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Resumen

Debido al crecimiento de la poblacion en las zonas urbanas, el municipio de Ubaté ha
experimentado una mayor presion sobre sus recursos naturales y servicios, lo que ha
provocado problemas ambientales, como la contaminacion de las fuentes hidricas, afectando
negativamente las actividades domésticas, agricolas y ganaderas, que son representativas
de la region. En este contexto, es fundamental evaluar la calidad microbiolégica de los

cuerpos de agua para comprender el impacto de la contaminacion.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de las bacterias contaminantes
presentes en el Rio Alto Ubaté sobre la cepa transgénica TJ356 de Caenorhabditis elegans
(C. elegans), un organismo ampliamente utilizado como bioindicador de toxicidad. Se
aislaron bacterias potencialmente patdgenas, entre ellas Escherichia coli (E. coli) y
Acinetobacter Iwoffii (A. lwoffii), procedentes del punto denominado “El Guacal’, una zona
afectada por vertimientos domésticos, actividades agropecuarias e industriales.
Posteriormente, se evaluaron los efectos de estos microrganismos sobre la cepa transgénica
C. elegans TJ356, observandose una disminucion significativa en la longevidad y en la
capacidad reproductiva de los nematodos alimentados con estas bacterias, en comparacion

con el control alimentado con E. coli OP50.

Al evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se mantuvo baja, lo que
sugiere la existencia de mecanismos de toxicidad independientes del estrés oxidativo.
Asimismo, se evidencié una translocacién nuclear diferencial de DAF-16, activada por A.
Iwoffii pero no por E. coli, lo que refleja la complejidad de la regulacion de este factor y la
influencia de sefiales especificas del patdégeno en la activacion de rutas de respuesta en el
nematodo. Estos resultados confirman el valor de C. elegans TJ356 como modelo
bioindicador sensible, capaz de detectar alteraciones fisioldgicas y citotoxicas derivadas de
la exposicion a bacterias ambientales. Este enfoque promueve el desarrollo de herramientas
complementarias de vigilancia ecotoxicolégica en fuentes hidricas, contribuyendo a una
evaluacion integral del riesgo ambiental y sanitario. El uso de modelos biolégicos como C.
elegans podria integrarse a programas de monitoreo para fortalecer la toma de decisiones

en la gestién sostenible del recurso hidrico.

Palabras clave: Bacterias, Contaminacion, Ecotoxicidad, C. elegans, TJ356, Rio Alto Ubaté.



Abstract

Due to rapid urban population growth, the municipality of Ubaté has faced increasing
pressure on its natural resources and public services, leading to serious environmental
challenges such as the contamination of water sources. This pollution has negatively
affected domestic, agricultural, and livestock activities, which are central to the region’s
economy and culture. In this context, assessing the microbiological quality of water bodies
is essential to understand the scope and impact of contamination.

The present study aimed to evaluate the effects of contaminant bacteria from the Alto
Ubaté River on the transgenic strain TJ356 of Caenorhabditis elegans (C. elegans), a
well-established bioindicator of toxicity. Potentially pathogenic bacteria, including E. coli
and A. lwoffii were isolated from a site known as “El Guacal,” an area impacted by
domestic, agricultural, and industrial discharges. The effects of these microorganisms on
transgenic C. elegans TJ356 were subsequently examined, revealing a significant
reduction in both longevity and reproductive capacity in nematodes exposed to these

bacteria compared to controls fed with E. coli OP50.

Reactive oxygen species (ROS) levels remained low, suggesting the involvement of
toxicity mechanisms independent of oxidative stress. Moreover, differential nuclear
translocation of the transcription factor DAF-16 was observed, being activated by A. lwoffii
but not by E. coli. This finding underscores the complexity of DAF-16 regulation and
highlights the role of pathogen-specific signals in modulating nematode stress responses.
These results validate C. elegans TJ356 as a sensitive bioindicator model, capable of
detecting physiological and cytotoxic alterations resulting from exposure to environmental
bacteria. This approach supports the development of complementary ecotoxicological
monitoring tools for water sources, contributing to a more comprehensive assessment of
environmental and public health risks. Incorporating biological models such as C. elegans
into monitoring programs could strengthen decision-making processes for the sustainable

management of water resources.

Keywords: Bacteria, Pollution, Ecotoxicity, C. elegans, TJ356, Alto Ubaté River
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1. Introduccion

1.1 Planteamiento del problema

La contaminacién del agua se considera una crisis global que pone en riesgo la salud
humana, animal y ambiental, comprometiendo las fuentes de agua potable. Segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los rios y océanos reciben grandes cantidades
de contaminantes, algunos derivados de actividades antropogénicas, que amenazan la
vida. En 2022 se estimé que mas de 1.700 millones de personas consumian agua de
fuentes contaminadas, lo que representa un riesgo significativo debido a la presencia de
microorganismos patégenos, especialmente en paises en desarrollo que carecen de

infraestructura adecuada para el tratamiento de aguas (1).

En Colombia, la contaminacion del agua es una creciente problematica medioambiental
debido a las actividades antropogénicas. Segun la Comision de Regulacion de Agua
Potable y Saneamiento, en el 2024 mas de 13 millones de colombianos no tiene agua
apta para el consumo humano, lo que representa graves implicaciones para la calidad
de vida (2).

El deterioro del recurso hidrico es evidente en varias regiones del pais incluyendo el Rio
Alto Ubaté en Cundinamarca, con una extension de 32 kilometros, abastece a varias
comunidades de la region y se ve gravemente afectado por actividades agricolas,
ganaderas, mineras e industriales que contribuyen a su contaminacion (3). Al respecto,
la Resolucién 3462 de 2009 de la Corporacion Autonoma Regional de Cundinamarca
(CAR) establece los objetivos de calidad del agua del Rio Ubaté para el afio 2020, y
define los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos que el agua debe cumplir para

diversos usos, incluyendo el consumo humano (4).

Un informe de la CAR seccional Ubaté reveld que, entre 2010 y 2019, los niveles de
coliformes totales en el agua del Rio Alto Ubaté solo cumplieron con los estandares en
un 49,3% de las mediciones, lo cual es critico en comparacioén con otros parametros
fisicoquimicos analizados (3). Estos indicadores microbiolégicos representan un riesgo

significativo para la salud publica, de acuerdo con la Resolucién 2115 de 2007 del
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Ministerio de Salud, qué establece los pardmetros que debe cumplir el agua para
considerarse apta para el consumo humano (5).

La CAR extendio el periodo para alcanzar los objetivos de calidad del Rio Ubaté mediante
la Resolucién No. 20207101153 del 30 de diciembre de 2020. Esta prorroga busca
facilitar la formulacion y simulacién de escenarios que apoyen la toma de decisiones en

la definiciébn de metas de carga contaminante para el periodo 2023-2027 (6).

En este contexto, el monitoreo de la calidad del agua es fundamental para prevenir los
riesgos asociados al consumo de agua contaminada. Sin embargo, la determinacion
peridédica de todos los microorganismos involucrados en la evaluacion de la calidad
hidrica resulta desafiante debido a la complejidad y los costos de los métodos requeridos
para el analisis (7). Ademas, la falta de informacion sobre la presencia de bacterias
patdgenas y su impacto en los organismos vivos representa un reto significativo tanto
parala salud humana como para los ecosistemas acuaticos que dependen de esta fuente

de agua (8).

De este modo, el nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) ha demostrado ser un
bioindicador ecotoxicologico ideal para abordar esta brecha. En particular, la cepa
transgénica TJ356, altamente sensible a contaminantes, puede proporcionar datos
valiosos sobre los efectos de las bacterias presentes en el agua del Rio Ubaté. Este
modelo permite estudiar la activacion de genes relacionados con el estrés celular, asi

como cambios fenotipicos en la reproduccion y longevidad (8).

Pregunta problema

¢,Cudles son los efectos de la contaminacion bacteriana del Rio Alto Ubaté en las
respuestas bioldgicas al estrés celular y en las caracteristicas fenotipicas de la cepa

transgénica TJ356 de C. elegans como modelo bioindicador?
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1.2 Justificacion

En el afio 2024, segun el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF),
sefialo que en Colombia existen aproximadamente 95 municipios que carecen de acceso
a agua potable, lo que representa un riesgo significativo para la salud y el bienestar de
sus habitantes (9). De acuerdo con el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) nimero
6 de la Agenda 2030, "Agua Limpia y Saneamiento”, se busca mejorar la calidad del
agua, su tratamiento y educar a las comunidades sobre el cuidado del recurso hidrico.
Esta necesidad se ve intensificada por la creciente concentracion de personas en zonas
urbanas y el aumento en la demanda de servicios publicos como agua, saneamiento y

alcantarillado (3,10).

En este contexto, es fundamental determinar si el agua del Rio Ubaté, utilizada para
distintos fines como el consumo humano y domestico, la agricultura, la ganaderia,
actividades recreativas e industriales en la poblacion de Ubaté, contiene bacterias
potencialmente patdgenas. El uso de C. elegans como modelo experimental permite
evaluar los efectos que estas bacterias podrian tener, proporcionando informacion
valiosa mediante su toxicidad, convirtiéndolo en un bioindicador apropiado para evaluar
la calidad del agua y predecir impactos en organismos superiores debido a su similitud

genética (8,11).

Este estudio busca implementar un método para investigar el impacto de bacterias
patdgenas presentes en el agua cruda que posteriormente al tratamiento sera destinada
al consumo humano. Los resultados permitiran ampliar el conocimiento en el campo de
la ecotoxicologia y posteriormente en la salud publica a través de politicas para asegurar
la calidad del agua del Rio Ubaté. Lo anterior, para garantizar la seguridad del recurso
hidrico destinado no solo al consumo humano, sino también a usos industriales,

ganaderos y recreativos, asi como la proteccion de este ecosistema.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de bacterias potencialmente patégenas presentes en el Rio Alto

Ubaté sobre la cepa transgénica TJ356 de C. elegans como bioindicador

2.2 Objetivos especificos

e Identificar las bacterias cultivables potencialmente patégenas en el agua del Rio
Alto Ubaté.

e Medir los efectos fisioldgicos y citotoxicos observados en el modelo C. elegans
después de la exposicion a las bacterias identificadas en el Rio Alto Ubaté.
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3. Marco conceptual y generalidades

3.1 Ecotoxicidad y bioindicadores

El constante crecimiento poblacional y la urbanizacién han contribuido significativamente
a la contaminacién ambiental. La mayor generacién de residuos sin una gestién
adecuada, el uso creciente de productos quimicos como pesticidas y fertilizantes, y la
expansion urbana han provocado la contaminacion de los recursos hidricos, el aire y el
suelo, debido a la acumulacion de sustancias toxicas que afectan negativamente a los

ecosistemas y los organismos que dependen de ellos (11, 12).

En particular, los ecosistemas acuaticos se ven cada vez mas afectados por las
actividades antropogénicas, lo que lleva a la contaminacion de los recursos hidricos y
promueve la proliferacion de microorganismos, incluidas bacterias, que pueden tener
efectos adversos en los organismos que habitan estos entornos, entre ellos, los seres
humanos (1,13).

La ecotoxicologia es la disciplina que estudia los efectos nocivos de los contaminantes
guimicos, fisicos y biologicos sobre los organismos vivos y los ecosistemas. En este
contexto, la contaminacién bioldgica del agua, en particular la de origen bacteriano, es
de gran importancia debido a su relevancia sanitaria y ambiental. En Colombia, el analisis
microbiolégico del agua destinada para el consumo humano, segun lo reglamentado en
la Resolucion 2115 de 2007 del Ministerio de Salud y Proteccion Social, tiene como
objetivo evaluar la presencia, ausencia, tipo y cantidad de microorganismos (5). Este
proceso es esencial para garantizar que el agua sea apta para el consumo y no

represente un riesgo para la salud publica.

Existen dos indicadores bioldgicos, principales de contaminacion microbioldgica en el
agua para consumo humano: los coliformes totales y E. coli, que es un parametro clave
para detectar la presencia de materia fecal en el agua. Para considerar una fuente apta
para el consumo, se deben realizar una serie de operaciones que modifiquen sus
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas, de modo que no se detecte la

presencia de estos indicadores biolégicos (5).
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Ademas, el agua no debe tener quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium; en
caso de encontrarse, las autoridades competentes deben tomar las medidas
correspondientes. Cabe destacar que la normativa colombiana no contempla la
determinacién de virus ni fagos en el diagndstico, seguimiento y control de la calidad del
agua destinada para el consumo humano (5).

Frente a estas limitaciones, ademas de los métodos convencionales de analisis
microbioldgico, el uso de bioindicadores ecotoxicol6gicos, como la cepa transgénica
TJ356 de C. elegans, se presenta como una herramienta eficaz para evaluar los efectos
de la contaminacién bacteriana en los ecosistemas acuaticos. Desde el afio 2007, se han
estandarizado ensayos de toxicidad empleando C. elegans como un bioindicador
sencillo, rapido y preciso para detectar alteraciones fisiologicas y genéticas, lo que lo
convierte en un modelo ideal para monitorear los efectos de los contaminantes en
ambientes acuaticos y establecer estrategias de manejo sostenible para este recurso
hidrico. (13,14).

Los estudios de toxicidad se centran en la evaluacion de vias metabdlicas y de
sefalizacion especificas, que permiten visualizar el comportamiento y los fenotipos que
adopta el nematodo en respuesta a las condiciones externas, reaccionando a una serie
de factores ambientales estresantes, incluidos los contaminantes quimicos y biolégicos,
asi como las fluctuaciones fisicas (14). Por ejemplo, durante la temporada de lluvias, el
arrastre de contaminantes es mayor, lo que provoca perturbaciones en las comunidades
bacterianas y en el material particulado suspendido, lo que puede influir en los efectos
toxicos observados (15). Es por esta razon que la relacion espacio-temporal en estos

estudios es crucial, ya que permite entender las dindmicas de los sistemas ecoldgicos.

Por esta razon, este modelo bioldgico ha sido propuesto para evaluar la bioseguridad de
muestras hidricas y aunque muchos contaminantes estan presentes en bajas
concentraciones, especialmente en el agua destinada para consumo humano, es
importante desarrollar nuevas herramientas bioanaliticas que permitan detectar mas

facilmente los efectos toxicos. (11,16).
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3.2 Caenorhabditis elegans (C. elegans)

3.2.1 Generalidades de C. elegans

C. elegans es un nematodo de vida libre con un ciclo de vida rapido de aproximadamente
tres dias en condiciones 6ptimas y una vida util promedio de tres semanas en estado
adulto, alcanzando un tamano aproximado de 1 mm, lo que es ideal para su reproduccién
y desarrollo bioldgico (14). Sus cualidades para el analisis en laboratorio incluyen su facil
cultivo en placas de agar, alimentdndose de cepas estandar no patégenas de E. coli -
OP50. Ademas, presenta dos sexos, macho y hermafrodita, permitiendo que un solo
individuo hermafrodita establezca una nueva poblacién. Su locomocién resulta de la
combinacién de anatomia muscular, coordinacién neuroldgica e interacciéon con el

entorno, moviéndose mediante contracciones musculares a lo largo de su cuerpo (17).

El uso de C. elegans se ha extendido a diversas areas de investigacion, como el estudio
de mecanismos moleculares involucrados en la respuesta al estrés ambiental, incluyendo
la contaminacion bacteriana, gracias a su ciclo de vida corto y a que su genoma ha sido
completamente secuenciado (18). Su cultivo sencillo y caracteristicas reproductivas lo

convierten en una herramienta crucial para estudios ecotoxicolégicos (19, 20).

Ademas, estudios recientes han mostrado que C. elegans puede servir como hospedero
natural para algunos microorganismos que habitan en entornos ambientales (21). Dichas
investigaciones han revelado la necesidad de realizar un analisis integral avanzado que
incluya tanto parametros quimicos como biologicos; ya que, se ha observado que la
exposicion a efluentes industriales puede alterar la reproduccion y otras funciones
biologicas del nematodo, dependiendo del tipo de contaminante ambiental al que se
expone (22,23).

Por otro lado, se estima que una gran cantidad de proteinas son similares a las humanas;
por lo tanto, se cree que, a pesar de la gran distancia evolutiva entre los nematodos y los
seres humanos, se propone como un modelo animal significativo para el estudio de
numerosos procesos patologicos. Ademas, C. elegans es susceptible a un analisis
genético relativamente sencillo en comparacion con otros modelos vertebrados que no
ofrecen métodos genéticos sofisticados que permitan un estudio detallado para la

investigacion de enfermedades (24,25).
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La facilidad de manipulacion genética asociada a este modelo ha contribuido al estudio
de enfermedades neurodegenerativas, mecanismos de muerte celular programada,
desarrollo y envejecimiento en muchos organismos, incluidos los humanos, debido a la
homologia de un porcentaje significativo de genes. Se estima que el genoma del
nematodo contiene alrededor de 20.000 genes, similar al de los mamiferos (19). Por lo
tanto, C. elegans sigue siendo importante para identificar reguladores transcripcionales,
mecanismos celulares y modificaciones epigenéticas asociadas con caracteristicas

fisiologicas y resistencia al estrés (26).

Debido a que C. elegans posee vias de sefializacion evolutivamente bien conservadas,
es una alternativa para estudiar factores clave en la prevencién y tratamiento de
enfermedades degenerativas asociadas con la edad, buscando contrarrestar dafios o
desarrollar terapias que retrasan la senescencia (20,27). Su simplicidad y facilidad
experimental también lo han convertido en un modelo adecuado para comprender la
formacion de conexiones neuronales del sistema nervioso, contribuyendo a la
comprension del funcionamiento cerebral en organismos mas complejos, incluido el
humano (28). Adicionalmente, como bioindicador ecotoxicoldgico, se ha empleado para
evaluar la respuesta celular ante la exposicion a contaminantes ambientales

potencialmente toxicos y nocivos para la salud humana y medioambiental (12).

3.2.2 Ciclo de vida de C. elegans

En ambientes silvestres, C. elegans crece y se alimenta en entornos ricos en materia
organica con abundantes nutrientes y microorganismos (19). Cuando las fuentes de
alimento se agotan y la temperatura es desfavorable, la densidad poblacional cambia y
el nematodo entra en un estado de diapausa conocido como larva dauer, dispersandose
por el suelo o uniéndose a organismos mas grandes. Esta etapa larvaria le permite
sobrevivir en condiciones adversas y modular su longevidad, metabolismo y respuesta

al estrés oxidativo (14, 29).

Las larvas dauer se diferencian de las larvas reproductivas en desarrollo por tener una
Unica cuticula, cuerpo estrecho, mayores reservas de lipidos y alteraciones metabdlicas

(30, 31). Aunque esta etapa permite la supervivencia en condiciones adversas, es
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perjudicial para el desarrollo y la reproduccion, ya que reemplaza la etapa normal crucial
para el desarrollo de érganos reproductivos (32). El estado dauer esta regulado por la
via de sefalizacion insulina/IGF-1, que desempefia un papel importante en el
metabolismo, crecimiento y desarrollo en multiples organismos, desde C. elegans hasta
los seres humanos. Esta via, bien conservada y estudiada exhaustivamente, es
fundamental en la esperanza de vida y resistencia al estrés (33). La plasticidad en el
desarrollo es esencial para la longevidad, y la larva dauer en C. elegans es un ejemplo

de ello.

En condiciones normales, el ciclo de vida del nematodo dura aproximadamente 21 dias,
comenzando con la fertilizacion del huevo, seguido de la eclosiéon y cuatro estadios
larvarios (L1, L2, L3, L4) hasta convertirse en adulto (17). El adulto pone un huevo
aproximadamente 2 horas después de la fertilizacion. Como se muestra en la Figura 1,
la fase embrionaria dura de 12 a 14 horas y se convierte en larva L1 (aproximadamente
250 ym); tras 12 horas, muda a larva L2 (360-380 um); después de 8 horas, se
transforma en L3 (490-510 um); tras otras 8 horas, pasa a L4 (620-650 um); y finalmente,
después de 10-18 horas, alcanza la forma adulta (1110-1150 pm) (17).

Generalmente, el hermafrodita adulto comienza a poner huevos 12 horas despues.
Cuando las condiciones son desfavorables (hacinamiento, mala alimentacion), la larva
L1 entra en estado dauer, siendo mas delgada y oscura debido a una cuticula mas
resistente, y puede durar meses antes de convertirse en L4, omitiendo el estadio L2y L3

cuando las condiciones mejoran (17,24).

Durante este proceso, la via de sefializacion insulina/IGF-1 responde a las condiciones
ambientales, permitiendo la activacion o expresion de factores cruciales para el
desarrollo normal del nematodo o, en condiciones desfavorables, promoviendo la

formacion de la larva dauer (24).
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Figura 1. Ciclo de vida de C. elegans. El ciclo incluye las fases de huevo, cuatro estadios larvarios (L1 a
L4) y adulto. Bajo condiciones adversas, las larvas pueden entrar en un estado de resistencia conocido
como larva dauer, que les permite sobrevivir hasta que las condiciones mejoren. Tomado y modificado de
@an.

3.2.3 Desarrollo embrionario de C. elegans

El desarrollo de C. elegans comienza con la fertilizacién y formacion del cigoto, que inicia
su division celular y, al avanzar, se diferencia en varias células precursoras. Después de
la eclosion, el nematodo pasa por cuatro estadios larvarios antes de convertirse en adulto
(17). Cuando el huevo es fertilizado, se forman dos lineas celulares principales: AB, que
da lugar a las células del ectodermo, incluidas neuronas y epidermis; y P1, que se divide
en P2, la célula progenitora de la linea germinal, y EMS, que origina las células del
mesodermo y endodermo, incluyendo intestino y musculos. P2 se divide en P3 (que se
divide para formar P4 y D) y en C (que forma musculos y neuronas). Finalmente, P4 es
la célula fundadora de la linea germinal; se divide y da lugar a Z2 y Z3, quienes migran

hacia las regiones donde se desarrollaran las génadas (17).

En los organismos hermafroditas de C. elegans, las células germinales se distribuyen en

dos gobnadas, cada una con su propia linea germinal. Primero se producen
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espermatozoides durante la etapa L4 y, una vez maduros, se desarrollan los ovocitos
(Figura 2). Por otro lado, en los machos, las células germinales se encuentran en una
Unica génada donde se producen continuamente espermatozoides (30).

Figura 2. Morfologia de la linea germinal de hermafroditas L4 en C. elegans N2 por microscopia de
interferencia diferencial. (A) Region espermateca rodeada de embriones en desarrollo nativo (B) Region
vulvar rodeada de embriones en desarrollo (C) Primer plano del brazo gonadal distal. (D) Primer plano del
brazo gonadal proximal. Cut = cuticula, DG = génada distal, E = évulo, Int = intestino, PG = g6nada

proximal, SP = espermateca, Vul = vulva. Tomado y modificado de (30).

3.2.4 Anatomia de C. elegans

El modelo C. elegans posee un pseudoceloma caracteristico de los nematodos, que
proporciona espacio para los érganos y le da forma al animal, ademas de una epidermis
gue protege sus sistemas corporales. Se han estudiado bien tres sistemas en este

modelo animal: el reproductivo, digestivo y nervioso (34).

En el sistema reproductor de los nematodos hermafroditas, que son autofecundantes,

poseen dos gonadas en forma de "U" que incluyen un ovario, la espermateca
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(receptaculo seminal), el oviducto y el Gtero. Inicialmente, se producen espermatozoides
gue se almacenan en la espermateca; posteriormente, las génadas cambian para
producir ovocitos. Los espermatozoides almacenados fecundan los ovocitos a medida
gue pasan por la espermateca (30, 35). Los huevos fertilizados se desarrollan en el Gtero,
y cada hermafrodita puede producir entre 300 y 350 huevos en un ciclo reproductivo de
aproximadamente 3,5 dias a temperatura ambiente, resultando en progenie

completamente hermafrodita.

Los machos son menos frecuentes y suelen ser de menor tamafio que los hermafroditas.
Cuando ambos sexos se aparean, se obtiene una progenie mixta que produce alrededor
de 1.000 huevos (35, 36). En los machos, la génada tiene forma de "J" e incluye testiculos
donde se producen los espermatozoides, un conducto deferente que los transporta hacia
la cloaca, una vesicula seminal que almacena los espermatozoides maduros hasta el
momento de la copulacion y espiculas copulatorias que ayudan a transferir los

espermatozoides a los hermafroditas (35).

La reproduccion sexual implica el proceso de meiosis que comienza durante el desarrollo
de la etapa larvaria L4; los hermafroditas bien alimentados producen aproximadamente
150 espermatozoides en sus gonadas (31). Posteriormente, cambian irreversiblemente
a la ovogénesis, y la produccion de la linea germinal continda durante toda la vida adulta.
La produccion de células germinales depende de la disponibilidad de nutrientes y de los
factores ambientales; estas células se originan durante el desarrollo embrionario y se

diferencian en 6vulos y espermatozoides (31, 35).

El sistema digestivo de C. elegans es simple y le permite alimentarse y digerir su comida,
gue son especialmente bacterias. Consta de la boca, donde ingresan las bacterias; la
faringe, donde son trituradas; el intestino, donde se absorben los nutrientes; y finalmente,
los productos de desecho son compactados en el recto y excretados a través del ano
(35). Por ultimo, el sistema nervioso del nematodo consta de 302 neuronas en el
hermafrodita adulto. Posee un ganglio cefalico alrededor de la faringe que contiene una
gran cantidad de neuronas. Los cordones nerviosos ventral, dorsal y lateral permiten la
conectividad neuronal. Ademas, cuenta con neuronas sensoriales distribuidas a lo largo

del cuerpo, encargadas de detectar estimulos ambientales. Las neuronas motoras
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controlan la contraccion muscular y el movimiento. La integracion de sefiales se realiza
mediante interneuronas que conectan las neuronas sensoriales y motoras, facilitando la

comunicacion (35, 37).

3.3 Cepas transgénicas de C. elegans

El avance en las investigaciones ha permitido explorar el campo de la epigenética
ambiental, y C. elegans se ha consolidado como un modelo apto para evidenciar
procesos epigenéticos en tiempo real. En este ambito, la experimentacion con cepas
transgénicas del nematodo es cada vez es mas frecuente. Estas cepas consisten en la
insercion de uno o mas genes 0 secuencias especificas de material genético, que

permiten a C. elegans expresar nuevas caracteristicas fenotipicas (14, 38).

Los nematodos transgénicos resultan valiosos en estudios ambientales por su facilidad
de manejo y la posibilidad de visualizar in vivo la expresion génicay la activacion de rutas
de estrés frente a diversos contaminantes. Algunos transgénicos incorporan genes
reporteros, como GFP, que funcionan como marcadores para analizar el comportamiento
celular (39).

La versatilidad de C. elegans ha permitido evaluar la ecotoxicidad asociada a la
presencia de particulas finas atmosféricas, observandose efectos adversos
especialmente tras exposiciones agudas (23). Asimismo, se ha demostrado que el
material particulado atmosférico induce alteraciones fisiolégicas en el nematodo,

incrementando su susceptibilidad a infecciones por bacterias patogenas (12).

El modelo ha demostrado ser igualmente util en el estudio de la calidad del agua, ya que
permite predecir efectos toxicos de diversos contaminantes en organismos Vivos,
superando las limitaciones del monitoreo fisicoquimico convencional (8). En Colombia,
por ejemplo, este modelo se ha utilizado para evaluar la toxicidad de metales pesados
presentes en el rio Magdalena (40). De manera similar, un estudio realizado en China
empled cepas transgénicas con el reportero GFP para medir los efectos de bacterias en
una fuente hidrica, evidenciando especificidad en la respuesta téxica segun la cepa

bacteriana (16). Por otro lado, un analisis de parabenos cominmente encontrados en
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aguas superficiales y residuales report6 efectos toxicos en la cepa transgénica TJ356
(daf-16::GFP), evidenciando su sensibilidad a este tipo de contaminantes (40).

Estas cepas son Utiles para observar la expresion del gen de interés en diferentes partes
del nematodo y bajo ciertas condiciones; ademas, facilitan la deteccion de alteraciones
en el nematodo asociados a la exposicion a distintos contaminantes o sustancias (38,40).

3.3.1 Regulacién de DAF-16

El gen daf-2 codifica en C. elegans para un receptor DAF-2, similar al receptor del
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1R) en mamiferos. Estos péptidos son cruciales para
la regulacion metabdlica, el crecimiento y desarrollo en animales. Evolutivamente desde
los gusanos hasta los humanos, la via de sefalizacion de la insulina y del factor de
crecimiento similar a la insulina se han conservado a lo largo del tiempo, lo que permite
proponer a C. elegans como modelo para comprender la funcion de estos péptidos (41);
ademas, se ha identificado a daf-2 como modificador genético de la esperanza de vida,

el desarrollo, la reproduccion y la resistencia al estrés (26).

Es por este motivo que, las mutaciones de daf-2 en C. elegans han servido para
proporcionar una mayor esperanza de vida (42,43), y esto posiblemente tenga relaciéon
alguna con la resistencia que pueden adquirir frente a la colonizacion por bacterias
patdogenas que hayan sido consumidas; de este modo, llevaran una vida mas sana y

sobreviviran mas tiempo (44).

Ademas, se sabe que los gusanos adultos que presentan mutaciones en este gen tienen
una alta eficiencia metabdlica y por lo tanto su esperanza de vida aumenta
significativamente; de este modo, se cree que exista una relacion entre los genes
involucrados en procesos metabdlicos y fisiologicos importantes en C. elegans en

respuesta a condiciones ambientales y nutricionales (45).

El gen daf-2 ayuda en la regulacion del crecimiento reproductivo y el metabolismo en
respuesta a sefales tanto internas como externas, dicho gen codifica para un receptor
de tirosina quinasa similar a la insulina (DAF-2) y cuando las condiciones de crecimiento
son favorables un ligando de péptido similar a la insulina (DAF-28) se une y activa a este

receptor que transmite la sefial a través de una cascada de sefalizacion que resulta en
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la fosforilacion de DAF-16 impidiendo la translocacion al nucleo, como se observa en la
Figura 3 (46,47).

El gen daf-16 codifica para un factor de transcripcion similar FOXO en mamiferos que
regula la respuesta al estrés celular y es necesario para la formacion de larvas dauer,
asi como para el aumento en la esperanza de vida. (48,49) De esta manera, cuando
DAF-2 esta inactivo induce a DAF-16 para translocar a nucleo y, por lo tanto, expresar

genes que promueven el crecimiento, reproduccién, metabolismo y longevidad. (50,51)

Por otro lado, si hay una mutacion en el gen daf-2 o las condiciones ambientales no son
favorables, se reduce el activador de sefializacién lo que da como resultado una mayor
longevidad y resistencia al estrés oxidativo (15,50) debido a que, daf-16 esta activo y se
transloca al nucleo para promover cambios que mejoran la vitalidad y disminuyen los
efectos del envejecimiento. (47,48) Aunque esta mutacion casi duplica la esperanza de
vida del nematodo y no suelen tener mayor efecto en el desarrollo o la fertilidad, se
predice que el aumento en la expectativa de vida puede ser perjudicial para la aptitud
fisica. (52).

Por otro lado, las mutaciones en el gen daf-16 que esta regulado negativamente por DAF-
2, conlleva a una reduccién en la prolongacion de vida, menor resistencia al estrés,
apoptosis excesiva y alteraciones en el metabolismo que puede afectar el crecimiento y
la reproduccion (48). De esta manera, resulta importante el estudio de esta via de
sefalizacion para ofrecer indicaciones sobre la prevencion de la declinacion de las
capacidades cognitivas (53), patologias asociadas con el envejecimiento y efectos

adversos sobre la respuesta al bienestar general de C. elegans. (27)
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Figura 3. Regulacion de DAF-16 en C. elegans. A la izquierda, en condiciones 6ptimas el receptor DAF-2
activo se une a un péptido similar a la insulina (ILPs) en este caso DAF-28 y activa una cascada de
sefializacion. La fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K) es activada y convierte a los fosfolipidos fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2) en fosfatidilinositol 3,4,5- trifosfato (PIP3) en membrana, este Ultimo, junto con una
guinasa (PDK) permite la fosforilacion y activacion de la proteina quinasa B (AKT) que a su vez fosforila a
DAF-16 que previene la translocacion a nucleo. A la derecha bajo condiciones desfavorables la cascada
no se activa y DAF-16 no se fosforila lo que resulta en la translocacion de DAF-16 al ndcleo para la

activacion de la transcripcion de genes. Tomado y modificado de (54).

3.3.2 Cepa transgénica TJ356

La cepa transgénica C. elegans TJ356 que fusiona la proteina GFP a DAF-16 tiene
integrada la construccion zls 356 [daf-16p::.daf-16a/b::GFP + rol-6(sul006)] en su
genoma mediante irradiacion gamma extracromosomal (Ex daf-16::GFP) y permite
observar a fondo el papel del gen daf-16 en respuesta al estrés celular y asi, obtener de
manera concisa el posible efecto de las bacterias que pueden estar presentes en

muestras de agua (40,49).

La cepa transgénica TJ356 de C. elegans es relevante para el estudio de la biologia del
envejecimiento y la influencia de factores ambientales en su biologia. Posee un gen

reportero GFP fusionado al gen daf-16, el cual permite la visualizacion exacta de la
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localizaciéon de DAF-16 en las células del nematodo (DAF-16::GFP) (49,55). Ademas, se
suele incluir un marcador de movimiento rol-6 que facilita la identificacion del modelo

animal bajo el microscopio mediante un desplazamiento lento y de rodadura. (40,49).

Esta fusion permite una rapida localizacion nuclear de DAF-16 cuando las condiciones
ambientales no son favorables, por el contrario, cuando éstas mejoran, DAF-2 inhibe la
entrada de DAF-16 al nucleo y por ende, permanece en citoplasma. Ademas, se ha
demostrado que las cepas transgénicas crecen y se reproducen mas lentamente que las
cepas silvestres; por lo tanto, viven mas tiempo. En consecuencia, DAF-16 es una
respuesta adaptativa a un entorno cambiante (49).

De este modo, DAF-16::GFP permite entender la biologia del envejecimiento, la
longevidad y la respuesta al estrés en respuesta a condiciones ambientales como, calor,
falta de nutrientes y estrés oxidativo. DAF-16::GFP es visible por primera vez en
embriones tardios antes de la eclosion y permanece durante toda la vida del nematodo;
asimismo, se ha demostrado que se expresa en la mayoria de las células del nematodo
y por tal razon, es visible especialmente en células neuronales, pero no en células

faringeas (49).

De igual forma, éste transgénico es mas resistentes al estrés oxidativo en comparacion
con C. elegans N2 (tipo silvestre) debido a que, este proceso suele resolverse mediante
enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa-3 (SOD-3) en donde su expresion
esta regulada positivamente por DAF-16 (55). Por lo tanto, se cree que las fluctuaciones
en la actividad de DAF-16 (involucrada en longevidad y respuesta al estrés) influyen en

la vida util del nematodo (56).

3.3.3 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la generacion de especies
reactivas de oxigeno y la capacidad del organismo para la neutralizacion por medio de
métodos antioxidantes. Las ROS pueden dafiar componentes celulares como lipidos,

proteinas y material genético debido a su potencial oxidativo. Diversos estudios han
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demostrado que tanto sustancias quimicas como contaminantes biol6gicos son capaces

de inducir estrés oxidativo en el bioindicador ecotoxicolégico (12).

Por ejemplo, una investigacion realizada en 2018 evalué la calidad del agua superficial
de un embalse en China, donde se encontr6 que C. elegans experimentd alteraciones
en su esperanza de vida, locomocion, longitud corporal y en la produccién de ROS debido
a la toxicidad de las muestras de agua recolectadas (15). Estos resultados sugieren que
C. elegans es un modelo efectivo para la evaluacién toxicolégica de muestras
ambientales, proporcionando informacién valiosa sobre los efectos del estrés oxidativo

inducido por diferentes contaminantes.

Del mismo modo, ciertos contaminantes ambientales pueden influir en la sefializacion de
muerte celular en el nematodo mediante la produccion de ROS y alteracion de vias clave

en la regulacion de la expresion de genes involucrados en la supervivencia celular (57).

3.4 Interaccion bacteria- hospedero

C. elegans al igual que el modelo D. melanogaster resulta ideal para el analisis
experimental de las interacciones hospedero-microbio, fundamentalmente para
patdgenos bacterianos, fungicos e incluso virales (58). Debido a que el microbioma
saludable de C. elegans es necesario para su fisiologia, extension de vida, resistencia al
estrés ante factores bidticos como abidticos, quimiotaxis, crecimiento, fecundidad y
comportamiento, se resalta su utilidad como organismo modelo para las investigaciones

relacionadas con el microbioma (59).

Por un lado, en el medio ambiente el nematodo contiene una variedad de especies
microbianas, y por otro lado, en el laboratorio suele ser hospedero para una sola especie,
lo que ha permitido visualizar el efecto de diferentes bacterias, abordando a cada una de
ellas de forma independiente (59). En el ambiente establece una fuerte asociacion
especialmente por las bacterias Gram negativas que son fuertes competidoras tanto en
el ecosistema, donde pueden ser colonizadoras de la fruta descompuesta, como dentro
del nematodo (58).
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C. elegans ha desarrollado multiples mecanismos que le permiten detectar metabolitos
microbianos presentes en el medio ambiente, facilitando la discriminacion entre especies
bacterianas que sirven como fuente de alimento o aquellas que son patégenas y este
proceso de identificacion es crucial para su supervivencia, ya que le permite priorizar

fuentes de nutrientes y evitar organismos que puedan causarle dafo (33).

Ademas, se ha demostrado que tanto patégenos con amplia gama de hospederos como
los que tienen uno en especifico, tienen la capacidad de infectar a C. elegans. (60) Sin
embargo, el nematodo cuenta con mecanismos neuronales y respuestas a estimulos que
le permiten evitar ciertos patdégenos mediante la seleccidn natural, algo favorable; ya que
le brinda una proteccién integral y adaptativa (61).

En este contexto, se ha demostrado que el nematodo C. elegans es un modelo
prometedor para la investigacion de patdégenos como Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) (62) y otros agentes microbianos con especificidad de hospedero, cuya
infectividad se restringe a ciertos anfitriones en la naturaleza. Esta capacidad de
interaccién con diversos patdgenos lo convierte en una herramienta invaluable para

estudiar la patogénesis y los mecanismos de infeccion.

Debido a que, la nutricién es probablemente el factor mas influyente en el crecimiento,
desarrollo, reproduccion, metabolismo, resistencia al estrés y longevidad; muchos
microorganismos participan en el procesamiento de nutrientes, algunas en una relacion
simbidtica con su hospedador; otras, actuando como patégenas y, por lo tanto, dafiando
su fisiologia (63). C. elegans es particularmente atil para estudiar como estas
interacciones microbianas afectan la biologia del hospedador, ofreciendo una vision

Unica sobre las relaciones microorganismo-hospedador.

Un ejemplo claro de este tipo de interaccion es el patdgeno Salmonella typhimurium (S.
typhimurium) es capaz de infectar y matar a C. elegans, acortando su tiempo de vida Uutil,
lo que demuestra que es un modelo util para el estudio de patégenos humanos relevantes
(64). Adicionalmente, se ha sefialado que la manipulacion genética del nematodo permite

un analisis detallado de la interaccion hospedero-patégeno (25,65)

C. elegans se ha propuesto como una buena alternativa para la compresién de las

complejas interacciones entre el hospedador y los microbios, incluyendo los patégenos
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humanos. Este modelo ofrece ventajas sobre otros organismos cominmente utilizados,
como los modelos murinos, que estan limitados por altos costos y restricciones en la

realizacion de ensayos de alto rendimiento (16,59).

Adicionalmente, C. elegans ha sido utilizado para visualizar cambios en la expresion de
genes y las vias metabdlicas que tienen gran impacto en el estrés, inmunidad y
envejecimiento del hospedero cuando entran en contacto con ciertos microbios. Sin
embargo, la genética de éste puede influir significativamente en el perfil de expresion de
las bacterias, lo que agrega un nivel de complejidad al estudio de estas interacciones
(66). A pesar de ello, el nematodo sigue siendo un modelo extremadamente valioso para
investigar los potenciales efectos de los patégenos.

3.5 Cuenca Rio Alto Suarez

Villa de San Diego de Ubaté es un municipio ubicado a 95 kildmetros al nororiente de la
capital del pais y al 2019 se estima una poblacion de aproximadamente 45.000
habitantes. El Rio Ubaté, ubicado en Cundinamarca pertenece a la cuenca hidrografica
Rio Alto Suarez, con un area de 176.840.094 hectareas (Ha) y donde se involucran 18

municipios ubicados entre Cundinamarca y Boyaca (67).

La cuenca del Rio Ubaté atraviesa municipios como Lenguazaque, Ubaté, Sutatausa y
Carmen de Carupa, en donde se lleva a cabo una intensa actividad agricola, ganadera,
minera e industrial, especialmente lactea, que son las principales responsables de la
calidad del agua (67). El rio, que abastece a municipios y veredas adyacentes, también
recibe descargas de aguas industriales y domésticas, ademas de la afluencia de los rios

Suta y Lenguazaque (67).

Como se muestra en la Figura 4, la cuenca tiene diferentes puntos de drenaje hacia los
principales rios en los que se destaca el Rio Alto Suarez, Rio Alto Ubaté y Rio bajo
Ubaté-Fuquene (68).
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Figura 4. Mapa de drenaje de la Cuenca del Rio Alto Suarez. Cuenca hidrogréfica Rio Alto Suarez que
comprende Rio Alto Suérez, Rio Bajo Ubaté-Fuquene y Rio Alto Ubaté, abarca un area aproximada de
176.840,094 Ha y la comprende 18 municipios distribuidos en los departamentos de Cundinamarca y
Boyaca. La cuenca involucra en su totalidad los municipios de Carmen de Carupa, Chiquinquird,
Cucunubd, Fuquene, Guacheta, Lenguazaque, Saboya, Raquira, San Miguel de Sema, Simijaca,
Sutatausa, Susa, y Ubaté. Por otro lado, se cuentan con cuatro sistemas l6ticos principales que son el Rio

Ubaté, Chiquinquira, Suarez y Simijaca. Tomado de (68).

Para la poblacién de Ubaté, la fuente de captacion es en el Rio Alto Ubaté en el sector
El Guacal Via Carmen de Carupa. La planta de tratamiento de agua potable convencional
tiene una capacidad de 48 litros por segundo (Ips) y las aguas residuales domésticas
corresponden a 35 Ips. Los usos del recurso hidrico actualmente son para
abastecimiento de areas rurales y urbanas, riego agricola, abrevadero. La cuenca,

ademas cuenta con una actividad secundaria minera (69).
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Los principales factores que provocan impactos ambientales son el vertimiento de aguas
residuales domésticas, efluentes hospitalarios de Carmen de Carupa sin previo
tratamiento, descargas de residuos provenientes de industria minera y lactea en areas

rurales (69).

La CAR tiene programas de monitoreo de la calidad del agua que se han ajustado segun
las necesidades encontradas en el monitoreo y andlisis de resultados obtenidos. La
temporalidad del monitoreo se establece segun las lluvias presentadas en los diferentes
meses del afio; de este modo, se abarcan tanto periodos lluviosos como secos. El
analisis comprende estudios bacteriolégicos y fisicoquimicos; ademas del registro de
material flotante (3).

Del mismo modo, se ha realizado monitoreo del recurso hidrico de la cuenca del Rio Alto
Suarez, que comprende el Rio Ubaté y Rio Suéarez, con el fin de crear estrategias para
proteger los recursos naturales y reducir las probleméticas ambientales derivadas de la

presion antropogénica actual y futura (69).

Segun la Resolucion 3462 de 2009 la CAR definié clases que consideran los diferentes
tipos de usos del agua segun la idoneidad del recurso hidrico: “Clase I: Valores de los
usos de agua para consumo humano y doméstico con tratamiento convencional,
preservacion de flora y fauna, uso agricola, uso pecuario y recreativo. Clase Il: Valores
de los usos del agua para consumo humano y doméstico con tratamiento convencional,

uso agricola con restricciones y uso pecuario e industrial (3,4).

Por otro lado, la Clase lll: Valores asignados a la calidad de los lagos, lagunas,
humedales y demas cuerpos lénticos de aguas ubicados dentro de la cuenca del Rio
Ubaté-Suarez. Clase IV: Valores a los usos agricolas con restricciones, pecuario e
industrial” (3,4). De esta manera, la Figura 5 ilustra la ubicacion de vertimientos de aguas

residuales en la cuenca del Rio Alto Suéarez.

El Rio Ubaté, en el tramo comprendido entre la estacion limnimétrica y la confluencia con
el Rio Suta, junto con sus afluentes, se clasifica como Clase Il. Desde la union con el Rio
Suta hasta la confluencia con el Rio Lenguazaque, el Rio pertenece a la Clase IV.
Finalmente, el curso bajo del Rio Ubaté, hasta su desembocadura en la laguna de

Fuquene, asi como sus afluentes, también corresponde a la Clase 1V (68).
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Figura 5. Ubicaciones de vertimiento de aguas residuales en la cuenca Rio Alto Suarez. Segun las clases
de los objetivos de calidad del Rio Ubaté en determinadas ubicaciones corresponde a clase Il y clase V.
Tomado de (68)

Para asegurar la calidad del agua que consumen la poblacién ubatense, la empresa de
servicios publicos del municipio cuenta con un laboratorio que se encarga del analisis
con medicién de los parametros de la calidad del agua establecidos en la Resolucion
2125 de 2007 del Ministerio de Salud y Proteccion Social. Dichos analisis se aplican al
agua cruda captada del Rio Ubaté, al agua tratada en la planta de tratamiento y los
puntos de la red de distribucion pactados con la secretaria de salud, con el objetivo de
brindar agua apta para el consumo humano segtn el indice de Riesgo de la Calidad del
Agua (IRCA) (3,4)
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4. Materiales y métodos

El presente trabajo corresponde a un estudio experimental, de tipo cuantitativo y
analitico. Los procedimientos y técnicas para el manejo del nematodo fueron realizados
segun lo estandarizado en el semillero de investigacion de Biotecnologia y Genética de

la UCMC y por referencias bibliograficas adecuadas a los diferentes ensayos.

4.1 Identificacion de las bacterias cultivables potencialmente
patégenas en el agua del Rio Alto Ubaté

4.1.1. Ubicacion de sitio de muestreo y recoleccién de la muestra de agua

Para la determinacion del punto de muestreo en el Rio Ubaté, se consideraron variables
geograficas como el uso del suelo circundante, la accesibilidad e influencia de otros
afluentes, asi como variables antropogénicas, entre ellas el nivel de urbanizacion, la
presion recreativa, las construcciones hidraulicas, la extraccion de agua para riego,
consumo, uso industrial y ganadero, las actividades agropecuarias y las descargas de

aguas residuales, segun lo recomendado por Gagneten et al. (70, 71)

Una vez elegido el punto de muestreo, se recolectaron muestras de agua en recipientes
estériles y bajo las condiciones adecuadas para evitar contaminacion exogena segun el
Instructivo de Toma y Preservacion de Muestras de Agua Superficial del IDEAM vy el
Instructivo de Recoleccion Muestras de Agua de CORNARE (72,73).

Para los andlisis microbiolégicos se recolectaron cuatro muestras puntuales en
recipientes de 100 mL, los cuales contenian tiosulfato de sodio como agente declorante.
El periodo de composicion se llevo a cabo durante aproximadamente 4 horas, realizando
una toma de muestra por cada hora, las cuales posteriormente se integraron en un frasco
estéril para conformar una muestra compuesta con un volumen total de 400 mL. De esta

mezcla se tomaron 100 uL para la siembra en medios de cultivo.

Para el andlisis fisicoquimico se recolectaron cuatro muestras puntuales de 250 mL cada
una, tomadas a intervalos de una hora en recipientes estériles. Estas se integraron para

conformar una muestra compuesta con un volumen total de 1000 mL.
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Todas las muestras fueron transportadas conservando la cadena de frio hasta su llegada
al laboratorio, donde se realizaron los andlisis correspondientes (72,73).

4.1.2 Analisis fisicoquimico y microbiol6gico de las muestras de agua

Los andlisis fisicoquimicos, se realizaron en el laboratorio de quimica de la Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca. La determinacion de turbidez se realizé utilizando el
turbidimetro TURBIQUANT 3000T. La cuantificacién de cloruros y alcalinidad se efectu6
por el método de titulacién con nitrato de plata y acido sulfurico respectivamente (74), la
presencia/ausencia de fosfatos, nitritos y nitratos se realiz6 mediante kits colorimétricos
con reactivo en polvo (74). Para la determinacion de dureza, se llevo a cabo un analisis
por titulacion con EDTA. En el punto de muestreo, el pH se midié con el potenciometro
HI 9024 HANNA. Todos los andlisis se realizaron por triplicado. Adicionalmente, se
evaluaron los parametros fisicoquimicos de Demanda Biologica de Oxigeno (DBO),
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Solidos Suspendidos Totales (SST), grasas y
aceites, hierro y sulfatos, asi como, el analisis microbioldgico de coliformes totales y E.
coli mediante la técnica del Numero Mas Probable (NMP/100 mL), éstos analisis fueron
realizados por el laboratorio CIAN S.A.S., siguiendo la metodologia descrita en Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23.2 ed.

4.1.3. Identificacién de las bacterias potencialmente patdégenas presentes en el
agua del Rio Alto Ubaté.

Para la identificacion de las bacterias patégenas, las muestras de agua recolectadas se
sembraron en los medios comerciales agar MacConkey, medio selectivo para
aislamiento de bacterias Gram negativas y agar sangre, medio de enriquecimiento para

crecimiento de multiples microorganismos.

Se inocularon 100 uL de muestra en cada placa de agar, mediante siembra masiva y se

llevé a incubacion a 37 °C durante 48 horas bajo condiciones aerobias.

Se seleccionaron las colonias predominantes y se realiz6 un aislamiento secundario para
garantizar la pureza de la colonia. La morfologia bacteriana de cada una de estas

colonias se visualiz6 mediante coloracién de Gram.
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La identificacion de las bacterias aisladas se realiz6 mediante pruebas bioquimicas a
partir de los cultivos bacterianos puros utilizando la tecnologia de MicroScan autoScan-
4 con un periodo de incubacion de 24 horas a 37°C (75). Una vez identificadas las
bacterias fueron conservadas en congelacion a -80°C, en medio BHI con glicerol, hasta
su posterior utilizacion. Posteriormente, las bacterias aisladas fueron seleccionadas
como patdgenas con base en la revision de la literatura cientifica, considerando su

relevancia en ambientes ecolégicos.

4.2 Determinacion de los efectos fisiolégicos y citotoxicos en el
modelo C. elegans después de la exposicion a las bacterias
patégenas en el Rio Alto Ubaté

4.2.1 Adquisicion, mantenimiento, sincronizacion de las cepas de C. elegans

Las cepas de C. elegans N2 (tipo silvestre) y TJ356 (transgénicos) fueron adquiridas en
el CGC (Caenorhabditis Genetics Center) de Minnesota. Ambas cepas se cultivaron en
placas de Petri con agar NGM (Nematode Growth Medium) a 20°C. La preparacion del
medio para un volumen final de 200 mL incluyo, 0.6 gr de NaCl, 3.4 gr de agar agar, 0.5
gr de triptona, 5 mL de Buffer KH2PO4 1M y 195 mL de agua destilada. La mezcla fue
esterilizada en el autoclave y una vez enfriado el medio a temperatura ambiente, se
enriquecié con 200 pL de colesterol, 200 uL de CaCl, 1M y 200 yL de MgSOs 1M.
Posteriormente, se dispenso en placas de Petri, se dejé solidificar y se adicioné la fuente
de alimento (E. coli OP50) (27,76).

Para la realizacion de los ensayos fisiologicos y citotéxicos es importante que todos los
nematodos se encuentren en un mismo estadio larvario; para ello, se realizé una
sincronizacion mediante blanqueamiento con solucién de bleaching (NaOH/NacCl), con el
fin desintegrar las larvas y conservar los huevos debido a su cascara protectora (38,76).
Brevemente, las placas que contenian abundantes nematodos en estado de gravidez
fueron lavados con solucion tampon M9. El producto lavado se transfirid a tubos
Eppendorf de 1,5 mL y centrifugado a 4000 rpm durante 3 minutos; el sobrenadante fue
descartado. Se agreg6 1 mL de la solucion de bleaching previamente preparada segun

protocolo del semillero de investigacion de Biotecnologia y Genética, y se agitd
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vigorosamente por 4 minutos, sin uso de vortex. Es importante, tener en cuenta el tiempo
de exposicion puesto que, el exceso de solucion de bleaching podria generar dafios en
los huevos y una baja exposicion puede crear contaminacion (17). Posteriormente, se
centrifugd nuevamente, se descart6 el sobrenadante y se adicion6 tampdn M9 para diluir
residuos de la solucion. Este lavado se repitié tres veces. Finalmente, los huevos
obtenidos se resuspendieron en 200 puL de tampén M9 y se cultivaron en medio NMG
con E. coli OP50 para generar larvas en estadio L4 (23).

4.2.2 Caracterizacion fenotipicay fisiolégica de las cepas de C. elegans N2y TJ356

Los nematodos de las cepas N2 y TJ356 fueron caracterizados en sus diferentes
estadios larvarios. En la cepa N2 se evalud la longevidad y en la cepa TJ356 se
caracterizo la longevidad y la reproduccion. Finalmente, en los nematodos transgénicos

se determino la expresion y localizacion de la proteina DAF-16.

= Ensayo de Longevidad
Después de la sincronizacion de nematodos se seleccionaron 15 larvas en estadio L4 y
fueron transferidas a nuevas placas de NGM sembradas previamente con E. coli OP50,
utilizando un pick de alambre de platino de 0.3 mm de diametro (77). Los nematodos se
transfirieron diariamente a placas frescas durante siete dias a 20 °C hasta finalizar su
periodo reproductivo para evitar la mezcla de progenies, luego cada dos dias hasta
observar su muerte, que se verificé en los nematodos que no presentaron respuesta al

tacto con el pick. Cada ensayo se realiz6 por triplicado (23).

= Reproduccion
En el ensayo de reproduccion se tomaron cinco nematodos en estadio L4 tardio. Cada
nematodo fue transferido individualmente a nuevas placas de NGM diariamente durante
cuatro dias, hasta completar su periodo reproductivo, manteniéndose a una temperatura
constante de 20 °C. Los medios fueron observados bajo estereoscopio todos los dias
hasta visualizar larvas L2 y L3. El numero de larvas eclosionadas indicé la fertilidad de

los huevos (77). Los ensayos se realizaron por triplicado.
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= Expresiony localizacion de DAF-16

Mediante microscopia de fluorescencia, con y sin exposicién a peroxido de hidrégeno
(H,0O,) fue evaluada la expresion y localizacién de DAF-16 en la cepa TJ356. Para la
observacion, se afadieron 20 yL de levamisol 1 mM como agente inmovilizador sobre
una lamina, luego se colocaron 10 nematodos y se cubrieron con laminilla. Finalmente,

se observaron bajo microscopio de fluorescencia Olympus BX53M.

Se calcul6 el porcentaje de nematodos con traslocacién nuclear de DAF-16 considerando
como positivos aquellos que presentaban la proteina verde fluorescente localizada en
los nucleos celulares, y como negativos aquellos con fluorescencia distribuida de manera

difusa en todo el cuerpo (49). Los ensayos se realizaron por triplicado.

4.2.3 Exposicién de las bacterias patdogenas a la cepa N2 de C. elegans

Las bacterias Gram negativas aisladas y seleccionadas como potencialmente
patogenas, fueron descongeladas y reactivadas en medio BHI. Posteriormente, se
sembraron en agar MacConkey para su cultivo. Se prepard una suspension bacteriana
ajustada a una turbidez aproximada de 0.5 en la escala de McFarland (1.5 x 108
UFC/mL), de acuerdo con lo reportado por Solano y Marmolejo (78). A partir de esta
suspension, se administraron 50 uL como fuente de alimento a la cepa N2 de C. elegans,
con el objetivo de identificar aquellas bacterias capaces de generar una disminucién en
la viabilidad del nematodo (76,79).

4.2.4. Andlisis de citotoxicidad de las bacterias que presentaron disminucién en la
viabilidad en N2 frente a la cepa TJ356

Las bacterias seleccionadas por presentar disminucion en la viabilidad en la cepa N2
fueron suministradas como fuente de alimento a la cepa transgénica TJ356 (1.5 x 108
UFC/mL), con el fin de evaluar la viabilidad y la reproduccién. Posteriormente, se
realizaron los ensayos de expresion y localizacion de DAF-16 como se describid

anteriormente y se evalué la produccién de ROS.

La deteccion de ROS que refleja la activacion del estrés oxidativo se midié mediante la

sonda fluorescente H.DCFDA (2', 7'- diacetato de diclorofluoresceina) que penetra
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facilmente la membrana celular y mediante esterasas se desacetila y se convierte en
H2>DCF un compuesto no fluorescente, que luego se oxida a 2', 7'- diclorofluoresceina

(DCF) que es fluorescente en presencia de ROS (Figura 6) (80).
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Figura 6. Deteccion de ROS mediante H.DCFDA. La figura ilustra el ingreso del H.DCFDA a la célula,
donde es hidrolizado por esterasas a H2DCF y posteriormente oxidado a DCF, un compuesto fluorescente
gue indica la presencia de ROS intracelulares. Fuente: Tomado de (72).

Para la medicion de ROS, los nematodos de la cepa TJ356 fueron sincronizados y
expuestos a las dos bacterias seleccionadas. Una vez alcanzado el primer dia de adultez,
se realiz6 un lavado con tampon M9. Posteriormente, en una placa de 96 pocillos se

transfirieron aproximadamente entre 25-30 nematodos suspendidos en 50 pyL de M9.

A cada pozo se anadieron 50 uL del reactivo H,DCFDA a una concentracion de 100 yM,
para llegar a una concentracion final de 50 yM. El blanco se preparo con 50 pL de buffer
M9 sin nematodos y 50 uL de H,DCFDA. Inmediatamente, la placa fue insertada en el
lector de fluorescencia Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific) para realizar una lectura

basal a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y emision de 520 nm. La placa fue
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agitada continuamente a 300 rpm durante una hora y posteriormente se realiz6 una
segunda lectura. Finalmente, el software Skanlt 7.1 proporcioné las unidades relativas

de fluorescencia (URF) (80,81). Cada grupo de tratamiento fue ensayado por triplicado.

4.3 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 en GraphPad Prism 8.0.2. Se aplicaron pruebas t-test,
One-Way ANOVA y chi-cuadrado, complementadas con analisis post hoc como Test
Dunnet y Tukey para realizar comparaciones entre los datos obtenidos (49).
Adicionalmente, a través de las curvas de Kaplan-Meier se analizaron la longevidad de
los nematodos con pruebas Log-rank. Los datos se presentan como la media + DE de
experimentos diferentes cuando corresponda. Las diferencias se consideraron

significativas con P<0.05 (49).
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5. Resultados

Se presentan los resultados del punto de muestreo seleccionado en el Rio Alto Ubaté,
junto con el analisis de las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y la
identificacion bacteriana de una muestra de agua. Asimismo, se describen los efectos
fisiologicos y citotdéxicos causados en la cepa de C. elegans TJ356 tras la exposicion a
bacterias aisladas con potencial patolégico.

5.1 Identificacion de las bacterias cultivables potencialmente
patégenas en el agua del Rio Alto Ubaté

5.1.1 Ubicacién de sitio de muestreo

Las muestras de agua se recolectaron en el Rio Alto Ubaté el 21 de marzo de 2025 en
temporada de lluvia, en el sector conocido como El Guacal en el kildmetro 5,2 via Ubaté—
Carmen de Carupa (Figura 7), en las proximidades de la bocatoma utilizada para

diversos fines, incluyendo consumo humano, riego y actividades industriales.

Figura 7. Ubicacion geogréfica del punto de muestreo de agua en el Rio Alto Ubaté. Se muestra la
localizacién del sitio de muestreo en Google Maps. El circulo azul sefiala el punto exacto de muestreo,
ubicado en el kilbmetro 5,2 via Ubaté- Carmen de Carupa dentro del tramo del Rio Alto Ubaté.
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5.1.2 Caracterizacion fisicoqguimica y microbioldgica de la muestra de agua del Rio
Alto Ubaté

Los resultados de los pardmetros fisicoquimicos y microbiologicos de la muestra
compuesta recolectada fueron interpretados con base en los valores de referencia
establecidos en el Decreto 1594 de 1984 del Ministerio de Agricultura, el Decreto 2105
de 1983 del Ministerio de Salud, los cuales regulan la calidad del agua cruda destinada
a potabilizacion y la Resolucion 0631 de 2015 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo

Sostenible para los vertimientos puntuales en agua superficial. (82,83,84)

Los valores de DBO, DQO y SST fueron bajos indicando que el agua presenta una
minima presencia de materia organica biodegradable y oxidable, asi como una baja
cantidad de sélidos suspendidos, esto podria atribuirse sugiere a la dilucion del agua
durante la temporada de lluvias. El pH registrado fue de 7.5, valor que se encuentra
cercano a la neutralidad y dentro del rango permitido (5.0-9.0), lo que indica un valor
aceptable. Asimismo, se obtuvo una dureza total de 46 mg/L, una concentracion de
cloruros de 11,52 mg/L, una alcalinidad de 18 mg/L, sulfatos <10 mg/L y grasas y aceites
<5 mg/L, todos dentro de los valores maximos permisibles establecidos por la normativa
(Tabla 1) (82,83,84). Los nitratos no fueron detectados, lo cual estd acorde con lo
establecido en los decretos 1594/84 y 2105/83.

No obstante, la turbidez alcanzé un valor de 90.83 Unidades Nefelométrica de Turbidez
(NTU), superando ampliamente el limite de 10 NTU para este tipo de agua, lo que sugiere
una elevada presencia de particulas finas en suspension, probablemente asociadas al
arrastre de sedimentos por las lluvias, lo que podria comprometer la calidad del recurso.
Ademas, se detecto la presencia de fosfatos y nitritos, compuestos que deberian estar
ausentes en aguas destinadas a potabilizacién. En cuanto al hierro, su concentracion se
encontré ligeramente por encima del limite permitido (82,83). Finalmente, la
contaminacion biolégica y fecal se evidencio con la presencia de coliformes totales en
una concentracion de 2247 NMP/100 mL y de E. coli con un valor de 20 NMP/100 mL.
Estos valores se encuentran dentro de lo establecido para aguas crudas segun la

normativa (82,83); sin embargo, la concentracién de coliformes totales resulta elevada y
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no es aceptable para actividades recreativas con contacto primario (82). Los resultados

detallados se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Andlisis fisicoquimico y microbioldgico realizado a la muestra de agua del Rio Alto Ubaté

Parametro Resultado Valor de referencia *
DBO <2 mg/L 10 mg/L
DQO <30 mg/L 90 mg/L
SST <10 mg/L 20 mg/L
pH 7.5 5.0-9.0
Turbidez 90.83 NTU <10 NTU
Dureza 46 mg/L 30-150 mg/L
Cloruros 11.52 mg/L 250 mg/L
Alcalinidad 18 mg/L 200 mg/L
Fosfatos Positivo 0,5 mg/L / Negativo
Nitritos Positivo 1 mg/L / Negativo
Nitratos Negativo 10 mg/L/ Negativo
Sulfatos <10 mg/L 400 mg/L
Hierro 0.336 mg/L 0.3 mg/L
Grasas y aceites <5 mg/L 20 mg/L
Coliformes totales 2247 NMP/100mL 20000 NMP/100mL
E. coli 20 NMP/100mL 2000 NMP/100mL

*Valores de referencia establecidos segun el Decreto 1594 de junio 26 de 1984 del Ministerio de
Agricultura, que regula los usos del agua y los residuos liquidos. Decreto 2105 de julio 26 de 1983 del
Ministerio de Salud, referente a la potabilizacién del agua para consumo humano y la Resolucién 0631 del
17 de marzo de 2015 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo sostenible para los vertimientos puntuales
en agua superficial.

5.1.3 Bacterias identificadas en el Rio Alto Ubaté

El crecimiento bacteriano en los medios de cultivo MacConkey y agar sangre se presenta
en la Figura 8. En el agar MacConkey se observaron colonias rosadas, redondas y bien
definidas, caracteristicas de bacterias fermentadoras de lactosa, presuntivamente
correspondientes a E. coli (Figura 8A(a)). También se identificaron colonias de tonalidad

amarilla, no fermentadoras de lactosa, compatibles con géneros como Aeromonas,

44



Acinetobacter y Pseudomonas (Figura 8A (b-d)). Asimismo, se observaron colonias
rosadas, mucoides y redondeadas, también fermentadoras de lactosa, compatibles con
el género Klebsiella (Figura 8A (e)).

En el agar sangre también se evidencio diversidad morfolégica. Se observaron colonias
pequenfas, brillantes y sin hemolisis, presuntivamente pertenecientes a bacterias Gram
positivas del género Staphylococcus (Figura 8B (f)). También se encontraron colonias
amarillas, pequefias y opacas, compatibles con Micrococcus sp (Figura 8B (h)).
Adicionalmente, se identificaron dos tipos mas de colonias: unas blancas, pequefias y
opacas; y otras de mayor tamafo, irregulares, rugosas y opacas, presuntamente
correspondientes al género Bacillus (Figura 8B (g,i)).

A)

Figura 8. Crecimiento bacteriano masivo en medios de cultivo inoculados con agua del Rio Alto Ubaté.



(A) Crecimiento de bacterias Gram negativas en agar MacConkey con morfologias diferenciadas,
incluyendo colonias fermentadoras (a, €) y no fermentadoras de lactosa (b, ¢, d). (B) Crecimiento de
bacterias Gram positivas en agar sangre con variaciones en color, tamafio, textura y presencia o ausencia

de hemdlisis (f-i).

Las colonias previamente aisladas fueron identificadas mediante el sistema
automatizado MicroScan encontrando bacterias Gram negativas como E. coli,
Aeromonas caviae (A. caviae), A. lwoffii, Klebsiella oxytoca (K. oxytoca), Pseudomonas
fluorescens (P. fluorescens) y bacterias Gram positivas como Micrococcus sp., Bacillus
sp. y Staphylococcus sp. (Figura 9).

A)

Escherichia coli Aeromonas caviae  Acinetobacter Iwoffii  Klebsiella oxytoca Pseudomonas
fluorescens

B)

Staphylococcus sp. Bacillus sp. Micrococcus sp. Bacillus sp.

Figura 9. Colonias de aislados bacterianos presentes en el agua del Rio Alto Ubaté. Se observan
diferencias morfoldgicas caracteristicas entre las colonias bacterianas, propias de cada tipo de cultivo, que
facilitan su diferenciacion y aislamiento. A) Bacterias aisladas y cultivadas en agar MacConkey. B)
Bacterias aisladas y cultivadas en agar sangre.

Los porcentajes de identidad de las bacterias aisladas de la muestra de agua superaron

el 97% segun la identificacion realizada con el sistema MicroScan (Tabla 2).
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Tabla 2. Andlisis bacteriano realizado a la muestra de agua del Rio Alto Ubaté.

% de identidad

Medio Bacterias aisladas .

MicroScan

Escherichia coli 99.99%

MacConkey Aeromonas caviae 99.51%

Acinetobacter Iwoffii 99.99%

Pseudomonas fluorescens 99.78%

Klebsiella oxytoca 99.99%

Micrococcus sp. 99.99%

Agar Sangre Bacillus sp. 98.53%

Staphylococcus sp. 98.15%

Se muestra la identificacion bacteriana obtenida a partir de MicroScan y el porcentaje de identidad arrojado.

La revision de la literatura realizada con el fin de determinar el potencial benéfico y
patdogeno de las bacterias a nivel sanitario y ambiental se presenta en la Tabla 3. El
analisis comparativo mostro que algunas de las bacterias Gram negativas aisladas
presentan un mayor potencial patogénico en agua (E. coli, A. Iwoffii, A.caviae). Este
comportamiento se asocia a la presencia de factores de virulencia, asi como a su
capacidad para desarrollar y diseminar mecanismos de resistencia antimicrobiana
(85,86).

Por otro lado, bacterias como P. fluorescens y K. oxytoca, aunque también son Gram
negativas, presentan un bajo potencial patogénico en condiciones ambientales. P.
fluorescens es reconocida por su papel benéfico en el suelo, donde puede promover el
crecimiento vegetal y participar en procesos de biocontrol (87). En cuanto a K. oxytoca,
si bien puede comportarse como un patdgeno oportunista en contextos clinicos, las
cepas ambientales no necesariamente poseen los mismos determinantes de virulencia,
por lo que su comportamiento patogénico puede ser limitado o ausente (88). Finalmente,
segun la literatura consultada las bacterias Gram positivas aisladas no mostraron un

potencial perjudicial relevante (89,90,91).

De este modo, a partir de la revision bibliogréafica, se reconoce la relevancia sanitaria y

ambiental de las bacterias identificadas. Estos microorganismos no solo representan un
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riesgo para la salud humana debido a su patogenicidad, sino que también pueden

contribuir a una posible diseminacioén de genes de resistencia en ecosistemas acuaticos

(86). De este modo, se decidié enfocar el estudio utilizando las bacterias Gram negativas.

Tabla 3. Potencial benéfico y patdégeno de las bacterias aisladas del Rio Alto Ubaté en contextos
sanitarios y ambientales

Bacteria

Aspectos benéficos

Aspectos patégenos

Ref.

E. coli

Sanitario: Incluye cepas no
patégenas que forman parte de
la microbiota intestinal normal
de los mamiferos,
contribuyendo en los procesos
digestivos.

Ambiental: Ha sido
ampliamente utilizada como
hospedero en el desarrollo de
sistemas de  manipulacion
genética. Gracias a esto, ha
facilitado la produccién de
incontables enzimas que
contribuyen en procesos de
biorremediacion.

Sanitario: Incluye cepas patdgenas
implicadas cominmente en
infecciones del tracto urinario,
bacteriemias y meningitis.
Asimismo, comprende seis grupos
de cepas enteropatégenas
asociadas a cuadros diarreicos:
enterohemorragica,
enterotoxigénica, enteropatégena,
enteroinvasiva, enteroagregativa y
de adherencia difusa.

Ambiental: Su presencia y cantidad
alertan sobre un riesgo potencial
para la salud humana en cuerpos de
agua. Pueden influir en la calidad del
agua y causar brotes, ademas se
han reportado cepas
multirresistentes en el ambiente.

(7). (89),
(86)

A. caviae

Sanitario: No se considera
parte de la microbiota comensal
en humanos y su presencia no
necesariamente significa
enfermedad, pero si un riesgo
potencial dependiendo de la
cepa y estado inmunolégico del
hospedero.
Ambiental: Son
microorganismos acuaticos
habituales en aguas
superficiales, especialmente en
rios. Tienen una alta capacidad
de adaptacion en ambientes
acuaticos y se ha reconocido un
potencial de biorremediacién de
algunos compuestos organicos.

Sanitario: Puede causar
infecciones en humanos, como
septicemia, infecciones de heridas y
enfermedades diarreicas,
especialmente asociadas al tracto
gastrointestinal en nifios menores de
tres afios.

Ambiental: Actda como reservorio
de genes de carbapenemasas en
aguas residuales y naturales,
facilitando la rapida propagacién
entre bacterias.

(92), (93)

A. lwoffii

Sanitario: Forman parte de la
microbiota normal del tracto
intestinal 'y del sistema
respiratorio humano.

Sanitario: Es un  patégeno
zoondtico y oportunista asociado a
infecciones nosocomiales. Puede
causar infecciones del tracto
urinario, en heridas y bacteriemia

(94), (95)
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Ambiental: Son  bacterias
ubicuas en el ambiente,
cominmente presentes en el
agua y el suelo, ademaés,
pueden intervenir en la
descomposiciéon de materia
organica.

asociado al uso de catéteres. Ha
sido identificado en leche cruda de
bovinos con mastitis subclinica.

Ambiental: Aunque en ambientes
acuaticos se ha reportado una baja
prevalencia de resistencia adquirida
a antibioticos, algunas especies del
género  Acinetobacter  pueden
adquirir 'y diseminar genes de
resistencia a través del agua.

P. fluorescens Sanitario: Ha sido detectado en Sanitario: P. fluorescens no se (7), (87)
niveles bajos como parte de la considera un patégeno comudn en
microbiota en diversas regiones humanos. Sin embargo, aunque es
del cuerpo humano. menos virulenta que P. aeruginosa,

puede ocasionar bacteriemia
Ambiental: La importancia asociada al uso de equipos
radica en su presencia en el contaminados con  soluciones
suelo y la rizosfera, donde intravenosas, y ha sido aislada en
contribuye a la salud y al muestras del tracto respiratorio.
crecimiento de las plantas Ademads, puede actuar como un
gracias a sus propiedades patégeno oportunista en pacientes
antimicrobianas. inmunocomprometidos.

Ambiental: Puede adquirir genes de

resistencia en ambientes acuético

especialmente en aguas

contaminadas con residuos

hospitalarios y/o agricolas.

K. oxytoca Sanitario: Se puede encontrar Sanitario: Tiene potencial  (7), (85),
en el tracto gastrointestinal de patol6gico especialmente en (88)
mamiferos. personas  inmunocomprometidas, '

causando especialmente
Ambiental: Se ha aislado en infecciones urinarias y en heridas.
fuentes de agua, vegetacién y
suelos, por lo que no estan Ambiental: ElI género puede
asociados necesariamente con colonizar superficies interiores de
contaminacion fecal y no tuberias de agua y tanques de
representan necesariamente un almacenamiento, formando
riesgo evidente para la salud. biopeliculas.

Micrococcus sp. Sanitario:  Se  consideran Sanitario: Pueden actuar como (89)

sapréfitos  inofensivos  que patdgenos oportunistas en personas

colonizan o contaminan la piel y
las mucosas humanas.

Ambiental: Son ubicuos y han
sido aislados de fuentes como el
suelo y el agua dulce. Su
presencia suele estar asociada
a materia organica y a
condiciones propias del entorno

inmunosuprimidas, y se han
asociado a infecciones como
peritonitis en pacientes sometidos a
didlisis peritoneal e infecciones
relacionadas con catéteres venosos
centrales.

Ambiental: Presentan bajo riesgo y
no se consideran tradicionalmente
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como bioindicadores de
contaminacion fecal.

Bacillus sp.

Sanitario: Algunas cepas son
utilizadas como probiéticos en
humanos.

Ambiental: Las cepas
ambientales (Bacillus subtilis y
Bacillus  thuringiensis)  han
demostrado ser utiles en la
modulacion de la calidad del
agua, favoreciendo el equilibrio
microbiano y contribuyendo a la
reduccion de patégenos. Son
microorganismos comunes en
suelos favoreciendo la salud de
las plantas y estimulando su
crecimiento.

Sanitario: Bacillus anthracis vy
Bacillus cereus suelen causar
infecciones en humanos, la primera
es el agente etiologico del antrax,
mientras que B. cereus se asocia
principalmente con intoxicaciones
alimentarias.

Ambiental: Las cepas ambientales
suelen ser inofensivas.

(90)

Staphylococcus

sp.

Sanitario: Algunas especies de
Staphylococcus son
consideradas comensales Yy
constituyen parte de la
microbiota normal de la piel y las
mucosas en humanos.

Ambiental: Varias especies del
género Staphylococcus aisladas
del medio ambiente, como S.
haemolyticus, S. saprophyticus
y S. xylosus, se destacan por su

capacidad para producir
biosurfactantes con
propiedades de
biodegradabilidad.

Sanitario: S. aureus es un patdgeno
de gran relevancia clinica. Otras
especies como S. epidermidis, S.
haemolyticus y S. saprophyticus
también pueden actuar como
agentes etiolégicos frecuentes de
infecciones en humanos,
especialmente en contextos
oportunistas o  asociados a
dispositivos médicos.

Ambiental: Algunas cepas pueden

formar biopeliculas y diseminar
genes de resistencia a
antimicrobianos en  ambientes
acuaticos.

(91)

En este contexto, se seleccionaron para los ensayos en C. elegans las bacterias E. coli,
A. lwoffii, A. caviae, P. fluorescens y K. oxytoca, dada su relevancia sanitaria y ambiental,
asi como su potencial como reservorios ambientales de genes de resistencia a
antibidticos (92).
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5.2 Determinacion de los efectos fisiolégicos y citotoxicos en el
modelo C. elegans después de la exposicion a las bacterias
patdégenas en el Rio Alto Ubaté

5.2.1 Caracterizacion fenotipica y fisiolégica de la cepa silvestre N2 y transgénica
TJ356 de C. elegans

Para la caracterizacion morfolégica y fisiolégica de las cepas, inicialmente se
identificaron los diferentes estadios del desarrollo de C. elegans observando que no
existen diferencias morfologicas evidentes ni en la duracion del ciclo de vida entre el
nematodo transgénico TJ356 y el silvestre N2. Posteriormente se evaluaron parametros
fisiolégicos como la longevidad.

= Longevidad
La longevidad fue monitoreada diariamente, observandose un descenso progresivo en
el nimero de nematodos vivos, con una pérdida de aproximadamente 1 a 2 larvas por
dia, atribuible al proceso de senescencia natural. La cepa transgénica TJ356 presento
una longevidad promedio de 18 dias, significativamente menor en comparacion con la

cepa silvestre N2, que alcanz6 una media de 21 dias (P = 0,0078) (Figura 10).
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Figura 10. Curva de longevidad de C. elegans TJ356 y N2 bajo condiciones 6ptimas de alimentacion y
temperatura. Longevidad de la cepa transgénica TJ356 y cepa silvestre N2, bajo alimentacion con E. coli
OP50 y atemperatura de 20°C. A) Curva de supervivencia de Kaplan Meier con andlisis Log-rank test con
una significancia estadistica de P<0,0001 B) Las barras representan medias + DE. Se realiz6 t-test
mostrando una significancia estadistica de **P=0,0078. Realizado con GraphPad Prism 8.0.2. El ensayo
se realizo por triplicado.
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= Reproduccion
Se observo que, durante el ciclo reproductivo la cepa transgénica TJ356 alimentada con
E. coli OP50, present6 un tamafio medio de cria de 179 larvas. Este valor representa una
disminucion del 20% en comparacién con la cepa silvestre N2, que mostré una media de
225 larvas eclosionadas (96). Esta diferencia fue estadisticamente significativa
(P<0,0001) y se ilustra en la Figura 11.

L 32

k3 k3
= h
= =
| |

150

100

n
=
|

=1
|

Miamero de larvas eclosionadas

N2 TJ356

Figura 11. Reproduccion de C. elegans TJ356 y N2 bajo condiciones oOptimas de alimentacion y
temperatura. Comportamiento reproductivo de la cepa silvestre N2 y la cepa transgénica TJ356 de C.
elegans alimentada con E. coli OP50. Se realizd t-test mostrando una significancia estadistica de
**+*P<(0,0001. Realizado con GraphPad Prism 8.0.2. El ensayo se realizé por triplicado.

= Expresiony localizacion de DAF-16
Finalmente, para verificar que la cepa transgénica contara con la proteina DAF-16
completamente funcional, se evalu6 la localizacion antes de realizar los ensayos
fisiol6gicos y citotdéxicos. Observandose una translocacion al nucleo tras la exposicion
de la cepa TJ356 a estrés oxidativo inducido con perdxido de hidrégeno a 11 mM y una
localizacion citosolica al mantener la cepa bajo condiciones normales de alimentacién
con E. coli OP50 (Figura 12).
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Figura 12. Localizacién de la proteina DAF-16 en la cepa TJ356. Localizacién de la proteina DAF-16 A)
Localizacién citosoélica. B) Localizacion nuclear. Fotografias del autor.

5.2.2 Viabilidad de la cepa N2 frente las cepas bacterianas Gram negativas
seleccionadas

Al determinar la viabilidad de la cepa silvestre N2 frente a las bacterias seleccionadas se
encontré que el grupo control conformado por nematodos alimentados con E. coli OP50,
presentd una longevidad media de 21 dias (Figura 10). La exposicion a K. oxytoca, P.
fluorescens y A. caviae resultd en longevidades medias de 21, 20 y 19 dias,
respectivamente, sin diferencias significativas respecto al control. En contraste, los
nematodos alimentados con E. coli y A. lwoffii presentaron una longevidad media de 15
dias, lo que represent6 una disminucion significativa en comparacion con el grupo control

(P <0,001), como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Curva de longevidad de C. elegans N2 frente a las cepas bacterianas Gram negativas
seleccionadas. Se muestra el efecto de la exposicion a diferentes cepas bacterianas aisladas del Rio Alto
Ubaté y cepas de referencia (E. coli OP50 como control) sobre lalongevidad de nematodos de tipo silvestre
N2. El analisis estadistico se realizé utilizando GraphPad Prism 8.0.2 A) Curva de Kaplan Meier con
analisis Log-rank con una significancia estadistica en la supervivencia de P<0,0001 en relacion con el
analisis general de los datos. B) Las barras representan medias + DE. Se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa en los grupos alimentados con E. coli y A. lwoffii en comparacion con el
control mediante Test Dunnett con *** P = 0,0006.

Las bacterias E. coli y A. lwoffii, previamente aisladas del Rio Alto Ubaté, fueron
seleccionadas para el ensayo de longevidad en la cepa transgénica TJ356, ya que en el
ensayo de longevidad con la cepa silvestre N2 mostraron una reduccion significativa en
la vida media del nematodo al ser utilizadas como fuente de alimento, en comparacion

con el control estandar E. coli OP50 (Figura 13).

Adicionalmente, ambas especies presentan una relevancia sanitaria y ambiental, ya que
han sido asociadas a infecciones humanas, incluyendo cuadros nosocomiales y
enfermedades gastrointestinales, y poseen el potencial de adquirir y diseminar genes de
resistencia antimicrobiana (85).
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5.2.3 Efectos fisioldgicos y citotoxicos de la cepa transgénica TJ356 de C. elegans
cuando es alimentada con E. coli y A. lwoffii

Los analisis fisiologicos y citotdxicos se realizaron en la cepa TJ356, con el objetivo de

evaluar los efectos en el nematodo al ser alimentado con las bacterias E. coliy A. Iwoffii

= Longevidad
La cepa TJ356 alimentada con E. coli presenté una longevidad media de 15 dias,
mientras que con A. Iwoffii fue de 16 dias, ambos valores significativamente menores (P
< 0,0001) en comparacion con el grupo control alimentado con E. coli OP50, que mostro
una longevidad media de 18 dias (Figura 14).
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Figura 14. Curva de longevidad de C. elegans TJ356 al ser alimentada con bacterias aisladas del Rio Alto
Ubaté. Efecto de la longevidad de C. elegans TJ356 al ser alimentada con las bacterias E. coli y A. Iwofii
aisladas del Rio Alto Ubaté y cepa de referencia (E. coli OP50 como control). El andlisis estadistico se
realizé utilizando GraphPad Prism 8.0.2 A) Curva de Kaplan Meier con analisis Log-rank con una
significancia estadistica de **** P<0,0001 en relacion con el analisis general de los datos. B) Las barras
representan medias + DE. Se encontrd significancia estadistica en comparacién con el control mediante
Test Tukey con ** P = 0,0023 para E. coli y ** P = 0,0037 para A. iwoffii. No hubo diferencia significativa
entre E. coli y A. Iwoffii. El ensayo se realizé por triplicado.

Estos resultados sugieren que ambas cepas bacterianas de E. coliy A. Iwoffii ejercen un
efecto negativo sobre la longevidad de C. elegans TJ356 cuando son utilizadas como

fuente de alimento. En concordancia con los ensayos de longevidad realizados con la
cepa silvestre N2.
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= Reproduccién

Los resultados de reproduccion se muestran en la Figura 15, los nematodos TJ356
alimentados con E. coliy A. lwoffii tuvieron un tamafo de cria medio de 141y 119 larvas
respectivamente. Observandose una disminucion estadisticamente significativa en
comparacioén con el grupo control alimentado con E. coli OP50 con tamafio de cria medio
de 179 larvas eclosionadas (Figura 11). Las bacterias E. coli y A.lwoffii disminuyeron el
tamafo de cria en un 21% y 33% respectivamente, en comparacién con el control
alimentado con E. coli OP50 (P < 0,0001).
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Figura 15. Reproduccién de C. elegans TJ356 al ser alimentada con bacterias aisladas del Rio Alto Ubaté.
Se evidencia el efecto de la alimentacion con E. coliy A. Iwoffii sobre la reproduccion de C. elegans cepa
TJ356. El analisis estadistico se realizé utilizando GraphPad Prism version 8.0.2. Se aplicé un ANOVA
One-way, que mostré una diferencia altamente significativa entre los grupos (P < 0,0001). Las barras
representan medias + DE. La prueba post hoc de Tukey revel6 diferencias estadisticamente significativas
en comparacion con el grupo control, con ****P < 0,0001 tanto para los nematodos alimentados con E. coli
como para los alimentados con A. Iwoffii. Asimismo, se observé una diferencia significativa entre los grupos
alimentados con E. coli y A. Iwoffii (****P < 0,0001). El ensayo se realiz6 por triplicado.

Los resultados obtenidos en el ensayo de reproduccién con la cepa TJ356 sugieren que
la exposicion a E. coli y A. Ilwoffii pueden inducir alteraciones fisioldgicas que

comprometen procesos clave como la fertilidad o viabilidad embrionaria.
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= Expresiony localizacion de DAF-16

Al analizar la expresion y localizacién subcelular de DAF-16 en los nematodos
transgénicos alimentados con E. coli, se observé que el factor de transcripcion
permanecia predominantemente en el citosol en su forma inactiva (Figura 16C) en un
87% de los nematodos (Figura 16E). Mientras que, en aquellos alimentados con A. lwoffii,
se evidencio una translocacion nuclear del factor de transcripcion (Figura 16D) en un

80% de los nematodos observados (Figura 16E).
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Figura 16. Localizacion de DAF-16 en C. elegans TJ356 al ser alimentada con bacterias aisladas del Rio
Alto Ubaté.Se muestra la localizacion de DAF-16 en los nematodos TJ356 bajo las siguientes condiciones:
A) alimentados con E. coli OP50 (control negativo), B) tratados con peroxido de hidrégeno a 11 mM (control
positivo), C) alimentados con E. coli, y D) alimentados con A. lwoffii. E) Se evalud el porcentaje de
nematodos con DAF-16 localizado en el nlcleo versus el citoplasma en cada grupo experimental. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante prueba de Chi-cuadrado, evidenciando diferencias altamente
significativas entre los grupos (P< 0,0001). El ensayo se realiz6 por triplicado.

57



Estos resultados sugieren que C. elegans detecta un entorno desfavorable cuando es
alimentado con A. Iwoffii y responde activando rutas de defensa celular como la via de
sefalizacion similar a la insulina (DAF-16); por el contrario, se sugiere que cuando el
nematodo es alimentado con E. coli podria estar respondiendo mediante rutas

alternativas sin activar mecanismos de defensa celular.

= Produccién de especies reactivas de oxigeno

El andlisis de la produccion de ROS en la cepa transgénica alimentada con las bacterias
seleccionadas se muestra en la Figura 17, en donde se observa una disminucion
estadisticamente significativa en la fluorescencia del reactivo DCF, indicativa de una
menor produccion de ROS en los nematodos alimentados con E. coliy A. Iwoffii con una
media de 42 URF y 81 URF respectivamente en comparacion con el control negativo
alimentado con E. coli OP50 con media de 652 URF y el control positivo tratados con
peroxido de hidrogeno 11 mM con media de 2117 URF (P < 0,0001).
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Figura 17. Produccién de ROS en C. elegans TJ356 al ser alimentada con bacterias aisladas del Rio Alto
Ubaté. Se muestran los ensayos de estrés oxidativo en C. elegans TJ356 cuando es alimentado con E.
coli y A. lwoffii. El andlisis estadistico se realizd utilizando GraphPad Prism version 8.0.2. Se aplicé un
ANOVA One-way, que mostré una diferencia significativa entre los grupos (P < 0,0001). Las barras
representan medias + DE. La prueba post hoc de Dunnett revel6 diferencias estadisticamente significativas
en comparacion con el grupo control, con ***P < 0,0001 tanto para E. coli como para A. lwoffii. El ensayo
se realizo por triplicado.

La reduccién significativa en la fluorescencia del reactivo DCF en los nematodos indica
gue la exposicion a E. coli y A. Ilwoffii no induce niveles elevados de estrés oxidativo, lo

gue sugiere que estas bacterias no generan necesariamente una respuesta de tipo

oxidativo en los nematodos.
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6. Discusion

La contaminacion bacteriana en rios a nivel mundial representa una amenaza para la
salud publica y los ecosistemas acuaticos (1), ya que la presencia de bacterias
patdgenas, no solo comprometen la calidad del agua, sino que también alteran el
equilibrio biolégico del habitat, afectando organismos acuéticos e incrementando el
riesgo de transmision de enfermedades entéricas en poblaciones aledafias que
dependen de estos cuerpos de agua para actividades de consumo, uso domeéstico,

recreativo, agricola e incluso industrial (3)

En este contexto, el presente estudio se enfoco en identificar bacterias contaminantes
con potencial patogénico presentes en el punto conocido como “El Guacal”, ubicado en
el Rio Alto Ubaté. Este sitio fue considerado representativo debido a su ubicacién aguas
abajo del municipio de Carmen de Carupa, desde donde se vierten aguas residuales
domeésticas, asi como descargas provenientes de actividades mineras y de empresas
lacteas rurales (70). Ademas, la cuenca se ve impactada por practicas agricolas
intensivas, como el cultivo de papa, hortalizas, arveja y cebada, junto con una
significativa actividad ganadera, lo que favorece el arrastre de nutrientes, residuos
organicos y microorganismos hacia el cauce. El entorno también presenta urbanizacion,
y aguas abajo se capta el recurso hidrico para abastecer la planta de potabilizacién del
municipio de Ubaté. Adicionalmente, la accesibilidad del area lo convierte, en un sitio
usado para actividades recreativas, lo cual resalta la importancia de evaluar su calidad
(70).

Estudios previos sobre la calidad fisicoquimica del Rio Alto Ubaté, como el realizado por
la CAR en 2020 (3), evidencian que los valores de DBO, pH, cloruros y nitratos presentan
un alto porcentaje de cumplimiento en los puntos monitoreados, ubicandose dentro de
los rangos establecidos por la Resoluciéon 3462 de 2009 (4). Estos resultados son
concordantes con los hallazgos del presente estudio, en el cual la DBO se encontrd en
el rango favorable, mientras que el pH registrado se aproxima a la neutralidad y muestra
correlacion con los valores de alcalinidad observados. Asimismo, la ausencia de nitratos

y las bajas concentraciones de cloruros y sulfatos coinciden con lo reportado por la CAR,
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donde el 100 % de los puntos evaluados cumplieron los objetivos de calidad establecidos

para estos parametros (3).

En contraste con los informes de la CAR (3), en los que los sdlidos suspendidos totales
no alcanzaron los niveles de cumplimiento durante el periodo de monitoreo, en el
presente estudio se registraron valores Optimos para este parametro. Sin embargo, se
observé una turbidez considerablemente elevada, lo cual sugiere la presencia
significativa de materia organica disuelta y una alta carga de particulas finas en
suspension, posiblemente derivadas de descargas domésticas y actividades
agropecuarias en la cuenca. Por otro lado, mientras que los informes de la CAR entre
2016 y 2019 (3) no reportaron presencia de nitritos en los puntos de monitoreo, en el
presente estudio si se detectaron, lo que podria estar relacionado con la actividad
metabolica bacteriana derivada de la contaminacion organica del cuerpo de agua (74).

De manera similar, informes previos han reportado niveles criticos de coliformes totales
en el Rio Alto Ubaté (3,6), con un bajo cumplimiento respecto a los limites establecidos
por la normativa (4). En concordancia, los valores encontrados en este estudio sugieren
gue, si bien el agua puede destinarse a uso domeéstico y humano con previa
potabilizacion mediante tratamiento convencional, asi como a uso agricola, no resulta
apta para fines recreativos con contacto primario, dado que supera las concentraciones
permitidas (82). En este contexto, el monitoreo de la presencia o0 aumento de las
bacterias en recursos hidricos adquiere importancia, dado que muchas comunidades
dependen directamente de estas fuentes para multiples usos y su presencia representa
un riesgo, al estar asociada con enfermedades relacionadas con el uso del agua

contaminada (7).

A nivel latinoamericano, la region concentra cerca de un tercio del agua dulce mundial;
sin embargo, se enfrenta a limitaciones relacionadas con el acceso a agua potable y
deficiencias en la gestion del recurso hidrico. La combinacion de contaminacion
microbiolégica, deficiencias en infraestructura de tratamiento y actividades humanas no
reguladas ha contribuido con la baja calidad hidrica. Como lo evidencia Cuenca et al. en
el 2025, la mala calidad del agua destinada al consumo humano contribuye a la

propagacion de enfermedades transmitidas por el agua (97). En Brasil, Ecuador y
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Colombia en el Valle Medio de Magdalena, se han detectado niveles altos de metales
pesados como cadmio, niquel y plomo, asi como la presencia de coliformes totales y
fecales, lo que evidencia una probleméatica sanitaria y ambiental (97).

En la caracterizacion microbioldgica de fuentes hidricas, es fundamental diferenciar entre
la presencia ambiental habitual de microorganismos y aquellos que pueden ser utilizados
como indicadores fiables de contaminacion. Diversos estudios han demostrado que tanto
bacterias Gram positivas como Gram negativas pueden hallarse en cuerpos de agua
debido a procesos de escorrentia superficial o por el impacto de actividades
antropogénicas, como los vertimientos de residuos domeésticos, agricolas, ganaderos y
mineros (3,7).

Las bacterias Gram positivas, como Micrococcus sp., Bacillus sp. y Staphylococcus sp.,
a pesar de su capacidad para colonizar ambientes acuaticos, no se consideran
tradicionalmente como marcadores de contaminacion fecal. Su presencia suele estar
asociada a materia organica y a condiciones propias del entorno, y no necesariamente a
eventos de contaminacion reciente o relevante desde el punto de vista sanitario (88—90).
Esta consideracion ha sido respaldada en otros trabajos, en los que se sugiere que su
valor como marcadores microbiologicos es limitado, especialmente cuando el objetivo es

identificar focos de contaminacion fecal o evaluar riesgos para la salud publica (7,85).

En contraste, Enterococcus faecalis (E. faecalis), una bacteria comensal del tracto
gastrointestinal humano, es ampliamente reconocida como un indicador de
contaminacion fecal debido a su resistencia y mayor capacidad de supervivencia en
ambientes acuéaticos, como lo sefiala Rios et al. en 2017 (7). En este estudio, la ausencia
de aislamiento de E. faecalis sugiere que la contaminacion presente en el Rio Alto Ubaté
podria corresponder a eventos recientes o transitorios, mas que a una carga fecal
sostenida en el tiempo. En consecuencia, las bacterias Gram positivas detectadas no
fueron consideradas en el analisis final como indicadores fiables de deterioro en la
calidad del agua ni como reflejo de un riesgo ambiental relevante, en concordancia con

lo reportado por otros autores (85).

61



Por otro lado, las bacterias Gram negativas como E. coli resulta significativa debido a
que, esta especie ha sido establecida como un bioindicador de contaminacion fecal
reciente, segun el Decreto 1575 de 2007 del Ministerio de la Proteccion Social (98). La
presencia de E. coli en fuentes hidricas superficiales ha sido documentada ampliamente
en la literatura cientifica, tanto en contextos rurales como urbanos, lo que refuerza su
utilidad como marcador clave para la evaluacion de riesgos sanitarios. Estudios como los
de McLellan (99) y Widmer et al. (100) coinciden en sefialar que la deteccion de este
microorganismo es crucial para determinar el impacto que el uso del agua de estas

fuentes representa para la salud publica. (100)

Adicionalmente, en este andlisis se identificaron otras bacterias Gram negativas tales
como P. fluorescens, A. lwoffii y K. oxytoca. Estos hallazgos coinciden con los reportados
por Najjembe et al. en 2025 (101), quienes documentaron la presencia de géneros
similares en muestras de agua de tanques de almacenamiento domeéstico y agua de red
municipal. Estas bacterias, ampliamente reconocidas como patdgenos oportunistas,
habitan habitualmente en el ambiente acuatico, y su deteccidbn no necesariamente
implica contaminacion fecal. Sin embargo, su potencial patogénico es relevante, ya que
pueden ocasionar enfermedades transmitidas por el agua (85). De este modo, la
deteccion de estos microorganismos junto con genes de resistencia antimicrobiana en
fuentes hidricas constituye una preocupacion de salud publica, lo que subraya la
necesidad de un monitoreo constante y de mejoras en los procesos de tratamiento de
agua, a fin de mitigar la propagacion de cepas potencialmente resistentes y patégenas
(101).

En consecuencia, en este estudio se empled el nematodo C. elegans, como modelo
biologico para evaluar los efectos de contaminantes de origen bacteriano presentes en
el Rio Alto Ubaté, dado que, ha sido ampliamente utilizado en bioensayos de toxicidad
en ecosistemas desde 1990 por Williams y Dusenbery (102), gracias a su alta
sensibilidad, su homologia genética con organismos superiores y a su sencillez

experimental, que facilita su manejo y andlisis (40).

La evaluacion de la longevidad en la cepa silvestre N2 expuesta a las bacterias Gram

negativas reflejé que la exposicién a P. fluorescens no redujo de manera significativa la
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esperanza de vida del nematodo, resultado que contrasta con lo reportado por Neidig et
al. en 2018 (103), quienes describieron que algunas cepas de P. fluorescens pueden
repeler y causar mortalidad en nematodos N2. Por otro lado, en linea con los hallazgos
del presente trabajo, Kissoyan et al. en 2019 (104) encontraron que ciertas cepas de P.
fluorescens podian proteger al nematodo frente a infecciones por patdégenos. Estas
diferencias podrian atribuirse a las cualidades nutricionales y metabdlicas de cada
aislamiento de Pseudomonas, lo que sustenta la idea de que la composicién bacteriana
modula procesos fisioldgicos de C. elegans, incluyendo desarrollo y longevidad (15,40).
Asimismo, K. oxytoca y A. caviae en estudios previos mostraron menor virulencia en
comparacién con otras especies del género Aeromonas, reflejando mayores tasas de
supervivencia del nematodo expuesto (105,106), lo que coincide con los resultados de

este estudio, donde no se observé un efecto negativo en la supervivencia de la cepa N2.

La cepa TJ356 ha sido descrita como mas longeva y resistente al estrés (40), sin
embargo, la salud y supervivencia de los nematodos dependen criticamente de su fuente
bacteriana de alimento (15). Los resultados del trabajo con la cepa TJ356 permitid
evaluar el impacto fisiologico de bacterias posiblemente patdégenas aisladas del Rio Alto
Ubaté sobre variables clave como longevidad, reproducciéon, producciéon de ROS y

translocacion de DAF-16.

Los resultados evidenciaron que la exposicion a E. coli y A. Iwoffi redujo
significativamente tanto la esperanza de vida como el tamafio de la progenie de los
nematodos en comparacion con el control alimentado con E. coli OP50. Este hallazgo
concuerda con reportes que sefialan que la exposicion a ciertas bacterias ambientales
puede inducir toxicidad y afectar negativamente al nematodo (16). En particular, Deng et
al. en 2021 (16) y Miyata et al. en 2008 (107), describen la capacidad de cepas
ambientales como Acinetobacter y E. coli para generar efectos adversos sobre la
supervivencia y reproduccién en C. elegans, lo que respalda el uso de este modelo como
bioindicador toxicolégico ambiental. Sin embargo, la produccion de ROS detectada se
mantuvo baja tras la exposicion a estas bacterias, en contraste con estudios previos

donde algunas cepas de A. lwoffii indujeron altos niveles de estrés oxidativo (16).
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Esta diferencia puede explicarse por la distinta capacidad de algunas bacterias para
regular ROS (56,108). En el presente estudio, la cepa control E. coli OP50 indujo niveles
mas altos de ROS en C. elegans TJ356 en comparacion con las bacterias ambientales
E. coli y A. Iwoffii. Este resultado, aunque contradictorio, puede explicarse por las
caracteristicas metabolicas de OP50, que es nutricionalmente limitada y confiere mayor
sensibilidad al estrés oxidativo en el nematodo, posiblemente debido a una alteracion
mitocondrial, lo que resulta en una acumulacion mayor de ROS, de acuerdo con
Revtovich et al. en 2019 (109) y Crawford et al. en 2021 (110).

En contraste, las dos bacterias ambientales E. coli y A. lwoffii, mostraron una disminucién
en la produccién de ROS en el nematodo, coherente con lo descrito por Schifano et al.
en 2019 (108) quienes propusieron gque dichas bacterias podian neutralizar eficazmente
los ROS mediante la expresion de enzimas antioxidantes propias, como catalasas,
superoéxido dismutasas y peroxidasas (111,112). Ademas, la activacion de factores de
transcripcion del nematodo, como DAF-16, induce genes antioxidantes como sod-3, ctl-
1y gst-4, reforzando una respuesta protectora que atentia la acumulacion intracelular de
ROS (113). Gracias a estos mecanismos, estas bacterias patogénicas pueden resistir el
ataque oxidativo y colonizar de manera eficiente el intestino del nematodo, alterando la
homeostasis intestinal y provocando efectos fisioldgicos negativos, incluyendo reduccién

de longevidad y capacidad reproductiva, asociados con genes de virulencia (16,108,111)

Esta modulacién antioxidante no siempre resulta beneficiosa para el hospedero, ya que
algunos patdgenos, al resistir o disminuir la produccion de ROS, facilitan la colonizaciéon
intestinal, favoreciendo la persistencia bacteriana y contribuyendo a su potencial de
patogenicidad (16,108). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la menor
produccion de ROS observada con las bacterias ambientales podria reflejar un estrés de
tipo no oxidativo o un mecanismo de evasion inmunoldgica, que permite la colonizacion

sostenida del intestino del nematodo.

Por otra parte, la evaluacién de la translocacion nuclear de DAF-16 se observé de forma
especifica frente a A. Iwoffii, pero no con E. coli, lo que sugiere la existencia de rutas de
respuesta al estrés distintas y no exclusivamente dependientes de ROS (114). Esto

coincide con observaciones en otras muestras de agua ambiental, donde se evidencio la
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activacion de genes diana de DAF-16 sin una induccién aparente de ROS, segun lo
reportado por Xiao et al. (15), lo que respalda la capacidad de DAF-16 para responder a
multiples estimulos (107). Aunque tradicionalmente el estrés oxidativo se considera un
estimulo clave para su activacion, Kenyon en 2010 también sefala otros factores
capaces de desencadenar su actividad, como la restriccion dietética, la pérdida de
células germinales o la inhibicion de la respiracion (115).

Asimismo, se ha documentado que DAF-16 puede activarse en respuesta a infecciones
por patdgenos especificos, lo que sugiere que la inmunidad mediada por este factor de
transcripcion podria desencadenarse a partir de sefiales especificas del agente
infeccioso (114). No obstante, se sugiere que la infeccion por ciertos patégenos, a pesar
de causar estrés o dafo, no necesariamente desencadena la activacion tipica de DAF-
16 (115) como se evidencio en la respuesta de TJ356 frente a E. coli. De hecho, en 2010
Irazoqui et al. revela casos en los que la via de DAF-16 no se activa 0 no resulta
necesaria durante la infeccion (114). Por ejemplo, en gusanos infectados con P.
aeruginosa o S. aureus, incluso en etapas avanzadas con dafio tisular evidente, DAF-16
permanece inactivo en el citoplasmay no se transloca al nacleo debido a la supresion de

la respuesta por parte del microorganismo de origen bacteriano (114).

En contraste, Evans et al. (116) demostraron que esta inhibicion no se observé con S.
typhimurium o E. faecalis, lo que permitio la localizacion nuclear de DAF-16 vy, con ello,
una posible capacidad protectora para el nematodo (116). Sin embargo, se debe
considerar que la translocacion nuclear de DAF-16 inducida por un estimulo estresante
no siempre se correlaciona con una mayor resistencia al estrés o una prolongacion de la
longevidad; incluso, una acumulacion nuclear intensa puede relacionarse con una menor
resistencia al estrés y con una vida mas corta, como sugiere la evidencia en 2017 por
Urban et al. (117).

Asimismo, otros estudios han sugerido que la respuesta al estrés inducida por ciertos
patégenos podria estar mediada por vias independientes de DAF-16, como la via de
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) descrita en C. elegans por Irazoqui et al. en
2010 (118). En este sentido, C. elegans presenta diversos mecanismos de respuesta

frente a la infeccion, involucrando multiples rutas de sefializacion, entre ellas la via NSY -

65



1-SEK-1-PMK-1, que actia como un componente esencial de la respuesta inmune
frente a diversos patdgenos bacterianos y toxinas formadoras de poros. La existencia de
estas vias paralelas —PMK-1, BAR-1, DAF-16, FSHR-1, CED-1/UPR—, muchas de las
cuales muestran especificidad frente a patégenos particulares. Esto sugiere que C.
elegans ha desarrollado estrategias de inmunidad innata complejas, no dependientes
exclusivamente de un solo factor. (118)

En conjunto, los resultados observados podrian explicarse por diferencias en las cepas
bacterianas, su grado de virulencia o la activacion de mecanismos de toxicidad
independientes de ROS, pero que igualmente impactan parametros fisiolégicos
relevantes, como la reproduccién y la longevidad. Estas observaciones ponen de
manifiesto la complejidad de las interacciones hospedero - microbio y la alta variabilidad
en las respuestas del nematodo frente a distintos estresores bacterianos ambientales
(25,64).
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7. Conclusiones

Se evidencié la presencia de microorganismos Gram negativos relevantes, como
E. coli, P. fluorescens, A. lwoffii, A. caviae y K. oxytoca, en el punto de muestreo
“El Guacal” del Rio Alto Ubaté, asociada con vertimientos domeésticos,
agropecuarios e industriales. Estos hallazgos coinciden con estudios previos y
confirman la contaminacion microbiolégica del tramo, representando un riesgo

potencial para la salud publica y el equilibrio ecolégico de la zona.

Se observo que la exposicion a E. coli y A. lwoffii generé una disminucion
significativa en lalongevidad y la capacidad reproductiva de los nematodos TJ356,
sin un incremento proporcional en la produccion de ROS, lo que sugiere
mecanismos de toxicidad independientes del estrés oxidativo. Adicionalmente, se
detecto la translocacion nuclear de DAF-16 en respuesta a A. lwoffii, mientras que
con E. coli no se observo, destacando la complejidad de la regulacion de rutas de

respuesta en el modelo.

Los resultados respaldan el uso de C. elegans TJ356 como un bioindicador
ambiental sensible, capaz de evidenciar efectos fisioldgicos y citotoxicos ante la
exposicion a bacterias contaminantes presentes en cuerpos de agua. Esto
refuerza su aplicabilidad como herramienta para la vigilancia ecotoxicologica de

fuentes hidricas.
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8. Recomendaciones

Con el fin de dar continuidad y fortalecer los alcances de esta investigacion, se proponen
las siguientes lineas de trabajo a futuro:

e Ampliar el muestreo espacial y temporal a lo largo de la cuenca del Rio Ubaté,
considerando los distintos usos del suelo, para realizar un analisis microbioldgico

integral que permita comparar la calidad del agua entre tramos y épocas del afio.

e Fortalecer el andlisis microbiol6gico mediante técnicas moleculares y bioensayos
con C. elegans TJ356, evaluando la letalidad, la relacion dosis-respuesta, la
resistencia antimicrobiana de las cepas, y empleando cepas mutantes y modelos

alternativos para precisar las rutas de respuesta involucradas.

e Promover el uso de C. elegans como bioindicador ambiental y fomentar la
educacion y participacion comunitaria, impulsando practicas responsables para

reducir la presion contaminante sobre los recursos hidricos del Rio Alto Ubaté.

e Integrar los resultados del monitoreo microbiolégico y bioensayos, en
herramientas de gestion ambiental, como sistemas de alerta temprana, mapas de
riesgo hidrico o planes de saneamiento basico, para apoyar la toma de decisiones

por parte de autoridades locales y entidades ambientales.
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Anexos

Anexo 1: Registro de valores del Ensayo de Longevidad en C. elegans

TJ356
% Supervivencia TI356
TJ356/ E. coli OP50 TJ356/ E. coli TI356/ A. lwoffii
Dia R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 100 100 100 100 100 100 100 100 100
2 a3 86 86 a3 a3 a3 100 100 100
3 80 7 7 80 86 7 86 86 80
4 7 66 66 66 66 7 80 86
5 [ G0 G0 G0 45 [ 7 80 53
& 53 53 45 40 33 53 7 7
7 53 45 45 40 33 40 [ G0 45
a 45 40 40 33 33 33 G0 45 40
9 40 40 33 26 26 26 45 33 33
10 40 36 26 20 26 26 33 33 20
11 36 26 26 20 20 13 20 26 13
12 36 20 26 13 20 13 13 20 G
13 26 20 20 13 20 G G 20 G
14 26 13 20 G 13 0 G 13 0
15 13 13 20 0 0 0 G 0 0
16 13 G 13 0
17 G G G
18 G 0 0
15 0

Anexo 2: Tablas de registro de valores de reproduccion

Reproduccion
TJ356/ E. coli OP50 TI356 / E. coli TI356/ A. lwolffii
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Nematodo 1 180 184 175 143 153 169 116 101 116
Nematodo 2 187 177 176 115 145 148 125 108 137
Nematodo 3 174 181 184 153 160 113 101 134 131
Nematodo 4 186 181 179 141 150 135 113 123 118
Nematodo 5 177 175 173 136 114 154 112 133 120
Promedio 180,58 179,6 1774 137,86 145 143,8 1134 119,8 1244
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Anexo 3: Tablas de registro de valores de localizacion de DAF-16 en
nematodos TJ356

DAF- 16 CITOSOLICO DAF-16 NUCLEAR
Frecuencia absoluta |Frecuencia relativa |Frecuencia absoluta |Frecuencia relativa
H202 3 10% 27 0%
E. coli OP50 28 93% 2 7%
E. coli 26 87% 4 13%
A. lwoffii 6 20% 24 80%

Anexo 4. Tablas de registro de Unidades Relativas de Fluorescencia
(URF) de medicion de ROS

| Especies Reactivas de Oxigeno (URF)
R1 R2 R3 Promedio
Blanco 20,2624 24,0088 225193 22 2635
TI356/ H202 106,081 105,428 141,505 117,671333
TI356/ E. coli OP50 33,7759 42 4688 26,4404 | 34,8950333
TI356/ E. coli 16,4376 16,9337 242137 19,195
TI356/ A. Iwofii 23,7328 26,8681 15,2442 21,9483667

Medida 1: Exitacion: 485nm / Emision 520 nm

1ra lectura

1 2 3 4 5 [] 7 8 9 10 11 12
A 20,2624 28,4404
B 105,428 23,7325
C 24,0088 16,4376
D 141,505 26,8681
E 22,5193 16,9337
F 33,7759 15,2442
G 106,081 24,2137
H 42 A688
Especies Reactivas de Oxigeno (URF)
Ri R2 R3 Promedio
Blanco 40,9919 40,52 40,4083 40,6400667
TJ356/ H202 2076,21 2165,5 2109,43| 2117,14667
TJ356/ E. coli QP50 636,463 678,233 641,615 652,103667
TJ356/ E. coli 37,1764 41,5547 46,2431| 41,6580667
TI356/ A. lwofii 87,0919 96,1098 60,3424 81,1813667

Medida 2: Exitacion: 485nm / Emision 520 nm
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2da lectura

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 40,9919 641,615

B 2165,8 87,0919

c 40,52 37,1764

D 210943 96,1098

E 40,4083 41,5547

F 636,463 60,3424

G 2076,21 46,2431

H 676,233

Anexo 5: Consolidado de analisis estadistico en GraphPad Prism 8.0.2

A

LONGEVIDAD N2

Survival
Curve comparizan

Comparison of Survival Curves

Log-rank (Mantel-Cox) test (recommended)

Chi sguare 460.7
df 5

P value =0.0001
P value summary -
Are the survival curves sig different? Yes

Ordinary one-way ANOVA
ultiple comparizonz

LONGEVIDAD M2

Number of families 1
Number of comparisons per family 5
Alpha 0.05

Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary Adjusted P Value

Control E. coli OP50 vs. Pseudomonas fluoresce 1.000 -1.396 to 3.396 Mo ns 0.6347
Control E. coli OP50 vs. Escherichia coli 6.000 3.604 to 8.396 Yes i 0.0006
Control E. coli OP50 vs. Acinetobacter Iwoffii  6.000 3604 to 8.396 Yes i 0.0006
Control E. coli OP50 vs. Aeromonas caviae 2.000 -0.3961 to 4.396 Mo ns 0.0983
Control E. coli OP50 vs. Klebsiella oxytoca 0.000 -2.396 to 2.396 Mo ns =(.9999
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Unpaired t test

Table Analyzed
Column B
Survival A WS
Curve comparison LONGEVIDAD N2TJ356 | Column A
df 1 Unpaired t test
P value <0.0001

P value
P value summary P value summary

Are the survival curves sig different? Yes o .
Significantly different (P < 0.05)7

. A
Survival
Curve comparisan LONGEVIDAD TJ356
Comparison of Survival Curves
Log-rank (Mantel-Cox) test ([recommended)
Chi square 158.3
df 2
P value =0.0001
F value summary -
Avre the survival curves sig different? Yes
Ordinary one-way ANOYA
Multiple comparizons LOMGEVIDAD TJ356
Number of families 1
MNumber of comparisons per family 3
Alpha 0.05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant?
Control E. coli OP50 vs_ Escherichia coli 3667 1.799 to 5,534 Yes
Contrel E. coli OP50 vs. Acinetobacter hwt 3.333 1.466 to 5.201 Yes
Escherichia coli vs. Acinetobacter lwoffii -0.3333 -2.201to 1.534 Mo
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LONGEVIDAD N2 Y TJ35

N2
Vs,
TJ356

0.0078

e

Summary

=3

=

ns

Adjusted P Value
0.0023
0.0037
0.8514



Ordinary one-way AMNOVA

Multiple: comparisans REPRODUCCION TJ356
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0.05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary
E. coli OP30 vs. Escherichia coli 37.80 27.12to 48.48 Yes b
E. coli OP50 vs. Acinetobacter woffii 60.07 49.39to 70.75 Yes b
Escherichia coli vs. Acinetobacter hwc 22.27 11.569 to 32.95 Yes b
DOrdinary one-way ANOVA
Multiple comparisons ROS TJ356
MNumber of comparisons per family 4
Alpha 0.05
Dunnett's multiple comparisons Mean Diff.  95.00% CI of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
E. coli OP50 vs. Blanco 611.5 5543 to 668.7 Yes FEE <0.0001
E. coli OP50 vs. H;0, -1465 -1522 to -1408 Yes i <0.0001
E. coli OP50 vs. E. coli 6104 553.2 to BBT.6 Yes i <0.0001
E. coli OP50 vs. A. Iwoffii 570.9 513.7 to 6281 Yes i <0.0001
Contingency
Table Analyzed DAF-16
P value and statistical significance
Test Chi-square
Chi-square, df 2283, 3
P value =0.0001
P value summary e
One- or two-sided A
Statistically significant (F < 0.05)7 Yes
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mo o= o0

Adjusted P Value
<0.0001
=0.0001
<0.0001

Blanco
Hz02

E. coli
A. Iwoffii
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