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RESUMEN 
 

La contaminación por mercurio ha generado graves problemas ambientales. Sin 

embargo, los microorganismos han desarrollado mecanismos genéticos de resistencia 

a este metal. En el presente trabajo, se realizó la búsqueda de genes merA y merB en 

Pseudomonas resistentes a mercurio aisladas de ambientes acuáticos. 

Se obtuvieron aislamientos bacterianos de muestras de ambientes acuáticos de 

la Región Ica en agar sangre suplementado con cloruro de mercurio (HgCl2). 

Posteriormente, para la identificación de las cepas, se realizaron pruebas bioquímicas 

y la secuenciación del gen ribosomal 16S. Para establecer el grado de resistencia a 

mercurio, se realizaron ensayos de concentración mínima inhibitoria (MIC) de los 

compuestos mercuriales, inorgánico (HgCl2) y orgánico, acetato de fenilmercurio 

(PMA). Además, se realizaron ensayos de volatilización de mercurio. 

 Se aislaron 07 cepas de Pseudomonas resistentes a mercurio, 03 

pertenecieron a la especie P. monteilii (PMe-03, SMe-08 y SMe-09) y 04 a la especie 

P. pseudoalcaligenes (CMe-08, CMe-15, CMe-16 y CMe-17). Así mismo, los niveles 

de resistencia a HgCl2 oscilaron entre 750 µM y ≥2000 µM, mientras que la resistencia 

frente a PMA estuvo entre 32 µM y 300 µM. Se amplificó un fragmento de 461 pb 

correspondiente al  gen merA en todas las cepas, mientras que se amplificó un 

fragmento de  502 pb sólo en las cepas PMe-03, CMe-15, CMe-16, SMe-08 y SMe-

09, que corresponde al gen merB. Mediante el ensayo de volatilización, todas las 

cepas mostraron su capacidad de volatilizar HgCl2. 

En conclusión, el gen merA se detectó en todas las cepas de Pseudomonas 

resistentes a mercurio aisladas de ambientes acuáticos de Ica, mientras que el gen 

merB se detectó sólo en cinco de ellas.                                                                                                

Palabras clave: Mercurio, Pseudomonas, resistencia, volatilización. 
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ABSTRACT 
 

Mercury contamination has generated serious environmental problems. 

However, microorganisms have developed genetic mechanisms that confer resistance 

to this metal. In the present study, the search for merA and merB genes was carried 

out in mercury resistant Pseudomonas isolated from aquatic environments. 

Isolates from aquatic environments of the Ica Region were performed on blood 

agar supplemented with mercury chloride (HgCl2). Subsequently, biochemical tests 

and 16S ribosomal gene sequencing were performed to identify the strains. To 

establish its degree of mercury resistance, minimum inhibitory concentration (MIC) 

tests were performed using the inorganic mercury (HgCl2); and the organic mercury, 

phenyl mercury acetate (PMA). In addition, mercury volatilization tests were 

performed. 

07 strains of mercury resistant Pseudomonas were isolated, 03 were identified 

as P. monteilii (PMe-03, SMe-08 and SMe-09), and 04 as P. pseudoalcaligenes (CMe-

08, CMe-15, CMe-16 y CMe-17). Likewise, the levels of resistance to HgCl2 ranged 

between 750 μM and ≥2000 μM, while the resistance against PMA was between 32 

μM and 300 μM. A fragment of 461 bp corresponding to the merA gene was amplified 

in all strains, while a fragment of 502 bp was amplified only in strains PMe-03, CMe-

15, CMe-16, SMe-08 and SMe-09, which corresponds to the merB gene. Through the 

volatilization test, all strains showed their ability to volatilize HgCl2. 

In conclusion, merA gene was detected in all mercury resistant Pseudomonas 

strains isolated from aquatic environment of the Ica Region,  while merB gene was 

detected only on five of them. 

Key words: Mercury, Pseudomonas, resistance, volatilization. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

El género Pseudomonas fue aislado por primera vez hace más de 100 años 

(Migula, 1894). Desde entonces se describen como bacterias aerobias Gram 

negativas, rectas o ligeramente curvadas, móviles por uno o diversos flagelos 

polares, con especies oxidasas positivas o negativas (Palleroni, 2015). Las 

especies pertenecientes a este género son metabólicamente versátiles y con 

requerimientos nutricionales sencillos, lo que les permite habitar diversos 

ecosistemas terrestres y acuáticos (de Oliveira, 2015). El género consiste en más 

de 240 especies (Andreani, 2017), muchas de las cuales tienen un rol importante 

en la biosfera como microbiota rizosférica (Georgieva y col., 2018), degradadores 

de compuestos orgánicos y aromáticos (Nwinyi y col., 2016), resistentes a 

antibióticos y a metales pesados (Boeris  y col., 2016) (Chen y col., 2018) y como 

patógenos humanos (Maliniak y col., 2016). Convirtiéndose así, en uno de los 

géneros bacterianos en los que existe un mayor interés por su potencial aplicación 

en diversos procesos biotecnológicos.  

Se conoce ampliamente que los microorganismos poseen una gran facilidad 

para la adaptación a ambientes adversos, esto debido a su plasticidad genética y 

fisiológica que, ayudado por el continuo curso de la evolución, ha permitido 

desarrollar diversos mecanismos relacionados a la sobrevivencia, proliferación, 

tolerancia y utilización de diversos recursos (Vivek y col., 2011). La toxicidad 

ocasionada por los metales pesados ha sido siempre una de las principales 

barreras para la supervivencia de los microorganismos (Sillampää M., 2009). Sin 

embargo, las bacterias han logrado desarrollar múltiples mecanismos para lidiar 

con estos impedimentos, como son: el bloqueo de la entrada de los iones tóxicos 

a la célula; el eflujo activo del ion metálico, por sistemas específicos codificados 
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por genes de resistencia; el secuestro físico intracelular por proteínas específicas 

de unión, el secuestro extracelular por polisacáridos en la pared celular y la 

conversión enzimática del metal en formas menos tóxicas o volátiles (Naguib, 

2018). 

La contaminación por metales pesados se ha convertido en un problema de 

interés actual en el campo ambiental así como en el de la salud pública, esto 

debido a su naturaleza altamente tóxica. Entre los metales pesados más 

conocidos se encuentran el mercurio, el plomo, el cadmio y el arsénico; de los 

cuales el mercurio es el que genera mayor preocupación, debido a que es 

considerado el sexto de entre los diez elementos más tóxicos (Nascimento, 2003) 

por su alta capacidad de unión al grupo sulfhídrico de los residuos de cisteína en 

proteínas y enzimas esenciales, lo que ocasiona la inactivación y el bloqueo de 

funciones celulares vitales (Vivek y col., 2011). Además, debido a la 

bioacumulación del mercurio a través de la cadena trófica; éste metal genera 

problemas emergentes muy serios como enfermedades al hígado, corazón, 

neurodegenerativas y congénitas (Mahbub K., 2017). Si bien el mercurio forma 

parte de la corteza terrestre, éste se encuentra naturalmente en bajas 

concentraciones; aproximadamente a 0.5 mg/kg (Canil y col., 2015), aunque la 

mayor parte de la emisión de mercurio al ambiente ocurre mediante procesos 

naturales, casi el 50% del total es emitido a través de actividades antropogénicas 

como el uso de combustibles fósiles y la minería del oro (Pirrone y col., 2010). 

El grado de toxicidad  del mercurio está en función de la forma del mismo, 

siendo los compuestos organomercuriales, en donde está incluido el 

metilmercurio, los que tienen un mayor grado de toxicidad. Por otra parte, las 
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formas inorgánicas y elementales son las menos tóxicas y las más volátiles, 

respectivamente (Segade y col., 2010). 

En algunas regiones de nuestro país, debido a la actividad minera informal, 

se ha generado una alta contaminación por mercurio. Son conocidos los sucesos 

de la región amazónica de Madre de Dios (MINAM, 2012) y de igual forma, en la 

Región Ica existen reportes de contaminación por mercurio en las provincia de 

Palpa y Nazca, principalmente en los distritos de Tulin y Saramarca (Bazan, 2011). 

Esta actividad minera artesanal contaminante se ha desarrollado desde hace 

muchos años (Loaiza, 2008). 

En los últimos años se ha estudiado ampliamente un mecanismo de 

resistencia bacteriana a mercurio mediado por el operon mer. Este es uno de los 

sistemas bacterianos de resistencia a metales pesados más conocidos, con una 

alta tasa de transformación del elemento tóxico en formas no tóxicas (Schaefer y 

col., 2004). La localización de este “cluster” genético en el genoma bacteriano ha 

sido documentada en cromosomas (Zeng y col., 2010), plásmidos (Ramírez-Días 

y col., 2011; Hernández-Ramírez y col., 2018) y transposones (Petrovski y col., 

2010), por lo que este sistema está ampliamente distribuido. Además, se 

encuentra tanto en especies Gram positivas como Bacillus sp. (Figueiredo y col., 

2014) y Gram negativas como Pseudomonas sp., Escherichia coli sp. y Vibrio sp. 

(Dash y col., 2017), provenientes de muestras ambientales (Chatziefthimiou y col., 

2007; Ramond y col., 2008) o de muestras clínicas (Pundogar y col., 2014). 

 

Por otro lado, estudios de secuenciamento del operon mer  han demostrado 

la presencia de diversos genes, lo que ha permitido determinar el mecanismo 

molecular de la resistencia a mercurio. Dentro de ellos destacan los genes 
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estructurales merB, que codifica la enzima monomérica liaza organomercurial, que 

rompe el enlace covalente Hg-C liberando mercurio inorgánico Hg (II), y  merA que 

codifica una enzima reductasa mercurial, que cataliza la conversión del mercurio 

inorgánico en volátil Hg(0). Además, los genes merR, codificante de la proteína 

represora sensible al metal y merT que codifica una proteína de membrana 

encargada de transportar el mercurio hacia el interior de la célula (Naguib y col., 

2018).  

 

Algunas bacterias poseen un operon mer de bajo espectro, ellas contienen 

sólo el gen merA. Otros poseen además el gen merB permitiéndoles descomponer 

especies de mercurio más tóxicas, además de las inorgánicas, estos son 

conocidos como operones mer de amplio espectro. Sin embargo, se ha 

documentado que el gen merB es más común en bacterias Gram negativas que 

en Gram positivas (Dash y col., 2012). 

De este modo, en el presente estudio se planteó detectar los genes merA y 

merB en Pseudomonas spp. resistentes a mercurio aisladas de ambientes 

acuáticos. Para esto se propusieron los siguientes objetivos: Aislar cepas 

bacterianas en base a su tolerancia a mercurio; determinar las especies 

bacterianas en base a la secuenciación del gen 16S ADNr; detectar los genes 

merA y merB en cada cepa aislada mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). 

 

 

 



5 
 

II. ANTECEDENTES 
 

 

A nivel internacional se documentaron los siguientes estudios: 

 

Henriques y col. (2016) en Portugal, lograron aislar un total de 137 bacterias 

Gram negativas a partir de muestras de pantanos salados contaminados y no 

contaminados. El género predominante en las áreas contaminadas 

correspondieron al género Pseudomonas, con grados de resistencia a mercurio 

(HgCl2) de hasta 1000 µM, así como a otros metales y a diversos antibióticos. 

Todos los aislados pertenecientes a este género fueron positivos para la 

amplificación del gen merA. 

 

 

 

Jan y col., (2016) en India, aislaron 18 bacterias de aguas contaminadas con 

mercurio para evaluar su tolerancia a Cloruro de mercurio (HgCl2) y buscar genes 

del operon mer relacionados con el transporte del metal a través de la membrana 

bacteriana (merP y merT) mediante PCR. Del total de aislados, se identificaron 

cinco especies del género Pseudomonas correspondientes a las especies 

Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas aeruginosa,  capaces de tolerar una 

concentración de hasta 1000 µM de HgCl2 además de poseer los genes merP y 

merT. 
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Giovanella y col. (2015) en Brasil, realizaron aislamientos a partir de sedimentos 

de cuerpos de agua contaminados con desechos petroquímicos. Obtuvieron 8 

aislados de bacterias Gram negativas altamente resistentes al mercurio, seis de 

ellas pertenecientes al género Pseudomonas, con valores MIC para HgCl2 entre 

250 µM y 920 µM. Realizaron también la búsqueda del gen de la enzima mercurio 

reductasa merA, resultando positiva para 4 de las cepas de Pseudomonas 

aisladas.  

 

Meredith y col., (2012) en Estados Unidos, aislaron 29 bacterias del tracto 

gastrointestinal de trucha resistentes a antibióticos y a mercurio, de ellas una 

perteneció al género Pseudomonas. Los valores MIC fueron de 100 µM para 

HgCl2 y >16 µM para acetato de fenilmercurio (PMA). No se detectó el gen merA 

por PCR en la cepa Pseudomonas sp.  

 

Zhang y col. (2011) en China, caracterizaron una cepa Pseudomonas putida 

aislada de ambiente marino resistente a mercurio con un valor MIC de hasta 280 

µM de HgCl2. Demostraron la presencia de los genes merA, merR, merT, merP 

y merC en el cromosoma bacteriano y la capacidad de volatilizar casi el 100% 

del mercurio presente en el medio de cultivo, mediante absorción atómica. 

Además, determinaron que el pH óptimo para el crecimiento de Pseudomonas  

putida y la expresión del gen merA diferían considerablemente, siendo de 8.5 y 

5 respectivamente. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
  

 

3.1. Material biológico 

3.1.1. Cepas bacterianas   

 Cepa bacteriana Aeromonas veronii CTe-01 perteneciente al 

cepario del laboratorio de Biología Molecular y Biotecnología de 

la Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad San Luis 

Gonzaga de Ica. 

 

 Cepa comercial E. coli BW25113 usada como control negativo 

en los ensayos, gentilmente proporcionada por el Dr. Claudio 

Vásquez de la Universidad de Santiago de Chile. 

3.2. Métodos 

3.2.1. Toma de muestra 

Se colectaron volúmenes de 200 mL de muestras de: agua de mar 

de Paracas – Pisco (13°49'59.8"S 76°14'58.8"W), relaves mineros de 

Saramarca – Palpa (14°29'34.6"S 75°05'54.0"W) y aguas residuales 

de la laguna de oxidación de Cachiche – Ica (14°07'04.8"S 

75°43'37.5"W) en frascos Schott de 250 ml estériles. Éstas fueron 

trasladadas al laboratorio dentro de las primeras 4 horas a partir de 

la toma de muestra, siguiendo cadena de frio (< 10°C) en un 

conservador. 
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3.2.2. Procesamiento de la muestra 

3.2.2.1 Enriquecimiento de la muestra  

Se utilizó la metodología descrita por Bhowmik y col. (2009). 

Se agregó 10 mL de la muestra de agua o 5 g de sedimento 

en 10 mL de agua peptonada alcalina 1 % (pH 8,6) y se 

incubó a 37 °C durante 24 horas.  

3.2.2.2. Siembra de muestra 

Pasado el tiempo de enriquecimiento, una asada de  

muestra enriquecida se sembró por estría y agotamiento en 

agar sangre suplementado con HgCl2 (10 µg/mL). Las 

placas se incubaron a 37 °C por 24 horas (ver anexos 

Flujograma 01 y Figura 06). 

 

3.2.3. Selección de especies pertenecientes al género Pseudomonas 

Se seleccionaron las colonias parduzcas, redondas, convexas, de 1 

a 3 mm, hemolíticas o no, móviles, Gram negativas, oxidasa y 

catalasa positivas o negativas. Las cepas seleccionadas se 

sembraron en 2 mL de caldo LB suplementado con HgCl2 (5 µg/mL) 

y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Pasado el tiempo de 

incubación, los caldos fueron conservados a 5 °C para análisis 

posteriores. 
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3.2.4. Concentración mínima inhibitoria (MIC) 

La obtención de los valores de MIC se realizó siguiendo la 

metodología descrita por Wang y col. (1989). Brevemente, cada cepa 

bacteriana se sembró en 3 mL de caldo LB y se incubó toda la noche 

a 37 °C. Luego se agregó 5 µL de cada cultivo en placas con agar 

BHI suplementado con diferentes concentraciones de HgCl2 (en µM: 

0, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 y 2000) y de 

acetato de fenilmercurio - PMA (en µM: 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32. 64, 

128, 200 y 300), se utilizó la cepa  E. coli BW25113 como control 

negativo, la cual carece de los genes de resistencia a mercurio merA 

y merB. Las placas se incubaron hasta por 48 horas a 37 °C, donde 

la concentración mínima inhibitoria se determinó como la 

concentración  de HgCl2 o PMA a partir de la cual ya no se observó 

crecimiento bacteriano (Ver Anexos Flujograma 02). 

 

3.2.5. Diseño de partidores específicos para los genes merA y merB 

Se obtuvieron secuencias completas de los genes merA y merB 

pertenecientes a Pseudomonas en la base de datos del                     

National Center for Biotechnology Information - NCBI  

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (ver Anexos Figura 07). Estas fueron 

guardadas en formato FASTA para diseñar los partidores en el 

programa PRIMER3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Ver Anexos 

Figura 08). Se establecieron los siguientes parámetros: Tamaño de 

partidores, con un mínimo de 18 pares de bases (pb) y un máximo 
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de 22 pb; temperatura de melting, entre 57 °C y 63 °C y un producto 

de PCR esperado correspondiente al tamaño del gen completo; los 

partidores fueron generados automáticamente por el programa en 

base a los parámetros establecidos.  

 

3.2.6. Extracción de ADN genómico 

Las cepas seleccionadas y purificadas fueron sembradas en caldo 

LB suplementado con HgCl2 (10 µg/mL) y fueron incubadas a 37°C 

toda la noche. Pasado el tiempo de incubación se extrajo una 

alícuota de 1 mL por cada cepa en tupos Eppendorf de 1.5 mL y se 

centrifugaron a 8000 g por 3 minutos, se decantó el sobrenadante y 

se conservaron los precipitados celulares, los cuales fueron 

procesados en el sistema de extracción automatizado de ácidos 

nucleicos QIAcube para la extracción de ADN total (ver Anexos 

Figura 11). 

 

3.2.7. Identificación molecular de las cepas resistentes a mercurio 

aisladas. 

3.2.7.1. Amplificación del 16S mediante PCR 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador MJ 

Research PTC100, usando los partidores universales                                                                              

16S-F: 5´- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3´,                     
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16S-R: 5′- GGTTACCTTGTTACGACTT -3′ y el ADN 

genómico extraído anteriormente a cada una de las cepas.  

La reacción de PCR se detalla en la Tabla 01.  

Tabla 01. Componentes de la reacción de PCR para 

amplificar genes ribosomales 16 S. 

 

 

 

 

 

 

 

El programa de amplificación fue el siguiente: 

desnaturalización inicial (pre-PCR), a 94 °C por 5 minutos, 

luego 30 ciclos de PCR (desnaturalización: 94 °C por 1 

minuto; hibridación de partidores a  47 °C por 45 segundos; 

extensión a 72 °C por 1 minuto) y extensión final (post-PCR) 

a 72 °C por 5 minutos. Para confirmar la correcta 

amplificación del gen ribosomal 16S, una alícuota de cada 

uno de los productos de PCR (1500 pb) fueron separados 

mediante electroforesis en gel de agarosa y visualizados 

como se describe más adelante. 

 

Reactivos Volumen (µL) 

H2O libre de nucleasas 9.5 

PCR master mix (2x) 12.5  

Partidor - F (20 pmol/μL) 1  

Partidor - R (20 pmol/μL) 1  

ADN total (0.1 ug/μL) 1  

Volumen final 25 µL 



12 
 

3.2.7.2. Secuenciación de los productos de PCR y análisis In 

sílico de las secuencias. 

La identificación de las cepas bacterianas se realizó en base 

a las secuencias del gen ribosomal 16S y se siguió el 

análisis in sílico siguiente: Las secuencias fueron recibidas 

en formato texto y los cromatogramas en formato Snap 

viewer y PDF. La secuencia reversa fue procesada con el 

programa REVSEQ (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/revseq) (ver Anexos Figura 12). para obtener 

una secuencia directa adicional. Las 2 secuencias directas 

de cada cepa fueron alineadas con el programa CLUSTAL 

OMEGA (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (ver 

Anexos Figura 10), para obtener una secuencia consenso. 

En algunos casos se utilizó la información del cromatograma 

en formato Snap viewer para hacer las correcciones 

necesarias a las secuencias. Finalmente, cada secuencia 

procesada se ingresó al programa BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Ver Anexos Figura 

09) para la búsqueda de secuencias similares en la base de 

datos. La especie asignada a cada una de las cepas se basó 

en las secuencias de mayor similitud. 
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3.2.8. Detección de genes merA y merB mediante PCR. 

La detección de los genes merA y merB se realizó utilizando ADN 

genómico de cada una de las cepas, extraídas previamente y los 

partidores diseñados en este estudio:                                                                   

MerA-F 5’- CCATCTAAAAATCACCGGCA -3´ y                                             

MerA-R 5’- GCAGCAGGACARTTGYTTSA  -3’ para el gen merA,         

y MerB-F 5’- GATGACATGGTCTGCAACAGA -3’ y                               

MerB-R 5- TGAAAGGAGATGGAACCATGA -3’  para el gen merB. 

Para estos partidores se estableció el siguiente programa de 

amplificación: desnaturalización inicial (pre-PCR), a 98 °C por 30 

segundos, luego 30 ciclos de PCR (desnaturalización: 98 °C por 10 

segundos; hibridación de partidores a 64.1 °C por 30 segundos; 

extensión a 72 °C por 30 segundos) y una extensión final (post-PCR) 

a 72 °C por 2 minutos. 

Por otro lado, se realizaron amplificaciones de segmentos de ambos 

genes utilizando los partidores: MerA.1F                                                             

5’- CGACTGCACCGACCAGCC-3     y MerA.1R                                                   

5’-AAGGTCTGCGCCGCGAGCT-3’, diseñados por                                 

Pérez-Valdespino y col. (2013), el producto de PCR esperado fue de 

461 pb. Asimismo, se utilizaron los partidores MerB.2F                                                                 

5’- TCGCCCCATATATTTTAGAAC – 3’  y MerB2.R                                          

5’- GTCGGGACAGATGCAAAGAAA – 3’, diseñados por  Liebert y 

col. (1997), el producto de PCR esperado fue de 502 pb. El protocolo 

de PCR para ambos partidores fue el siguiente: desnaturalización 

inicial (pre-PCR), a 98 °C por 30 segundos, luego 30 ciclos de PCR 
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(desnaturalización: 98 °C por 10 segundos; hibridación de partidores 

a 57 °C por 30 segundos; extensión a 72 °C por 30 segundos) y una 

extensión final (post-PCR) a 72 °C por 2 minutos. 

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador 

Mastercycler® pro de Eppendorf (ver Anexos Figura 13) y en un 

volumen de reacción de 20 µL diseñado como se indica en la        

Tabla 02. 

Tabla 02. Componentes de la reacción de PCR para amplificar genes 

merA y merB. 

 

 

 

 

 

 

Como control negativo se utilizó el ADN genómico de la cepa 

susceptible a mercurio BW25113. La amplificación de los genes se 

determinó mediante electroforesis en gel de agarosa como se 

describe más adelante. 

 

 

 

Reactivos Volumen (µL) 

H2O libre de nucleasas 6 

PCR master mix (2x) 10 

Partidor-F (10 µM) 1 

Partidor-R (10 µM) 1 

ADN genómico 2 

Volumen final 20 µL 
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3.2.9. Electroforesis en gel de agarosa. 

Se preparó geles de Agarosa al 1% en buffer TAE (TRIS + Ácido 

acético + EDTA)  al que se le añadió 1 µL de SYBR™ Safe stain por 

cada 10 mL de gel, posteriormente se licuó en horno microondas por 

1 minuto y se agregó al molde para geles, donde se dejó enfriar por 

15 minutos. Luego, 10 µL de los productos de PCR se mezclaron con 

2.5 µL de 5X Green GoTaq® Flexi Buffer y fueron cargados, se utilizó 

como marcador de peso molecular 5 µL de GeneRuler™ DNA Ladder 

Mix. La electroforesis se realizó en una cámara de electroforesis 

horizontal a 60V por 60 minutos, luego se retiró el gel y las bandas 

fueron visualizadas en un fotodocumentador AZURE C-600 (ver 

Anexos Figura 14). 

3.2.10. Prueba de volatilización de mercurio. 

Las cepas resistentes a mercurio aisladas fueron evaluadas para 

determinar su capacidad de volatilización según lo descrito por 

Nakamura y Nakahara (1988). Para esto las cepas seleccionadas 

fueron sembradas en placas con agar nutritivo suplementadas con 

5 µg/mL de HgCl2 e incubadas a 37 °C por 24 horas. Pasado el 

tiempo de incubación, se seleccionó una colonia del cultivo de cada 

cepa y estas fueron diluidas en buffer fosfato 0.07 M (pH 7.0) 

conteniendo 0.5 mM de EDTA, 0.2 mM de acetato de magnesio, 5 

mM de tioglicolato de sodio y 50 µg de HgCl2 por mL. 

Posteriormente, se agregó 100 µL de cada colonia diluida en una 

microplaca de 96 pocillos, la cual fue cubierta con una lámina de 



16 
 

rayos X y se incubó a 37 °C hasta por 24 horas en oscuridad. 

Pasado el tiempo de incubación, la lámina de rayos X fue 

trasladada a un cuarto oscuro y se introdujo en 100 mL de solución 

de revelado durante 1 minuto, luego se enjuagó por 5 minutos en 

100 mL de agua destilada y finalmente se fijó por 1 minuto en 100 

mL de solución de fijación. La volatilización de mercurio se 

determinó cualitativamente mediante la aparición de manchas 

oscuras en la lámina de rayos X revelada. 
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IV. RESULTADOS 
 

Tabla 03. Cepas resistentes a mercurio aisladas de las diferentes fuentes 

acuáticas de Ica. 

Cepa Origen Tipo de muestra 

PMe – 03 Paracas Agua 

CMe – 08 Laguna de oxidación de Cachiche Afluente 

CMe – 15 Laguna de oxidación de Cachiche Efluente 

CMe – 16 Laguna de oxidación de Cachiche Afluente 

CMe – 17 Laguna de oxidación de Cachiche Afluente 

SMe – 08 Zona de minería artesanal de Saramarca Sedimento 

SMe – 09 Zona de minería artesanal de Saramarca Sedimento 

 

 

 

Tabla 04.  Características fenotípicas observadas en las cepas seleccionadas. 

 

Cepa Hemólisis Oxidasa Catalasa Movilidad 

PMe – 03 β - - + 

CMe – 08 α + + + 

CMe – 15 α + + + 

CMe – 16 α + + + 

CMe – 17 β + + + 

SMe – 08 α + + + 

SMe – 09 α + + + 
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Tabla 05. Similitud entre las secuencias del gen ribosomal 16S de cada una de 

las cepas resistentes a mercurio aisladas y secuencias disponibles en la base de 

datos de GenBank. 

 

Tabla 06. Nueva denominación para las cepas aisladas después de su 

identificación en base a la secuenciación del gen ribosomal 16S 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa Especie con mayor similitud Expentancia Identidad 
Acceso a Genbank 

de la cepa similar 

PMe-03 Pseudomonas monteilii 0.0 97% NR_024910.1 

CMe-08 Pseudomonas pseudoalcaligenes 0.0 99% NR_037000.1 

CMe-15 Pseudomonas pseudoalcaligenes 0.0 99% NR_113653.1 

CMe-16 Pseudomonas pseudoalcaligenes 0.0 99% NR_037000.1 

CMe-17 Pseudomonas pseudoalcaligenes 0.0 99% NR_113653.1 

SMe-08 Pseudomonas monteilii 0.0 99% NR_024910.1 

SMe-09 Pseudomonas monteilii 0.0 99% NR_114224.1 

Codificación 

previa 
Nueva denominación 

PMe-03 P. monteilii  PMe - 03 

CMe-08 P. pseudoalcaligenes CMe - 08 

CMe-15 P. pseudoalcaligenes CMe - 15 

CMe-16 P. pseudoalcaligenes CMe - 16 

CMe-17 P. pseudoalcaligenes CMe - 17 

SMe-08 P. monteilii SMe - 08 

SMe-09 P. monteilii SMe - 09 



19 
 

 

Tabla 07.  Valores de concentración mínima inhibitoria (MIC) de los compuestos 

mercuriales inorgánicos (HgCl2) y orgánicos (PMA) para cada una de las cepas 

bacterianas evaluadas.  

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HgCl2: Cloruro de mercurio                                                                                                                          

PMA: Acetato de fenilmercurio.  

  

Cepa 
MIC (µM) 

HgCl2 PMA 

P. monteilii  PMe - 03 ≥ 2000 300 

P. pseudoalcaligenes CMe - 08 1250 32 

P. pseudoalcaligenes CMe - 15 1250 64 

P. pseudoalcaligenes CMe - 16 750 32 

P. pseudoalcaligenes CMe - 17 750 128 

P. monteilii SMe - 08 1500 300 

P. monteilii SMe - 09 1750 300 

Escherichia coli BW 25113 0 32 
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Figura 02. Detección del gen merB utilizando los partidores MerB-F/MerB-R,  

tamaño de amplicón esperado, 600 pb. 1: P. monteilii  PMe-03;                                                 

2: P. pseudoalcaligenes CMe-08; 3: P. pseudoalcaligenes CMe-15;                                       

4: P. pseudoalcaligenes CMe-16; 5: P. pseudoalcaligenes CMe-17;                                         

6: P. monteilii  SMe-08; 7: P. monteilii  SMe-09; 8: E.coli BW25113;                                     

9: Control H2O. 

Figura 01. Detección del gen merA utilizando los partidores MerA-F/MerA-R,  

tamaño de amplicón esperado,1600 pb. 1: P. monteilii  PMe-03; 2: P. 

pseudoalcaligenes CMe-08; 3: P. pseudoalcaligenes CMe-15; 4: P. 

pseudoalcaligenes CMe-16; 5: P. pseudoalcaligenes CMe-17; 6: P. monteilii  

SMe-08; 7: P. monteilii  SMe-09;  8: E.coli BW25113; 9: control H2O; 10: 

Aeromonas veronii CTe-01. 
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Figura 04. Detección del gen merB utilizando los partidores MerB.2F/MerB.2R, 

tamaño de amplicón esperado, 502 pb. 1: P. monteilii  PMe-03;                                                

2: P. pseudoalcaligenes CMe-08; 3: P. pseudoalcaligenes CMe-15;                                   

4: P. pseudoalcaligenes CMe-16; 5: P. pseudoalcaligenes CMe-17;                                  

6: P. monteilii  SMe-08; 7: P. monteilii  SMe-09; 8: E.coli BW25113;                                   

9: control H2O. 

Figura 03. Detección del gen merA utilizando los partidores MerA.1F/MerA.1R, 

tamaño de amplicón esperado,  461 pb. 1: P. monteilii  PMe-03;                                                

2: P. pseudoalcaligenes CMe-08; 3: P. pseudoalcaligenes CMe-15;                                    

4: P. pseudoalcaligenes CMe-16; 5: P. pseudoalcaligenes CMe-17;                                           

6: P. monteilii  SMe-08; 7: P. monteilii  SMe-09;  8: E.coli BW25113;                               

9: control H2O; 10: Aeromonas veronii CTe-01. 

 



22 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 05. Marca en la película de rayos X por el mercurio volátil derivado del 

compuesto mercurial inorgánico HgCl2. 1: P. monteilii  PMe-03; 2: P. 

pseudoalcaligenes CMe-08; 3: P. pseudoalcaligenes CMe-15; 4: P. 

pseudoalcaligenes CMe-16; 5: P. pseudoalcaligenes CMe-17; 6: P. monteilii  SMe-

08; 7: P. monteilii  SMe-09; 8: E.coli BW25113. 
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V. DISCUSIÓN 
 

En el presente estudio se aislaron 7 cepas Gram negativas resistentes a 

HgCl2 (15 µg/mL) de ambientes acuáticos de la Región Ica (ver Anexos Figura. 

15). Del ellas, una fue aislada de las muestras obtenidas de la zona de Paracas, 

4 de las muestras de la laguna de oxidación de Cachiche y 2 de las muestras de 

la zona de minería artesanal de Saramarca – Palpa (Tabla 03). El aislamiento de 

estas cepas tanto de zonas con baja (Paracas) y alta polución (Laguna de 

oxidación de Cachiche y Saramarca) confirma la amplia distribución ambiental y 

geográfica de la resistencia bacteriana a mercurio (Osborn y col., 1997). Esto 

debido a que los genes que confieren la resistencia se encuentran principalmente 

en elementos genéticos móviles como plásmidos (Hernández-Ramírez y col., 

2018) y transposones (Petrovski y col., 2010). 

 

Inicialmente se intentó realizar el aislamiento de las cepas directamente en 

medios selectivos como agar MacConkey y Cetrimide suplementados con HgCl2. 

Sin embargo, no se obtuvieron aislados durante este proceso. Probablemente, los 

inhibidores de estos medios en adición al mercurio agregado en ellos ejercerían 

una presión selectiva demasiado alta para permitir el crecimiento de 

microorganismos. Por este motivo, se utilizó agar sangre suplementado con HgCl2 

para los aislamientos, un medio enriquecido que ha mostrado favorecer la 

resistencia a mercurio  (Pike R. y col. 2002) (ver Anexos Figura 06). 

 

Para determinar si las cepas aisladas se trataban de posibles Pseudomonas, 

se realizaron pruebas fenotípicas a cada  una de ellas. Las guías de identificación 
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fenotípica para Pseudomonas están mayormente orientadas a cepas aisladas de 

muestras clínicas  (Instituto Nacional de Salud, 2005) por lo que se realizaron las 

pruebas indicadas en la Tabla 04. Además se realizaron cultivos en agar 

MacConkey  (ver Anexos Figura 15) y Cetrimide (ver Anexos Figura 16). 

 

A pesar de haber realizado la caracterización fenotípica, esta no fue 

considerada determinante para establecer a las cepas como Pseudomonas, ya 

que al ser aislados medioambientales estas poseen un mayor grado de diversidad 

metabólica, atribuido principalmente a que no se encuentran totalmente adaptadas 

a condiciones de cultivos ricos en nutrientes, así como a la presencia de plásmidos 

que pueden conferirle características fenotípicas que no se observan en las cepas 

de referencia taxonómicas (Boivin-Jahns V. y col., 1995). Por este motivo, se 

realizó la identificación molecular mediante la amplificación y secuenciación del 

gen ribosomal 16S (Ver anexos Figura 17), debido a que se conoce que es un gen 

ampliamente distribuido entre las bacterias y que además, presenta regiones 

variables específicas entre especies (Weisburg y col., 1991). De este modo, en 

base a las secuencias obtenidas para cada cepa (ver Anexos Figura 18 - Figura 

24) se identificó a todos los aislados como pertenecientes al género 

Pseudomonas, con dos especies diferenciadas: P. pseudoalcaligenes y P. 

monteilii (Tabla 05). 

 

La presencia de especies del género Pseudomonas en los aislados 

confirman la conocida ubicuidad de este grupo bacteriano en diversos ambientes 

como lagos, ríos,  estuarios y suelos (Pandya  y Desai, 2014) (Potivichayanon y 

col., 2017) (Ma y col. 2012). En relación a la procedencia de cada aislado, un 
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estudio realizado por Liu y col. (2016) documenta el aislamiento de P. monteilii 

de ambientes marinos. Sin embargo, no se tiene reportes del aislamiento de esta 

especie en zonas de actividad minera, como en el caso de las cepas P. monteilii 

SMe-08 y P. monteilii SM-09. De igual forma, no existen reportes del aislamiento 

de P. pseudoalcaligenes de aguas residuales, como fue el caso de las cepas              

P. pseudoalcaligenes CMe-08, P. pseudoalcaligenes CMe-15,                                            

P. pseudoalcaligenes CMe-16 y P. pseudoalcaligenes CMe-17. 

 

Mediante los ensayos de concentración mínima inhibitoria se determinó los 

diversos niveles de resistencia al compuesto inorgánico mercurial HgCl2, siendo 

la cepa P. monteilii PMe-03 la que mostró el mayor grado de resistencia con un 

valor MIC  ≥ 2000 µM y las cepas P. pseudoalcaligenes CMe-16 y                                       

P. pseudoalcaligenes CMe-17  las que mostraron el menor grado de resistencia, 

con un valor MIC de 750 µM (Tabla 07). En relación al compuesto mercurial 

orgánico PMA, se observaron grados menores de resistencia, con valores MIC 

que variaron desde 32 µM para las cepas P. pseudoalcalígenes CMe-08 y                      

P. pseudoalcalígenes CMe-16; hasta  300 µM para las cepas P. monteilii PMe-

03, P. monteilii SMe-08 y P. monteilii SMe-09 (Tabla 07). Sorprendentemente, la 

cepa E. coli BW25113, susceptible a mercurio inorgánico mostró una resistencia 

a PMA de 32  µM, el mismo grado de resistencia mostrado por las cepas P. 

pseudoalcalígenes CMe-08 y P. pseudoalcalígenes CMe-16. 

 

Aunque resulta difícil comparar los niveles de resistencia entre los 

diferentes estudios publicados, debido a la variedad de unidades de 

concentración de soluciones utilizadas, y a la composición del medio de cultivo 

que podría influenciar en el grado de resistencia (Pike y col. 2002); en este trabajo 
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se registraron valores MIC de 1250 µM para HgCl2 en la especie P. 

pseudoalcaligenes, los cuales resultaron mayores al valor de 100 µM descrito por 

Rodríguez y col. (2013), mientras que no existen reportes del grado de 

resistencia de esta especie frente a compuestos mercuriales orgánicos como el 

PMA. De igual forma, no se han registrado reportes de valores MIC para la 

especie P. monteilli frente a los compuestos mercuriales inorgánico y orgánico 

utilizados en este estudio.  

 

Las secuencias nucleotídicas utilizadas para el diseño de los partidores con 

la finalidad de amplificar genes merA y merB, fueron obtenidas de la base de 

datos de GenBank y correspondieron a las cepas Pseudomonas aeuroginosa 

S86968 (ver Anexos Figura 25) y Pseudomonas sp. K-62 (Ver Anexos Figura 26),  

respectivamente. Para ambos genes, la búsqueda de secuencias similares 

mediante BLAST dio 6 secuencias pertenecientes a diferentes géneros 

bacterianos (Ver Anexos Tabla 09 y Tabla 10). Para el caso del gen merA se 

diseñaron partidores degenerados en base a la codificación de ácidos nucleicos 

propuesta por IUPAC (Ver Anexos Tabla 08), debido a que la región de 

hibridación de los partidores poseía cierta variabilidad nucleotídica entre las 

secuencias de los demás géneros bacteriano relacionados (ver Anexos Figura 

27).  

 

Los partidores obtenidos para el gen merB no necesitaron de modificación 

alguna, ya que hibridaban a un segmento conservado entre las secuencias 

analizadas (ver Anexos Figura 28). 
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La detección de los genes merA y merB mediante PCR se realizó a partir 

del ADN total extraído de cada una de las cepas aisladas, por lo que no es posible 

determinar si la ubicación de los genes es cromosomal o plasmidial. Previamente, 

a cada uno de los partidores diseñados se le realizó un proceso de estandarización 

de la temperatura de hibridación de PCR, obteniendo para los partidores MerA-

F/MerA-R una temperatura óptima de 64.1°C (ver Anexos Figura 29) mientras que 

con los partidores MerB-F/MerB-R no se obtuvo amplificados específicos en 

ninguna de las temperaturas evaluadas (ver Anexos Figura 30). De este modo, 

utilizando los partidores MerA-F/MerA-R se logró detectar el gen merA completo 

sólo en las cepas P. monteilli PMe-03, P. pseudoalcaligenes CMe-08, P. monteilli 

SMe-08 y P. monteilli SMe-09 (Figura 01), mientras que en las restantes no se 

observó un amplificado específico del tamaño esperado (1600 pb).  Además, no 

se logró la detección del gen merB en ninguna de las cepas evaluadas, al emplear 

los partidores MerB-F/MerB-R (Figura 02). 

 

Estudios realizados por Narita y col. (2003) y Chahain y col. (2006) 

demuestran la diversidad nucleotídica de los genes relacionados a la resistencia 

a mercurio entre cepas aisladas de la misma fuente ambiental e incluso de la 

misma especie. Esta variabilidad puede deberse a que el operon mer es un 

“cluster” genético presente principalmente en plásmidos (Peters y col., 1991) y 

transposones (Radford y col., 1981), lo que conllevaría a una alta transmisibilidad 

intra e inter especies. Esto podría explicar por qué los partidores diseñados en 

este estudio no amplificaron de forma eficiente los genes merA y merB en todas 

las cepas evaluadas, a pesar de haber utilizados más de una secuencia de 

diversos géneros bacterianos para su diseño. Para confirmar esto, se utilizaron 
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los partidores diseñados por  Pérez-Valdespino (2013) y Libiert (1997) para los 

genes merA (MerA.1F/MerA.1R)   y merB (MerB.2F/MerB.2R) respectivamente, 

los cuales fueron diseñados para amplificar fragmentos más pequeños y de 

secuencia nucleotídica altamente conservada entre las diversas especies 

bacterianas. De este modo, usando los partidores MerA.1F y MerA.1R se logró la 

amplificación del fragmento esperado de 460 pb correspondiente al gen merA en 

todas las cepas (Figura 03), mientras que con los partidores MerB.2F y MerB.2R 

también se logró detectar el  fragmento de 500 pb del gen merB en casi todas las 

cepas evaluadas a excepción de P. pseudoalcaligenes CMe-08 y P. 

pseudoalcaligenes CMe-17 (Figura N° 04). 

 

En un estudio realizado por Wibberg y col. (2016)  se secuenció el genoma 

completo de una cepa de P. pseudoalcaligenes resistente a cianuro aislada de 

lodos de río. De esta forma se predijo la presencia del operon mer, en donde se 

identificó una secuencia correspondiente al gen merA. De igual forma, Ma Q. y 

col. (2012) predijeron la presencia del gen merA mediante la secuenciación del 

genoma completo de una cepa de P. monteilii. Sin embargo, ninguno de los dos 

estudios realizaron ensayos de determinación de resistencia a mercurio. Por otro 

lado, no existen reportes hasta la fecha de la presencia del gen merB en P. 

pseudoalcaligenes y P. monteilii como se describe en este trabajo. 

 

En base a la detección de genes realizada, las cepas P. monteilli PMe-03,                                        

P. pseudoalcaligenes CMe-15, P. pseudoalcaligenes CMe-16, P. monteilli                    

SMe-08 y P. monteilli SMe-09 tendrían un operon mer de amplio espectro, por 

poseer  los genes codificantes para la reductasa mercurial (merA) y la liasa 
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organomercurial (merB). Por el contrario, las cepas  P. pseudoalcaligenes                    

CMe-08 y P. pseudoalcaligenes CMe-17 corresponderían a un operon mer de bajo 

espectro al no detectarse el gen merB en ellas.  

 

Los altos niveles de resistencia al compuesto mercurial inorgánico (HgCl2)   

y orgánico (PMA) estuvieron relacionados a la presencia de los genes merA y 

merB respectivamente en las cepas P. monteilli PMe-03, P. monteilli SMe-08 y P. 

monteilli SMe-09. Sin embargo, esta relación no se observó en todos los aspectos. 

Aunque todas las cepas resistentes a HgCl2 mostraron contener el gen merA, la 

resistencia a PMA no estuvo relacionada en todas las cepas con la presencia del 

gen merB. De esta forma, se observó que la cepa P. pseudoalcaligenes CMe-17 

presentó un grado de resistencia máximo de MIC de 128 µM a PMA, a pesar de 

resultar negativo para la detección del gen merB. De igual forma, P. 

pseudoalcaligenes CMe-08 mostró un valor MIC de 32 ug/mL, un valor obtenido 

también para E. coli  BW25113 usada como control susceptible a mercurio, para 

ambas la búsqueda del gen en cuestión resultó negativa.  Estos datos sugerirían 

la existencia de mecanismos de resistencia a compuestos organomercuriales 

independientes al gen merB,  que podrían o no actuar en sinergia con los demás 

genes del operon mer; como la desmetilación oxidativa del metilmercurio, donde 

este compuesto es desmetilado en las rutas metabólicas del metanol y el sulfuro 

de metilo (Segade y col., 2010); convirtiéndolo principalmente en CO2 y mercurio 

inorgánico. 

 

Una vez detectado el gen merA en todas las cepas, se realizó un ensayo de 

volatilización para determinar fenotípicamente la presencia de la enzima 
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codificada por este gen, mercurio reductasa, en las cepas resistentes a mercurio. 

Todas las cepas mostraron su capacidad de volatilizar el compuesto mercurial 

HgCl2 (Figura 05), esto por la generación de las marcas producidas por la 

reactividad del mercurio elemental volatilizado por las bacterias con los residuos 

de plata presentes en la lámina de rayos X usada en el experimento. Según la 

literatura revisada, este es el primer reporte de la capacidad volatilizadora de 

mercurio para las especies P. pseudoalcaligenes y P. monteilii. Aunque este 

ensayo no determina la volatilización cuantitativamente, en base a la intensidad 

de las manchas generadas se podría estimar el grado de volatilización de cada 

cepa, ya que el tiempo de incubación de cada una de ellas fue el mismo (24 horas). 

Las cepas P. monteilii PMe-03 y P. pseudoalcaligenes CMe-08 tendrían mayor 

capacidad volatilizadora. De esta manera los grados de resistencia  a mercurio 

observados y la confirmación del mecanismo reductor de mercurio a compuestos 

menos tóxicos implicarían el potencial uso de estas cepas en procesos de 

biorremediación.  
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VI. CONCLUSIONES 
 

Al término del trabajo de investigación se llegó a las siguientes 

conclusiones: 

 

1. Se aislaron 7 cepas bacterianas resistentes a mercurio de muestras 

de agua de Paracas, laguna de oxidación de Cachiche y Saramarca, 

pertenecientes a las especies P. pseudoalcalígenes y P. monteilii. 

 

2. Los valores MIC de cloruro de mercurio (HgCl2) variaron entre 750 

µM (cepas P. pseudoalcalígenes CMe-16 y CMe-17) y ≥ 2000 µM 

(P. monteilii PMe-03); y de acetato de fenilmercurio (PMA), entre 32 

µM (cepas P. pseudoalcalígenes CMe-16 y CMe-08) y 300 µM 

(cepas P. monteilii PMe-03, SMe-08 SMe-09). 

 

 

3. Todas las cepas de Pseudomonas aisladas poseen el gen merA, 

mientras que sólo las cepas P. monteilii PMe-03,                                                  

P. pseudoalcalígenes CMe-15, P. pseudoalcalígenes CMe-16,                 

P. monteilii SMe-08 y P. monteilii SMe-09 presentaron el gen merB. 

 

4. Todas las cepas de Pseudomonas aisladas tuvieron la capacidad de 

volatilizar mercurio, lo cual estaría relacionado con la presencia del 

gen merA. 
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VII. RECOMENDACIONES 
 

 

1. Realizar ensayos de cinética de crecimiento en presencia de 

mercurio para determinar las condiciones de cultivo que favorezcan 

la replicación de cada cepa. 

 

2. Determinar cuantitativamente la volatilización del mercurio mediante 

absorción atómica para seleccionar las cepas con mayor capacidad 

volatilizadora y potencial uso en procesos de biorremediación. 

 

3. Realizar la confirmación de la especie de cada una de las cepas de 

Pseudomonas mediante la secuenciación de otros genes como 

gyrB.  

 

4. Confirmar la presencia de los genes merT, merP y merR; conocidos 

componentes importantes del operon mer. 
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IX. ANEXOS 
 

 

Flujograma 01. Aislamiento y selección de cepas de Pseudomonas resistentes a 

mercurio. 
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Figura 06. Aislamiento primario de bacterias resistentes a mercurio. Las muestras 

enriquecidas fueron sembradas en agar sangre suplementado con HgCl2 

(10µg/mL), nótese la presencia de colonias Beta y Gamma hemolíticas. 

 

Flujograma 02. Determinación de la concentración mínima inhibitoria 
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Figura 07. Página de inicio del Centro Nacional de Información Biotecnológica 

(NCBI). 

 

 

 

Figura 08. Programa bioinformático Primer 3 utilizado para el diseño de partidores 

específicos a los genes de interés. 
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Figura 09. Programa bioinformático BLAST utilizado para la búsqueda de 

secuencias similares. 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Programa bioinformático Clustal Omega utilizado para el alineamiento 

de las secuencias genéticas utilizadas en este estudio.  
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Tabla 08. Codificación internacional de ácidos nucleicos establecida por la Unión 

Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC). 

Código  Nucleótido 

A Adenina 

C Citosina 

G Guanina 

T  Timina 

U Uracilo 

R A o G 

Y C o T 

S G o C 

W A o T 

K G o T 

M A o C 

B C o G o T 

D A o G o T 

H A o C o T 

V A o C o G 

 

 

 

Figura 11. Sistema de extracción automatizado de ácidos nucleicos QIacube 
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Figura 12. Programa bioinformático REVSEQ utilizado para la obtención de la 

secuencia complementaria de las cadenas reversas secuenciadas. 

 

 

 

 

 

 Figura 13. Termociclador en gradiente Masterclycler pro de Eppendorf 
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Figura 14. Fotodocumentador digital Azure C600 
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Figura 15. Crecimiento de las cepas resistentes a mercurio aisladas en Agar 

MacConkey. 1: P. monteilii PMe-03; 2: P. pseudoalcaligenes CMe-08;                                 

3: P. pseudoalcaligenes CMe-15; 4: P. pseudoalcaligenes CMe-16;                                    

5: P. pseudoalcaligenes CMe-17; 6: P.  monteilii SMe-08; 7: P.  monteilii SMe-09. 
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Figura 16. Crecimiento de las cepas resistentes a mercurio aisladas en Agar 

Cetrimide. 1: P. monteilii PMe-03; 2: P. pseudoalcaligenes CMe-08;                                     

3: P. pseudoalcaligenes CMe-15; 4: P. pseudoalcaligenes CMe-16;                                       

5: P. pseudoalcaligenes CMe-17; 6: P. monteilii SMe-08; 7: P. monteilii SMe-09. 
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Figura 17. Productos de amplificación de genes 16S ADNr. 1: CMe-16; 2: CMe-

08; 3: PMe-03; 4: CMe-15; 5: SMe-08; 6: SMe-09 y 7: CMe.17. La flecha negra 

indica la banda del tamaño esperado (1500 pb). 

 

 

 

Figura 18. Secuencia nucleotídica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa 

PMe-03. 
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Figura 19. Secuencia nucleotídica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa 

CMe-08. 

 

 

 

Figura 20. Secuencia nucleotídica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa 

CMe-15. 
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Figura 21. Secuencia nucleotídica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa 

CMe-16. 

 

 

 

 

Figura 22. Secuencia nucleotídica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa 

CMe-17. 
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Figura 23. Secuencia nucleotídica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa 

SMe-08. 

 

 

 

Figura 24. Secuencia nucleotídica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa 

SMe-09. 
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Figura 25. Secuencia del gen merA seleccionada para el diseño de los partidores 

merA-F/merA-R. Código de acceso en GenBank: CP008865.2 

 

 

 

 

Figura 26. Secuencia del gen merB seleccionada para el diseño de los partidores 

merB-F/merB-R. Código de acceso en GenBank: AB013925.1 
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Tabla 09. Géneros bacterianos con secuencias similares al gen merA de la cepa 

Pseudomonas aeuroginosa S86968 usada para el diseño de los partidores              

merA-F/merA-R. 

 

 

 

Tabla 10. Géneros bacterianos con secuencias similares al gen merB de la cepa 

Pseudomonas sp. K-62 usada para el diseño de los partidores merB-F/merB. 

 

Especie Expentancia Identidad 
Acceso a 

Genbank 

Aeromonas hydrophila 0.0 100% CP028563.1 

Sallmonella enterica 0.0 95% CP012599.1 

Vibrio parahaemolyticus 0.0 95% KP688397.1 

Serratia marescens 0.0 97% AP013064.1 

Achromobacter xylosoxidans 0.0 100% JX448550.1 

Escherichia coli 0.0 95% CP015139.1 

Especie Expentancia Identidad 
Acceso a 

Genbank 

Aeromonas salmonicida 0.0 99% KJ909290.1 

Citrobacter freundii 0.0 99% CP017058.1 

Salmonella enterica 0.0 99% CP012599.1 

Escherichia coli 0.0 99% KU997026.1 

Enterobacter hormaechei 0.0 99% AP018352.1 

Vibrio alginolyticus 0.0 99% KU160531.1 
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Figura 27. Regiones de hibridación de los partidores MerA-F (rojo) y MerA-R 

(Azul) en el gen merA. Las secuencias utilizadas para el diseño de los partidores 

fueron alineadas, luego las regiones complementarias de cada partidor fueron 

buscadas al inicio y al final del alineamiento. Los asteriscos representan las zonas 

de homología nucleotídica. 

  

 

 

 

Figura 28. Regiones de hibridación de los partidores MerB-F (rojo) y MerB-R 

(Azul) en el gen merB. Las secuencias utilizadas para el diseño de los partidores 

fueron alineadas, luego las regiones complementarias de cada partidor fueron 

buscadas al inicio y al final del alineamiento. Los asteriscos representan las zonas 

de homología nucleotídica. 

 

 



61 
 

 

  

 

 

Figura 29. Proceso de estandarización de la temperatura de hibridación de los 

partidores MerA-F/MerA-R diseñados en este trabajo. Se realizaron reacciones de 

PCR a diferentes temperaturas de hibridación en un termociclador de gradiente. 

La temperatura óptima se eligió en base a la presencia de un producto de PCR 

intenso y único, de este modo se determinó que 64.1°C es la temperatura óptima 

de hibridación. 

 

 

 

 

Figura 30. Proceso de estandarización de la temperatura de hibridación de los 

partidores MerB-F/MerB-R diseñados en este trabajo. Se realizaron reacciones de 

PCR a diferentes temperaturas de hibridación en un termociclador de gradiente. 

No observó una amplificación específica del producto esperado de 500 pb. 

 

  

 


