Y PURIFICACION DE DNA

1.- Agregar 200ul del volumen de EDTA 0.5 m PH 8 y del volumen final, 120ul de

acetato de potasio 5 m PH 5.
2.- Incubar 30 min a 4°c.

3.-Centrifugar a 13000 rpm a 4°c por 10 min. Transferir 500ul del sobrenadante

(que contiene el DNA) a un tubo nuevo.

4.-Haser extraccion con 400ul de la solucion cloroformo: alcohol-isoamilico 24:1,

agitar en vortex a la maxima velocidad.
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5.-Centrifugar 13000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente (25°c).

Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

Nota: la fase acuosa es la capa superior. Por ningin motivo pasar la fase acuosa
organica o las proteinas se puede usar micro pipeta de 200ul para mejor control.

Si te llegas a traer fase organica, regresar y volver a centrifugar.
6.- Repetir los pasos 4y 5.

7.- Precipitar el DNA de la fase acuosa de la segunda extraccion con cloroformo

agregando un volumen PEG al 13 % y agitar en vortex.
8.- incubar a 20°c toda la noche.

9.- Centrifugar a 13000 rpm a 4°c por 10 min, eliminar sobrenadante por

decantacion.

10.- Lavar la pastilla con 500ul de etanol 70% frio. Centrifugar a 13000 rpm a 4°c

por 10 minutos, eliminar sobrenadante por decantacion.

11.- Dar un “spin” en la micro centrifugadora para bajar el etanol de las paredes

del tubo y con una micro pipeta de 200l quitar el exceso de etanol.

12.- Dejar secar la pastilla (aproximadamente 10 minutos) y resuspender en 50pl

de agua estéril.

o ELECTROFORESIS (CONFIRMACION DE LA CALIDAD DE
EXTRACCION DEL DNA)

v" PREPARACION DE GEL DE AGAROSA

a) Preparar la bandeja (donde se formara el gel) con el(los) peine(s) apropiado(s)
para afadirle la agarosa fundida. Colocarla en una superficie horizontal y poner
cinta aislante por la parte anterior y posterior para evitar que se derrame el gel.
Comprobar que los dientes del(los) peine(s) no llegan a tocar la bandeja (en caso

de hacerlo, las muestras se perderian al ser aplicadas en los pocillos “sin fondo”).
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b) Preparar la solucién del gel de agarosa al 0.8% en un frasco de vidrio de 100
ml. Para ello, afiadir las cantidades de agarosa y solucion amortiguadora TAE

indicadas en el anexo, tapar el frasco y calentar en microondas).

c) Vigilar constantemente para que no se salga la solucion (al hervir demasiado).
Se recomienda emplear una potencia intermedia. Puede agitarse suavemente de

vez en cuando para realizar una fusion mas uniforme.
d) Retirar el frasco con el gel fundido del microondas y dejar enfriar un poco.

e) Una vez solidificado el gel, retirar el(los) peine(s) y las cintas adhesivas (en su

caso) y colocar la bandeja sobre la cubeta de electroforesis.

f) Rellenar la cubeta de electroforesis con el electrolito de cubeta (TBE 1X) hasta

que el gel quede sumergido completamente.

g) En el primer pozo del gel se agrega 3 ul de marcador el cual sirve como regla
para medir cuanto pesa de muestra.

h) En los demas pozos agregamos 3l de muestra y 1ul de buffer de carga.

i) EI gel de electroforesis para el DNA gendmico se correrd por 60 minutos a
80V.
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9.- RESULTADOS

o ANALISIS FISICOQUIMICOS
v" HUMEDAD

La humedad de la vermicomposta debe mantenerse estable, entre 60% a 75 %.
Es un factor muy importante porque influye en la fecundidad y desarrollo de los
cocones Yy el sustrato se mantiene dentro de este rango por lo tanto el porcentaje
de humedad es 73.12%.

\/pH

El pH que presenta la vermicomposta al cual se le regaba agua de pescado es de
7.07 y el que fue regado con agua corriente tiene un pH de 7.09.

v" CONDUCTIVIDAD

La conductividad que obtuvo la vermicomposta con agua de pescado fue de 8.04

dSm-1 vy de agua corriente fue de 8.01 Sm-1

v CRA (Capacidad de Retenciéon de Agua)
Cantidad de muestra = 25 grs.
Volumen de agua no retenido por la muestra = 16.7 ml.

Por lo tanto Volumen retenido por la muestra es = 8.3 ml = 33.2% de capacidad de

retencién de Agua.
v TEXTURA

Primer registro de temperatura 25°C, segun la tabla de correccion de la
temperatura regido por la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-
2000.Método AS-09 sera de 1.98.
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TABLA DE CORRECCION POR TEMPERATURA

TEMP. °C CORRECCION TEMP. °C CORRECCION
18.0 0.54 24.5 1.80
18.5 0.36 25.0 1.98
19.0 0.18 25.5 2.15
19.5 0 26.0 2.34
20.0 0.18 26.5 2.52
20.5 0.36 27.0 2.70
21.0 0.54 27.5 2.858

Porcentaje de la Arena: Se encontré con la primera toma de temperatura.

% Arena = 20.04%

Porcentajes de arcilla y limo se encontrar6n con la segunda toma de

temperatura:

Fue de 25°C, de acuerdo a la tabla de correccion de la temperatura utilizamos

1.98.

% Arcilla = 36.96%

%Limo =41%

v DETERMINACION DE LA TEXTURA POR EL TACTO:

Se evalu6 comprimiendo la muestra la cual al presionarla se formé una cinta pero

no tan largo, presento un tacto suave, algo pegajoso Yy facil de manejar.

o SERIES DE TUBOS POR SUSTRATO

Representa el nimero de réplicas que se realizaron para el experimento, de los

cuales trece muestras fueron para el tratamiento de agua de pescado y ocho para

el tratamiento de agua corriente.
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o CRECIMIENTO BACTERIANO EN NaCl AL 6% CON pH 5.

De las réplicas que se realizaron en el tratamiento humectado con agua de peces
se obtuvo mayor crecimiento bacteriano ya que de trece tubos, en ocho tubos de
estos presentaron crecimiento bacteriano, mientras que en los tratamientos
humectados con agua potable de ocho tubos, no presentaron ningin crecimiento
bacteriano esto es porque fueron hecho menos replicas que en el caso del primer

tratamiento con agua de peces.

o ANTIBIOTICOS TRIMETROPRIMA Y CIPROFLOXACINO EN CULTIVOS
DE TUBOS Y PLACAS CON PH 9.

Los tubos de caldos fueron preparados con peptona, Nacl y extracto de levadura,
a cada tubo se le adiciono 5 ml del medio y 5 pl del antibiético Trimetroprima (24) y
Ciprofloxino (20) esto fue adicionado para ambos tratamientos humectados con
agua de pescado y agua potable. La adicion de antibiéticos como suplemento al
medio de cultivo se hiso con el objetivo de amplificar el nUmero de copias de DNA
plasmidico y por lo tanto un rendimiento final para extraccién de DNA.

o ANALISIS MACROSCOPICOS DE LAS BACTERIAS AISLADAS

v' Observaciones macroscépicas del medio de cultivo

En el examen macroscépico se observd forma circular, con una elevacion

convexa, color crema, borde redondeado y olor pronunciado “fétido”.
o ANALISIS MICROSCOPICOS DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Durante la observacion al microscopio se observé las siguientes formas

bacterianas: en forma de cocos, racimo y alargadas.

La tincion de gram se realiz6 con el objetivo de saber la morfologia bacteriana
presentes en las muestras con dos tratamientos diferentes, agua corriente y agua

de pescado con sustrato de heces de cabra.
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En el tratamiento humectado con agua de pescado, al realizar la tincion de Gram
se pudo observar microscopicamente que en los trece tubos, tres muestras que
fueron tomadas de los tubos estos fueron gram positivo esto se define porque al
observarse al microscopio estos mostraron una coloraciéon morada lo cual nos
indica que la pared celular de las bacterias posee una gruesa capa de
peptidoglicano y las otras diez muestras fueron gram negativo ya que estos se
tineron de color rosa o rojo lo cual nos indica que son gram negativas ya que estas
en su capa peptidoglicano son delgadas y se encuentra unida a una segunda

membrana plasmatica exterior por medio de lipoproteinas.

En el tratamiento humectado con agua potable, al realizar la tincion de Gram se

observé que de los nueve tubos todos fueron gram negativo.

o EXTRACCION Y COMPROBACION DEL DNA

a b

Figura 8.- Resultados de la extraccion del DNA bacteriano en gel de agarosa por
medio de electroforesis (a) tratamiento con agua de corriente y (b) tratamiento con

agua pescado.
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Figura 9.- En esta imagen se observa las diferentes muestra de extraccion de

DNA bacteriano utilizando un gel de agarosa al 0.8%.

La adaptabilidad que presentan las especies de lombriz, las caracteristicas del
sustrato o material de crecimiento, afectan directamente el estado fisico y la

multiplicacion de este organismo.

Durante el andlisis del efecto que tiene el sustrato de heces de cabra con dos

tratamientos de humectacion sobre el crecimiento de la lombriz

Para el estudio del efecto de las heces de cabra sobre los integrones de las heces
de la lombriz roja californiana (Eisenia foetida) con dos tratamientos de
humectacién dio como resultado que las bacterias presentes en el trato digestivo
de la lombriz crecen mayor mente a un pH de 9 obteniéndose un mayor
rendimiento de numero de colonias ya que a este pH dio como resultado positivo

el crecimiento tanto en tubos como en placa.

La adiciébn de antibiético como suplemento al medio de cultivo se hiso con el
objetivo de amplificar el nimero de copias de DNA plasmidico y por lo tanto un
rendimiento final para extraccion de DNA. El contenido celular de los cultivos
bacterianos obtenidos tras la digestion enziméatica del DNA se visualizé por medio

de una electroforesis, en un gel de agarosa del 0.8% aqui los fragmentos de DNA
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viajaron en funcién de su tamafo en el gel dando resultado diferente para los dos

tratamientos de humectacion.

o MEDICIONES DE LONGITUD DE LA LOMBRIZ Eisenia foetida
UTILIZANDO COMO SUSTRATO HECES DE CABRA CON DOS

TRATAMIENTOS AGUA CORRIENTE Y AGUA DE PESCADO.

Analisis del crecimiento de las lombrices las cuales fueron sometidas con dos

tratamientos de humectacion, como se muestra en la figura 10.

100
90
80
70
60
50

30
20
10

Longitud de Lombriz

dms= 7.0

LAPCal

LACCal

Tratamientos

LAPCal0

LACCal0

m LAPCal
m LACCal
m LAPCal0
m LACCal0

Fig 10. Analisis de ANOVA simple para la variable Longitud de lombriz, segin
prueba de Tukey < 0.05, con el programa Statgraphic. Letras iguales no hay

diferencia significativa.

Las lombrices que fueron alimentadas con heces de cabra durante 155 dias

humectadas con agua corriente mostraron una diferencia significativa en la

variable longitud en las lombrices comparadas con el de agua pescado. Sin

embargo, el sustrato de heces de cabra humectadas con agua corriente a los 155

dias derivé en un 4.5% mayor longitud que el tratamiento de humectacién de agua

pescado, un 17% mayor longitud para el mismo tratamiento al inicio del
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experimento y un 19% mayor longitud que el tratamiento con agua de pescado al
inicio del experimento.

Segun Shuldt 2004, las lombrices se alimentan de los microorganismos
desarrollados en la materia organica, lo que puede favorecer su condicion corporal
aumentando su capacidad reproductiva. En el Cuadro 1 se puede observar que
hay un aumento de la poblacion en el tratamiento con estiércol fresco tratado con
microorganismos eficaces (EM) al 2% comparado con los demas tratamientos;
esto posiblemente se deba al contenido de microorganismos adicionados por la
aplicacion de microorganismos eficaces (EM) en el sustrato, y ademas el EM
contiene aminoacidos que sirven como nutrientes (Higa, 1993), lo que podria

mantener mas activas a las lombrices.

o MEDICIONES DE DIAMETRO DE LA LOMBRIZ Eisenia foetida
UTILIZANDO COMO SUSTRATO HECES DE CABRA CON DOS
TRATAMIENTOS AGUA CORRIENTE Y AGUA DE PESCADO.

Analisis del didametro de las lombrices las cuales fueron sometidas con dos

tratamientos de humectacion, como se muestra en la figura 11.

Diametro de Lombriz dms= 2.7

ab ab

LAPCal0 LACCal0 LACCal LAPCal
Tratamientos

m LAPCalo
m LACCal0
m LACCal
m LAPCal

Fig 11. Andlisis de ANOVA simple para la variable diametro de lombriz, segun
prueba de Tukey < 0.05, con el programa Statgraphic. Letras iguales no hay
diferencia significativa.
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Las lombrices que fueron alimentadas con heces de cabra durante 155 dias y
regadas con agua de peces, mostraron un mayor diametro, conforme el tiempo las
lombrices tienden a crecer por el consumo de nutrientes contenidos en las heces

de cabra y en el agua de peces.

Las lombrices alimentadas a base de heces de cabra y agua de peces a los 155
dias, mostraron un 1.30 a 20 % mas de diametro que las lombrices de los otros

tratamientos.

Schuldt 2004, Sostiene que el tamafio de las lombrices ha sido estudiada, una
lombriz puede llegar a medir de 5 cm a 7 cm, mientras que en otro estudio
realizado por Toccalino, 2004 encontré que la lombriz Eisenia foetida en estado
adulto puede llegar a medir hasta 8.5 cm. Dominguez, 2000 afirma que una buena

alimentacion influye directamente en la longitud de las lombrices adultas.

La lombriz Eisenia foetida dependera de las caracteristicas nutricionales propias
del sustrato para que estas tengan un crecimiento favorable, asi como también las
caracteristicas del tipo de humectacion ya que la relacion sustrato y los dos tipos
de tratamientos de humectacién agua corriente y humectacion agua de pescado
tuvieron un dms de 7 con respecto a la longitud y el dms del diametro fue de 2.7
respectivamente para ambos tratamientos en los cuales se pudo observar que hay

un crecimiento conforme al tiempo.
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10.- CONCLUSION

La caracterizacion fisicoquimica del sustrato a base de heces de cabra como
alimento para la lombriz californiana Eisenia foetida es favorable ya que la
humedad, pH, conductividad, textura y conductividad eléctrica se encuentra dentro

de rangos favorables.

El tratamiento que presenta caracteristicas favorables para ser utilizado en el
crecimiento de la lombriz roja californiana Eisenia foetida resulté ser el de

humectacién con agua de pescado siendo el de agua potable menos conveniente.
El medio selectivo utilizado para el aislamiento de las bacterias de las heces de
cabra fue el agua de pescado ya que los resultados fueron los favorables.

En extraccion de DNA de las cepas seleccionadas tanto el sustrato como el

tratamiento de humectacion tienen un efecto sobre el DNA de las bacterias.

Electroforesis es una técnica la cual es posible visualizar las bandas de ARN o

ADN de patdgenos, y detectar cambios o mutaciones a nivel genéticos.
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12.- ANEXOS
o ANALISIS FISICOQUIMICOS

v" HUMEDAD

Wh: Peso de la muestra con suelo

Formula:
Ms: Peso de la muestra con suelo seco

%W= (Wh - Ms) X100

(Ms -Mr) Mr: Peso del recipiente (caja de aluminio)

15 gr — 8.85 gr 6.15
8859r—0449 841

0.7312 x 100 = 73.12 %

Agua pescado Agua Corriente

Cabra 7.07 7.09

o CONDUCTIVIDAD

Aqua pescado Aqua Corriente
Cabra 8.04 dSm-1 8.015Sm-1
o TEXTURA

Porcentaje de la Arena: Se encontrd con la primera toma de temperatura.

% Arena = 100 - (38+1.98/50) x 100
% Arena = 20.04%
Porcentajes de arcilla y limo se encontrar6n con la segunda toma de

temperatura:

Fue de 25°C, de acuerdo a la tabla de correccidon de la temperatura utilizamos
1.98.
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% Arcilla = (16.5+1.98/50) x100

% Arcilla = 36.96%

%Limo =100 — (20.04 + 36.96) = 41%

o SERIES DE TUBOS POR SUSTRATO

Cuadro 1.- Representa el numero de réplicas con los dos tratamientos con agua
de pescado y agua corriente.

HECES DE CABRA

TRATAMIENTO: AGUA DE PESCADO

CODIGO 1D REPLICA
APCa 19 1
APCa 20 1
APCa 21 1
APCa 22 2
APCa 23 2
APCa 24 2
APCa 25 3
APCa 26 3
APCa 27 3

HECES DE CABRA
TRATAMIENTO: AGUA CORRIENTE

CODIGO ID REPLICA
ACCa 55 1
ACCa 56 1
ACCa 57 1
ACCa 58 2
ACCa 59 2
ACCa 60 2
ACCa 61 3
ACCa 62 3
ACCa 63 3
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o CRECIMIENTO BACTERIANO EN NaCl AL 6% CON pH5.

Cuadro 2.- Crecimiento bacteriano en NaCl al 6% con pH 5 con el sustrato de las

heces de cabra para los dos tratamientos con agua de pescado y agua corriente.

AISLAMIENTO DE BACTERIAS

DE LAS HECES DE LOMBRIZ ( SUSTRATO HECES DE CABRA)

CRECIMIENTO BACTERIANO ( NaCl al 6% )

Cédigo TRATAMIENTO: AGUA DE PESCADO
APCa 19r Crecimiento
APCa 19p Crecimiento
APCa 20 No Crecimiento
APCa 21 Crecimiento
APCa 22r Crecimiento
APCa 22p No Crecimiento
APCa 23r Crecimiento
APCa 23p Crecimiento
APCa 24r Crecimiento
APCa 24 p No Crecimiento
APCa 25 Crecimiento
APCa 26 No Crecimiento
APCa 27 No Crecimiento
TRATAMIENTO: AGUA CORRIENTE
ACCa 55 No Crecimiento
ACCa 56 No Crecimiento
ACCa 57 No Crecimiento
ACCa 58 No Crecimiento
ACCa 60 No Crecimiento
ACCa 61 No Crecimiento
ACCa 62 No Crecimiento
ACCa 63 No Crecimiento
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o ANTIBIOTICOS EN CULTIVOS DE TUBOS Y PLACAS PH 9
v" TRIMETROPRIMA

Cuadro 3.- Se adiciono antibiético en el cultivo y placas con un pH de 9.

Codigo NuTuebr(()) de Tubo 24 (Trimetroprima) Placas
APCa 10r (+) (+)
APCa 19p (+) (+)
APCa 20 (+) (+)
APCa 21 (+) (+)
APCa 22p (+) ()
APCa 22r (+) (+)
APCa 23p (+) ()
APCa 23r (+) (+)
APCa 24p (+) (+)
APCa 24r (+) (+)
APCa 25 (+) (+)
APCa 26 (+) (+)
APCa 27 (+) (+)

||~ TRATAMIENTO: AGUACORRIENTE
ACCa 55 (+) (+)
ACCa 56 (+) (+)
ACCa 57 (+) (+)
ACCa 58 (+) (+)
ACCa 60 (+) (+)
ACCa 61 (+) (+)
ACCa 62 (+) ()
ACCa 63 (+) (+)
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v' CIPROFLAXOCINO

Cuadro 4.- Se adiciono antibiotico en el cultivo y placas con un pH de 9.

HECES DE CABRA
TRATAMIENTO: AGUA DE PESCADO

Cloely® ZIZ Tuebrg Tubo 20 (Ciprofloxacino) Placas
APCa 19r (+) (+)
APCa 19p (+) (+)
APCa 20 (+) (+)
APCa 21 (+) (+)
APCa 22r (+) (+)
APCa 22p (+) (+)
APCa 23r (+) (+)
APCa 24r (+) (+)
APCa 24p (+) (+)
APCa 25 (+) (+)
APCa 26 (+) (+)
APCa 27 (+) (+)

TRATAMIENTO: AGUA CORRIENTE
ACCa 55 (+) (+)
ACCa 56 (+) (+)
ACCa 57 (+) (+)
ACCa 58 (+) (+)
ACCa 59 (+) (+)
ACCa 60 (+) (+)
ACCa 61 (+) (+)
ACCa 62 (+) (+)
ACCa 63 (+) (+)
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o ANALISIS MICROSCOPICOS DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Cuadro 5.- Observacion microscopica de las bacterias obtenidas de las heces de

lombriz.
Observacion microscépica de las bacterias obtenidas
de las heces de lombriz Eisenia Foetida (Sustrato de
Cabra)
TRATAMIENTO: AGUA DE PESCADO

Cadigo Numero de Tubo Gram + 6ram -
APCa 19r Gram -
APCa 19p Gram -
APCa 20 Gram -
APCa 21 Gram -
APCa 22r Gram +

APCa 22p Gram -
APCa 23r Gram -
APCa 23p Gram +

APCa 24r Gram +

APCa 24p Gram -
APCa 25 Gram -
APCa 26 Gram -
APCa 27 Gram -

TRATAMIENTO: AGUA CORRIENTE

ACCa 55 Gram -
ACCa 56 Gram -
ACCa 57 Gram -
ACCa 58 Gram -
ACCa 60 Gram -
ACCa 61 Gram -
ACCa 62 Gram -
ACCa 63 Gram -
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o Cuadro 6.- Pruebas de multiple rangos para longitud de la lombriz por los

dos diferentes tratamientos agua de corriente y agua de pescado.

Tratamiento Longitud
LAPCal 69.411
LACCal 71.5137
LAPCal0 81.9677
LACCal0 85.7923

o Cuadro 7.- Pruebas de multiple rangos para el diametro de la lombriz por
los dos diferentes tratamientos agua de corriente y agua de pescado.

Tratamiento Diametro
LAPCal0 4.11333
LACCal0 4.12667
LACCal 5.05667
LAPCal 5.12333
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