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RESUMEN
La contaminacién 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 realizé la busqueda de genes merAy merB en

Pseudomonas resistentes a mercurio aisladas de ambientes acuaticos.

Se obtuvieron aislamientos bacterianos de muestras de ambientes acuaticos de
la Region Ica en agar sangre suplementado con cloruro de mercurio (HgCly).
Posteriormente, para la identificacién de las cepas, se realizaron pruebas bioquimicas
y la secuenciacion del gen ribosomal 16S. Para establecer el grado de resistencia a
mercurio, se realizaron ensayos de concentracion minima inhibitoria (MIC) de los
compuestos mercuriales, inorganico (HgCly) y organico, acetato de fenilmercurio

(PMA). Ademas, se realizaron ensayos de volatilizacion 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). Asi mismo, los niveles
de resistencia a HgCl, oscilaron entre 750 uM y 22000 uM, mientras que la resistencia
frente a PMA estuvo entre 32 uM y 300 uM. Se amplificé un fragmento de 461 pb
correspondiente al gen merA en todas las cepas, mientras que se amplifico un
fragmento de 502 pb sélo en las cepas PMe-03, CMe-15, CMe-16, SMe-08 y SMe-
09, que corresponde al gen merB. Mediante el ensayo de volatilizacion, todas las

cepas mostraron su capacidad de volatilizar HgClo.

En conclusién, el gen merA se detect6é en todas las cepas de Pseudomonas
resistentes a mercurio aisladas de ambientes acuéticos de Ica, mientras que el gen

merB se detect6 sdélo en cinco de ellas.

Palabras clave: Mercurio, Pseudomonas, resistencia, volatilizacion.



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 (HgCl,). 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 (HgCly); 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 HgCl, ranged
between 750 pM and 22000 uM, while the resistance against PMA was between 32
MM and 300 uM. 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 HgCl».

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. INTRODUCCION

El género Pseudomonas fue aislado por primera vez hace mas de 100 afios
(Migula, 1894). Desde entonces se describen como bacterias aerobias Gram
negativas, rectas o ligeramente curvadas, méviles por uno o diversos flagelos
polares, con especies oxidasas positivas 0 negativas (Palleroni, 2015). Las
especies pertenecientes a este género son metabdlicamente versatiles y con
requerimientos nutricionales sencillos, lo que les permite habitar diversos
ecosistemas terrestres y acuaticos (de Oliveira, 2015). El género consiste en mas
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 organicos y aromaticos (Nwinyi y col., 2016), resistentes a
antibioticos y a metales pesados (Boeris y col., 2016) (Chen y col., 2018) y como
patdégenos humanos (Maliniak y col., 2016). Convirtiéndose asi, en uno de los
géneros bacterianos en los que existe un mayor interés por su potencial aplicacion

en diversos procesos hiotecnoldgicos.

Se conoce ampliamente que los microorganismos poseen una gran facilidad
para la adaptacion a ambientes adversos, esto debido a su plasticidad genética y
fisiolégica que, ayudado por el continuo curso de la evolucion, ha permitido
desarrollar diversos mecanismos relacionados a la sobrevivencia, proliferacion,
tolerancia y utilizacion 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 (Sillampaa M., 2009). Sin
embargo, las bacterias han logrado desarrollar multiples mecanismos para lidiar
con estos impedimentos, como son: el bloqueo de la entrada de los iones téxicos

a la célula; el eflujo activo del ion metalico, por sistemas especificos codificados



por genes de resistencia; el secuestro fisico intracelular por proteinas especificas
de unidn, el secuestro extracelular por polisacaridos en la pared celular y la
conversion enzimatica del metal en formas menos toxicas o volatiles (Naguib,

2018).

La contaminacién por metales pesados se ha convertido en un problema de
interés actual en el campo ambiental asi como en el de la salud publica, esto
debido a su naturaleza altamente toxica. Entre los metales pesados mas
conocidos se encuentran el mercurio, el plomo, el cadmio y el arsénico; de los
cuales el mercurio es el que genera mayor preocupacion, debido a que es
considerado el sexto de entre los diez elementos mas téxicos (Nascimento, 2003)
por su alta capacidad de unién al grupo sulfhidrico de los residuos de cisteina en
proteinas y enzimas esenciales, lo que ocasiona la inactivacion y el bloqueo de
funciones celulares vitales (Vivek y col, 2011). Ademas, debido a la
bioacumulacién del mercurio a través de la cadena trofica; éste metal genera
problemas emergentes muy serios como enfermedades al higado, corazén,
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 emision 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 fosiles y la mineria del oro (Pirrone y col., 2010).

El grado de toxicidad del mercurio esta en funcién de la forma del mismo,
siendo los compuestos organomercuriales, en donde estd incluido el

metilmercurio, los que tienen un mayor grado de toxicidad. Por otra parte, las



formas inorganicas y elementales son las menos toxicas y las mas volatiles,

respectivamente (Segade y col., 2010).

En algunas regiones de nuestro pais, debido a la actividad minera informal,
se ha generado una alta contaminacion por mercurio. Son conocidos los sucesos
de la region amazénica de Madre de Dios (MINAM, 2012) y de igual forma, en la
Region Ica existen reportes de contaminacion por mercurio en las provincia de
Palpay Nazca, principalmente en los distritos de Tulin y Saramarca (Bazan, 2011).
Esta actividad minera artesanal contaminante se ha desarrollado desde hace

muchos afios (Loaiza, 2008).

En los Ultimos afios 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 mas conocidos, con una
alta tasa de transformacion del elemento toxico en formas no toxicas (Schaefer y
col., 2004). La localizacién de este “cluster” genético en el genoma bacteriano ha
sido documentada en cromosomas (Zeng y col., 2010), plasmidos (Ramirez-Dias
y col., 2011; Hernandez-Ramirez y col., 2018) y transposones (Petrovski y col.,
2010), por lo que este sistema estd ampliamente distribuido. Ademas, 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.
(Dashy col., 2017), provenientes de muestras ambientales (Chatziefthimiou y col.,

2007; Ramond y col., 2008) o de muestras clinicas (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



estructurales merB, que codifica la enzima monomeérica liaza organomercurial, que
rompe el enlace covalente Hg-C liberando mercurio inorganico Hg (1), y merA que
codifica una enzima reductasa mercurial, que cataliza la conversién del mercurio
inorgénico en voléatil Hg(0). Ademas, los genes merR, codificante de la proteina
represora sensible al metal y merT que codifica una proteina 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
s6lo el gen merA. Otros poseen ademas el gen merB permitiéndoles descomponer
especies de mercurio mas toxicas, ademdas de las inorganicas, estos son
conocidos como operones mer de amplio espectro. Sin embargo, se ha
documentado que el gen merB es mas comun en bacterias Gram negativas que

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

De este modo, en el presente estudio se plante6 detectar los genes merA'y
merB en Pseudomonas spp. resistentes a mercurio aisladas de ambientes
acuaticos. 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 secuenciacion del gen 16S ADNr; detectar los genes
merA y merB en cada cepa aislada mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).



[I. ANTECEDENTES

A nivel internacional se documentaron los siguientes estudios:

Henrigues 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. EI género predominante en las areas contaminadas
correspondieron al género Pseudomonas, con grados de resistencia a mercurio
(HgCly) de hasta 1000 uM, asi como a otros metales y a diversos antibiéticos.
Todos los aislados pertenecientes a este género fueron positivos para la

amplificacion 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 (HgCl,) 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
concentracion de hasta 1000 uM de HgCl, ademas de poseer los genes merP y

merT.



Giovanellay col. (2015) en Brasil, realizaron aislamientos a partir de sedimentos
de cuerpos de agua contaminados con desechos petroquimicos. Obtuvieron 8
aislados de bacterias Gram negativas altamente resistentes al mercurio, seis de
ellas pertenecientes al género Pseudomonas, con valores MIC para HgCl, entre
250 uM y 920 uM. Realizaron también la busqueda 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 antibiéticos y a mercurio, de ellas una
pertenecié al género Pseudomonas. Los valores MIC fueron de 100 uM para
HgCl.y >16 uM para acetato de fenilmercurio (PMA). No se detect6 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
UM de HgCl,.. 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 absorcion atémica.
Ademas, determinaron que el pH 6ptimo para el crecimiento de Pseudomonas
putida y la expresion del gen merA diferian considerablemente, siendo de 8.5y

5 respectivamente.



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material bioldgico
3.1.1. Cepas bacterianas

e Cepa bacteriana Aeromonas veronii CTe-01 perteneciente al
cepario del laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad San Luis

Gonzaga de Ica.

e Cepa comercial E. coli BW25113 usada como control negativo
en los ensayos, gentilmente proporcionada por el Dr. Claudio

Véasquez de la Universidad de Santiago de Chile.
3.2. Métodos
3.2.1. Toma de muestra

Se colectaron volumenes 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 oxidacion de Cachiche — Ica (14°07'04.8"S
75°43'37.5"W) en frascos Schott de 250 ml estériles. Estas 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.



3.2.2. Procesamiento de la muestra

3221 Enriguecimiento de la muestra

Se utilizé la metodologia descrita por Bhowmik y col. (2009).
Se agregd 10 mL de la muestra de agua o0 5 g de sedimento
en 10 mL de agua peptonada alcalina 1 % (pH 8,6) y se

incub6 a 37 °C durante 24 horas.

3.2.2.2. Siembra de muestra

Pasado el tiempo de enriquecimiento, una asada de
muestra enriquecida se sembro por estria y agotamiento en
agar sangre suplementado con HgCl> (10 pg/mL). Las
placas se incubaron a 37 °C por 24 horas (ver anexos

Flujograma 01 y Figura 06).

3.2.3. Seleccibén de especies pertenecientes al género Pseudomonas

Se seleccionaron las colonias parduzcas, redondas, convexas, de 1
a 3 mm, hemoliticas o no, méviles, Gram negativas, oxidasa y
catalasa positivas 0 nhegativas. Las cepas seleccionadas se
sembraron en 2 mL de caldo LB suplementado con HgCl; (5 pg/mL)
y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Pasado el tiempo de
incubacion, los caldos fueron conservados a 5 °C para analisis

posteriores.



3.2.4.

3.2.5.

Concentracion minima inhibitoria (MIC)

La obtencion de los valores de MIC se realiz6 siguiendo la
metodologia descrita por Wang y col. (1989). Brevemente, cada cepa
bacteriana se sembr6 en 3 mL de caldo LB y se incubé toda la noche
a 37 °C. Luego se agreg6 5 pL de cada cultivo en placas con agar
BHI suplementado con diferentes concentraciones de HgCl, (en puM:
0, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 y 2000) y de
acetato de fenilmercurio - PMA (en uM: 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32. 64,
128, 200 y 300), se utilizé 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 concentracion minima inhibitoria se determin6 como la
concentracion de HgCl, 0 PMA a partir de la cual ya no se observé

crecimiento bacteriano (Ver Anexos Flujograma 02).

Disefio de partidores especificos 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 disefiar los partidores en el

programa PRIMERS3 (http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Ver Anexos

Figura 08). Se establecieron los siguientes parametros: Tamafio de

partidores, con un minimo de 18 pares de bases (pb) y un méaximo



3.2.6.

3.2.7.

de 22 pb; temperatura de melting, entre 57 °C y 63 °C y un producto
de PCR esperado correspondiente al tamafio del gen completo; los
partidores fueron generados automaticamente por el programa en

base a los parametros establecidos.

Extraccion de ADN genémico

Las cepas seleccionadas y purificadas fueron sembradas en caldo
LB suplementado con HgCl» (10 pg/mL) y fueron incubadas a 37°C
toda la noche. Pasado el tiempo de incubacién se extrajo una
alicuota de 1 mL por cada cepa en tupos Eppendorf de 1.5 mL y se
centrifugaron a 8000 g por 3 minutos, se decantd el sobrenadante y
se conservaron los precipitados celulares, los cuales fueron
procesados en el sistema de extraccion automatizado de acidos
nucleicos QIAcube para la extraccion de ADN total (ver Anexos

Figura 11).

Identificacién molecular de las cepas resistentes a mercurio

aisladas.

3.2.7.1. Amplificacion del 16S mediante PCR

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termociclador MJ
Research PTC100, usando los partidores universales

16S-F: 5°- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3,

10



16S-R: 5- GGTTACCTTGTTACGACTT -3' y el ADN

gendmico extraido anteriormente a cada una de las cepas.

La reaccion de PCR se detalla en la Tabla 01.

Tabla 01. Componentes de la reacciébn de PCR para

amplificar genes ribosomales 16 S.

Reactivos Volumen (pL)
H-0 libre de nucleasas 9.5
PCR master mix (2x) 12.5
Partidor - F (20 pmol/uL) 1
Partidor - R (20 pmol/uL) 1
ADN total (0.1 ug/uL) 1
Volumen final 25 uL

El programa de amplificacion fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial (pre-PCR), a 94 °C por 5 minutos,
luego 30 ciclos de PCR (desnaturalizacion: 94 °C por 1
minuto; hibridacién de partidores a 47 °C por 45 segundos;
extension a 72 °C por 1 minuto) y extension final (post-PCR)
a 72 °C por 5 minutos. Para confirmar la correcta
amplificacion del gen ribosomal 16S, una alicuota de cada
uno de los productos de PCR (1500 pb) fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa y visualizados

como se describe méas adelante.

11



3.2.7.2. Secuenciacién de los productos de PCR y analisis In

silico de las secuencias.

La identificacion de las cepas bacterianas se realiz6 en base
a las secuencias del gen ribosomal 16S y se siguio el
analisis in silico 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/cqi-

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 utilizé la informacién del cromatograma
en formato Snap viewer para hacer las correcciones
necesarias a las secuencias. Finalmente, cada secuencia
procesada  se ingreso al programa BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) (Ver Anexos Figura

09) para la busqueda de secuencias similares en la base de
datos. La especie asignada a cada una de las cepas se baso

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

La deteccion de los genes merA y merB se realizé utilizando ADN
gendmico de cada una de las cepas, extraidas previamente y los
partidores disefiados 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 establecid el siguiente programa de
amplificacion: desnaturalizacién inicial (pre-PCR), a 98 °C por 30
segundos, luego 30 ciclos de PCR (desnaturalizacion: 98 °C por 10
segundos; hibridacién de partidores a 64.1 °C por 30 segundos;
extensién a 72 °C por 30 segundos) y una extension 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, disefiados por

Pérez-Valdespino y col. (2013), el producto de PCR esperado fue de
461 pb. Asimismo, se utlizaron los partidores MerB.2F
5- TCGCCCCATATATTTTAGAAC - & y MerB2.R
5- GTCGGGACAGATGCAAAGAAA - 3, disefiados por Liebert y
col. (1997), el producto de PCR esperado fue de 502 pb. El protocolo
de PCR para ambos partidores fue el siguiente: desnaturalizacién

inicial (pre-PCR), a 98 °C por 30 segundos, luego 30 ciclos de PCR
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(desnaturalizacion: 98 °C por 10 segundos; hibridacion de partidores
a 57 °C por 30 segundos; extensiéon a 72 °C por 30 segundos) y una

extension 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 reaccion de 20 pL disefiado como se indica en la

Tabla 02.

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

merA y merB.

Reactivos Volumen (uL)
H-0 libre de nucleasas 6
PCR master mix (2x) 10
Partidor-F (10 uM) 1
Partidor-R (10 uM) 1
ADN genémico 2
Volumen final 20 uL

Como control negativo se utilizé el ADN gendmico de la cepa
susceptible a mercurio BW25113. La amplificaciéon de los genes se
determiné mediante electroforesis en gel de agarosa como se

describe méas adelante.
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3.2.9. Electroforesis en gel de agarosa.

Se prepar6 geles de Agarosa al 1% en buffer TAE (TRIS + Acido
acético + EDTA) al que se le anadié 1 uL de SYBR™ Safe stain por
cada 10 mL de gel, posteriormente se licué en horno microondas por
1 minuto y se agreg6 al molde para geles, donde se dej6 enfriar por
15 minutos. Luego, 10 pL de los productos de PCR se mezclaron con
2.5 uL de 5X Green GoTaq® Flexi Buffer y fueron cargados, se utilizé
como marcador de peso molecular 5 L de GeneRuler™ DNA Ladder
Mix. La electroforesis se realiz6 en una camara de electroforesis
horizontal a 60V por 60 minutos, luego se retir6 el gel y las bandas
fueron visualizadas en un fotodocumentador AZURE C-600 (ver

Anexos Figura 14).
3.2.10. Prueba de volatilizacién de mercurio.

Las cepas resistentes a mercurio aisladas fueron evaluadas para
determinar su capacidad de volatilizacion segun lo descrito por
Nakamura y Nakahara (1988). Para esto las cepas seleccionadas
fueron sembradas en placas con agar nutritivo suplementadas con
5 ug/mL de HgCl, e incubadas a 37 °C por 24 horas. Pasado el
tiempo de incubacion, se seleccioné 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 pg de HgCl, por mL.
Posteriormente, se agreg6é 100 pL de cada colonia diluida en una

microplaca de 96 pocillos, la cual fue cubierta con una lamina de
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rayos X y se incub6 a 37 °C hasta por 24 horas en oscuridad.
Pasado el tiempo de incubacion, la lamina de rayos X fue
trasladada a un cuarto oscuro y se introdujo en 100 mL de solucion
de revelado durante 1 minuto, luego se enjuag6 por 5 minutos en
100 mL de agua destilada y finalmente se fijé por 1 minuto en 100
mL de solucion de fijacion. La volatilizacion de mercurio se
determiné cualitativamente mediante la aparicion de manchas

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

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

acuaticas de Ica.

Cepa Origen Tipo de muestra

PMe — 03 Paracas Agua

CMe - 08 Laguna de oxidacion de Cachiche Afluente
CMe - 15 Laguna de oxidacion de Cachiche Efluente
CMe - 16 Laguna de oxidacién de Cachiche Afluente
CMe - 17 Laguna de oxidacion de Cachiche Afluente
SMe - 08 Zona de mineria artesanal de Saramarca Sedimento
SMe - 09 Zona de mineria artesanal de Saramarca Sedimento

Tabla 04. Caracteristicas fenotipicas observadas en las cepas seleccionadas.

Cepa Hemolisis Oxidasa Catalasa Movilidad
PMe - 03 B - - +
CMe - 08 a + + +
CMe - 15 a + + +
CMe - 16 a + + +
CMe - 17 B + + +
SMe - 08 a + + +
SMe - 09 a + + +
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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.

Acceso a Genbank

Cepa Especie con mayor similitud Expentancia Identidad o
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

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

identificacion en base a la secuenciacion del gen ribosomal 16S

Codificacion

previa

Nueva denominacioén

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

18



Tabla 07. Valores de concentracion minima inhibitoria (MIC) de los compuestos
mercuriales inorganicos (HgClz) y organicos (PMA) para cada una de las cepas

bacterianas evaluadas.

MIC (M)
Cepa

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

HgCly: Cloruro de mercurio
PMA: Acetato de fenilmercurio.
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Figura 01. Deteccién del gen merA utilizando los partidores MerA-F/MerA-R,
tamafio de amplicobn esperado,1600 pb. 1: P. monteili 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. monteili SMe-09; 8: E.coli BW25113; 9: control H,O; 10:
Aeromonas veronii CTe-01.

Figura 02. Deteccion del gen merB utilizando los partidores MerB-F/MerB-R,
tamafio de amplicon esperado, 600 pb. 1: P. monteili PMe-03;
2: P. pseudoalcaligenes CMe-08; 3: P. pseudoalcaligenes CMe-15;
4: P. pseudoalcaligenes CMe-16; 5: P. pseudoalcaligenes CMe-17;
6: P. monteili SMe-08; 7: P. monteili SMe-09; 8: E.coli BW25113;
9: Control H20.
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Figura 03. Deteccion del gen merA utilizando los partidores MerA.1F/MerA.1R,

tamafio de amplicon esperado,
2:
4:
6:

9

P. monteilii

SMe-08; 7: P. monteilii

461 pb. 1: P. monteilii PMe-03;
P. pseudoalcaligenes CMe-08; 3: P. pseudoalcaligenes CMe-15;
P. pseudoalcaligenes CMe-16; 5: P. pseudoalcaligenes CMe-17;

SMe-09; 8: E.coli BW25113;

: control H>O; 10: Aeromonas veronii CTe-01.

Figura 04. Deteccion del gen merB utilizando los partidores MerB.2F/MerB.2R,

tamafo de amplicon esperado,
2:
4.
6:

9

P. monteilii
: control H»O.

SMe-08; 7: P. monteilii

21

502 pb. 1. P. monteili PMe-03;
P. pseudoalcaligenes CMe-08; 3: P. pseudoalcaligenes CMe-15;
P. pseudoalcaligenes CMe-16; 5: P. pseudoalcaligenes CMe-17,

SMe-09; 8: E.coli BW25113;



Figura 05. Marca en la pelicula de rayos X por el mercurio volatil derivado del
compuesto mercurial inorganico HgCl,. 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. DISCUSION

En el presente estudio se aislaron 7 cepas Gram negativas resistentes a
HgCl: (15 pg/mL) de ambientes acuaticos de la Regién 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 oxidacion de Cachiche y 2 de las muestras de
la zona de mineria artesanal de Saramarca — Palpa (Tabla 03). El aislamiento de
estas cepas tanto de zonas con baja (Paracas) y alta polucién (Laguna de
oxidacién de Cachiche y Saramarca) confirma la amplia distribucién ambiental y
geogréafica 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 moviles como plasmidos (Hernandez-Ramirez y col.,

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

Inicialmente se intento realizar el aislamiento de las cepas directamente en
medios selectivos como agar MacConkey y Cetrimide suplementados con HgCl,.
Sin embargo, no se obtuvieron aislados durante este proceso. Probablemente, los
inhibidores de estos medios en adicion al mercurio agregado en ellos ejercerian
una presion selectiva demasiado alta para permitir el crecimiento de
microorganismos. Por este motivo, se utilizé agar sangre suplementado con HgCl,
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 fenotipicas a cada una de ellas. Las guias de identificacion
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fenotipica para Pseudomonas estdn mayormente orientadas a cepas aisladas de
muestras clinicas (Instituto Nacional de Salud, 2005) por lo que se realizaron las
pruebas indicadas en la Tabla 04. Ademas se realizaron cultivos en agar

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

A pesar de haber realizado la caracterizacion fenotipica, esta no fue
considerada determinante para establecer a las cepas como Pseudomonas, ya
gue al ser aislados medioambientales estas poseen un mayor grado de diversidad
metabdlica, atribuido principalmente a que no se encuentran totalmente adaptadas
a condiciones de cultivos ricos en nutrientes, asi como a la presencia de plasmidos
que pueden conferirle caracteristicas fenotipicas que no se observan en las cepas
de referencia taxonémicas (Boivin-Jahns V. y col., 1995). Por este motivo, se
realizé la identificacion molecular mediante la amplificacion y secuenciacion del
genribosomal 16S (Ver anexos Figura 17), debido a que se conoce que es un gen
ampliamente distribuido entre las bacterias y que ademas, presenta regiones
variables especificas 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 identific6 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, rios, estuarios y suelos (Pandya y Desai, 2014) (Potivichayanon y

col., 2017) (Ma y col. 2012). En relacién 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 concentracién minima inhibitoria se determiné los
diversos niveles de resistencia al compuesto inorganico mercurial HgCl;, siendo
la cepa P. monteilii PMe-03 la que mostré el mayor grado de resistencia con un
valor MIC = 2000 pM 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 uM (Tabla 07). En relacidon al compuesto mercurial
organico PMA, se observaron grados menores de resistencia, con valores MIC
que variaron desde 32 UM para las cepas P. pseudoalcaligenes CMe-08 y
P. pseudoalcaligenes CMe-16; hasta 300 uM 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 inorganico mostré una resistencia
a PMA de 32 pM, el mismo grado de resistencia mostrado por las cepas P.

pseudoalcaligenes CMe-08 y P. pseudoalcaligenes CMe-16.

Aunque resulta dificil comparar los niveles de resistencia entre los
diferentes estudios publicados, debido a la variedad de unidades de
concentracion de soluciones utilizadas, y a la composicién del medio de cultivo

gue podria influenciar en el grado de resistencia (Pike y col. 2002); en este trabajo
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se registraron valores MIC de 1250 pM para HgCl, en la especie P.
pseudoalcaligenes, los cuales resultaron mayores al valor de 100 yuM descrito por
Rodriguez y col. (2013), mientras que no existen reportes del grado de
resistencia de esta especie frente a compuestos mercuriales organicos como el
PMA. De igual forma, no se han registrado reportes de valores MIC para la
especie P. monteilli frente a los compuestos mercuriales inorganico y orgénico

utilizados en este estudio.

Las secuencias nucleotidicas utilizadas para el disefio 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 blusqueda 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
disefaron partidores degenerados en base a la codificacion de acidos nucleicos
propuesta por IUPAC (Ver Anexos Tabla 08), debido a que la region de
hibridacion de los partidores poseia cierta variabilidad nucleotidica entre las
secuencias de los demas géneros bacteriano relacionados (ver Anexos Figura

27).

Los partidores obtenidos para el gen merB no necesitaron de modificacién

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

analizadas (ver Anexos Figura 28).
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La deteccién de los genes merA y merB mediante PCR se realizé a partir
del ADN total extraido de cada una de las cepas aisladas, por lo que no es posible
determinar si la ubicacién de los genes es cromosomal o plasmidial. Previamente,
a cada uno de los partidores disefiados se le realizé un proceso de estandarizacion
de la temperatura de hibridacion de PCR, obteniendo para los partidores MerA-
F/MerA-R una temperatura 6ptima de 64.1°C (ver Anexos Figura 29) mientras que
con los partidores MerB-F/MerB-R no se obtuvo amplificados especificos en
ninguna de las temperaturas evaluadas (ver Anexos Figura 30). De este modo,
utilizando los partidores MerA-F/MerA-R se logré detectar el gen merA completo
so6lo 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
observé un amplificado especifico del tamafio esperado (1600 pb). Ademas, no
se logro la deteccion 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 nucleotidica 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 plasmidos (Peters y col., 1991) y
transposones (Radford y col., 1981), lo que conllevaria a una alta transmisibilidad
intra e inter especies. Esto podria explicar por qué los partidores disefiados en
este estudio no amplificaron de forma eficiente los genes merA y merB en todas
las cepas evaluadas, a pesar de haber utilizados mas de una secuencia de

diversos géneros bacterianos para su disefio. Para confirmar esto, se utilizaron
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los partidores disefiados por Pérez-Valdespino (2013) y Libiert (1997) para los
genes merA (MerA.1F/MerA.1R) vy merB (MerB.2F/MerB.2R) respectivamente,
los cuales fueron disefiados para amplificar fragmentos mas pequefios y de
secuencia nucleotidica altamente conservada entre las diversas especies
bacterianas. De este modo, usando los partidores MerA.1F y MerA.1R se logr6 la
amplificacion 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 logré detectar el fragmento de 500 pb del gen merB en casi todas las
cepas evaluadas a excepcion de P. pseudoalcaligenes CMe-08 y P.

pseudoalcaligenes CMe-17 (Figura N° 04).

En un estudio realizado por Wibberg y col. (2016) se secuenci6 el genoma
completo de una cepa de P. pseudoalcaligenes resistente a cianuro aislada de
lodos de rio. De esta forma se predijo la presencia del operon mer, en donde se
identific6 una secuencia correspondiente al gen merA. De igual forma, Ma Q. y
col. (2012) predijeron la presencia del gen merA mediante la secuenciacion del
genoma completo de una cepa de P. monteilii. Sin embargo, ninguno de los dos
estudios realizaron ensayos de determinacion 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 deteccion 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 tendrian 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-08y P. pseudoalcaligenes CMe-17 corresponderian a un operon mer de bajo

espectro al no detectarse el gen merB en ellas.

Los altos niveles de resistencia al compuesto mercurial inorganico (HgCly)
y organico (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 relacion no se observé en todos los aspectos.
Aunque todas las cepas resistentes a HgCl, 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 observé que la cepa P. pseudoalcaligenes CMe-17
presentd un grado de resistencia maximo de MIC de 128 uM a PMA, a pesar de
resultar negativo para la deteccion del gen merB. De igual forma, P.
pseudoalcaligenes CMe-08 mostrd un valor MIC de 32 ug/mL, un valor obtenido
también para E. coli BW25113 usada como control susceptible a mercurio, para
ambas la busqueda del gen en cuestion resultdé negativa. Estos datos sugeririan
la existencia de mecanismos de resistencia a compuestos organomercuriales
independientes al gen merB, que podrian o no actuar en sinergia con los demas
genes del operon mer; como la desmetilacién oxidativa del metilmercurio, donde
este compuesto es desmetilado en las rutas metabodlicas del metanol y el sulfuro
de metilo (Segade y col., 2010); convirtiéndolo principalmente en CO,y mercurio

inorgénico.

Una vez detectado el gen merA en todas las cepas, se realiz6 un ensayo de

volatilizaciébn para determinar fenotipicamente 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
HgCl, (Figura 05), esto por la generacion de las marcas producidas por la
reactividad del mercurio elemental volatilizado por las bacterias con los residuos
de plata presentes en la lamina de rayos X usada en el experimento. Segun 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 volatilizacién cuantitativamente, en base a la intensidad
de las manchas generadas se podria estimar el grado de volatilizacién de cada
cepa, ya que el tiempo de incubacién de cada una de ellas fue el mismo (24 horas).
Las cepas P. monteilii PMe-03 y P. pseudoalcaligenes CMe-08 tendrian mayor
capacidad volatilizadora. De esta manera los grados de resistencia a mercurio
observados y la confirmacién del mecanismo reductor de mercurio a compuestos
menos toxicos implicarian el potencial uso de estas cepas en procesos de

biorremediacion.
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VI. CONCLUSIONES

Al término del trabajo de investigacion se llegdb a las siguientes

conclusiones:

1. Se aislaron 7 cepas bacterianas resistentes a mercurio de muestras
de agua de Paracas, laguna de oxidacién de Cachiche y Saramarca,

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

2. Los valores MIC de cloruro de mercurio (HgCl2) variaron entre 750
MM (cepas P. pseudoalcaligenes CMe-16 y CMe-17) y = 2000 uM
(P. monteilii PMe-03); y de acetato de fenilmercurio (PMA), entre 32
UM (cepas P. pseudoalcaligenes CMe-16 y CMe-08) y 300 uM

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

3. Todas las cepas de Pseudomonas aisladas poseen el gen merA,
mientras que soOlo las cepas P. monteili PMe-03,
P. pseudoalcaligenes CMe-15, P. pseudoalcaligenes 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 estaria relacionado con la presencia del

gen merA.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Realizar ensayos de cinética de crecimiento en presencia de
mercurio para determinar las condiciones de cultivo que favorezcan

la replicacion de cada cepa.

2. Determinar cuantitativamente la volatilizacion del mercurio mediante
absorcion atémica para seleccionar las cepas con mayor capacidad

volatilizadora y potencial uso en procesos de biorremediacion.

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

Pseudomonas mediante la secuenciacion 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 seleccidn de cepas de Pseudomonas resistentes a
mercurio.

Enriquecimiento de la
Toma de muestra: Transportea muestra:
Agua de mar, relaves _4-?_’ 10 mLde Agua peptonada
minerosy aguas residuales 1% (pH8.6)+ 10 mLde
muestra

37 °Cpor
24 horas

Aislamiento
Siembra por estriay
agotamientoenAgar

sangre+ HgCl, (10 pg/ mL)

}

Seleccion
|
| L)
Gram Pruebas Identificacion
negativas bioquimicas molecular

Oxidasa Secuenciamiento
Catalasa deigen

ribocsomal 165

Conservacion a4 °C
CaldolLB +HgCli;
(5 pg/ mL)
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Figura 06. Aislamiento primario de bacterias resistentes a mercurio. Las muestras
enriguecidas fueron sembradas en agar sangre suplementado con HgCl;
(10ug/mL), nétese la presencia de colonias Beta y Gamma hemoliticas.

Flujograma 02. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria

Cepario de Pseudomonas

10yl de cadz
cepa

Reactivacion
3 mLdecaldolLB+HgCl;
(3 g/ mL)
37 *Ctodz
I |2 noche
SulLde SulLde
cultivo cultivo
AgarBHI+HgCl; AgarBH!+PMA
(desde50 hasta (desde0.5
2000 pM) hasta 300 uM)
I 37 *Chastapor 43 horas I
Lectura: Determinacion de la

— concentracion minima

Crecimiento/ No crecimiento inhibitoria (MIC)
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Figura 07. Pagina de inicio del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica
(NCBI).
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Figura 08. Programa bioinformatico Primer 3 utilizado para el disefio de partidores
especificos a los genes de interés.
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Figura 09. Programa bioinforméatico BLAST utilizado para la busqueda de
secuencias similares.
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Figura 10. Programa bioinforméatico Clustal Omega utilizado para el alineamiento
de las secuencias genéticas utilizadas en este estudio.
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Tabla 08. Codificacion internacional de &cidos nucleicos establecida por la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC).

Cadigo Nucleétido

Adenina
Citosina
Guanina
Timina
Uracilo
AoG
CoT
GoC
AoT
GoT
AoC
CoGoT
AoGoT
AoCoT
AoCoG

< I UOwWwW T XS un<IXTCHO >»

Figura 11. Sistema de extraccién automatizado de acidos nucleicos Qlacube
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Figura 12. Programa bioinforméatico REVSEQ utilizado para la obtencion 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. monteili 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. monteili 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 amplificacién 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 tamafio esperado (1500 pb).

>PMe-03
GAGACAGGTCCAGATTCTTCNGGAGGCAGCAGTGEEAATATGEACAATNGGGARAGCCTG
ATCCAGCCATGCCGCGTGTGGAAGRAAGTCTTCGGANTTTARGCACTTTAAGTGGGRANGARL
GEECAGTARGTTAATACCTGCTGTNINTGACGNTACCGACAGRATAAGCACCGGCTARNT
NTGTGCCAGCAGCCGCGETAATACAGAGGETGCAAGCGTTRATCGGRATTACTGGGECETA
AAGCGCGCGETAGETGGTTTGTTARGTTGGATGTGAALGCCCCGGECTCARACCTGGGAACT
GCATCCARARACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGETGETGEGAATTTCCTGTGTAGCGET
GRAATGCGTAGATATAGGRAAGGARCACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTG
ACACTGAGGTGCGAARGCGTGEGEAGCARRACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAARCGATGTCRACTAGCCGTTGGAATCCTTEAGATTTTAGT GGCGCAGCTARCGCATTA
AGTTGACCGCCTGEEEEAGTACGGCCGCARAGGTTARARCTCRARATGARTTGACGGGEGCCC
GCACRARAGCGGETGEAGCATGTGETTTAATTCGAAGCALMCGCGAAGRACCTTACCAGGCCTT
GRCATGCAGAGRACTTTCCAGAGATGGATTGETGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGETGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTETCGTGAGATGTTGGGTTARGTCCCGTARCGAGCGCRAAC
CCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGETGEGCACTCTARGGAGACTGCCGETGACRARL
CCGGAGGARGETGEEGATGACGTCARAGTCATCATGGCCCTTACGECCTGGGECTACACACS
TGCTACAATGETCGETACAGAGGGTCTNCNATTTGTNTCCTNNTCNGTACCTTATGTGAT
GENTTTGTAGTGTGCATAATTTTNGCCGTTTGTTGGCCCATTNGTCNGTAATCCTCATAR
TGACGALTCAGCCNGTAAGTCEGGTCGGACCGECEENGNTGCAGTAGCGGCTTCAGTTCCT
CACCAATGCCCCCCCGECCCCCTGNC

Figura 18. Secuencia nucleotidica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa
PMe-03.
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=CMe—08
LCHNNTGCANGTCGAGCEEATGACGEGAGCTTGCTTCCTGATTTACGECGEACEEET GAGT
LA TECCTAGGR AT CTGCCTEETAGTGGEEEATARCCGTTCOERALAGEARCGCTARTRACCGET
LTARCGTCCTRACGGEAGAAAGCAGEEGACCTTCGGECCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGE
TCGEATTAGCTAGTTGETGAGGTALATGGCTCACCARGECGRCGATCCGTARCTGETCTER
GAGEATGATCAGTCACLCTGGAACTGAGACACGGTCCAGRCTCCTACGGERAGGCAGCAGT
GEEEAATATTGEACALTGGECGARAGUCTGATCCAGCZCATGCCECGTGTGT GRAGRAGET
CTTCGGATTGTARAGCACTTTARGTTGEGEAGCRARGEECASTRAGTTARTACCTTGCITGTT
TTGACGTTACCGACAGRATALGCACCGGCTARCTTCSTGCCAGCAGCCGCGETRAATACGR
LGGETGCALGCETTALRTCGEGRATTAC TGO TARAGCGCGCGTRAGETGEGTTCOGTTARGT
TEEATGT AL RGO CCCEEECTCALCCTGEEALACTGCATCCARRATGECGAGCTAGAGTAC
GETAGAGEETGETGERATTTCCTGTGTAGCGETGRALRTECCGTAGRATATAGEARGGALCRC
CRGTGECEARGECGACCACCTGEACTGATACTCACACTEGAGETGCGRALLGCGTEGEEEAGE
AL CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGOCGTRAAACGATGTCARCTAGCCGTTGGRALT
CCTTGAGATTTTAGTGECGCAGCTARCGCATTAAGTTGACCECCTGEEEAGTACGECOCGEE
LAAGETTARARCTCARLTERATTEACEGEEECCCECACARGOEETEEAGCATETGETTTAL
TT AL A CECEALRCGARCCTTACCTGECCTTGACATEGCTGAGRACTTTCCAGRAGATGE
ATTGEETGCCTTCGGERATTCAGRCACAGETGCTGCATGECTGTCGTCAGCTCGTGTCGTE
LA TGTTGEETTALGTCCCGTARCGAGCGCARCCCTTETCCTTAGTTACCAGCRCCTCGE
GTGEGCACTCTALAGGAGARCTGCCGETGACARRCCGEAGGARGGTGEEGAT GRCGTCARGT
CATCATGGECCCTTACGECCAGEECTACACACGTGCTACAATGETCGETACRLLGEETTGE
CRAGCCGCGAGETGEAGCTARTCTCATARAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAL
CTCGRCTGCGTCGRAGTCGGRARTCGCTAGTARTCGTCGAAT CAGRATGTCACGETGRATACE
TTCCCGEECCTTGTACACACCGOCCGTCACACCATGGGAGTGGETTECTCCAGRRGTAGE
TAGTCTARCCTTCGENNGHCGNNCCNNGA

Figura 19. Secuencia nucleotidica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa
CMe-08.

*>CMe-15
ANCHNATGCAGTCGAGCGEATGACGEGAGCTTGCTCCCTGATTTAGCGECGGACEEETGAR
TRATGCCTAGGRATCTGCCTGGTACTGEGEGATARCGTTCCGARAGEALCGCTARTLCCE
CATRCGTCCTACGEGAGRRRGCAGEEGRACCTTCGGECCTTEGCGCTATCAGATGAGCCTAR
GTCEGATTAGCTAGTTGGTEAGGTAATEGCTCACCAAGGCGACGATCCGTRARCTEGETCTE
AGAGGLTGATCAGTCACACTGGALCTGAGACACGETCCAGARCTCCTACGEGRAGECAGCAR
TEEEGARTATTEGACRATGEGCGALAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGLAGE
TCTTCEGATTGTARAGCACTT TALGTTEGEAGEARGGECAGTAAGTTALTACCTTGCTST
TTTGACGTTACCGACAGRATARGCACCEGCTALRCTTCETGUCAGCAGCCGCEETARTACE
ARG T ARG TTAL T CCGAATTACTGEGCCTARRGCGCGCETAGGTGETTCGTTARG
TTGEATGTCRAA R GCCCCEEECTCALCCTGEGRALCTGCATCCARRACTGECOGAGITAGAGT
A CGETAGAGGGT GG TEEAATTTCCTGT G TAGC GG T GARLATGCCTAGATATAGEARLGGRR
CACCAGTGECGAAGGUGACCACCTEEACT GATACTGACACTGAGGTECCARAGUGTGEGE
AGCARLCACGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTACACGATSTCALCTAGCCGTTGE
AATCCTTGAGATTTTAGTGECGCAGCTARCGCATTARGTTCGACCEGCCTGGGEAGTACGEE
CECARGGTTARRACTCARATGRAATTGACGEGEECCCGCACARGOGETEEAGCATETEETT
TRATTCGRAGCARCGCGRAAGRRCCTTACCTGECCTTGACATGCTGAGRACTTTCCAGAGRE
TEEATTGGTGCCTTCGEGRARACTCAGACACAGETGCTGCATEGECTGTCEGTCAGCTCGTGTC
GTEAGATGTTGEGTTAAGTCCOGTARCGAGCGCARCCCTTGTCCTTAGTTACCAGCLCGT
AATEETGGECACTCTARGGAGRCTGCCEGTGACARACCGGAGERAAGETGEGEATGACGTC
AAGTCATCATGECCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATEGETCGGTACARLGGE
TTECCAARGCCGCGAGGTGEAGCTALTCCCATAL AR CCEATCGTAGTCCGEGATCGCAGTCT
AR T GAC T T ARG T CCERA T CCCTAGTAAT CCT AR TCAGARTGTCACGE TGRS
TACGTTCCCGEECCTTETACACACCGCCCETCACACCATGEGAGTGEGTTGLTCCAGRRAR
TAGCTAGTCTARCCTTCHNGGEGEEACGETAC

Figura 20. Secuencia nucleotidica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa
CMe-15.
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>CMe-16 (Hgl)

ATGCANGTCGAGCGGATGANGGAGCTTGE IGATTTAGCGGCGOACGGGTOAGTAAT
GCCTAGGAATCTGCCTGGTAGT GEGGGATAACGTTCCOAMGGAACGCTANTACCGEATA
COTCOTACGGGAGAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCETAGGTCG

GATTAGCTAGTTGOTGAGGTAATGGCTCACCANG CTGAGAG
GATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGOTCC AGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGC GAAAGCCTGATCCAL [GAAGAAGGTCTT

COGATTGTAAGCACTTTAAGTTGGOAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTG
ACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGARGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAMGCGCGCATAGGTGGTTCGTTAAGTTGG

ATGTGAAAGC GGGCTCAACCTGLGAACTGCATCCAAMCTGGCGAGCTAGAGTACGG
TAGAGGOTGGOGOAATTTCCTGTOTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCA
GTGGCGAAGGOGALT

ACAGGATTAGATACK GGTAGTCCACGCCATAAACGATGTCAACTAG

TTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGT TGAC
GGTTAMACTCAAMTGAATTGACGGGGGCC

CTGGGGAGTACGGCCGCAN
TGGAGCATGTGGTTTAATT
CAGAGATGGAT

{

CCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGRT
JAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCA
CTACACACGTGUTACAATGGTCGGTACAMAGGGTTGOCA
ATAAMACCGATCOTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT
COGACTGCAGTGAAGTCGAAATCECTAGTAATCGTGAAT CAGAATGT CACGGTGAATACGTT
STTGTAC cC GTCACACCATGGGAGTAGGTTGCTCCAGAAGTAGCTA
GTCTAACCTTCNGGGNGACGGTACC

WAGCGCAM
GGOCACTCTAAGGAGACTGCCGOTGACAAN
TCATGGCCCTTACGGCCAGGC
AGCCGCOGAGGTGGAGTTART

Figura 21.
CMe-16.

Secuencia nucleotidica corregida del gen ribosomal 16S

de la cepa

>CMe—-17
ACCATECACTCGAGCGEAGEANGGAGCTTGCTCCCTGATTTAGCGGCGEACGEGTGAGTA
ATGCCTAGEGRATCTGCCTGETAGTGGGGEATALCGTTCCOGARAGEALCGCTRATRCCGCR
TRCGTCCTRCGEGAGAL L GCAGEGEACCTTCGEGCCTTGCGCTATCAGATGRAGCCTAGET
CEGATTAGCTAGT TG TGAGGTAATGECTCACCALAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAR
AGGATGATCAGT CACACTGGRACTGAGRACACGET CCAGRCTCCTRCGEOAGECAGCAGTG
GEGAATATTGGACAATCGEGCGARRGCCTGATCCAGCCATGCCGOETEGTCTGARAGARGETC
TTCGGATTETALAGCACTTTARGT TGEEAGGALGGECAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTT
TEACGTTACCGACAGRA TN GCACCEECTARCTTCGTGOCAGCAGCCGCGGTAATACGRAR
GEGTGCARGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGTARLGCGOGCGTAGETGETTCETTARAGTT
GEATGTGRALGCCCCGEGCICARCCTGEEAACTGCATCCRARMCTGEOGAGCTAGRGTAC
GETAGRAGGETGETGEAATTTCCTGTGTAGCGETGALATGCGTAGATATAGGAAGEARCAC
CRGTGECGRAGECGACCACCTGEACTGATACTCACACTGAGETGEGARAGCETGEGEEAGT
AARCAGGATTAGATACCCTEGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCARCTAGCCGTTGEAAT
CCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTARCGCATTAAGTTGACCGCCTEEEEEAGCTACGGCCE
CRAGGTTRARARCTCARATGRAATTGACGEGEGCCCGCACRRGCGETGGRAGCATGTEGTTTA
ATTCGRAGCALCGCGAAGR R CCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGRACTTTCCAGAGATE
GATTGETGCCTTCGEGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCETCAGCTCGTGTCGT
GRGATGETTEGGTTAAGTCCCGTARCGAGCGCALCCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCR
GETGEECACTCTRAGGAGACT GCCEETCACARACCEGAGEARGETGEEEATEACETCARG
TCATCATGECCCTTACGGUCAGGGCTACACACGTGCTACARATGGTCGGTACARAGGETTE
CCARGCCGOGAGETEGEAGCTAATCCCATALALCCGAT CETAGTCCEGATCGCAGTCTGCR
ACTCGAC TG T GAAG T CGCRAT CCCTAGTARTCCTGARTCAGARTGT CACGETGRAATAC
GTTCCCGGECCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGEEAGTGEETTGCTCCAGARGTAG
CTAGTCTRARCCNTCGGENNG

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

CMe-17.
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>SMe—-08
TEHNGNTGETGCCGAGTTTTCGCCGATGTGTTGECCCATTTETGCCGETATCCTCGATTGR
CTGETGAGCARGEARAGTCGETCGGRACCEGGEGEECTGCGRAGCEGGCTTCAGRAGERAAGET
ALGCCCCCCGCCCCATGCCGGRARAR R CCGEGCGRAACTTTGTGAGECAGCTATCTTATACCRE
GRCCGGCGETTGRACACARGTCGGGEGAGETARAGGCTCACCRAGGCGRCGATCCGTARLCT
GETCTGAGRGEATGATCAGTCACACTGGRACT GAGRACACGET CCAGACTCCTACGERAGE
CRAGCAGTGEGEARTATTGGACAATGEGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTETGTGRA
AL GGTCTTCGGATTGTARAGCACTTTRAAGTTGGGAGGRAAGGECAGTARGTTAATACCT
TGCTGTTTTGACGTTACCGACAGRAATAAGCACCGGCTAACTCTEGTGCCAGCAGCCOGCGET
ALTACAGRGEETGCALGCGTTAATCGEARTTACTGGGCETARAGCGCGCETAGGTGETITT
CTTALRGTTEGATGTGRARRGCCCCGEGCTCARCCTGEGAACTGCATCCRARARCTGECARGE
TRAGAGTACGGTAGAGGETGENNGNAATTTHCHTGTGTAGCGETGARATGCGTAGATATAG
CRAGEAL CACCAGTGECCARGECGACCACCTGEACTGATACTGACACTGATEGTGOGARLG
CETEEEEACCAA R CAGEATTAGATACCCTGETAGTCCACGCCGTARACGATGTCARCTAG
CCGTTGEAATCCT TEAGATTTTAGTGGCGCAGCTALCECATTARGTTGACCECOCTGEGEN
GCTACGECCECAARGETTRAARLRCTCARATGALTTCGACGEEEECCCECACARAGCEGTGEAGCL
TETGETTTAATTCGARGCARCGCGRARGARCCTTACCAGGCCTTGACATGCAGRAGRARCTTT
CCAGLGATGGATTGETGCCTITCGGEARCTCTGRACACAGGTGCTGCATGGCTEGTCGTCAGT
TCGTGTCGTGAGRTGTTGGETTARGTCCCGTARCGAGCGCARCCCTTSGTCCITAGTTACT
AGCACGTAATGETEEECACTCTARGGRAGACTGCCGETGACAANCCEEAGEARGETGEEER
TEACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGEGCTACACACGTGCTACARTGGTCGETA
CAGAGGETTTGAGTTTEACCTGGCTCAGGACCTTATGTGATGGATTTGGCTEETGCCGAL
TTTTCGCCGTTTGTTGECCCATTAGCCGGTAATCCTCARAATTGRACTCGCARGOCAGTALG
TCGGETCGGRACCEETEEEECECARRGCGECTTCAGTTCCTCAGCARTGCCCCCCCEICCCR
TGCCETACCTCGECGCARGTTGTGAGGCAGCTA

Figura 23. Secuencia nucleotidica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa
SMe-08.

>8Me-09
GEATGETGCCGATTTCGCCGATGTGTTGECCCTTGTGCCGETATCCTCGATTGACTEETE
AGCCAGGRAAGACGETCGEACCGEGEGEECETGEGRAGCEECTTCAGRRGGRACRAGCTARGT
CCCCCCGCCTCATGCCEERARATCGGECGRAACTTTGTGAGECAGCTATCTTATATCAGAC
CGEECGETTEACTACCTETCEGEEEGEEETARARAGECTCACCAAGGCGACGATCCGTARCTEE
TCTEACAGEAT CATCACT CACACT GEAACTEAGACACGETCCAGACTCCTACGEEAGGCA
GCBGTGGGGEBTATTGGACRATGGGCGEAAGCCTGRTCCHGCCATGCCGCGTGTGTGAAQ
AAGETCTTCGEATTETARARCGCACTTTAAGTTGEGAGGAAGEGCAGTARGTTARTACCITTS
CTGTTITTGACGTTACCGACAGARATALGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGETAR
TACAGAGGETGCAAGCGTTAATCGERAATTACT GGECETARAGCECECGTAGETEETTTGT
TAAGTTGGATGTGARARGCCCCGEGCTCARCCTGEGARACTGCATCCARAACTGGCAAGCTA
GAGTACGETAGAGEETCEETGEAATTTCCTET GTAGCEETGARATCCGTAGATATAGGAR
GEAACACCAGTEGCGRAGGCGACCACCTGEACTGATACTGACACTCAGGTGCGARARCGCET
GEEEAGCARLCAGGATTAGATACCCTGETAGTCCACGCCGTRAARCCGATGTCAACTAGCCE
TTGEAATCCTTCAGATTTTAGT GGCGCAGCTARACGCATTAAGTTGACCGCCTGEGEAGTA
CGGECCGCARGGTTARARACTCARRATCGARATTGACGGEGNGCCCGCACARGCGGTGGAGCATGET
GETTTAATTCGARAGCAACGCGARAGALCCTTACCAGGCCTTGACAT GCAGAGRACTTTCCA
GAGATEGATTGETGCCTTCEGGGAACTCTGACACAGETGCTGCATGECTGTCGTCAGCITCE
TETCGETGRAGATCTTGEETTARGTCCCGTARACGAGCGCARCCCTTGTCCTTAGTTACCAGT
ACGTAATGETEEECACTCTARGGAGACTGCCGETGACRARCCEEACGRAAGETGEEEATEA
CETCAAGTCATCATGGCCCTTACGECCTGEECTACACACGTGCTACAATGETCEETACAS
AGGETCTNCNATTTGNNCCNNNT CAGGACCTTAT GTGATGEATTTGEGCTGETGCCGARTT
TNCECCETTTGTTGECCCATTAGCCGETARTCCTCARATTCGACTCECCAGCCNETAAGTC
GETCGEACCEETGENGNTGCANTAGCGECTTCAGTTCCTCACCAATGCCCCCCCGOCICCN
TGNCCETACCTCTG

Figura 24. Secuencia nucleotidica corregida del gen ribosomal 16S de la cepa
SMe-09.
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»Pseudomonas aeruginosa strain 586968
ATGACCCATCTAAAAATCACCGGCATGACCTGCGACTCGTGCGLGECGLACGTCAAGGAAGCGCTGGAMA
AAGTACCCGGCATCCAATCTGCCATAGTGTCCTATGCCAAGGGCGCGGCCCAGCTCGCCCTTGATCCAGG
CACAGCGCCREACGCACTRACCGCCGLCATGACTGRCCTAAACTACAAAGCGATGCTCGCCGATGCCCCG
CCRACCGACAACCGCACTEGACTGTTCGACAAGGTGCGLGECTGGATGLGTGCCGCCGACAAGGLCAGLG
GCGGECEAGCGLCCATTGCAAGTCGLCATEATCRGLAGCGATRGAGCCGLGATGLCGLRCAGCACTGAAGGC
CGTCGAGCAAGGCGCGCAGGTCACGLTGATTGAGLGCAGCACCATCGGCGGLACCTGCGTCAACGTCGET
TGTGTGCCGTCCAAGATCATGATCCGCGCCGCCCACATCGCCCATCTGLGCCGLEARAGCCCATTCGALG
GCGGCATGCCACCCACACCGLCCGACGATCTTGLGCGAGLGGLCTGCTGGCCCAGCAGCAGLLCCGTATCGA
AGAACTCCGTCATGCCAAGTACGAAGGCATCCTGGACGGCAATTCAGCCATCACCGTTCTGCACGGTGAA
GCGCGTTTCAAGGACGACCAGAGCCTTATCGTTAGTTTGAACGAGGGTGGTGAGCGLGTCGTGATGTTLG
ACCGCTGCCTEGTCGCCACGRGTGCCAGTCCAECCATRCCGCCGATTCLGRGCCTGAAAGAGTCACCCTA
CTGGACTTCGACCGAGGCCTTGRTCAGCGACACCATTCCCGAACGCCTGGCCGTCATCGGETCGTCGGTG
GTGGCGCTGRAACTGGCGCAAGCCTTCGCCCAGCTAGATAGCCAGGTCACGATCCTTGCGCGCAGCACGE
TGTTCTTCCGCGAAGACCCTGCCATCRGCGAGRCCATCACAGCCGCCTTCCOTGCCRAAGGAATCAAGGT
ACTGGAACATACGCAAGCCAGCCAAGTCGLCCATGTGRACGGLGAATTCGTGCTGACCACTGGACAGLGE
GAAGTGCGCGLCGACAAGCTACTGATCGCCACCGLCCAGACACCGAACACGLGCAGCCTGGCATTGGAAG
CGLCGEGLRGTAGCCGTCAATGCGCAGGGRGCCATCGTCATCGACAAGGGCATGCGCACCAGTAGCCCGAA
CATCTACGCGGCCGGCGACTGCACCGACCAGCCGCAGTTCATCTATGTGGCGGCAGCGGCCGRCACTCGT
GCGGCCATTAACATGACCGGLGGLRACGCCGCCATCAATCTGACCGCGATGLCGRCCGTGGTGTTCACCG
ACCCGCAAGTGGLGACCGTGLGCTACAGLGAGGCGGAAGCGCACCACGATGGCATCGAMACCGACAGCCG
CACGCTGACGCTCGACAACGTGCCACATRCGCTCGCCAACTTCGATACCCGLGGCTTCATCAAGETGGTC
ATCGAGGAAGGCAGCGRACGGCTEATTGGCGTACAGGTGGTGGCCCCGRAAGCGGRGCGAACTGATCCAGA
CGGCTGTTCTCGCCATTCGCAACCGCATGACGGTGCAGGAACTAGCCGACCAGTTGTTCCCCTACCTAAC
GATGGTCRAGGGCTTEAAGCTCGLGGCGCAGACCTTCAGCAAGGACGTGAAGCAACTGTCCTGCTGCGLC
GGAT

Figura 25. Secuencia del gen merA seleccionada para el disefio de los partidores
merA-F/merA-R. Codigo de acceso en GenBank: CP008865.2

»>Pseudomonas sp. K-62 plasmid pMR26
TCACGGTGTCCTAGATGACATGGTCTGCAACAGATGTCGATTARMACTCCTGGCCCAAGCCGAAAGCCTCGT
GGACACTGACGATCGUCAATCCTTCCAATCCTTGATGCTTGRAGGCCCAGTCTTCCGCCGTCGRRACAGAT
GCAAAGAAATGTACATGGCAACAGAAGGAC TGACGAACGTCGGCTGCTTCCTGCGGCAATACCAAGGACAC
CGCCATGCCGGCAGGTTCGACAGCCTGTATCTCGLTGRGTRAAACCATRAGTGAAACCGATGCTCCGGTTG
CAGCGCAATGCGATGATACGCGAGCTGTACGGRCCRATCAGCGCCGRAAATATCAAGGTGTCCAGLGCGCAC
CAGGCATACAGACGGUGGTCGTCAATTTCAAAGACATACGAAGTCTCGCGCAAGGTGAGGCCGTAGCCGAT
GATGTTCCCATCTTTGTCATATTCGGTACTGGTGGCCTGTTCGAGTACGGCGGCCACTCGCTCACCGGGLC
AGTCGAGAATCCCARCAAGTGTCATTCATRAAACCGGACGCCCCTTRGCRAGTTCCCGLAGTAGLGGGALCC
AAGAGATCCGCAGTACCATTGGTACGATTGACCGAAGTGAGACGTTCTAAAATATATGGGGCGAGCTTCAT
GGTTCCATCTCCTTTCAT

Figura 26. Secuencia del gen merB seleccionada para el disefio de los partidores
merB-F/merB-R. Cddigo 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 disefio de los partidores
merA-F/merA-R.

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

Tabla 10. Géneros bacterianos con secuencias similares al gen merB de la cepa
Pseudomonas sp. K-62 usada para el disefio de los partidores merB-F/merB.

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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CLUSTAL ©(1.2.3) multiple seguence alignment (merA)
Aeromonas ATGAQCCATCTRAARARTCACCGECANGACCTGCGACTCETGCGCEECGCACGT CAAGGAR
Salmonella ATGAQCCATCTAARARTCACCGECAINGACCTEGCGACTCGTGCGCGGCGCACGTCARGGAR
Vibrio ATGAQUCATCTAARARATCACCGECANGACCTGCGACTCETGCGCEEUGrACGT CARGGAR
Serratia ATGAQCCATCTRAARARTCACCGECANGACCTGCGACTCETGCGCEECGCACGT CAAGGAR
Escherichia ATGAQCCATCTAARARTCACCGECAINGACCTEGCGACTCGTGCGCGGCGCACGTCARGGAR
Achromobacter ATGAQCCATCTAARARTCACCGECAINGACCTEGCGACTCGTGCGCGGCGCACGTCARGGAR
Pseudomonas ATGAQUCCATCTRAARARTCACCGECANGACCTGCGACTCETGCGCEECGCACGT CAAGGAR
R b R R R Y
Aeromonas GEECTERAAGCTCECGECECAGACCTTCACCAAGGATYTCARACARATTGTCCTGCTECECA
Salmonella GEECTEAAGCTCECGECECAGACCTTCACCAAGGATYTCAAACARATTGTCCTGCTGCECA
Vibrio GEGCTGAAGCTCGCGGCECAGACCTTCACCAAGGATYTCARACAATTGTCCTGCTGCECA
Serratia GEGECTEAAGCTCGCGECECAGACCTTCACCARAGGATITCARACAATTGTCCTGCTGCGCA
Escherichia GEECTEAAGCTCECGECECAGACCTTCACCAAGGATYTCAAACARATTGTCCTGCTGCECA
Achromobacter GECTTGAAGCTCGCGGCGCAGACCTTCAGCAAGGACHTGAAGCAACTGTCCTGCTGCECC
Pseudomonas GECTTEAAGCTCEGCGECECAGACCTTCAGCAAGGACHTGAACGCRAACTGTCCTGCTGCECC
* HHH AR HARHRNANAFNAANHNRHANT FHTRHRRT HH AR WRHH TR R RN N NN

Figura 27. Regiones de hibridacion de los partidores MerA-F (rojo) y MerA-R
(Azul) en el gen merA. Las secuencias utilizadas para el disefio 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 homologia nucleotidica.

CLUSTAL © (1.2.2) multiple sequence alignment (merB)
Asromocnacs TCACGGTGTCCTAGATGACATGETCTGCARCAGAN GTCGATTARACTCCTGECCCARGCC
Citrobacter TCACGGTGTCCTHGATGACATGETCTGCAACAGAN GTCGATTARACTCCTGECCCRARGCC
Salmonella TCACGGTGTCCTHGATGACATGETCTGCAACAGAN GTCGATTARACTCCTGECCCRARGCC
Ezscherichia TCRACGGTGTCCTHGATGRCATGETCTGCARCAGAN GTCGATTARACTCCTGECCCRARAGCC
Enterobacter TCACGGTGTCCTAGATGRACATGETCTGCAACAGAN GTCGATTARRCTCCTGECCCARGCC
Vibrio TCACGGTGTCCTAGATGACATGETCTGCAACAGAN GTCGATTAARCTCCTGECCCARGCC
Pseudomonas TCACGGETGTCCTACGATGACATGETCTGCAACAGAN GTCGATTAARCTCCTGECCCARGCC

B R R e g i 2 R
Asromonas CERAGTCGAGACGETTCTARALATATATCEGECEAGCITCATGETTCCATCTCCTTTCAT
Citrobacter CERAGTCAGACGETTCTARALTATATCEEGECEAGCITCATGETTCCATCTCCTTTCAT
Salmonella CERAGTCGAGACGETTCTARARTATATGEGECEAGCITCATGETTCCATCTCCTTTCAT
Ezscherichia CERAGTGAGACGTTCTARARTATATGEGECEAGCITCATGETTCCATCTCCTTTCAT
Enterobacter CERAGTGAGACGTTCTARARTATATGEGECEAGCITCATGETTCCATCTCCTTTCAT
Vibrio CGRAAGTGAGACGTTCTARARTATATGGGGCGAGCITCATGETTCCATCTCCTTTCAT
Pseudomonas CGRAAGTGAGACGTTCTARARTATATGGEECGAGCITCATGETTCCATCTCCTTTCAT

HR AT AR R R TR F A A AR AT A A A b moh e ok R e W o R o o e o R e R e o e o R e o e b R ok R

Figura 28. Regiones de hibridacién de los partidores MerB-F (rojo) y MerB-R
(Azul) en el gen merB. Las secuencias utilizadas para el disefio 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 homologia nucleotidica.
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Figura 29. Proceso de estandarizacion de la temperatura de hibridacion de los
partidores MerA-F/MerA-R disefiados en este trabajo. Se realizaron reacciones de
PCR a diferentes temperaturas de hibridacién en un termociclador de gradiente.
La temperatura Optima se eligié en base a la presencia de un producto de PCR
intenso y Unico, de este modo se determiné que 64.1°C es la temperatura éptima
de hibridacion.
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Figura 30. Proceso de estandarizacién de la temperatura de hibridacién de los
partidores MerB-F/MerB-R disefiados en este trabajo. Se realizaron reacciones de
PCR a diferentes temperaturas de hibridacién en un termociclador de gradiente.
No observd una amplificacion especifica del producto esperado de 500 pb.
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