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ESTUDIO DE COMUNIDADES BACTERIANAS RESISTENTES AL MERCURIO
QUE COLONIZAN AGUAS SUBTERRANEAS EN EL CALLAO, ESTADO
BOLIVAR

Autor: Maura Lina Rojas Pirela

Resumen
El sur de Venczuela presenta clevados niveles de contaminacion por mercurio debido a la
actividad de mineros artesanales del oro. En cstudios anteriores, nuestro grupo cvaiud el
cfecto e ia contaminacién mercurial sobre comunidades bacterianas que colonizan aguas
superficiales. Sin embargo no se ha estudiado el efecto de esta contaminacion sobre
bacterias que colonizan aguas subterraneas. Con cste fin se recolectaron muestras de aguas
subterraneas profundas (134, 288 y 388m) provenientes de una mina de oro en la region de
El Callao, Estado Bolivar. Los aislados bacterianos obtenidos se estudiaron en funcién de
su resistencia al mercurio, metil-mercurio y a otros metales pesados (Cu*?, Ni*2, Zn*? y
Pb*?). Se evalud igualmente la resistencia a varios antibidticos. Ademas se determiné la
presencia del gen merA (que codifica para una mercurio reductasa, responsable de la
resistencia a Hg) por PCR. Finalmente los aislados resistentes al mercurio se identificaron
mediante técnicas bioquimicas y moleculares (analisis de la secuencia del gen ADNr 16S).
A pesar de que en las muestras de aguas no se detectd la presencia de mercurio, se
obtuvieron zislades Hg® con una frecuencia entre 25% v 60% del total de los aisiados
obtenidos. Los resultados de la2s pruebas de resistencia a otros iuciaies y a varios
antibiéticos revelaron que los aislados Hg® presentan altos porcentajes de resistencia a los
metales y antibidticos ensayados. Ei gen merA se pudo amplificar a partir del 78% de estos
aislados. Las técnicas empleadas permitieron detectar la presencia de bacterias -
pertenccientes a los géneros, Pseudomonas, Acinetobacter, Micrococcus,Petrobacter,
Caulobacter y Brevudimonas.Los resultas mostraron la existencia de una elevada
diversidad de las comunidades bacterianas que colonizan de las aguas subterrancas de la
mina Colombia. Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la
presencia de bacterias Hg® en aguas subterrancas ¢s producto de una contaminacion de
estos cuerpos de agua por aguas provenientes de las “lagunas de cola”, altamente
contaminadas con Hg, con una alta diversidad de bacterias resistentes al Hg, a diversos
antibioticos y a otros metales. Esto ocurriria gracias a las inundaciones anuales y

filtraciones.



INTRODUCCION

En la actualidad se estima que mas de un millon de sustancias diferentes son introducidas
en las aguas naturales a través de los vertidos antropogénicos; aunque muchas de éstas
sustancias no son calificadas como toxicas, tienen la capacidad de alterar las caracteristicas
fisico-quimicas del agua, los ecosistemas acudticos y/¢ ser nocivas para el hombre

(Fostners y col., 1993).

La presencia de contaminantes organicos € inorganicos ha ocasionado, en la mayoria de los
casos, la transformacidn de los cuerpos de agua en los cuales el equilibrio natural se ha
visto severamente perturbado y en muchos casos totalmente destruido. Los componentes
quimicos potencialmente téxicos, que suelen estar presentes en los cuerpos acudticos son
los metales pesados entre ellos se encuentran el mercurio (Hg), el antimonio (Sb), el
Cadmio (Cd), el cobre (Cu), el cromo {Cr), el niquel (Ni), el plomo (Pb), el selenio (Se) y el
zinc (Zn). La incorporacion de estos metales al ciclo hidrolégico se debe principalmente, a

las fuentes de origen litogénico y de origen antropogénico (Fostners y Wittman, 1993).

A diferencia de los contaminantes organicos, los metales pesados generalmente no se
eliminan de los ecosistemas acudticos por procesos naturales debido a que no son
biodegradables. Por el contrario, estos metales son muy contaminantes y experimentan
diversos cambios y transformaciones eco-bioldgicas que hacen que los cuerpos de agua
sean su principal camino de entrada al medio ambiente (Murray, 1996). Hoy en dia se sabe
que los imetales pesados son utilizados como ‘indicadcres de la calidad ecolégica de las
aguas debido a su toxicidad y muy especialmerite, a su comportamiento bioacumulativo. El
efecto toxico, la alta persistencia y la rapida acumulacién por los organismos vivos, son
caracteristicas que le confieren una gran importancia al estudio de los metales pesados en

ambientes acuaticos (Moalla, 1998).

Todos los metales pesados son considerados altamente tdxicos para los organismos. Uno de
los mas estudiados ha sido el mercurio (Hg), considerado como uno de los metales pesados

mas toxicos, razon por la que ocupa la sexta posiciéon en la lista de los compuestos mas



peligrosos y toxicos en el universo, de un total de 6 millones de sustancias que existen en la

naturaleza (Nascimento y Chartone-Souza, 2003; Larceda y col., 1991).

El mercurio (Hg) es un metal pesado que se genera de manera natural en el medio
ambiente (PNUMA, 2002). Se caracteriza por encontrase en estado liquido, ser de color
plata brillante, conductor de la electricidad y relativamente inerte ante el oxigeno y los
acidos. En forma liquida es volatil entre los 20 y 25 °C y es soluble en liquidos polares y no
polares. E1 Hg es poco abundante en la corteza terrestre, su concentracion natural es de 0,08

ppm (Sepulveda y col., 2800).

En la natvraleza, el Hg se encuentra y se extrae como sulfuro de mercurio (mineral de
cinabrio) ¢l cual ha sido utilizado como fuente mineral para la extraccion comercial de Hg

metéalico (PNUMA, 2002).

El Hg se presenta en las cadenas troficas y ecosistemas gracias a la influencia de un gran
numero de procesos, incluyendo fisicos, quimicos y biolégicos (Morel y col., 1998). A
partir de este metal se pueden formar muchos compuestos organicos e inorganicos, los
cuales poseen caracteristicas bioldgicas y toxicologicas diferentes (Doadrio, 2004;

PNUMA, 2002).

Las especies inorgénicas presentes deniro de ias cadenas troficas estdn constituidas por el

propio Hg metélico, ¢l 6xido de mercurio (HgO) y dos especies idnicas: el cation mercirico
+2 N N . e +2 " < - sy "

Hg “ y el mercurioso Hgy *. Tanto el Hg metalico como el HgO. se encuentran en la

atmosfera, y son fuentes continuas de contaminacion (Doadrio, 2004).

Cuando el Hg se combina con el carbono, se forman icompuestos conocidos como
compuestos “organicos” de Hg u organomercuriales. Existe una gran cantidad de
compuestos organicos de Hg (dimetilmercurio ((CH3),Hg), fenilmercurio (CgHsHg),
etilmercurio (CH,Hg)) pero el de mayor interés es el metilmercurio (CH;Hg). Este tiene la
capacidad de acumularse en los animales marinos; por lo tanto su incorporacion en las

cadenas tréficas es mucho mas facil (PNUMA, 2002). De igual manera las sales de



metilmercurio y de fenilmercurio son de gran interés por su utilizaciéon en la agricultura

(Doadrio, 2004; Adobowale, 2004).

Con ¢l inicio de la era industrial los niveles de Hg en el medio ambiente se han elevado
drasticamente, ya que gracias a las actividades antropogénicas se ha producido una mayor
exposicion humana, animal y vegetal a este metal a través de emisiones y vertidos de origen
industrial o por medio de productos quimicos que lo contienen, como fungicidas y

pesticidas (PNUMA, 2002).

Figura 1. Mercurio metalico en su forma liquida. El Hg metalico representa la forma mas pura del Hg.
Este se caracteriza por ser un liquido brillante, inodoro y de color plata brillante con una densidad
mayor que [a del agua (Higueras y Oyarzum, 2005).

En efecto, este téxico tan potente contamina nuestro medio ambiente a través de:
1.- Emisiones naturales: erupciones volcanicas, a través de los movimientos de rocas.

2.- Emisiones antropogénicas: combustién de combustibles fosiles, procesos de

incineracion, cementeras, industrias cloro-alcalinas, mineria, etc.

3.-. Depositos creados por las emisiones naturales y antropogénicas, que nuevamente se
evaporan pasando a la atmosfera e introduciéndose en los ciclos biologicos (PNUMA,

2002; Doadrio, 2004).

Lo



Figura 2. Algunas fuentes de contaminacién con Hg. Gran parte del Hg encontrado en la atmosfera y
en los ecosistemas hidricos proviene de actividades realizadas por el hombre. A. Lamparas
fluorescentes. B. Termometros. C. Las industrias cloro alcalina son una fuente muy importante de
contaminacion de Hg

Por tratarse de un elemento, el Hg no puede descomponerse ni degradarse a sustancias mas
inofensivas. Durante su ciclo, el Hg puede cambiar de estado y especie. Una vez liberado a
partir de los minerales o depositos de combustibles fosiles y material mineraldgico yacente
en la corteza terrestre, es emitido a la biosfera. El Hg puede tener gran movilidad y circular
entre la superficie terrestre y la atmésfera. Los suelos superficiales de la corteza, las aguas
y los sedimentos de fondo se consideran los principales depodsitos biosféricos de Hg

o

(PNUMA, 2002).
Ciclo del mercurio

El ciclo del Hg en el medio ambiente involucra una serie de transformaciones quimicas,
fisicas y bioldgicas que se presentan en el aire, suelo y cuerpos acudticos (Rosas, 2001)

(Figura 3).

A diferencia de la mayoria de los metales, el Hg tiene un ciclo con una fase atmosférica
dominante, donde las principales fuentes de incorporaciéon a la atmodsfera son: el
vulcanismo, el proceso de desgasificacién del Hg metalico (Hg"), la sublimacién, los
procesos fisicos en la corteza terrestre, la fotoreduccion y la actividad microbiana en la

biosfera.

El Hg también puede entrar al ciclo atmosférico por medio de actividades antropogénicas a

través de vertidos industriales atmosféricos, actividades mineras relacionadas con la



extraccion de oro, produccion de cemento, actividades metalirgicas, incineracion de basura

y procesos de combustion (PNUMA, 2002 ; Doadrio, 2004).

La mayor parte del Hg elemental se evapora y permanece en la atmosfera, a veces hasta un
afio, donde reacciona con el ozono y otros oxidantes para formar compuestos i6nicos,
sumamente solubles (como Hg™?) que se depositan en la tierra, introduciéndose en las
cadenas tréficas por el ciclo del agua o por inhalacidn directa (Ortega y col., 2003, Barkay
y col., 2003). En el suelo, el Hg también se hace presente, debido a su utilizacion en la
agricultura como fertilizantes y fungicidas alquilmercuriales para el tratamiento de semillas

(Adebowale, 2004; US EPA, 1997).

En ecosistemas de agua dulce la maycr parte del Hg se asocia con la materia organica
formada por los organismos vivos, particulas de detritus y sustancias hiimicas disueltas

(Ortega y col.,, 2003; PNUMA, 2002).

Durante su ciclo, el Hg puede sufrir dos tipos de biotransformaciones por parte de
microorganismos presentes en la tierra y en el agua, e incorporarse en las cadenas troficas
en forma de CH3;Hg (MeHg). La primera es la reduccién de Hg™ a Hg metalico en
condiciones reductoras apropiadas; la segunda consiste en la transformacién a compuestos
metilados y las interconversiones de dichos compuestos, las cuales se pueden producir en
condiciones aerdbicas y anaerobicas (Sepulveda y col., 2006). El cambio de especies
inorgéanicas a especies organicas como el MeHg constituye el primer paso en el proceso de
bioacumulacién en las especies acuaticas, mediante la entrada a las cadenas alimenticias
acudticas, afectando finalmente la salud de las poblaciones humanas que consumen estos
peces contaminados (Mendioroz, 1998; Barkay y col., 2003). Casi el 100% del Hg presente
en los peces depredadores se encuentra en forma de MeHg (PNUMA, 2002). A su vez, ¢l
MeHg puede transformarse en Hg,™, el cual se oxida facilmente a Hg"™, siguiendo su ciclo
de biotransformacion en Hg metalico, el cual se deposita en los sedimentos (Doadrio,

2004).
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Figura 3. Cicio del mercurio. Durante su ciclo el Hg puede sufrir diversas transformaciones. Por accion

de microorganismos puede ser transformado a especies altamente téxicas como el MeHg (Barkay y col.,

2005),

Toxicidad del mercurio

La toxicidad del Hg se origina de la inhibicién que este ejerce sobre algunas enzimas
esenciales para el organismo (Barkay y Wagner—Dobler, 2005). La intoxicacion por este
metal da como resultado un deterioro de las funciones bioldgicas de ciertas enzimas con
grupos tioles, debido a la fijacién de los alquil-mercurio sobre ellos para formar

mercaptanos .
Enz-SH + Hg-R — Enz-S-Hg + R-H

S: 16n de azufre que conforma el grupo sulfidrilo
H: Hidrégeno del grupo sulfidrilo desplazado por el Hg

R: Radical organico o inorgénico asociado a Hg (segun la especie)

Esta fijacion es muy estable inhibiendo la accién de la enzima correspondiente dando

origen a “las lesiones metabolicas del Hg” (Mendioroz, 1998).
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La toxicidad del Hg va a depender de su forma quimica; por lo tanto los sintomas y signos
van variar segun la especie y la forma a la cual ha estado expuesto el organismo, ya sea el
Hg’, los compuestos inorganicos del Hg o los compuestos organicos de Hg (como el MeHg

y EtHg) (PNUMA, 2002).

Adicionalmente, dependiendo de la especie quimica del Hg, la absorcién se produce
preferentemente por via gastrointestinal, respiratoria o cutdnea. Sin embargo, una diferencia
bastante notoria eiitre i0s compuestos inorganicos y organicos del Hg, es que los
compuestos inorganicos son absorbidos de manera mas eficaz por el organismo mediante el
sistema digestivo, mientras gue las formas orgénicas pueden ser se absorbidas por el

organismo a través de varias vias (Ferrer, 2003).

Los dafios ocasionados por las diferentes formas del Hg varian en su calidad y cantidad. La
calidad depende de su localizacion en el organismo, mientras que la cantidad depende del
organismo expuesto y de su capacidad de metabolizacién (es decir, su capacidad para
eliminarlo). Por estas dos caracteristicas, los derivados alquil-mercurios son muy dafiinos
ya que su estabilidad en el organismo hace que su eliminacion sea muy lenta y que su
acumulacion ocurra de manera muy répida en el sistema nervioso central, rifiones y

hematies (Harada, 1995; Wiatrowski y Barkay, 2005).

En casos graves de intoxicaciéon por compuestos organicos como el MeHg, altamente
neurcioxico, los efectos son irreversibles, provocando la destruccién de neuronas. Estas -
especies mercuriales producen efectos perjudiciales en el cerebro en formacion debido a su
gran afinidad por el sistema nervioso y a la capacidad que tienen para atravesar la barrera
placentaria y la hematoencefalica. También se ha sugerido que el MeHg pudiera ser un
compuesto carcindgeno para los seres humanos y perjudicial para el sistema cardiovascular

(PNUMA, 2002).

Los compuestos mercuriales son liposolubles. Esta caracteristica le confiere la capacidad de
atravesar las membranas celulares y llegar al interior celular e inactivar proteinas y enzimas

citoplasmaticas con grupos sulfidrilos, amidas, carboxilos y fosforilos. Ademas de afectar



las enzimas y proteinas, los compuestos mercuriales también pueden perjudicar organulos

celulares como mitocondrias, lisosomas, y microtibulos (Ferrer, 2003).

El Hg en su forma elemental también puede producir serios problemas en el organismo. La
via principal de exposicion al Hg elemental es por medio de la inhalaciéon de sus vapores,
los cuales son absorbidos por los tejidos pulmonares. Estos vapores también pueden
atravesar con gran facilidad la barrera de sangre del cerebro. La inhalacién de vapores de
Hg causa trastornos neurologicos y de comportamiento (PNUMA, 2002) ademids de
vémitos, temblores, labilidad emocional, insomnio, pérdida de memoria, cambios en el
sistema neuromuscular y dolores de cabeza. En el caso de intoxicaciones cronicas, puede
causar el sindrome vegetativo asténico (Gebauer y Connor, 1991). La forma clemental es
poce absorbida por el intestino y puede oxidarse en los teiidos corporales a la forma

divalente inorgéanica (Pullicino y col., 1985, Mclauchlan, 1991).

En la historia de la humanidad han ocurrido varias tragedias por el uso indiscriminado del
Hg. Entre algunas de las epidemias toxicas alimentarias mas graves que han implicado el
Hg se encuentran: la enfermedad de Minamata, en la década de los 50, causada por el
consumo de peces contaminados con MeHg; y el envenenamiento en Irak, en la década de
1ns 60, por la utilizacion de compuestos organomercuriales para el tratamiento de semillas

de trigo utilizadas en la elavoracién del pan (Ferrer y Cabral, 1993; Mendioroz, 1998).

El Hg no solo produce alteraciones en el hombre, animales y ecosistemas, sino también su
utilizacién industrial puede afectar la economia de i0s paises que dependen de la pesca
como actividad importante; ademas puede influir en la produccion agricola v en el uso de
las tierras y las aguas. Por tanto, la contaminacion con Hg es un problema mundial

(PNUMA, 2002).

A pesar de que en los tltimos aflos se ha tenido un mayor conocimiento de los riesgos que
implica la utilizacion del Hg, este metal sigue siendo objeto de uso y comercio en el
mercado internacional. Es utilizado en plaguicidas (sobre todo en tratamientos de semillas)
y biocidas, pinturas, productos farmacéuticos, cosméticos, en la mineria, interruptores

eléctricos, lampara fluorescentes, amalgamas dentales, baterias (como didxido), en



reactivos para analisis de laboratorio, pigmentos y colorantes, detergentes, explosivos,
jabones, nanometros y termdmetros, soluciones para lentes de contacto y como catalizador

en la industria cloro-alcalina (PNUMA, 2002; Doadrio, 2004).

Resistencia microbiana a metales

La presencia de elevados niveles de metales pesados en ambientes contaminados ejerce una
fuerte presion selectiva sobre los organismos que celenizan estos sitios (Cervantes y Vaca,
1990; Silver y Misra, 1988). La contaminacién por metales puede alterar cualitativa y
cuantitativamente la composicion y la estructura de las comunidades microbianas, ya que
afecta el crecimiento, la morfologia, la bioquimica y la actividad de los microorganismos,
disminuyende su biomasa y su diversidad (Barkay y col., 1985; Malik y col., 2002; Nakatsu
y ¢ol., 2005). Si la descarga del contaminante es de caricter permanente, como sucede
habitualmente con los metales pesados, se produce una seleccidén de aquellos genotipos que

pueden sobrellevar dicho estrés (Silver y Walderharg, 1992).

La supervivencia de las bacterias en suelos contaminados con metales pesados depende de
sus propiedades bioquimicas, estructurales, fisiologicas y/é de la adaptacion genética (que
incluye cambios morfoldgicos de las células asi como modificaciones del metal presente en
¢i entorno) de los microorganismos (Ehrlich, 1997; Wuertz y Mergeay, 1997). La prescacia
de metales toxicos en el medio ambiente va a dar origen a una relacion contamiuante-
microorganismo, la cual va generar una serie de procesos adaptativos que finalmente se
expresan como mecanismos de adaptacion al contaminaite los cuales permiten sobrellevar
el estrés y posterior supervivencia de los microviganismos (Montuelle y col., 1994; Silver y
Phung, 2005). Estos mecanismos de resistencia a los metales pesados incluyen sistemas de
volatilizacidn, precipitacién, reduccion, desmetilacion, exclusion y secuestro intracelular,
los cuales se hardn presentes seglin el tipo de interaccion que ocurra entre la bacteria y el

metal (Roane y Kellog, 1996, Nascimento y Chartone-Souza, 2003).

Se sabe que las interacciones entre bacterias y metales pueden ocurrir a nivel extracelular,
en la superficie o intracelularmente. A nivel extracelular se ha observado que existen

organismos capaces de movilizar e inmovilizar metales, que ademds secretan compuestos



organicos de bajo peso molecular con elevada afinidad por estos compuestos (sider6foros)
(Lindsay y Riley, 1994). Por otra parte, las interacciones del metal en la superficie celular
dependen del tipo de bacteria, ya que el metal puede interactuar especificamente con grupos
cargados negativamente presentes en la superficie de cada célula (Brierley y Brierley,
1997). Finalmente, a nivel intracelular la interaccién se puede dar como consecuencia de la
acumulacion del metal, de transformaciones enzimdticas y/6 de la sintesis de proteinas

especificas conocidas como metalotioninas (Silver y Misra, 1988 Kasan, 1993).

Sin embargo, en la relacidn bacteria-metal puede ocurrir otro tipo de interaccién muy
particulas en la que algunas bacterias tienen la capacidad de utilizar el metal como fuente
de energia o como aceptor final de electrones en su metabolismo. Uno o méas de estos
mecanismos de resistencia permiten que muchos microorganismos puedan colonizar

ambientes muy contaminados por metales (Lovley, 1991).

Estos mecanismos de resistencia pueden hacerse presentes gracias a que algunas bacterias
son fisiologicamente adaptables a elevadas concentraciones de metales mediante la
expresién de genes de resistencia. Estos genes también pueden ser adquiridos través de
transferencia horizontal, por medio de elementos moéviles como pldsmidos, transposones e
integrones. Estos elementos son capaces de diseminarse entre la comunidad de manera muy
rdpida, permitiendo la supervivencia de los microorganismos que lo reciben y la
colonizacion del medio ambiente contaminado (Barkay y col., 1985, Barkay y col., 1995;
Moraga y col., 2003).

L= transferencia norizontal de genes es un mecanismo muy importante para la diversidad y
evolucion de las bacterias, ya que promueve la diseminacion de un gran nimero de genes
ocasionando un aumento de la diversidad genética y el enriquecimiento de los repertorios
metabdlicos con nuevas funciones fenotipicas de las comunidades bacterianas. La
transferencia puede producirse entre células de especies y/o géneros diferentes y capacita a
la célula receptora de funciones que inicialmente no estaban presentes, tales como la
resistencia a antibidticos, la resistencia a metales pesados, la produccién de bacteriocinas,
entre otros (Bogdanova y col., 1998; Coombs and T. Barkay, 2003; Cervantes y Vaca,
1990; Narvéez y col., 2005).
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Debido al gran interés que ha suscitado el estudio de la interaccion entre las bacterias y los
metales, este tema ha sido estudiado mediante diferentes disciplinas como biogeoquimica,
geomicrobiologia, toxicologia y biotecnologia. Esta ultima abarca el estudio de la
deposicion mineral, la contaminacion biologica en la industria, la biocorrosion, la
biominerizacion, la lixiviacion de metales y la biorremediacion de contaminacién por

metales (Huang y col, 2002).
Resistencia bacteriana al Hg

En respuesta a la presencia de compuestos mercuriales en el ambiente, ciertos
microorganismos han desarrollado diversos mecanismos de resistencia y destoxificacion,
que resultan de diversos tipos de transformaciones enzimaticas del Hg. Estos mecanismos
de resistencia al Hg pueden ser observados en un gran espectro de bacterias Gram positivas
y Gram negativas, aisladas de diferentes entornos naturales y clinicos (Nascimento y col,
2003},
Los principales mecanismos de resistencia al Hg implican:
¢ Metilacién
*  Oxidacion de Hg ® a Hg*?
Hidrélisis de compuestos organometalicos (comoe el MeHg)
Formacion de HgS insoluble

*  Reduccién de Hg™* a Hg ° (Barkay y Wagner-Débler, 2005)
Uno de los mecanismos més estudiados en la resistencia al Hg es la reduccién enzimatica
de los ioncs divalentes del mercurio (Hg'?) a la forma elemental (Hg®) menos toxica para
las bacterias, a través de una flavoenzima denominada mercurio recuctasa (Nascimiento y

col., 2003),

Esta enzima es codificada por un gen que forma parte del operdén mer; el cual es uno de los
sistemas biologicos mds importante en la destoxificacién de compuestos organicos e
inorganicos del Hg. Este operdn se puede encontrar en plasmidos, aunque también puede
estar presente en transposones, ¢cromosomas ¢ integrones (Liebert y col., 1999; Nascimiento

y col., 2003). El operon mer esta constituido por genes que codifican proteinas que tienen

tH



diferentes funciones: proteinas reguladoras (merR y D), proteinas transportadoras de Hg
(merT, merP, y/o merC, merF) y de reduccién (merA); y en algunos casos la liasa
organomercurial (merB) (Misra, 1992; Silver y Walderhaug, 1992). La enzima merB rara

vez se encuentra en bacterias Gram negativas (Wang y col.; 1989) (Figura 4).
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Figura 4. Representacién esquematica de un operén mer de resistencia de amplio espectro al Hg en
bacterias Gram negativas. El gen merA codifica para la enzima mercurio reductasa; merB para la liasa
organomercurial; merR y D para reguladores transcripcionales; merTP codifican para las proteinas

transportadoras del ion Hg®* (Liebert y col., 1996),

La resistencia bacteriana al Hg mediada por el operdén mer implica la reduccidon de la forma
¢atiénica altamente reactiva del mercurio (Hg"™) al vapor monoatémico de mercurio (Hg"),
relativamente inerte (Barkay vy col., 2003). La enzima clave para esta reduccion es la
mercurio reductasa (MR), una flavoenzima citosélica que utiliza en su reaccion el NADPH
como agente reductor (Nascimento y col., 2003; Vetriani y col., 2005). Su induccioén o
represion depende de la concentracion de Hg (Summer, 1972; Furukawa y Tonomura,

1972)

En la resistencia al Hg se han determinado dos espectros: la resistencia de espectro
reducido, la cual confiere resistencia so6lo al Hg inorganico gracias a la enzima mercurio
reductasa (merA); mientras que las bacterias de amplio espectro presentan, adicionalmente,
resistencia a organomercuriales, ya que ademds de poseer el gen merA contienen el gen
merB, el cual codifica la enzima liasa organomercurial, que corta los enlaces carbono-Hg
del metilmercurio para formar CH, y Hg"™, siendo este ultimo reducido a Hg’ por la enzima

mercurio reductasa (Nascimento y col., 2003) (Figura 4).
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Figura 5. Destoxificacién del Hg por bacterias resistentes. El Hg” difunde libremente hacia el
periplasma, la proteinas de transporte lo transportan de manera especifica al interior de la célula,

donde es reducido a la especie Hg® por la mercurio reductasa (merA) (Barkay y col., 2003).

Se ha propuesto que el Hg™ del medio difunde libremente a través de porinas de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, hacia el periplasma. Una vez localizado
en ese lugar, la maquinaria enzimatica codificada por el operén mer proporciona las
proteinas que lo transportaran de manera especifica al citoplasma, evitando asi el daiio

celular (Barkay y Wagner-Dobler, 2005) (Figura 5).

Una vez en el periplasma, el Hg™ es atrapado por merP, una proteina pequefia
periplasmatica. Esta proteina es un mondémero que une Hg por medio de dos residuos de
cisteinas, las cuales juegan un papel fundamental en la unién del metal. merP es la primera
proteina especifica que interactia con el Hg'™ durante su entrada a la célula (Nascimento y

col., 2003; Barkay y col., 2003).

merP transfiere el metal a la proteina membranal merT, por medio de dos residuos de
cisteinas situadas en la primera de la tres hélices transmembranales. No se tiene muy claro
como merT transfiere el Hg™ al citosol; pero se cree que lo hace con ayuda de un segundo
par de cisteinas presentes entre la segunda y la tercera hélice situadas de lado

citoplasmatico, las cuales se unen de manera di-coordinada al Hg™ vy lo transfieren al

m
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citoplasma. Una vez el Hg en el citoplasma, las cisteinas citos6licas de merT, transfieren
directamente el Hg™ al dominio N-terminal de merA, la cual lo reduce a la forma volatil
Hg" (Barkay y col., 2005; Morby y col., 1995). Finalmente, por ser soluble en lipidos, el
Hg® difunde a través de la membrana de la célula sin necesidad o ayuda de un sistema de

eflujo (Nascimento y col., 2003; Wagner-Do y col., 2000).

Las proteinas merP y merT son requeridas para la expresion de la resistencia al Hg;
mutaciones en los genes que las codifican producen un menor nivel resistencia (Nascimento

y col., 2003).

Ademas del sistema de ﬁr%hsmﬂc y reduceion, el opérc’m mier codifica éfbteinas regul.::'ora&
de la expresion de los genes estructurales. Estas funciones de regulacion son realizadas por
merR y merD. mor2 g5 una proteina metalo-reguladora, perteneciente a una familia de
represores—activadores transcripcionales, que reguia la expresion de les otros genes del
operén mer. Cuando incrementa la conceniracion de Hg, este se une a merR y produce un
cambio alostérico en la proteina que pernite el inicio de la transcripcion de los genes
estructurales (Barkay y col, 2003; Barkay y col., 2005; Schaefer y col., 2004). La
transcripcion del operoén mer es inducible y de manera proporcional a la concentracion de

Hg"™ presente en el medio (Ralston y O’Halloran, 1990; Rasmussen y col., 1997).

Por su parte, merD parece ser un antagonista de la funcién de merR. La funcién antagdnica
de merD es importante ya que, en ausencia de Hg' la expresion de merA debe ser
rapidamente reprimida, perque como otras ﬂavinreduct?saé, merA en ausencia de su
sustrato, tiene una actividad oxidasa que lleva a la produccion compuestos toxicos de
peréxido de hidrogeno {Hawkins y Freedman, 1976). Esta pioteina es muy comin en
bacterias Gram negativas (Barkay y col., 2003).

Se han encontrado diferencias en la organizacion de los genes que confieren resistencia al
Hg. Sin embargo, la posicién de ciertos genes dentro del operén mer es muy conservada

entre las diferentes especies (Barkay y Wagner-Débler, 2005) (Figura 6).
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Figura 6. Diversidad del operén mer en distintas especies bacterianas Gram negativas y Gram

positivas,

El considerable polimorfismo que posee el operon mer se debe a la presencia de una zona
de ADN, objeto de amplios cambios intra e inter-genéticos, lo cual origina diversas
combinaciones en su organizacion estructural (Figura 7). Las secuencias que flanquean a
mer A son muy importantes para la insercion de algunos genes accesorios (Liebert, 1997).
Se ha observado una clara evolucion en este operon por la adquisicion, delecion y
recombinacion de genes; lo cual puede explicar la fuerte seleccion del operéon mer en
microorganismos que han evolucionado en ambientes contaminados con Hg (Essa y col.,

2003; Pearson y col., 1996).

Ademas, este polimorfismo hace que el operén mer sea considerado un mosaico genético,
en el que su estructura basica consiste de genes reguladores (merR y merD), genes de

transporte (merT y merP) y merA (Barkay y col., 20035).

A las funciones basicas, se afiaden otras que facilitan la resistencia y degradacion de
compuestos organomercuriales (merB y mer(G), y amplificacion de la funciones de

transporte (merC, merF y merE) (Barkay y col., 2005). Los genes merC, merF y merB,
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merG y merE suelen designarse como genes accesorios ya que se hacen presente sélo en

algunos operones mer (Schaefer y col., 2004) (Figura 7).

Figura 7. Genes gue han sido observades 2p el operdn mer. Ademds de los genes bisicos (merATPRD)
inmbisn s¢ nan observade genes accesorios (merFGCEB), que amplifican las funcicnes de transporte y

resistencia (Barkay y col, 2003).

La presencia del operén mer en elementos moviles permite que su diseminacion sea mas
rapida en las comunidades de bacterias, pudiendo inclusive pasar de unas especies a otras
poco relacionadas filogenéticamente (Barkay y col., 2005). Se ha observado que 1a maz/oria
de los transposones en los cuales se encuentra el operdn mer, pertenecen a la familia de

Clase II (Pearson y cols., 1996).

También se ha puesto en evidencia que las bacterias que contienen el operon mer, tienen
una elevada probabilidad de presentar multiples resistencias a otros metales pesados y/é
antibidticos. Esto se debe a que estas bacterias pueden adquirir adicionalmente, factores de
resistencia auiibioticos y a otros metales pesados, que se encuentran ligados genéticamente
al operén mer, en elementos genéticos moviles, como los plasmidos de tipo conjugativo

(Wueman y col., 1997; Barkay y col., 2003).

La asociacion del operdn mer con genes que confieren resistencia a antibidticos es muy
frecuente (Barkay y col., 2003; Paniagua y col, 2003). Un ejemplo de esto es el plasmido
penicinilase (Pcase) que frecuentemente se encuentra en S, aureus el cual posee genes que
determinan resistencia a los antibioticos penicilina y macrolidos, asi como a los metales
pesados mercurio, arsé€nico, bismuto, plomo, cadmio y zinc (Neville y col, 2000). Esta

asociacion genética tiene una gran importancia desde el punto de vista epidemiologico, ya
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que la transferencia de genes de resistencia a antibidticos promueve la seleccion de
bacterias (muchas veces patégenas) que adquieren la resistencia, lo cual les permite

desarrollarse en detrimento de aquellas que no la adquirieren (Paniagua y col., 2003).
Contaminacién mercurial en El Callao, Edo Bolivar

El oro constituye una de las riquezas naturales mas importantes con las que cuenta
Venezuela. Los principales yacimientos se encuentran ubicados en el Estado Belivar y su
explotacion data desde la llegada de los colonizadores espafioles (Carrasquero y Adars,

2002).

" La extraccién de este mineral se lleva a cabo en poblaciones como El Callao, ubicado en ia
parte noroeste del Estado Bolivar; a 130 Kin de Ciudad Guayana. Las actividades mineras
en esta zona son de muy vicja data, desde finales del siglo XIX, cuando incursionaron
compaiiias inglesas y francesas de pequeiia mineria a cielo abierto o mineria artesanal, esta

dltima aun en practica (Berroteran y col., 2003).

Sin embargo, en las ultimas décadas, ha habido un resurgimiento y aumento de la Mineria
de Pequeiia Escala (MPE), la cual incluye tanto a la mineria artesanal como a la pequeiia
minerfa (Bermudez y Milano, 2002). Estas actividades mineras de pequefia escala en su
mayor parte estan en manos de garimmiro:s, i’ndigenas y riineros venidos de otros Estados.
Este resurgimiento de la MPE ha generado una gran contaminacion de los cuerpos de agua

con Hg metalico, proveniente del proceso de extraccion del oro (Botto y col., 2000).

A pesar de la elevada toxicidad del Hg, la extraccién con este metai <5 uno de los
procedimientos mas empleados para obtencion del oro en la MPE que se practica en El
Callao. Esta técnica es empleada en decenas de centros de procesamiento (*‘molinos”’) que
se encuentran en los alrededores de El Callao para la recuperacién de las particulas finas de
oro. El proceso se basa en la molienda del material rocoso seguida de la formacién de una

amalgama del oro con el Hg. La diferencia de peso especifico entre el Hg y el oro, permite
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que durante la formacién de la amalgama el oro sea recuperado manualmente (Carrasquero

y Adams, 2002).

Posteriormente, la amalgama es colocada en un tripode y calentada con un soplete a fin de
separar el Au, mientras que el Hg se volatiliza hacia ta atmosfera (Figura 8). Durante todo
este proceso de extraccidn, el exceso del metal pesado es liberado en arroyos, estanques,
escombreras y “lagunas de cola”; por lo que este procedimiento constituye una fuente
importante de alteracion y contaminacion de los cuerpos de agua, de los suelos, asi como de

la flora v de la fauna (Bermudez y Milano, 2002; Carrasquero y Adams, 2002).

Figura 8. Calentamiento de la amalgama con un soplete para la recuperacién del Au. Durante este

proceso ¢l Hg se escapa hacia la atmosfera por volatitizacion,

Debido al uso indiscriminado del Hg, en los tltimos afios se han realizados varios estudios
en la zona de El Callao. Entre ellos se encuentra el realizado por la Organizacion de las
Naciones Unidas para el Desarrollo Industrial (ONUDI) en el 2004, ¢l cual revel6 que las
emisiones de Hg en la zona de El Callao podian ser muy cercanas a 12 toneladas/afio.
Ademas, se determiné que los niveles de intoxicacion con Hg de los mineros y molineros
de El Callao se encontraban entre los mas altos del mundo. También se pudo evidenciar que
aproximadamente el 90% de los trabajadores de centros de procesamientos y el 53% de los
nifios evaluados tenian niveles de Hg en la orina superiores a los niveles de alertas

propuestos por la Organizacion Mundial para la Salud (OMS).
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Los niveles de alerta propuestos por la OMS para la contaminacion humana por Hg son los
siguientes: nivel de alerta: 5 pg de Hg/g de cretinita en la orina; nivel de accion: 20 pg de

Hg/g de creatinina en la orina y nivel maximo: 50 pg de Hg/g de creatinina en la orina.

En este estudio se evidencié que varios sintomas neurolégicos, caracteristicos de
intoxicacion por Hg, se hacian presentes en mujeres, nifios, mineros y molineros. Dentro de
estos sintomas se observaban: ataxia, temblor {manos y ojos) e incapacidad para ejecutar

movimientos alternos en forma rapida.

En el mismo informe también se reportd que a partir de miuestras de orina provenientes de
209 personas de la poblacién de El Caliao, s¢ obtuve gue «l 6‘1,7% de la poblacidén
analizada presentd niveles de Hg superiores a los niveles de alertas; el 33% presentd niveles
supcriores al nivel de accién; un 20% presento niveles supcrivres al nivel maximo v un -
15% de la muestra presentd niveles superiores a los 100 pg Hg/g de creatinina. Los
individuos que presentaron mas de 100 pg de Hg presentaban sintomas y alteraciones

neurolégicas (ONUDI, 2004).

Un segundo informe presentado por la ONUDI en Julio del afio 2005 sefalé que las
alteraciones encontradas en los exdmenes médicos y las pruebas neurosicoldgicas de las
personas expuestas indirectamente a los vapores del Hg, llaman a una accién inmediata

para reducir las emisiones y la exposicion de gente inocente a este agente contaminante.

Herrero y col. (2001) estudiaron la contaminacién por Hg en la comunidad de Santa Maria
del Vapor (poblacién cercana a El Callao), mediante cl analisis de muestras bioldgicas
(cabello, sangre y crina), de agua, sedimentos del lecho y musculos de peces del rio
Cuyuni. Los resultados obtenidos los llevaron a concluir que esta poblacion presentaba
niveles graves de intoxicacion por Hg, y que la actividad minera, la edad y el consumo de

peces contaminados eran los principales factores de riesgo.

En el afio 2002, Alvarez y col. realizaron un estudio sobre la contaminacion por Hg de
suelos y sedimentos de rios del Estado Bolivar. Este estudio reveld que los niveles de Hg en

los sedimentos de las areas de estudios analizadas eran de 129ug/g. Estos niveles eran 200
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veces mayores que los valores encontrados en las dreas no contaminadas, en las cuales el

contenido de Hg era de 0,06 pg/g.

Duran y col. (2005) realizaron un estudio de la contaminacion por Hg en diferentes rios de
la region de El Callao por medio de la técnica de espectroscopia de absorcion atdmica por
generacion de vapor frio. Los resultados obtenidos revelaron una alta contaminacién por
Hg en las muestras de aguas colectadas, en las cuales los niveles de Hg y MeHg eran de
34,80pug/ml y 22,40pg/ml, respectivamente.

Por otra parte, Carrasquero y Adams (2002) realizaron un analisis de muestras de suelos
mineros y nu mineros procedentes de El Callao, en donde se obiuvo que ei contenido total
del metal pesado se ubicéd en el intervalo de 0,20 g Hg/g sueio hasia 20,1 mg Hg/g suelo.
Estos resultados también revelaron que los valores mas altos de Hg correspondian a
depésitos de colas de moiino contaminadas, y que el contenido de Hg en diferentes suelos
muestreados presentaba variaciones significativas. Por medio de un estudio de
fraccionamiento también pudieron evidenciar que alrededor del 80% del Hg total estaba
fuertemente retenido por la materia orgdnica y los sulfuros del suelo, lo que sugeria una
baja movilidad del metal pesado. Las fracciones de mayor solubilidad eran minoritarias, a

excepeion de algunas muestras en las que alcanzaban entre el 10% y el 20% del Hg total.

En este mismo estudio, las diferencias significativas del contenido de Hg encontradas entre
muestras separadas a menos de 100 m sugiricron que ei metal pesado presenta una
movilidad muy baja con tendencia a acumularse en los lugares en donde es descargado. En
este sentido, estudios realizados por Larceda y col. (1991) y Larceda y Solomons (1992)
reveiamn que el Hg de los deposites contaminados de garimpos de Brasil exhibia una baja
movilidad y que los procesos de transporte de este metal estaban asociados principalmente
a la transferencia fisica de las particulas resuspendidas en el agua y a la erosion producida

durante las fluvias.
Trabajos recientes en los cuales se estudié el efecto de la contaminaciéon mercurial sobre

comunidades bacterianas en aguas superficiales de El Callao, demostraron la existencia de

bacterias indigenas resistentes al Hg y al MeHg en “lagunas de cola” de ésta region, las
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cuales fueron también resistentes a diversos antibidticos y a otros metales pesados. Estas
bacterias transferian por conjugacion (in vitro e in situ) los genes de resistencia al Hg,
antibioticos y otros metales a bacterias potencialmente patégenas para el hombre, con
frecuencias del orden de 10 a 10®. Los marcadores de resistencia al Hg, antibidticos y
otros metales pesados podian diseminarse entre especies poco relacionadas
filogenéticamente, aunque con baja frecuencia (Ball y col, 2007; Gémez, 2007). Esto
representa un problema de salud publica, ya se esta seleccionando en estos cuerpos de agua
el desarrollo de becterias potencialmente patdgenas para el hombre resistentes al Hg y con

miiltiples resistencias a aniibidticos y otros metales pesados.

Esiudio de las comunidades microbianas cn agras subterraneas

En vista de que lagunas altamente contaminadas con Hg (“lagunas de colas”) pueden causar
uita grave contaminacion de los principales suerpos de agua de la regidn y que existen mas
de 80 centros de procesamiento del oro cerca de El Callao, no se puede excluir la posible

contaminacién de aguas subterraneas a través de las luvias o filtraciones.

El estudio de las comunidades microbianas que colonizan aguas subterraneas a grandes
profundidades es un campo relativamente nuevo en la biologia. Hasta hace 20 afios se
pensaba que por debajo de 50 m de profundidad las aguas eran reiativamente estériles,
debido a la ausencia de fuentes de energia clasicas (luz, sustancias organicas) capaces de
sostener el crecimiento y el desarrollo de los microorganismos. Con el descubrimiento de
fuentes alternas de energia para los seres vivos y con el estudio de los microorganismos
extremofilos, esta visidn cambid radicalmente. Gracias a las nuevas técnicas de Biologia
Molecular, se ha puesto de manifiesto la enorme diversidad y abundancia de
microorganismos capaces de colonizar las grandes profundidades, incluso fosas localizadas
a varios kilometros de profundidad en el fondo de los océanos (Chapelle, 2000; Atlas y
Bartha, 2605).

El estudio de los microorganismos que colonizan las aguas subterrdneas ha tenido un gran
impacto en areas como la Biotecnologia, Arqueobiologia y Exobiologia. En el caso de la

Biotecnologia, se han descubierto microorganismos con capacidades metabdlicas
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insospechadas, de gran utilidad en diferentes procesos industriales, y para la
brorremediacion de ambientes contaminados por metales pesados o elementos radiactivos.
En el area de Arqueobiologia, se considera que los organismos que viven a grandes
profundidades se han mantenido aislados de la superficie terrestre durante varios miles o
millones de afios, por lo que podrian tener mucha relacidén con los primeros organismos que

evolucionaron en nuestro planeta (Chapelle, 2000; Atlas y Bartha, 2005)

Finalmente, la Exobiologia (llamada anteriorrnente Astrobiologia) desarrolla herramientas
para investigar la posible existencia de vida en otros planetas. Con la ayuda de esta
disciplina, se ha observado que algunas bacterias que viven en las profundidades pueden
obtener energia a partir de minerales (fuentes inorganicas) baio condiciones extremas (pH
muy bajos, altas o bajas temperaturas, etc). Siendo este tipo de condiciones las que se
supone exisicii en algunos planetas y satélites de nuestro sisiema solar, el cstudio de los
microcrganismos que coionizan las profundidades de la tierra podria ayudar a inierir sobre
1a posibilidad de vida en estos lugares aun desconocidos por el hombre (Chapeile, 2000;

Atlas y Bartha, 2685).

1L.s mayor parte de los organismos presentes en las aguas subterrdneas son bacterias
heterétrofas que habitan en los sedimentos presentes en ellas. Estas bacterias presentan una
considerable diversidad y subsisten principalmente de la escasa cantidad de compuestos
organicos presentes. Algunas especies pueden adaptarse fisiologicamente a la vida en aguas
subterraneas, a través del bajo consumo de oxigeno y del crecimiento lento, lo cual les

permite usar eficazmente los recursos nutritivos limitados (Chapelle, 2000).

Al poder subsistir en condiciones de escasez de nutrientes, estos microorganismos son
clasificados como oligétrofos, los cuales poseen caracteristicas de absorcién que permiten
que la incorporacion de sustratos necesarios para el crecimiento se lleve a cabo en contra
del intenso gradiente que existe entre el ambiente colonizado y el espacio interno de célula,

sin que se vea afectada la integridad y desarrollo de la misma (Atlas y Bartha, 2005).

Estos organismos son clasificados en dos grupos diferentes: los oligétrofos obligatorios y

tos facultativos. Los oligétrofos obligatorios pueden crecer sélo a bajas concentraciones de
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mutrientes; mientras que los facultativos son aquellos capaces de crecer, tanto a bajas como

4 =tias concentraciones de nutrientes (Ishida y col., 1981; Ishida y col., 1982).

Los organismos oligétrofos desarrollan estrategias para poder colonizar ambientes pobres
en nutrientes. Para optimizar la absorcion de nutrientes estos micrrorganismos desarrollan
formas de esferas pequeiias, bacilos finos ¢ a presentar estructuras como apéndices que le
proporcionan una mayor superficie y eficacia en el transporte de nutrientes hacia el interior

de la célula (Atlas y Bartha, 2005).

Uss adaptacion fisiologica muy observada en los organismos subterrancos es la

disminucién de su tamafio, hacta menos de una milésima parte de su volumen normal,

3.0 083 et

dando crigen 2 las llamadas ultramicrobacterias o minicélulas. Esta disminucion de tamaiio
se debe a un metabolisiio inuy lento lo cual también le confiere mas resistencia a
situaciones de estrés. Se ha sugerido que estas formas especializadas son céiulas que

adoptan un estado de reposo en respuesta a condiciones desfavorables (Roszak y Colwll.,

1987; Schut y col., 1957).

Las bacterias oligotrofas, por encontrarse en presencia de pocos nutrientes, ademas de
disminuir su tamafio, también disminuyen el tamafio y contenido de ADN. Por otra parte, el
contenido de proteinas en estas bacterias es inversamente proporcional a su tamafio y el

tiempo de generacion es mas largo (Roszak y Colwll, 1987; lngraham y col., 1983).

Qtras estrategias como la reserva de los nuirientes, el aumento de la tasa metabdlica o un
aumento en la capacidad de absorcidon de nutrientes, se han observado como adaptacicnes
fisiologicas de las bacterias en respuesta a ja limitacién de nuirientes (Schut y col., 1997;

Harder y col., 1584).

El aumento de la tasa metabolica implicaria la desrepresion de los genes que codifican
enzimas catabdlicas y enzimas de elevada afinidad por los sustratos, con las cuales la baja
disponibilidad de sustratos pueda ser compensada con un aumento de actividad o mayores
concentraciones de las enzimas que intervienen en el metabolismo del nutriente limitante;

de esta manera el sustrato puede ser metabolizado a altas tasas a pesar de su condicién



limitante. Por tltimo, el aumento de la capacidad de absorcion implicaria cambios en el
sistema de transporte de la célula, los cuales podrian incluir el aumento de los sitios de
union del sustrato con lo que se buscaria incrementar la interaccion entre la molécula

transportadora y el sustrato (Harder y col., 1983; Schut y col., 1997, Chapelle, 2000).

El cultivo in vitro de organismos subterraneos se dificulta, debido a que las adaptaciones
que necesitan los oligotrofos para desarrollarse con éxito en su ambiente natural, hacen que
su crecimiento sea inhibido totalmente cuando la concentracion de nutrientes es elevada.
Esta inhibicion se debe a que en condiciones de escasez de nutrientes, las paredes y las
membranas de las célulds son muy permeables a los nutrientes; esta ~ondicién le resulta
ventajosa en condiciones de esirés. Sin embargo, cuando estos microorganismos son
cultivados en medios ricos, la alta permeabilidad de la membrana y las paredes son
ia célula. Por esto se hace necesario que el cultivo de microorgarisiios subicrraneos
oligétrofos se realice en medios muy diluidos, los cuales puedan aproximarse a las

condiciones naturales de las cuales fueron aislados (Chapelle, 2000).

Contaminacién de aguas subterrianeas por metales pesados

i.a presencia de metales en aguas subterraneas puede tener un gran impacto en ia salud
publica, en el ambiente y en la estructura y composicion de las especies microbianas que
alli habitan. Por la conexioén que existe con otros cuerpos de agua, las sustancias toxicas
presentes en éstas son arrastradas hacia los rios y arroyos donde se depositan en los
sedimentos o son ingeridas por los organismos acuaticos inco:porandose a sus tejidos,
quedando asi expuesto el hombre que se alimenta de los peces contaminados (Resas, H;

2001).

La contaminacion de aguas subterrdneas por metales pesados es un problema muy grave;
quizas mas grave que la contaminacién de las aguas superficiales. La gravedad de este

problema se debe a que puede llegar a transcurrir mucho tiempo hasta que la contaminacion
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sea detectada y los dafos ocasionados al hombre, a los ecosistemas y al medio ambiente

acuatico sean irreversibles (Loewy, 2000).

La vulnerabilidad de las poblaciones de microorganismos a los efectos toxicos de ciertas
sustancias, puede depender del nivel y el tiempo de exposicion, de la sensibilidad de los
organismos y de la capacidad de las poblaciones para recuperarse. Aunque se sabe muy
poco acerca de la sensibilidad a sustancias toxicas de los organismos que colonizan
ambientes oligotroficos y sobre la capacidad de recuperacion de estas poblaciones, se
considera que la disminucion de la flora bacteriana y de su biodiversidad podrian ser
consideradas como una sefial del estado ecologico dei ambiente (Loewy, 2000; Malik y

col., 2092).

La adaptacidn y ¢! desarrolle de mecanismios de resistencia bacteriancs a metaies pesados
han despertado un gran interés en estos ultimos aitos. Aunque la mayor parte de estos
estudios se har realizado en suelos y sedimentos acuaticos, se ha sugerido que las
comunidades microbianas de los sistemas acudticos subterrdneos se pueden comportar de

manera similar a las comunidades de suelos y sedimentos (Chapelle, 2000).

Se ha observado que la estructura de la comunidad microbiana y los indices de diversidad
varian con el grado de contaminacion con los metales pesados, debido al efecto negativo
que presentan estos metales para los organismos (Ellis v col; 2003). Sin embargo, en los
ultimos estudios realizados en comunidades bacterianas subterraneas expuestas a Hg, se

han obtenido resultados que demuestran lo contrario.

En este sentido, Rasmussen y col. {2008) conciuyeron que la presencia del Hg disminuye y
afecta, por un corto tiempo, la diversidad de las comunidades bacterianas; pero luego de
cierto tiempo ésta vuelve a aumentar y se mantiene estable en el tiempo. La explicacion que
sugieren los autores para este comportamiento es que los genes que confieren resistencia al
Hg se encuentran generalmente en plasmidos conjugativos, los cuales pueden ser
transferidos y diseminados entre la comunidad de manera muy rapida. Al expresarse la

resistencia en un cierto nimero de microorganismos dentro de la comunidad, éstos pueden

transferirla rapidamente a nuevos microorganismos que se integren en la comunidad,
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permitiendo que nuevas especies tengan la capacidad de adaptarse y colonizar los

ambientes contaminados.

Hendrickx y col. (2005) realizaron un estudio in situ de la dindmica microbiana en aguas
subterraneas contaminadas, en donde se buscaba examinar el efecto que tenian el benceno,
tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX) sobre las comunidades microbianas expuestas a los
mismos. Los autores encontraron que en los lugares contaminados estudiados, la
comunidad bacteriana evoluciond rdpidamente hasta convertirse en una comunidad
igualmente estable a la de los acuiferos adyacentes, pero distinta en composicion. Los
resultados obtenidos en este estudio indicaron que las comunidades de microorgarismos
que habitaban esos Ingares containinados podian estabilizar su estructura y diversidad 2
largo plazo y Gue ademads, al adaptarse a la contaminacién, podian colonizar otros

ambientes contaminados.

Por otra parte, la capacidad de degradacién de compuestos como el tolueno fue también
observada en bacterias de géneros distantes (Carvacal y col., 2005). Los resuitados
obtenidos por estos autores llevaron a sugerir que la presencia de genes de resistencia en
bacterias poco relacionadas filogenéticamente era un indicio de que la transferencia
horizontal de genes era un factor clave para la adaptacion de especies bacterianas, poco

relacionadas, a ambientes subterraneos contaminados.

Hipétesis del trabajo

En vista de la gran contaminacion con Hg observada en aguas superficiales de la region de
El Callao (Estado Bolivar) y como consecuencia de la posible contaminacion de las aguas
subterraneas, las bacterias que colonizan estas aguas subterraneas portaran genes de

resistencia para el Hg y sus derivados.
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Objetivo General

Estudiar algunas comunidades bacterianas que colonizan aguas subterraneas profundas en

la region de El Callao (Estado Bolivar) y evaluar el impacto que tiene la contaminacion con

mercurio sobre las mismas.

Objetivos Especificos

v

Determinar los niveles de Hg y otros metales pesados en las aguas subterrdneas de

la mina Colombia, El Caliao, Estado Bolivar.
. Py . . n . . .
Aislar, cuantificar y caracterizar las especies Hg" que colonizan i2s aguas

subterraneas muestreadas.

Evaluar los patrones de resistencia de las bacterias aisladas Hg® frente a diferentes

antibidticos y otros metales pesados.
Detectar por PCR la presencia del gen merA en los aislados Hg".

Estudiar el perfil plasmidico de las bacterias Hg® aisladas a partir de las aguas

subterrdneas.
Identificar algunos aislados Hg® mediante pruebas bioquimicas.

Estudiar el perfil genético de las comunidades de aguas subterraneas por medio de
la técnica de Analisis de Espacios Intergénicos Ribosomales (Ribosomal

Intergenetic Spacer Analisys (RISA)).

Identificar molecularmente algunos aislados Hg® mediante la amplificacién del

ADN que codifica el ARNr 16S.

Estudiar la posible transferencia horizontal de genes de resistencia al Hg y diversos
antibidticos entre las bacterias indigenas Hg® provenientes de las aguas subterraneas
y otras cepas potencialmente patdgenas, por medio de estudios de conjugacion in

vitro.
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MATERIALES Y METODOS

1- Recoleccion de muestras.

sty

Las muestras de aguas subterréaneas se recolectaron en 5 lugares diferentes en s sime
Colombia, perteneciente a CVG — MINERVEN. Esta mina se encuentra ubicada al sureste
de El Callao, al Sur del Estado Bolivar (Venezuela) (Latitud: 7 217 007", longitud: -61 49’
G35,

Neuye?

L.a mina de oro Colombia consta de siete niveles. Las muestras de aguas utilizadas para este
estudio se colectaron en tres niveles diferentes: nivel T (muestras 5, 6 y 7), nivel IV
(muestra 3) y nivel VI (muestra 2). El nivel I estd ubicado a 134 metros, el nivel IV a 288 m

y el nivel VI a 388 m de profundidad (Figura $}.

- Nivel } @ ————@ R SURRY
(134 m)

i Nivel 4
(288 m)

| Nivel 6
L {388 m)

Bolson

Figura 9. Mina Colombia. Niveles utilizados para el estudio de comunidades

bacterianas subierranea

Vi

.
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I.a composicion geoldgica de esta mina esta conformada principalmente por piedra andesita

=temas de basaltos, riolitas, dacitas, riodacitas y volcanoclasticas (Informe CVG —

MINERVEN, 2007).

Para la deteccion de Hg y otros elementos presentes en las aguas subterraneas, se
recolectaron 50 ml de agua de manera aséptica en recipientes plasticos en cada punto de
estudio. Estas muestras se filtraron con filtros Millipore (0,2 um) y s¢ les agrego HCI al
34% (para la conservacidn y deteccion de Hg) y HNO; IN (para la conservacion y

deteccion de otros elementos) vy se las muestras preservaron en frio.

. . . g s . R . .
2. Aislamients v cuantificacion de bacterias Hg provenientes de aguas subterrianeas

de la regién de El Callas.

Las muestras de aguas subterraneas recolectadas en los diferentes niveles de ia mina fueron
diluidas seriadamente en solucion salina estérii y cuiiivadas en placas que contenian medio
Luria —Bertani (LB) agarizado. Las placas fueron incubadas a 30°C hasta la aparicion de
colonias. Estas fueron cuantificadas para la determinacion de la poblaciéon de organismos

heterdtrofos cultivables en cada muestra.

Este mismo procedimiento se realizo en medio LB agarizado diluido 1/3 para promover el
crecimiento de organismos oligétrofos, adaptados a vivir en ambientes pobres en nutrientes

{Schut y col., 1993; Schut y col., 1997; Chapelle, 2000).

Por otra parte, para estimar la densidad de aislados Hg® y los niveles de resistencia de los
mismos, se sembrarcen diluciones seriadas de las muestras de aguas en placas con medio LB
agarizado suplementado con HgCl; (20 y 80 ng/ml) y CHsHg (5 pg/ml) respectivamente.

Las placas se incubaron a 30°C hasta la aparicién de colonias.
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Caracterizacion de bacterias HgR provenientes de aguas subterraneas de los

#iferentes niveles estudiados.
3.1 Estimacién de los niveles de resistencia de los aislades HgR y MeHgR.

A partir de los ensayos realizados en LB y LB dilucion 1/3 se obtuvieron 132 aislados. A
estos 132 islados se les realizo una caracterizacién de los niveles de resistencia a HgCly y
CH;Hg. Estos aislados se cultivicon medio LB agarizado suplementado con diferentes
concentraciones HgCl, (10 hasta 80 pg/ml) v CHizHg (3 pg/ml hasta S5 pg/ml)
respectivamente. Las placas se incubaron a 30°C hasta la observar crocimieinio de los

mismos.

Para ostudios posteriores, se seleccionaron 102 aislados provenientes de los diferentes
puntos estudiados, en base a sus diferencias fenotipicas y a la resistencia al mencs & 10

pg/ml de HgCl,.

4. Cuantificacion de Hg y otros elementos en las muestras de agua subterrineas

recolectadas en la region de El Callaq.

El Hg presente en cada una de las muestras fue detectado y cuantificado por espectroscepia
de absorcién atémica por generacidn de vapor frio (Duran y col., 2005). Para la deteccién
de otrcs elementos (Aluminio (Al), Arsénico (As), Bario (Ba), Caicio (Ca), Cadmio (Cd),
Cobalto (Co), Cromo (Cr), Hierro (Fe), Mangancso (Mg), Selenio (Se), Niquel (Ni), Plomo
(Pb), Cobre (Cu) y Zinc (Zn)) se utilizd la técnica espectroscopia de emision atomica con

- plasma inductivamente acoplado {ICP-AES).

Los estudios de Hg y metales pesados se realizaron en el Laboratorio de Espectroscopia
Molecular y en el Laboratorio Regional de Servicios Analiticos (L.A.R.S.A)},
respectivamente. Ambos laboratorios pertenecen a la Facultad de Ciencias de la

Universidad de Los Andes (ULA).





