1.2 Determinacion de Hg y otros metales pesados.

Las concentraciones de Hg total en las muestras de aguas analizadas, se encontraron por
debajo del nivel de deteccién (<LOD) (0,43pg/1) (Tabla 5). Por otra parte, de los 16 metales
pesados analizados solo el Al, el Fe, ¢l Mn y el Ca fueron detectados en las muestras de
estudio. En las muestras (5 y 7) los elementos Al, Ca y Fe se presentaron en
concentraciones que estaban por encima de los limites permitidos para aguas de consumo

humano (Barrientos y col., 2000).

EFl Ca estuvo presente a altas concentraciones en todas las muesiras analizadas. La
‘presencia de este elemento facilita la formacion de minerales come los carbonatos, los

cuaies tienen la capacidad de interactuar con metales pesados.

La deteccion de metales pesados en aguas subieiraneas depende de dos parametros: a) las
condiciones quimicas bajc las-cuales los elementos se mantienen en solucion y, por lo
tanto, pueden ser transportados, y b) las interacciones quimicas del agua subterranea en el
acuifero, ya sea con minerales o materia organica solida o con otros fluidos (mezcla de
aguas). De hecho, de todos los procesos que participan en el transporte de solutos, la
disolucién y la precipitacion son los mas importantes en términos de su influencia en la
quimica de las aguas subterraneas (Cyarzin, 2007). Por otra parte, la movilizacion de los
metales depende de varias condiciones como las variaciones de pH, d=l potencial redox, del
contenido de materia orgdnica y de la composicion mineral del lugar de estudio

(concentracién de Ca*?), por ejemplo.

Se sabe que los metales presentes en aguas subterraneas son mas mdviles en ambientes
acidos, bajo la forma de iones metalicos. Sin embargo, existen condiciones de pH bajo las
cuales los metales se presentan en solucion o precipitan, lo que condiciona evidentemente,
la posibilidad de ser transportados (Oyarzun, 2007). En condiciones alcalinas la solubilidad
de los metales desciende significativamente, por tanto, aumenta su capacidad de

acomplejarse con los sedimentos (Singh y col., 1999).
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Algunos metales como el Hg, alcanzan su menor solubilidad a valores de pH entre 7,0 y
7,30; mientras que elementos como el Cu, el Cry el Pb pueden precipitar a pHs que oscilen
entre 5,3 y 6. Al aumentar ¢l pH del agua se produce la precipitacion de la mayoria de los

metales pesados y estos quedan retenidos en la superficie del suelo (Rosas, H.; 2001).

Como se menciono anteriormente, los valores de pH de los diferentes sitios estudiados
estaban comprendidos entre 7,11 y 8,00. Al tratarse de pHs neutros a bésicos, estos podrian
tener influencia sobre la solubilidad y la especie en la que se encuentran los iones metalicos
presentes en las aguas estudiadas. Esta condicion neutra ¢ basica pudo ser la causa por la
- cual muchos de los metales analizados no pudieran ser detectados, ya que a pHs elevados
los compuestcs metélicos se convierten on insolubics y son precipitados en la soiucion

(Arribas y col., 1995).

Por otra parte, la composicidén mineraldgica de la mina también pudo influir en l2 presencia
de los metales en solucién o en su precipitacion, ya que los metales pesados tienden a
formar asociaciones con sustancias minerales (carbonatos, sulfatos) mediante fenomenos de
intercambio ionico, adsorcion, quelacidén, combinaciones quimicas, etc., por lo que se
acumulan en el medio ambiente, especialmente en los sedimentos de los cuerpos acuaticos

(Forstner y Wittmann, 1981).

En este sentido, la mina Colombia estda formada, principalmente, por rocas igneas
conformadas mayormente por carbonatos, silicatos y feldespato de Fe, Mg, Cz, Mg y Mn
(Informe CVG-MINERVEN, 2007). La presencia de estos minerales puede alterar la
movilidad y la biodisponiblidad de los metales pesadcs, les cuaies son fuertemente
adsorbidos por estos minerales. Ademads, en muchos casos, en ausencia de compuestos
organicos, los metales pesados pueden precitar al formar complejos con iones OH y CO52

{Wauchope y McDowell, 1986).

Un metal muy conocido por su elevada tendencia a ser adsorbido por el sedimento es el idn

Hg™. El sedimento puede llegar a tener un contenido hasta 25 veces mayor de Hg que las
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soluciones acuosas y, en algas y otras plantas acuaticas hasta 104 veces mas de lo que

existe en el agua (Doménech, 1995; Hall y Pelchat; 1997).

El analisis de los resultados fisicoquimicos, permite sugerir que la ausencia de Hg en las
muestras de aguas subterraneas analizadas puede ser atribuida a la composicién
mineralogica de la mina (adsorcion del Hg en el material mineralogico) y al pH elevado de
las aguas (precipitacion y posterior paso a los sedimentos), lo cual podria interfierir en su

dcteccidon mediante las técnicas empleadas.

Por las razones -mencionadas- anteriormente se sugiere que para estimar el nivel! de
contaminacion de ambientes acuaticos por metales pesados, y-en especial por Hg, ¢l

analisis de los sedimentos es fundamental (Forstner; 1989).

En efecto, el estudio de los sedimcnics es de gran importancia ya que permite determinar Ja
concentracion total de metales, la cual proporciona una evaluacion del nivel de
contaminacion y, la especiacion o estudio de las diferentes formas quimicas en las que se
encuentra ¢l metal. Esta Gltima proporciona informacién respecto a su disponibilidad en
determinadas condiciones ambientales. Las diferentes especies de metales tienen un
comportamiento distinto con respecto a la removilizacion y a la disponibilidad del mismo.
La fraccion de metal mas movil es la “absorbida como 16n intercambiable”, lo que
representa un riesgo de contaminacion debido a su liberacién, bajo condiciones naturales

(Forstner; 1989).

Durante ciertas épocas del afio, El Callao sufre grandes inundaciones lo cual puede traer
como consccuencia que aguas altamente contaminadas con Hg puedan entrar en contacto
con otros cuerpos de agua, como las aguas subterraneas. En ese sentido, Larceda y col.
(1991) al estudiar la dindmica dcl agua de drenaje de los depositos de molinos de oro,
encontraron que el transporte de este metal estaba controlado por la erosion y transferencia

de particulas finas producida durante las lluvias.
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Sin embargo, en otros estudios, Larceda y Solomons (1992) sefialaron que el Hg presenta
una movilidad muy baja con tendencia a acumularse en los lugares donde Jos residuos

contaminados son descargados.

Carrasquero y Adams (2002), al analizar la contaminacién con Hg en suelos de El Callao,
encontraron que a pesar de que el Hg presentaba baja movilidad, habia una proporcion de
este metal (15%) que formaba complejos mercuriales con los acidos filvicos (AF) y los
acidos humicos (AH) mas solubles y de bajo peso molecular, los cuales podrian
proporcionar una via de movilizacién y bioacumulacion del metal. Igualmente, Wang y col.
(1997) trabajando con columnas de suelos, encontraron que los acidos fulvico (AF) son log.
responsables del transpoite del Hg ai formar complejos organicos solubles con ei mismo.

Se podria sugerit- que el transporte de estos compuestos mercuriales solubles podria
intervenir env la movilizacién del Hg duranies las &pocas de inundacion, desde aguas

superficiales de El Callao, altamente contaminadas, a las aguas subterraneas.
2.- Analisis microbioldgico de las aguas subterraneas de la mina Colombia.

Los resultados del analisis microbiolégico revelaron que el mimero total de heterdtrofos
cultivables en cada uno de los sitios analizados varié de 1x10% a 9,8x10* UFC/ml (Tabla 6).
Se esperaba que la densidad celular en los sitios estudiados fuera baja, debido & que las
aguas subterraneas son ambientes de escasos de nutrientes; esta escasez podria ocasionar
que el metabolismo de los organismos que las coloniz&n sea mas lento y el crecimiento

menor (Chapelle, 2000).

Al realizar el aislamiento inicial en medio LB agarizads se obtuvo un numero muy bajo
aislados, sin embargo, al realizar los ensayos en medio LB diluido 1:3 (por
recomendaciones reportadas en la bibliografia (Chapelle, 2000)), el nimero de estos
heterotrofos cultivable aument6 significativamente. Esto puede deberse a que los
organismos alli presentes son oligotréfos, y por tanto tienen ciertas caracteristicas
fisiologicas que les permiten adaptarse a la vida subterranea. Al ser cultivados en medios

ricos, estas caracteristicas fisioldgicas hacen que su crecimiento sea inhibido totalmente



cuando la concentracién de nutrientes es elevada; en estas condiciones se ve afectado el
metabolismo y la permeabilidad de la membrana y las paredes, las cuales son incapaces de
proteger a la célula del choque osmético, resultando en la lisis celular (Chapelle, 2000). Por
esta razon se tratd cultivar a los microorganismos provenientes de las aguas subterrdneas en

condiciones mas semejantes a las condiciones naturales de las cuales fueron aislados.

Uno de los objetivos iniciales de este trabajo era el estudio del impacto de ia
contaminacion mercurial sobre las comunidades microbianas que colonizan aguas
subterraneas en la region de El Callao, y especialmente, sobre la seleccion de cepas
rexistenics al Hg (Hg®). Se tiene conocimients que, en respuesta a la presencia de metales
toxicos, como los metales pesadss, las comumidades microbianas que coionizan
ecosistemas terrestres o acuaticos contaminados desarrollan una serie de mecanismos de
adaptacion que les permiten sobrellevar la presion selectiva causada por la presencia del
nietal. Esta adaptacién nuede manifestarse mediante la expresion de genes de resistencia o
por la adquisicion de los mismos a través de la transferencia horizontal de gencs (BarKay v

ced. 1995:; Silver vy Phung, 2005; Malik v col., 2002).

A pesar de que en los andlisis fisicoquimicos realizados a las muestras de aguas
subterraneas no se detecté Hg. sorprendentemente se encontraron aislados He® en todos los
niveles de la mina estudiados, con una frecuencia de 25% a 60%, en relacion al numero de
heterdtrofos totales. Estos aislados eran resistentes también a 20 pg/ml de HgCl, en medio
sélido (Tabia 7). También se observé la presencia de aislados resistentes a MeHg (MeHg")
en todos los niveles estudiados con una frecuencia de 16% a 100%. Estos resultados
sugieren que las aguas subterrdneas estan colonizadas por microorganismos Hg" tanto de
espectro reducido (resistentes solamente a compuestos inorganicos de Hg), como de amplio
espectro, es decir, resistentes a ambos tipos de compuestos mercuriales (organicos e

inorganices).
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3. Caracterizacion de bacterias HgR provenientes de aguas subterraneas de los

giferentes niveles estudiados.
3.1 Estimacion de los niveles de resistencia de los aislados Hg® y MeHg ®.

Al realizar los ensayos para estimar el nimero de aislados Hg® y MeHg® presentes en los
diferentes niveles de la mina analizados y evaluar los niveles de resistencia de los mismos,
se observo que en todos los niveles colonizaban microorganismos resistentes a diferentes
concentraciones de HgCl, (hasta 80 pg/ ml) y de MeHg (hasta 10 pg/ ml) y que ia maycei

arte de eilos eran resistentes 2 10ug/m! de HoCly (Figura 10).
~ 1~} N f—

En todos los niveles se encontr6 que mas del 50% de los aislados eran resistentes a 20 g/l

de ch&E

En los niveles 4 y 6 se excontrd una mayor frecuencia de aislados Hg®: el 90% y el 83% de
los aislados eran resistentes a 10pg/ml de HgCl,, respectivamente; ademas, los aislados
provenientes del nivel 4 eran resistentes a todas las concentraciones de MeHg evaluadas.
Aunque en el nivel 1 también se encontrd una proporcion significativa (75%) de aislados
resistentes a 10pg/ml de HgCl,, el 21% de los aislados fue resistente inicamente a 3pg/ml

de MeHg.

La presencia de una mayor frecuencia de aislados Hg® en los niveles 4 y 6 puede deberse a
la composicidn mineraldgica de los mismos. Estos niveles forman parte de una veta
denominada El Bolson, ia cual es un cuerpo rocose, rico en una gran cantidad de minerales
(cuarzo, carbonatos (calcita-ankerita), aibita, clorita, ganga, pirita y feidespatos). La
presencia de estos minerales podria permitir un mayor desarrollo de microorganismos, los
cuales utilizan algunos minerales como fuente de energia durante su crecimiento (Appia-
Ayne y col., 1999). Las diferencias quimicas y fisicas del subsuelo pueden afectar la

diversidad bacteriana (Zhou y col., 2004). .



Sin embargo, en el nivel 6, la frecuencia de aislados HgR fue menor a la observada en el
wivel 4. La composicion mineral pudo ser uno de los factores que influyera en la frecuencia
de aislados HgR, ya que el nivel 6, por estar dentro de la veta mineraldgica, presenta una
mayor diversidad de compuestos minerales en comparacion con el nivel 4, cercano a la
veta. La presencia de una mayor variedad de minerales en el nivel 6 favorece el desarrollo
de una mayor diversidad de bacterias heterdtrofas, pero puede afectar la presencia de
aislados Hg®, ya que metales como ¢l Hg tienden a ser retenidos por algunos minerales
presentes en este nivel. En efecto, una de las caracteristicas del nivel 6 es la abundancia de
carbonatos y cuarzos, los cuales como mencionamos anteriormente, causan la precipitacion

de metales como el Hg.

Al comparar los resultados de este estudic conlos obtenidos por Ball y col. (2007) y
Gomez (2007), se puede observar que la concentracion minima inhibitoria de Hg de log
aislados bacterianos de comunidades subterrdneas es mucho menor que fas de bacterias
provenientes de aguas superficiales (“lagunas de cola™); en efecto, ias cepas aisladas

presentaban resistencia a elevadas concentraciones de HgCl, (100 pg/ml a 400pug/mi).

La posible explicacion de la diferencia de los niveles de resistencia al Hg entre las
comunidades bacterianas de aguas superficiales y las comunidades bacterianas de aguas
subterraneas es la concentracion de Hg presente en los dos ecosistemas. Las “lagunas de
cola” preseniaron una alta contaminacion con Hg”; en efecto, los niveles de este metal
resultaron significativamente elevados (entre 10 y > 600 pg/inl). Los valores Hg en satas
lagunas eran hasta 100 veces mayores a los niveles aceptados en aguas no contaminadas (<
0,2 ug/L) (Palheta y Taylor 1995). Por su parte, a las muestras de aguas subtciraneas no se

les detecté Hg,

Se podria sugerir que los microorganismos que colonizan las “lagunas de colas” estan
sometidos a una presién selectiva mucho mayor que los que habitan en las aguas
subterraneas, ya que el nivel de contaminacion de estas fue mas bajo. Algunos estudios

sugieren que cuando se observa la presencia de bacterias resistentes a bajas concentraciones



de Hg, puede ser un indicio de que la contaminacion por este metal en estas aguas puede ser

baja (De Souza y col., 2006).

Por otra parte, la resistencia al Hg exhibida por los aislados de las aguas subterraneas puede
deberse a la presencia de Hg en el sedimento o en el material rocoso mineral que estd en
contacto con las aguas. Se sabe que el sedimento tiene una gran importancia para la
ecologia de las bacterias; éste no solo le proporciona superficie para adherirse sino también
puede facilitarle nutrientes (como materia organica particulada hidrolizada) y estimular su
desarrollo (Paerl y Goldman, 1972). Los microorganismos que colcnizan las aguas
subterraneas puaden eiirar en contacto con los metales atrapados en los sedimentos, ya que
las bacterias suelen adherirse a las particulas de sedimento vy arcilla, por accidn
electrostatica. A pesar que la concentracion de metales (especialmente el Hg) fue muy baja,
esto no implica que ios niveles de estos metales en los sedimmentos no sean suficientemente
altos como para ejercer una presion selectiva sobre las bacterias que entran en contacto con
los sedimentos. Como se menciond anteriormente, la concentracion de Hg en los

sedimentos tiende a ser hasta 25 veces mayor que la que existe en el agua.
4. Resistencia a antibiéticos de los aislados Hg".

Se ha reportado en numerosos trabajos que los genes que confieren resistencia a los metales
pesados, se encuentran generalmente ligados a genes que confieren resistencia a
antibidticos y a otros metales pesados, y que dicha resistencia puede transferirse de una
bacteria a otra a través de elementos moviles (plasmidos y transposones) (Barkay y col.,
2003). La asociacion del operén mer con genes que confieren resistencia a antibiéticos ha
sido observada en numerosos trabajos; es por esto que las bacterias que contienen el operon
mer, tienen una elevada probabilidad de presentar multiples resistencias a antibidticos y a
otros metales pesados (McArthur y Tuckfield, 2000; Summmer y col., 1993). Por esta
razon, como parte del presente estudio, se evalu6 la resistencia de los aislados Hg® a
distintos antibidticos.

La elevada frecuencia de aislados Hg® resistentes a multiples antibioticos puede deberse a

la relacidén genética que existe entre ambas resistencias; en efecto, generalmente el operon
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mer se encuentra en transposones que confieren resistencia a un determinado antibidtico

{(Pearson y col., 1996).

Los resultados obtenidos mostraron que los aislados Hg® eran resistentes a multiples
antibiticos y que las resistencias al cloranfenicol, a la ampicilina y a la tetraciclina fueron
las mas frecuentes, en una proporcion de 83,33%, 69,75% y 67,56%, respectivamente
(Figura 13). También se encontrd que los porcentajes de aislados resistentes a la

estreptomicina y a la kanamicina eran de 50,98% y 49,02% respectivamente.

Por otra parte, el porcentaje de aislados resistentes a todos los antibidticos fue cercano o
. . R .
mayor al 50%; esio representa un clevado poicentaje de aislados Hg™ resistentes a

antibidticos.

Los resultados obtenidos en estos ensayocs coinciden con los obtenidos nor Ball y col.
(2007) y Gémez (2007), en el cual la poblacién de bacterias Hg" aisladas de “lagunas de
cola” de la region de El Callao, presentd elevados porcentajes de cepas resistentes a
multiples antibidticos, principalmente al cloranfenicol y a la ampicilina. Nuestros
resultados también son comparables con los obtenidos por Muldryk (2002). Las bacterias
aisladas de ambientes acudticos subterraneos presentaron resistencia a diferentes

antibioticos y las resistencias a la ampicilina y al cloranfenicol fueron las mas frecuentes.

Al discriminar los porcentajes de aislados Hg® resistentes a los antibisticos, de acuerdo a su
dencia, s contré dos 1 iveles de la mi diad lonizab
procedencia, se encontré¢ que en todos los miveles de ia mna estudiados colonizaban
microorganisrnos resistentes a diversos antibidiicos y que ademés, en el nivel 4, la
frecuencia de estos microorganismos era mayor (Figura 14). Ademas, este fue el nivel en el
cual se encontr6 un mayor porcentaje de bacterias resistentes a todas las concentraciones de

HgCl, y MeHg ensayadas (Figura 10).
Un resultado muy importante y sorprendente fue que el 27,45% de los aislados presentd

resistencia a cuatro antibidticos simultdneamente y el 26,47 % a cinco antibidticos. Por otra

parte, la resistencia a 1 y a 2 antibidticos se presentd con una frecuencia de un 6,86% y un
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12,75% respectivamente. El 9,6 % de estos aislados fueron sensibles a todos los
antibioticos probados (Figura 15). En este ensayo también se pudo observar que el nivel 4
tenia una mayor frecuencia de aislados resistentes a cuatro (33%) y cinco (37,04%)

antibioticos simultaneamente, en comparacion con los otros niveles (Figura 16).

La frecuencia de patrones de resistencia de los aislados Hg" observados en estos ensayos se
asemeja a los resultados obtenidos por Ball y col. (2007) y Gémez (2007), en los cuales un
elevado porcentaje (20%) de las bacterias que colonizan las “lagunas de cola” eran

resistentes a cuatro antibidticos simultdneamente.

Al evaluar la resistencia de los 102 aislados Hg® a los diferentes antibidticos en medio
liquido y determinar para cada aislado la CMI de cada antibidtico, se encontrd que las
resistencias al cloranfenicol y a la ampicilina fueron las mas frecuentes. Estos resultados
coincidieron con lcs obtenidos en medio LB agarizado, suplementado con cada antibiotico
(Figura 17). En el caso del cloranfenicol, mas del 85% de los aislados present¢ resistencia a
las cuatro concentraciones ensayadas, mientras que en el caso de la ampicilina, mas del

54,9% de los aislados fueron resistentes a las cuatro concentraciones probadas.

Estudics realizados por Jones y col. (1991) en el Lago de Michigan y por Mudryke (2005) a
lo largo de la costa del Mar Baltico, pusieron en evidencia que las bacterias que habitaban
ambientes superficiales presentaban una mayor resistencia a los antibidticos que los
aislados provenientes de aguas subterraneas. Sin embargo, al comparar los resultados
ovtenidos en el presente trabajo con los resultados encontrados por Ball y col. (2007) y
(Gomez (2007), no se observan grandes diferencias en las frecuencias de aislados resistentes
a antibidticos entre bacterias que colonizan las aguas superficiales y los aislados de las
aguas subterraneas.

Es interesante destacar que un elevado porcentaje (95,14%) de los aislados pigmentados
presentaron resistencia a antibidticos (Figura 18). Estos resultados son comparables con los
encontrados por Chandy (1999) y De Souza (2006), en los cuales se observé una
sensibilidad diferencial entre bacterias pigmentadas y no pigmentadas. Igualmente, Nair y

cok. (1992), al estudiar la respuesta de bacterias marinas pigmentadas y no pigmentadas a



los metales y a los antibidticos, encontraron que las bacterias pigmentadas resultaron mas

resistentes a los metales y a los diferentes antibidticos, especialmente a elevadas

concentraciones.

Se ha reportado que en la mayoria de los casos, los pigmentos protegen a las bacterias de
los antibi6ticos y de la fotooxidacion, también actian como antibidticos y cuando hay
limitacién de algiin metal (como en el caso de los ambientes oligotréficos), actian como

sideréforos que sirven para captar y transportar el metal al interior de la célula ().

En nuestro ensayo se observaron 18 patroznes de resistencia en la mucstra de 102 aislados
Hg®. Los patrones que presentaron una inayor frecuencia fueron kanamicina-cloranfenicol-
»estreptomicina—ampicilina, (KCSTA) (26,47%), kanamicina-cloranfenicol-tetraciclina-
ampicilina (XCTA) (15,69%) vy cloranfenicol-estreptomicina-ampicilina (CSA) y

cloranfenicol-tetraciclina-ampicilina (CTA) con 5,88% cada uno (Figura 19).

Con los resultados obtenidos en la prueba de resistencia a antibiéticos se realizo un andlisis
de conglomerados y un dendograma (Figura 20). Mediante este analisis se buscaba obtener
grupos de aislados que tuvieran caracteristicas (patrones de resistencia) semejantes. Los
aislados Hg® fueron agrupados en 18 grupos. En el anélisis se encontré que habia 4 grupos
que contenian un mayor nimero de aislados. El grupo 7 estuvo constituido por un mayor
namero de aislados (26), en el grupo 8 se aglomeraron 16 aislados. En el grupo 9 y 12 se
agruparon § aislados. Los resultados obtenidos en este andlisis coinciden con ios resultados
de los patrones de resistencia de los aislados HgF, en el cual también se observaron

elevadas frecuencias de 4 patrones de resistencia (Figura 18).
5. Resistencia de los aislados Hg® a otros metales pesados.
En este trabajo se evalud si los aislados Hg® también presentaban resistencia a otros
metales. Los resultados obtenidos revelaron que los aislados Hg® fueron resistentes a los

cuatro metales ensayados y que las resistencias al zinc y al niquel (2 mM) fueron las mas

frecuentes, con un 99,00% y 91,50% respectivamente (Figura 21).
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En el caso del cobre y el plomo (2 mM), se observd que los porcentajes de aislados
resistentes eran de un 76,60% y 73,40%, respectivamente. Se encontr6 ademads, que la
frecuencia de aislados resistentes para todos los metales a 2 mM fue muy cercana 6 mayor

al 70%; esto representa un clevado porcentaje aislados Hg® resistentes a otros metales

pesados.

Los resultados encontrados en este estudio son comparables a los obtenidos pdr Ball y col.
(2007) y Gomez (2007). En este estudio, los investigadores encontraron que las bacterias
He® que colonizaban “lagunas de cola” de la region de El Callao, ademas de ser resistentes

a diferentes antibidticos, también cran resisientes a otros metales comgo el zine, cobre v -

plata.

Reyes y col. (1999) al estudiar la resistencia al Hg en comunidades de sedimeritos
acudticos, encontraron altas frecuencias de aislados Hg® resistentes a otros metaies como

CdyZn.

Las aguas subterrancas estudiadas en este trabajo presentaron un numero significativo de
aislados resistentes a distintas concentraciones de diferentes metales, a pesar de que estos se
encontraban en muy baja concentracién. Algunos autores (Diaz-Ravifia y col., 1994;
Konopka y ¢0l.1999) han aislado bacterias resistentes a metales pesados en suelos con
escasa contaminacion. Estos investigadores sugieren que generalmente, la contaminacion
por un metal especifico incrementa la resistencia a otros metales, especialmente cnando los
niveles de contaminacion son elevados. Ademas, esta resistencia muitipie ocurria hacia

metales que tenian mecanismos de toxicidad similares.

La multiresistencia observada en los aislados Hg®, se puede deber a que los genes que
confieren resistencia al Hg, no s6lo estdn ligados a genes que proporcionan resistencia a
antibidticos, sino también a genes que confieren resistencia a otros metales pesados; y que
dicha resistencia puede transferirse de una bacteria a otra a través de plasmidos y

transposongs (Barkay y col., 2003).
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6. Presencia del gen merA en los aislados Hg®.

Como parte de la caracterizacion de los aislados HgR, se realiz6 la amplificacion por PCR
del gen merA, el cual codifica para la enzima mercurio reductasa, encargada de reducir el
Hg? a Hg®, menos téxico para las bacterias. En el 78% de los aislados se obtuvo el
fragmento esperado de 285 pb; por lo se puede sugerir que los aislados analizados poseian
el gen mer A (Figura 24). Sin embargo, para corroborarlo, se debe realizar el

secuenciamiento del fragmento amplificado.

En el 22% de los aisizdos Hg® no se amplifico el gen merA (Figura 25). Esto pudo deberse

a tres factores: a) los cebadores utilizados eran especificos para Gram negativas, by ia
temperatura de hibridizacién pudo influir en el proceso de amplificacion o c) estos aisiados
tienen un mecanismo de resisiencia diferente al conferido por el operdn mer.

Al relacionar la naturaieza Gram de 10s aislados con Hg® con la presencia del gen merA en
los mismos (Figura 26) se encontrd que el 83,3% de los aislados, en los cuales se amplificé
el gen merA, resultaron ser Gram negativos, mientras que un 75% de los aislados en los

cuales no se amplificéd mer A fueron Gram positivos.

Esto sugiere que la especificad de los cebadores utilizados pudo influir en la amplificacion
del gen merA. Para los aislados Gram negzativos en los que no se amplifico el gen merA, se
recomienda realizar una PCR en gradiente para descartar ¢l efecto de la temperatura de
hibridizacion en el proceso de amplificacion y asi proponer otros posibles mecanismos de

resistencia (Barkay y Wagner-Dobler, 2005; Reyes y col., 1999).

Para estudios posteriores (perfil plasmidico, pruebas bioquimicas, RISA, identificacién
molecular y ensayos de conjugacion) se escogicron 20 aislados Hg®, en base a su
morfologia, resistencia al Hg, resistencia a antibidticos y resistencia a otros metales

pesados.
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7. Estudio del perfil plasmidico de los aislados Hg".

Como parte de la caracterizacion genética de los aislados Hg", se determiné la presencia de
plasmidos en los 20 aislados seleccionados. En este estudio se evidencid la presencia de
plasmidos en once aislados (55%); ademas se encontré que los aislados HgR presentaban de

1 a 4 plasmidos y que estos podian ser de bajo y alto peso molecular (Figura 27).

Por otra parte, el 45% de los aislados Hg" tenia dos plasmidos (Figura 28). El 27,27% tenia
un solo plasmido, ¢l 18% presentd 3 plasmidos y el 9,09% de los aislados contenia cuatro

piasmidos.

Fredrickson y col. (1981), al estudiar comunidades bacterianas de ambientes subterraneos
no contaminados. también encontraron plasmidos de altos pesos moleculares en los aislados
estudiados, con frecuencias cercanas al 33%. Ellos sugieren que la presencia de plasmidos
en bacterias que colonizan ambientes subterraneos oligotréficos es favorable para la
supervivencia de las mismas, ya que la mayoria de los mismos pueden contener genes
necesarios para funciones catabélicas y de transferencia o pueden ser necesarios para la
degradacién y metabolizacion de compuestos abundantes en las aguas subterraneas

(compuestos aromaticos organicos, acidos filvico, taninos y ligninas).

Resultados similares también han sido reportados en estudios realizados con aislados Hg®
provenientes de “lagunas de cola” de la region de El Callao (Ball y coi., 2007, Goémez,
2007). Al igual que nosotros, los autores encontraron que una elevada proporcion de los
aislados Hg® contenfan por lo menos un pladsmido, v que estos plasmidos (conjugativos)

podian ser de mediano y alto peso molecular.

Al comparar los resultados de resistencia a antibidticos, metales pesados y perfil plasmidico
obtenidos en este trabajo y los reportados por otros autores (Ball y col., 2007; Gémez y
col., 2007), se podria sugerir que existe un fenémeno de transferencia horizontal de genes
enire bacterias que colonizan ambientes acuaticos superficiales y bacterias de aguas
subterrdneas. Esto implicaria una contaminacion entre las aguas superficiales (“lagunas de

cola”) y aguas subterraneas durante las inundaciones periddicas que ocurren en la region.
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8. Caracterizacién morfologica de los aislados Hg".

La caracterizacion morfolégica de los aislados Hg" reveld que una elevada proporcion de
los mismos (70%) eran bacilos Gram negativos (Tabla 8). Sc¢ encontraron cocos Gram
positivos y cocos Gram negativos con una frecuencia de un 15% cada uno.

Nuestros resultados son muy similares a los obtenidos en estudios morfoldgicos de aislados
Hg® de “lagunas de cola”, realizacos por Goémez y col. (2007), en los cuales el 100% de los

aislados eran bacilos Gram ncgativos.

microflora bacteriana de aguas subterrancas. Los investigadores encontraron una elevada
frecuencia de bacterias Gram negativas y Gram positivas con formas de cocos y de
bastones cortos, y la preporcidn de bacilos Gram negativos cia imayor a la de baciies Gram
positivos. Asimismo, se observé que la poblacion microbiana de los dos ambienies
subterrdnecos estaba conformada por una amplia diversidad de bacterias aerobicas,
nutricionalmente versatiles, que podian subsistir a bajas concentraciones de compuestos

organicos sin formacién de células quicscentes.
9. Caracterizacién bioguimica de los aislados Hg®.

Con el fin de obtener una identificaciéon preliminar de los aislados HgR, estos fueron
sometidos a una seric de pruebas bioquimicas (Tabla 9). Los aislados 33, 46 y 57 fueron
identificados como organismos pertenecientes a la familia Micrococcaceae (Tabla 11) por
sus caracteristicas morfoldgicas y la presencia de la cnzima catalasa; los organismes
pertenccientes a esta familia se caracterizan por ser cocos Gram positivos catalasa-positivos
(Koneman, 1999). El color de la colonia y la correlacion entre la prucba de oxidasa
(negativa) y la prueba de citrato de Simmos (negativa), permitieron incluir a estos aislados
bajo ¢l género Staphylococcus y diferenciarlos del géncro Micrococcus, ya que este Gltimo,
ademads de poder utilizar el citrato como fuente de carbono, posee la citocromo oxidasa c.
No obstante, la ausencia de un metabolismo anacrobico facultativo cn la prucba de
oxidacidér/fermentacion hace que la identificacion, a nivel de género, sea dudosa;

Micrococcus s un acrdbico estricto (produce acido a partir de la glucosa sélo en
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condiciones aerobicas) y Staphylococcus es anaerdbico facultativo (produce acido a partir

de la glucosa tanto ¢n aerobiosis como anacrobiosis).

Los aislados 5, 10, 15, 18, 19, 21,41,44, 64, 92, 97 y 98 estos fueron identificados como
organismos pertenccientes al grupo de los Bacilos Gram necgativos no fermentativos
(BGNNF). La prueba de agar triple azucar hierro fue negativa, lo cual indica la falta de
produccion de 4cidos por la incapacidad de fermentar los azucares presentes en el medio.
Ademas, la observacion de un mecanismo oxidativo y no fermentativo en el medio Hugh
Leifson y una reaccion negativa en ¢l caldo Rojo Metilo Voges-Proskauer permitié incluir

¢stos aislados dentro del grupo de BGNNFE.

Segin Koneman y col. (1999), a diferencia de las Enterobacteriaceae, los BGNNF no se
pueden clasificar en una Unica famiiia, ya ue la ubicacion taxondémica correcta de muchos
organismos pertenecientes a este grupo aun permanece sin resolverse. Por tal motivo, la
identificaciéon de microorganismos no fermentadores es frecuentemente dudosa. Debido a
esto, los principales géneros de bacilos Gram negativos no fermentadores han sido
clasificados  dentro de cinco familias:  Alcaliginaceae,  Flavobacteriaceae,
Methylococcaceae, Pseudomonadaceae y Rhizobiaceae. Los otros géneros restantes
pertenecientes a este grupo aun no han sido asignados a una familia especifica y se agrupan

bajo cl titulo de “Microorganismos cuya posicion taxonémica es dudosa”.

Dentro de la familia de las Pseudomonadaceae, el género Pseudomonas es uno de los mas
importantes. Dentro de este género, fueron incluidos los aislados 10, 15,18, 19,21 y 44
(Tabla 11). Algunas caracteristicas como la ausencia de gas producido a partir de la
glucosa, la reacciéon negativa en caldo Rojo de Metilo Voges-Proskaucr y la presencia de
las enzimas citocromo oxidasa y catalasa, permitieron incluir a estos organismos dentro de
csta familia, ya que cstas son caracteristicas claves para la identificacion de cste grupo de
organismo, muy utiles para diferenciarlas de las Enterobactereacea y las Aeromonas
(Madigan y col., 2004). Unido a csto, la produccion acrdbica de acidos en medio para

oxidacion-fermentacion con glucosa, permitié diferenciar las Pseudomonas de las
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Enterobacterias, ya que estas ultimas tiene la capacidad de producir dcido en condiciones

anaerdbicas.

El aislado 41 presentd caracteristicas fenotipicas segun las cuales podria ser agrupado
dentro de la familia de las Pseudomonadaceae. Sin embargo, la observacion de un
mecanismo fermentativo en el medio Hugh Leifson impide que sea agrupado dentro de

esta familia. Los resultados de algunas pruebas bioquimicas fueron ambiguos.

El aislade 5 fue dificil de identificar por métodos bioquimicos. Este aislado presentaba
caracteristicas muy semejantes al género Pscudomonas, por 1o que sugerimos ane podria
estar muy relacionado este género. Sin -embargo, la reaccion negativa a la prueba catalasa
hace que este organismos sea excluido de este grupo; ya que la presencia de esta enzima es

muy caracteristica de este género (Tabla 11).

El aislado 32 también fue incluido dentro del grupo de los BGNNF. Ei este caso, pertenece
a la familia Alcaliginaceae, géncro Alcaligenes (Tabla 11). Al comparar los resultados
bioquimicos con los fenotipos reportados en la bibliografia para las cepas de referencia, se

obtuvo una coincidencia en todas las prucbas (Kersters y De Ley en Bergeys y col., 1983).

Por otra parte, los aislados 24, 64, 79,92, 97 y 98 fueron agrupados dentro del género
Acinetobacter (Tabla 11). La rcaccidn negativa a la prueba oxidasa (ausencia de la
citrocromo oxidasa C) es una de las caracteristicas que permite distinguir a este género de

los otros bacilos Gram negativos no fermentadores (Elliot Juni en Bergeys y col., 1983).

Es de hacer notar que la morfologia de los aislados era cocal. Los géneros Acinetobacter
son de forma bacilares, pero sus células tienden a ser esféricas en condiciones de senectud,
en la fase estacionaria o cuando las condiciones ambientales no son favorables (Madigan y
col., 2004). Quizas, esta es la razdn por la cual, al analizar en el microscopio los aislados 24

64, s¢ observaron cocos.
>
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Por su parte, el aislado 84 se identific6 como un organismo perteneciente a la familia
Moraxellaceae, género Moraxella (Tabla 11), gracias a presencia de las enzimas
citrocromo oxidasa C y catalasa (Rossau y col.,, 1991). Al comparar los resultados
bioquimicos con los reportados en la bibliografia para las cepas de referencia, se obtuvo

una coincidencia en la mayoria de las las pruebas.
En las pruebas realizadas al aislado 101 se observaron una serie de resultados que no
coincidian con alguna familia o género en ecspecial. Ademads, las caracteristicas

morfolégicas de este organismo eran confusas; por estas razones no pudo ser identificado.

‘Tabla 11. Identificacion bioquimica de aislados Hg®.

Aislado Familia o género més cercano
5 PSeudomonkavs"("?) »
10 - Pseudomonas

15 Pseudomonas

18 LR Pseudomonas

19 - - Pseudomonas

21 ‘ Pseudomonas
32 - k Alcaligenes
4 Pseudomonadaceae (?)
o C bsendomonas
24 - ~ Acinetobacter
64 ‘ n Acinetobacter
79 k : Acinetobacter

92 ' Acinetobacter
97 ‘ Acinetobacter
98 Acinetobacter

84 Moraxella

33 Sthaphylococcus
46 Sthaphylococcus
57 Sthaphylococcus
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Con los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas (presencia de enzimas), se realizo
un analisis de conglomerados y un dendograma (Figura 30). En este caso, los aislados Hg®
se agruparon en 12 conglomerados diferentes. Los resultados obtenidos en este analisis
coincidieron con en gran parte los obtenidos en la identificacion bioquimica. Los aislados
24,79, 84, 92, 97 y 98 fueron agrupados dentro de un mismo clonglomerado; esto se debe a
que estos organismos, a pesar de pertenecer a géneros diferentes, forman parte de la familia
Moxarellaceae; por tanio, es de esperar que tengan caracteristicas fisiologicas muy

similares que les permitan ser agrupados dentro de un mismo grupo.

Los aislados identificados coiino organisiios pertenecientes al género Pseudomonas (18, 44,
10, 15, 19, 21), aparecen muy reiacionados entre si en este analisis. Sin embargo, dus de los
aislados identificados como posibles Pseudomonas (41 y 5) aparecen mas iciacicizados con
el aislado perteneciente al género Alcaligenes (32). Esta relacid:i quizéas se debe 2 ane el
género Alcaligenes y el género Pseudomonas forman parte del grupo de los bacilos no
fermentadores; esta condicion permite que los resultados obtenidos en las pruebas los
agrupen como organismos muy cercanos. En algunos casos, por tener caracteristicas muy
similares con otros géneros, el género Alcaligenes tiende a ser confundido con

Pseudomonas y Agrobacternsium (Kersters en Bergeys y col., 1983).

Los aislados 33 y 46 pertenecen a un mismo grupo. Este resultado coincide con la
identificacién bioquimica, ambos aislados fueron incluidos dentro de ia misma familia
(Micrococaceae) y género (Staphylococcus). El aislado 101 se cbserva sélo en un
conglomerado; esto quizds se deba a que este presentd caracteristicas muy diferentes en

relacidn al resto de los aislados.
A pesar de ser géneros muy diferentes, extrafiamente los aisl_adqs 64 y 57 aparecen dentro

de un mismo grupo. Quizas ambos comparten enzimas que pueden ser comunes en

organismos muy distantes.
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10. Andlisis de espacios intergénicos ribosomales (RISA).

Para estudiar la diversidad de las comunidades de las aguas subterraneas, se utilizo la
técnica de analisis de espacios intergénicos ribosomales (RISA). Este analisis es de gran
ayuda para el estudio de diversidad de las comunidades bacterianas, debido a que estas

secuencias son extremadamente variables y permiten relacionar taxonémicamente distintos

grupos de organismos (Ciesielski y col., 2007).

Al realizar la amplificacion y el analisis de los resultados se encontraron diferentes patrones
conformados por ura ¢ méas bandas (Figura 32). La presencia de bandas de igua! peso
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molecular en los diferentes aislados no solo permitié saber cua
misma especie, sino también discernir sobre la posible relacion filogenética existenie entre
las mismas. Los aislados 97 y 98 (lineas 7 y 8), al presentar patrones de bandas muy
parecidos, fueron considerados organismos muy cercanos filogenéticamente. Igualmente,
los aisiados 3,15, 18, 21 y 32 (lineas 2, 4, 5 6 y 11) fueron relacionados filogenéticamente
debido a que sus patrones de amplificacién presentaban bandas en comun. Al comparar
estos resultados con la identificaciéon bioquimica, se encontrd que los aislados 5, 15, 21 y
18 fueron identificados como organismos pertenecientes al género Pseudomonas y el
aislado 32 al género Alcaligenes (género muy cercano a las Pseudomonas). Por su parte, los
aislados 97 y 98 fueron incluidos o relacionados con el género Acinetobacter. Era de
esperar que aislados pertenecientes al mismo género presentaran ciertas homologias en los

patrones de amplificacion.

Los patrones de bandas de los aislados 24 y 79 fueron muy similares entre si. La similitud
observada en los productos de amplificacion confirmé la relacion filogenética que se habia
establecido entre ellos mediante las pruebas bioquimicas, en las cuales ambos fueron
incluidos dentro del género Acinetobacter. Si se observan los patrones de bandas de estos
aislados (Figura 32), se podra notar que los mismos son muy parecidos a los perfiles de
amplificacién de los aislados 97 y 98, los cuales también fueron incluidos dentro del género

Acinetobacter.
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Al realizar la comparacion de los patrones de bandas de los 20 aislados Hg® (datos no
mostrados) se observo que los aislados 10 y 18 eran idénticos, al igual que los aislados 33 y

46.

En el dendograma obtenido a partir del patron de bandas del ensayo de RISA (Figura 33) se
puede observar que los aislados fueron aglomerados en 18 grupos. Casi todos los aislados
que fueron incluidos dentro del grupo de los bacilos no fermentadores y de la familia
Moxarellaczae, aparecen muy relacionados filogenéticamente. Sin embargo, los aislados 5
v 44, a pesar de ser identificados dentro la familia Pseudomonaceae, estan mas alejados del

resto de los de los aislados identificados dentro de estz misma familia.

El aislado 44 es ei mas distante, ya que es el ultimo (mayor distancia) en incorporarse al

conglomerado final.
11. Identificacion molecular de los aisiades Hg~.

A los 18 aislados Hg® analizados mediante la técnica de RISA se les realizo la
identificacién molecular mediante la amplificacién y secuenciamiento del gen que codifica
para el ARNr 16S (Figura 34). No obstante, s6lo en 14 de ellos se logré cbtener el gen
amplificado. Al realizar la comparaciéon de las secuencias obtenidas ¢on las secuencias
almacenadas en el Genbank, sélo pudieron ser identificados 11 de los 14 aislados, debide a
la calidad de las secuencias reportadas. Mediante este analisis se identificaron organismos
relacionados con Pseudomonas sp, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas putida, Acinetobacter junii, Acinctobacter sp, Caulobacter sp,
Brevundimonas diminutan, Petrobacter y Micrococcus sp. {Tavia 10). De los 11 aislados
identificados, 4/11 pertenecen al género Pseudomonas, 3/11 al género Acinetobacter, 1/11

al género Micrococcus, 1/11 al género Petrobacter, 1/11 al género Brevundimonas y 1/11

al género Caulobacter.

La mayoria de los resultados obtenidos en la identificacién molecular coinciden con la

identificacion preliminar realizada a través de las pruebas bioquimicas. En efecto, tanto en



las pruebas bioquimicas como en la identificacién molecular los aislados 15, 18, 21 y 41
fueron incluidos dentro del género Pseudomonas. El aislado 5, en la identificacion
molecular fue relacionado con el género Brevundimonas; esto coincide con los resultados
obtenidos en los estudios bioquimicos, en los cuales no se le asigné un género especifico,
pero se sugirio se trataba de un organismo muy cercano filogenéticamente a las
Pseudomonaceae. El género Brevundimonas, tiene caracteristicas fisioldgicas muy
parecidas a las Pseudomonas, lo cual dificulta su identificacién por medio de pruebas
bioquimicas convencionales. Por otra parte, al igual que la identificacién preliminar de los
aislados 92, 97 y 98, !a identificacion molecular reveld que estos aislados pertenecian al

géiiern Acineiobacier.

La identificaciéon molecular del aislado 101 reveld que este pertenecia al género
Caulobacter. Este género esta conformado por organismos aerdbicos quimiorganotrofos,
aue forman parte de ios llamados organismos pedunculados o con protesca rellena de
citoplasma con ventosas al final, 1a cual le permite fijarse a pequefias particulas, a plantas y
especialmente a otras bacterias en los medios acuaticos. La morfologia poco habitual de
estos organismos hace que al ser observados al microscopio tiendan a confundirse
(Madigan y col, 2004). Quizas por esta razon no se logré una identificacion preliminar a
nivel de género, ya que al realizar la observacion al microscopio, se observaron organismos
con una estructura parecida a proyecciones que sobresalian de las células y que eran

dificiles de explicar.

La ideniificacion bioquimica de los aislados 44 y 84 no coincide con la identificacion
molecular. Segin la identificacion preliminar el aislado 44 pertenecia al grupo de ios
bacilos no fermentadores; sin embargo, a nivel molecular este fue identificado como un
organismo perteneciente al género Micrococcus. La dificultad estuvo en las caracteristicas
morfologicas, muy dificiles de diferenciar. En el caso del aislado 84, las pruebas
bioquimicas lo relacionaron con el género Moraxella, mientras que en las pruebas
moleculares fue relacionado con el género Petrobacter. El escaso conocimiento del género

Petrobacrer dificultdé que se realizara una identificacién correcta de este aislado. Sin



embargo el género Petrobacter, esta relacionado filogenéticamente con la familia

Moraxellaceae.

A partir de las secuencias obtenidas se construyd un arbol filogenético, mediante éu
comparacion con secuencias almacenadas en la base de datos EMBL. Los resultados
obtenidos a partir de este analisis permitieron correlacionar la identificacion preliminar
mediante pruebas bioquimicas con la identificacion molecular (Figura 35). En efecto los
aislados Hg® 15, 18, 21 y 41 estan relacionados con especies pertenecientes al género
Pseudomonas, y particularmente a Pseudomona sp. (15), Pseudomanas alcaligenes (18)

Pseudomonas stutzeri (21) y Pseudc:iona puiida (41).

El aislado 5 se encuentra muy relacionado con la especie Brevudimonas diminuta. Por otra
parte, el aislado 44 se relacioné con la especie Micrococcus sp. y el 101 se encuentra muy

relacionado filogenéticamente Caulobacter sp.

Finalmente el aislado 84 mostr6 una relacion filogenética con microorganismos
pertenecientes al género Petrobacter y particularmente a la especie Petrobacter

succinimandens.

Es interesante resaltar que Gomez y col. (2007) al realizar la identificacion bioquimica y
molecular de aislados Hg® provenientes de “lagunas de cola™ también enconiraren
organismos pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Acinetobacter. Esto indica que
algunas especies como Pseudomonas putida, Acinetobacter junii y Acinetobacter sp, fueron
encontradas tanto en “lagunas de cola” como en las aguas subterraneas. Debemos recalcar
que los patrones de resistencia a antibidticos y metales de los aislados Hg® fueron muy

parecidos en ambos estudios.
Los resultados de los estudios moleculares indican que en las aguas subterraneas de la mina

Colombia existe una elevada biodiversidad, a pesar de que muchas bacterias son resistentes

al Hg. En este sentido, Rasmussen y col. (2008), encontraron que el Hg afecta
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negativamente la diversidad de las comunidades microbianas, para luego aumentar y

tantenerse estable en el tiempo.

La presencia de bacterias del mismo género en ambos cuerpos de agua sugiere una posible
contaminacion de las aguas subterrdneas por las aguas provenientes de las “lagunas de
colas” altamente contaminadas con Hg, lo cual ocurriria durante las inundaciones que sufre
la region de El Callao en la estacion de invierno. Ademas, las comunidades bacterianas
presentes en estas “lagunas de cola” podrian entrar en contacto con comunidades
bacterianas que colonizan las aguas subterraneas, transfiriéndoles, por conjugacion,

-~ marcadores de resistencia al Hg, antibidticcs v otros metales pesados.

12. Ensayos de conjugacién in vitro entre aisiados Hg® y cepas potenciaimente
natégense nara ¢! hombre.

En muchos estudios se ha demostrados la gran importancia que tiene la transferencia
horizontal de genes (THG) en la evolucidn y diversificacion de las comunidades
bacterianas (Osborn y col., (1997); Top y col. (1996). En este proceso la transferencia de
elementos méviles como pldsmidos y transposones juega un papel muy importante, ya que
¢éstos portan genes de resistencia a antibidticos y metales pesados. Por tal razén, la THG ha
jugando un papel fundamental en la adaptaciéon de comunidades bacterianas a ambientes
contaminados y a la diseminacion de genes que confieren resistencia a multiples

antibidticos (Coombos y Barkay, 2603).

Se tiene un amplio conocimiento sobre la THG en comunidades bacierianas del suelo y en
los cuerpos de aguas superficiales, pero se sabe muy poco sobre la frecuencia con la ocurre

este fendmeno en ambientes subterrdneocs.

Ea estudios realizados en ambientes subterraneos, se ha observado que factores como la
escasez de nutrientes, la biodisponibilidad del agua, la separacién espacial, un metabolismo
lento de los organismos, la dominancia de un metabolismo quimiolitoautréfico y la

densidad celular pueden afectar negativamente la THG. Unido a esto, otras evidencias
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indican que la THG es afectada también por la diversidad metabodlica y genética de las

cornunidades bacterianas subterraneas (Coombos y Barkay, 2003, Hohnstock y col., 2000).

En este sentido, en nuestro estudio se realizaron ensayos de conjugacién in vifro con la
finalidad de determinar: a) si el fendmeno de conjugacion podia llevarse a cabo entre
bacterias Hg® provenientes de aguas subterrdneas y otras cepas bacterianas, especialmente
cépas patégenas para el hombre y, b) la frecuencia con la cual podia ocurrir la transferencia
horizontal de marcadores de resistencia al Hg. Para esta experiencia se utilizaron como
cepas receptoras FEscherichia coli (CEG15) Rif® v Pseudomonas fluorescens (ATCC
13.525) Rif®. Estas cepas pueden ser utilizadas como un modelo bioldgico de bacierias
potencialmente patégenas, ya que muchas especies de E. coli y Fseudomonas sil
patégenas en el hombre. Como bacterias donantes se utilizaron aislados He" (35, 49, 97 y

98) provenientes de aguas subterrdneas.

A pesar de que este ensayo de conjugacion se repitid tres veces, no se observaron
exconjugantes. Esto sugiere que este fendmeno podria ocurrir en frecuencias muy bajas.
Solo en uno de los tres ensayos se obtuvo un clon Hg*Rif* (aislado 97 Acinetobacter junii

X E eodi).

En vista de que no se logré cuantificar la frecuencia de conjugaciéon, se realizé un
aislamiento plasmidico del cion HgRRif® para determinar si la resistencia al Hg adquirida
por el transconjugante se debia a la transferencia horizontal de plasmidos de la cepa
donadora. Los resuitados revelaron que el transconjugante presentaba el mismo perfil
plasmidico que la cepa donante (97) (Figura 39). Esto indica que si ocurrié un evento de
conjugacién entre Acinetobacter junii (aislado 97) y E. coli, y que el caracter Hg® fue
adquirido por transferencia horizontal del pldsmido conteniendo el operén mer. Se podria
sugerir que el plasmido presente en la cepa donante podria ser responsable de la
transferencia de marcadorés de resistencia al Hg y, en consecuencia, a multiples

antibidticos hacia otras cepas potencialmente patdgenas para el hombre.



Fmalmente, al ocurrir la conjugacion entre las especies Acinetobacter junii 'y E. coli, se
svidencid que la transferencia de marcadores de resistencia al Hg puede ocurrir entre

especies poco relacionadas filogenéticamente.
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CONCLUSIONES

Las bacterias Hg® se encuentran en las aguas subterraneas de todos los niveles de la

mina estudiados (hasta 388m de profundidad).

Las comunidades bacterianas que colonizan las aguas subterraneas en los diferentes
niveles de la mina Colombia ubicada e¢n El Callao, Estado Bolivar, presentan
marcadores de resistencia al Hg v MeHg con frecuencias que oscilan de 25% a 60%

y 16,28% a 100% respectivamente.

Las aguas subterraneas de la mina Colombia poseen densidades bacterianas

inferiores a las reportadas en aguas superficiales.
Los microorganismos que colonizan aguas subterrdneas de la mina Colombia,
adernds de portar genes de resistencia al Hg, poseen genes de resistencia a multiples

antibidticos y a otros metales pesados.

Las resistencias al cloranfenicol, a la ampicilina y a la tetraciclina fueron las mas

frecuentes en los aislados Hg®.

Un elevado porcentaje de aislados Hg® fueron resistentes a multiples antibidticos (>

50%), observandose resistencia a cuatro y hasta 5 antibidticos simultaneamente.

Un elevado porcentaje de los aislados Hg® presentaron resistencia a metales,

especialmente al zine y al niquel.

Los aislados Hg" que colonizan las aguas subterraneas, poseen plasmidos de bajo y

alto peso molecular, posiblemente de tipo conjugativo.

En relacion con lo anterior, algunos plasmidos median procesos de THG.

99



Los analisis de conglomerados y los experimentos de RISA demostraron la
existencia de una clevada diversidad de las comunidades bacterianas que colonizan

de las aguas subterraneas de la mina Colombia.

En las aguas subterraneas estudiadas se encuentran especies relacionadas con
Pseudomonas sp., Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
alcaligenes, Acinetobacter sp., Acinetobacter junii, Caulobacter sp, Petrobacte-

succinimandens, Brevundimonas diminuta 'y Microcsoccus sp.

Se propone que la presencia de bacterias Hg® en aguas subterraneas es producio 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 antibidticos y a oitvs metales. Esto ocurriria como

consecuencia de las inundaciones anuales y filtraciones.

Las comunidades bacterianas de ambos cuerpos de agua podrian entrar en contacto,

favoreciendo la transferencia y la diseminacién de marcadores de resistencia.
En este sentido se evidencié la iransferencia horizontal de los genes de resistencia

al Hg entre Acinetobacter junii y E. coli, dos especies poco relacionadas

filogenéticamente.
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PERSPECTIVAS

Realizar estudios més profundos sobre los niveles de contaminaciéon mercurial y
evaluar la presencia de bacterias HgR en los cuerpos acuaticos de la region de El
Callao, con la finalidad de poner en evidencia el impacto ambiental originado por la

mineria artesanal del oro.

Estudiar el efecto de la contaminacion con Hg sobre la estructura y diversidad de las
comunidades microbianas que colonizan los cuerpos de agua en la region de El

Callao.

Realizar ensayos de conjugacion “in sity” para determinar la frecuencia de
transferencia de los marcadores de resistencia al Hg y antibidticos en las aguas

subterraneas naturales.
Estudiar las posibles aplicaciones biotecnologicas de algunos organismos que

colonizan las aguas subterrdneas de la mina Colombia, en procesos de

biorejoramiento y biolixiviacién de minerales.
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ANEXOS

Secuencia del gen ADNr 16s de los aislados HgR.

mers

TTTCCGCGCACATCCTAGACTTGATCCTGGCGCAGGACTACGAGCCTGGA
TCACACTCCTTGAGAGTTTGACTCCTGCGCTCACGGATGCCGTGATGGTA
CCTCACTCCCTTAAGAGTTGTGATCGCTGGTATCAGCGATAGGCGCCCCG
TCTCTTAGAAGAATTAATTCTATGCGCCCTTGAGCAGCAGGCCCCGCGTC
CTGATTACTCATACCTGGGGAAGGGAAAGCGCTTCCACCAAGGCCGACAT
ATCAGTTATCTAGGTCCTGAGAGGATGGATCCCCCCCCCATTGGGGACTG
AAAACACGCGCCCAAACTTCCTACGTGGGAGGCAGCCGCTGGGGTAATCT
TTGCGCAATTGGGCAGAAAGCCTTGACCCACCCCCTCGCCGCGTGAAATG
ATGAAGGTCTITATGATITGTAAATATTCCTTTCACCCGGGCGACAATAA
TATGATCGCTCCCCTGGAGAAAAAAACCCCCGTGCTAACTTTCCTTGGTC
ACCCCCCCCGCGGTTAATAACAAAAGGGGGGCCTGGCGGATTGCCCCTGA
AATTTCCTGTGCCCTTAAAAGGGGAGACGGCAGCGGTGGACATTTTTITC
TAAGGGTGTTGAAAAATCCCGGGGGGCTCTACCCCCTCAAAAAATACGCC
CTTTTTATTAACCTATTATTICCTCTGTGATTGCGGTAATAAAGATCAAT
TTGGCGCAACCCACCCCCCATTCTATGTTAGAGCTCCACATAATCCITAG
TATATCCTCGTGCAAAGAACAACCCCTCTTCCCCTACCAGCCGACACACC
TTTCTACCGTCCTICTATTTTCACCCACCCCAAGACCTTCCTATCAGCCT
GGOGGGGGGTAAATAAAATAAACTTAAATAAATCCTCGCTCTTATCGTTCC
CACCCCCACTATACACAAGAAATTTACTATATTACCGCTATATCGTCCGC
TTTCTCTTITTTGATICACATGCAACTAATCCCATTTTATT

meris

NTTCCGCGCACGCTTAAGTTGATCTGGCTCAGGATTGGGCCGTGCCTCCT
GCTTAGACTTTGATCCGGGGACTAGTGCCCAGGAGTCTGTCTGGTTTAGG
GGTAGATCCTGTCTAAAGGAACGCTAATACCTCTAACGTTCTACGGGAGA
AAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTC
TGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTG
GGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGA
ATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTA
ATTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTCAAACTG
GCOGAGTTAAAATATGGCAAAGGGGGGTGGAATTTCCTGTGTTGCGGTGAA
ATGCGTAAATTTAGGAAGGAACACCCCTGGCGAAGGCGACCCCCTGGGCT
AATACTGCCCTTAGGTGCGAAAGCGGGGGGAGCAACCAGGATTAAATTCC
TGGGTGTTCCACCCCGTAAAAGAAGTCGAATAAACCCTTTGGGATTCCTT
GAAATCTTATTGGGCGCCCTAAACCCTTTAAATCCCACCCTCCGGGGGGG
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TATGGCCCCCAGGTTTAAACTCAAAAATAATTTATCGGGGGCCCCCCCAA
CCCETGGGGCAGGGG

merl8

NCCGAGCGCTGCTAAGTTGATCCGGCTCAGATGGGGCCGGGCCCCCTGCT
TAAAGGTTGATCCGGGCTCTAGAGCCCAGCAGTCTCCCCGGCTTAGGGGT
AGATCCTTTCTAAGGGAACGCTAATACCCAAAACTTTATACGGGGGAAAG
CGGGGAACCTTCGGGCCTTGCGTTATCAAATAAGCCTAGGTCGGATTACC
TAGTTGGGGGGGAAATGGCTCCCCAAGGCGACAATCCGTAACTGGTTCTG
AAAGGATAATCATTCCCTCGGGACCTGAAACACGGCCCAAACTCTATCTG
GGGGGACAATTGGGGAATTTGGTATACGGGGAAAACCCTGATCTCCCCCC
TCGCCCTTTGTTGTAAAAAAAGCTTTCTTTATTAAAAAAAACTTACTTTC
GGGAGGAGAGGGCCTAATCCTAAACCCCTTGGTGTTTTTGCTGCTCCCCT
AACAAATATAAACTCTGCGATATCTTATTTGACTGTAAACTTGGTTGATT
AACAAAAGGGGTGACCATGCCGTATACTCTAAATATATCTGACTGTATAA
AACCGCCCCACAGGTTGTGCGCTTATAAAGTTCTATATAAGAATACTCCC
CCTCGCGCTTTAAAATTGGCGATAATGCGATCTTATACTACACAATGTTG
TATTAAATCATACCATTTATCAGACGGTTTCGGGTCGATTTTTCCTCTGC
TTATACGCTTAAATATGTGCACTATTCTTATACTTAACATGAACTAGACT
CGCTGTCACCAATCACCCTACACTTTCATTTGCACATATTATATA

mer2]

NCCGAGCAGGCCTAAGTTGATCCTGGCTCAGATACGGCTGTATTACCTCC
TTAGAGTTTGATCCGGGCTCAAGTGCCTAGGAGTCTCTACTCCTTAGAGG
TAGATCCTGGCTAAGGGAACCGTAACACCTTATACATTAAACGGGGGACA
GTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAC
CTGTTTGGTGAGGTAAAGGCTCCCCAAGGCGACTATCCCTAACTGGTCTG
AGAAGATGATCCCTCACCCTGGAGCTGAGACCCGGTCCAAACTCCTACGG
GAGGGTGCAGTGGGGAATTTTGCACTCTGGGTGAATGCCTGATCCCCCLCT
TGCTCGTGTGTGTGAAAAAGGTCTCCGGATTGTAAAGAACTCCTCGTTGG
GAGGAAGGGCATTAAATTTATTCCCCTGCTGTTTTITAATTTTATCAACGA
AAATATTCTCCGGCTTATTTTCCTGGTCCAATAGCCTGTTGTTAATACCT
AAGGGTTTCGTTCCTTTTATCTTTAATTTATCGGGACTTTATACCTTACC
CAAACTGTTGGTTTCTCTTACCATTTTTTATATGTAAATACTCCCCCGTT
TTCTTCTTCCTCTTGGATATTIGATCTTTTACTATTITAGGTGTTATATTT
TATTTTTTCGCTTAAATAACATTTGGGGTCGGAATTTTCCCCTCTGTATC
TTGCTTCAATATTATTGTACATCCTTATCGATCTTTTAAACCCTGTGTGG
TTAATAAACAACCTCACTCCCCTATCTTCACTATTTTACTCCCCTCAGTA
TGTCACGTAACTATTTTGTATTTCTATCACGGGTGTATTATTTCACCCTC
GTTAGCTTACTCCT

merld

CGGAGCGCTTGTCTACACAGGATTCGCCCCCCCGGATTTTICTCTCCTTT
ACCATGCGCAGCACGACAAGTGATCTTTACCTGCCTCTCCTCAGGGCTGG
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GCACTTATCTCTCAGCGCGTATAATCGTTTACAAGTTAAGATTTGTACGG
GGGGAGAGTTATTCTCTCTCTCCTTCCTCGCTCTNGACACTTATGTGATG
CGTTGGTTGTATTCTGACACCCTGCTTATGCTTATTGAGTGCGCCTGGTT
GGAGTAGTAATATTATCTCATGTCCACTGAAAGAGGAGCGTAAGGTTCAC
CAACACCGCCCCTATTTCCTGTGACGCCGTTCGTTCACGCTTCCGTGTGT
TCCTGTATACCTTACATAATACCTCTGGCTCCGTATACGGCGTCATAACT
CATCATATACGTTTGTTTTCGCCATTTCGACCCTCCCACACGCGCTAGTA
TCCCTCCGTATTGATAAATTGTGCTCTTCTCATCACTGGACTCTACTTGC
TCTCATGTATCTGGTGGAGTACATGGGACGACCATCTCATTCAGTGTCGG
TTCTCTATCGCGGAGTCCTCGCCCCTACGATATCATACTTCTTGCTGCAC
GAGATACTGTGGCCTGTAGAAGCTGTATCACCGTGCACCGCTGTGACAGT
GTTAACATGTCCCGGCCTCTCTATGGCTACATCATCTTAGCGCACTGACT
TGCTTTGTCGCGCTGCGCATTGTACGCTGGTAGTTGCCATCTCGAATATT
CGCCCGTACCGTCAGATGTCTTCCTCGTCACTCGACATCTTCTCTGCGTG
GTATTATATGTCAACAGACTTCCTACTGAGCTGGTAGTGTGTTTGAGACA
TGCTTGCAACAAGATTAGTTGTCCTCGTCCCTAGAAAGAGTATAGTGTGT
CCTCCCTTCCTACTGCTGGACCTAGACGCCCAGCTCCATTCTCTAGACTC
TTGTACTTGAACTTTTCGCGCGCTTGATTACTCCTTACACGCCAAGCGAL
CTTGTGGATCGTGG

merd?

GCGTCCTCTAGAGTTGATCTGGCTCGGCTGCGGCTGGCTCAACTCCTTAG
AGCTGGATCCTGGCATCGGATGGCAGCAGGCCCCACTCCTTAAAGCTGGA
TCCGGGTGCAGGCTCGCAGCCGTCCTAAAAACTTTAAACCTGGCTCCGGE
CCCCCGCTTGGCCTCACGGCTTAATCTATAAAACCTGTACCCCGCTGAAA
CAATTAATAATCCTTTAAAACTTTITCTTATTATTCCTGTTCTAATATCT
CACTATACCCCTCATICACCTATATCGCTCCCACCTCCACCCCCCCCCCA
CACCTTAATATTTTTCGTCTTTTCTCCTAATTACTCATTCCTCACCACCA
TCACACTCTGCTTACCGATTCCCTGACTCTAACTACTCATCCTCTTCTCT
CAACTCTCGATACTCGTCTCTGTCACAATCTCTCTACAATTTTACTICIC
ATACTACTCCTTACCTTACATGTCATACGTCGTCTTCTTCTTCGCCTCCC
TTCCCCCTCCGCTCCTATCACTTCGCCCTACCCTTTTCCTTCCATCTCAC
TCTCCTTCTTTTATGTCCTATCTCTCATATATTCGCTCTCTCCTCTCACT
TACCTCAACGTTCTCCCCATTCCTAACCTAAACCCACCTCCTCAATCGTT
TATTAACCTCTCTTCTCTCCTATGGTCCATTCTGTACATCTCTACCACTC
CTTCCTAATCGCCTTICTCRCLT

merd]

CCGCGCTCTCTTAGATTGATCCGGCTCAGGATACGGCCTGGATCTCT
CCTTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGACAGCAGTCTCTCCGGCTTAGA
GGTGGATCCTGGCTCAGGGTACCCTAATGCCTCTATATCCTCTAACGGGA
JACAGCGGGGGACGCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGG
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTG
GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
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AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAG
TIGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTITGACGTTACCGAC
AGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGG
TGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTG
TTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAA
CTGGCAAGCTTGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATTTAGGAAGGAACACCACTGGGCGAAGCGACCCCCGGG
ACTGATCCTGACACTGAGGGGCGAAAACCTTGGGGAGCAAACGGGATTAA
AATACCCTGGTAGTCCCCGCCCTTAACAAATGTCCACTAACCCGTTGGGA
TCCCTTAAAATTTATTGGGGCCAGCCAACCCCATAAATTTTACCCCCCGG
GGGAGTCCGGCCCCCCGGGGTTAAAACCCAATTTATTTGTCCGTGCGCCC
CCCCCACCCGGGTGAAGATTT

merdd

GCGCTCTCTTAGGTGATCTGGCTCGGATACGGCTGGATCCCTCCTTAGA
GTTTGAACCGGCCCTTTGGAGTACGGCCTGGATCCCACTCCTTAGAGGGA
CAACCTTGTCAGCAGGGAACCCTTTATCCTTAAAATCTCTAGAGGGGGGA
AGGGGTGGAGACCCTCTCGGGTGTCGCTTATATAAAAATGATACTAGAGG
TCGAGATTTCTTATGGTGGGGTGATTTTAATCCCCTCCCACAACGGTGTC
ATTATCTCTTTTTGACTTGAATAAGATACTTCTTCTTCCCTTCGTCTACC
TAACATTTTTATTCCATATACCTTTCTCGAAGATAGCCGTGTCCTAGTGC
ATTCATCGTTTTCTTTATTGTACGATACCCTCCTCCACCCCTCTCTTCTA
TTTGTTTGTTTAATAAATGGTATCTCCTCTCCGTCCCTCTAAATGTCCTT
TTGGCGATCCCTTTTCCTTTTATTCTCCCTCATATGTTCTTGCCTTTGTT
TAGTCTAATATTCCTCTTTATTTTAATATTTCCCCTACTTGATTTATTTT
TTTTTCACGCCTCCTCTCTGATTITATTATAACTCAATCGTTCATACATA
TCCCTCTAACTCTACACGGAATTTATGAACTGTATTCCGCAATCTTACTC
GAGTCTGTCCTTTATCTAACTCATTTGTGTATCTGTGTGATACCTTCTTA
TCCTCACCAGCATGTTAGAAAATATTCTTATATCCTACTTTTATCTTTIC
TACACTCTAATTATTTTCCTTCATTACATTTG

mer79

AGGGAGACGTCCCCTTTGCGAGATATGGATACCGGGTGACTCCAGCCGCC
CCAACGGGGGAATAGTACACAATCACTTCTCCATTGTAGGAAGGAGTGCT
GTATTACAATAGCGCCTTCTTATGTGTGACGTGTCTGATGGCGGGCGGAT
CCTCAGAGCCGTCTTGTTNCATAGGCGATGTTGGAAGATGTGTATATTGT
TCGCTCCTCTAGCCGTCTAGGAATACTTTCACTCACAAAAAAGATATCGC
TACACCTCGCCGTGTCAGGCACACTCGCCTCACACAGGNTGCCGCCACTT
ACACATGGCTCGTGCTAGTCAAATGTTGATAATGTAACCTTCCTATACAT
GTGTTTATAAATTGAATGAGAATGTGTCGCTGCCATTATAAGCTACTATG
TACACTATTAATAGTAAGTTGAGTCTCCTATGAAATGGTGTGTATATATG
TTTANATCAGTGATGCGACTGTCACGTAAAATTCATTCCTTCCGCATTT
ATAGCATAGTACCTTAATATGTACGCAATCTGAAGTGAGCATGATAACTG
ACAATAGTATGATCTTATACTCACACTGAAGGCAACTGATAGCCTTACTA
GCTATAGTTTCCACCCGATAGACAAATGGTATTCCTGAATATTACTGATG
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ACGGTATAATAATGTGGATGACGTCAACTATATGCGTCTATCTTATCTCTA
ACTATTACTTAAGAAGATGGTATACAGTACTACATATCTATTATTCTGGA
ATACTCATATTGTACTAGCGGTACGACCACTATTATTACATAGCATGCGC
CATTAGGATCGCTCTCAACTATTTTTTGGGACACAAATGCTCGATAATCG
GAATAATATCATATGTTGCATACATCCTTCAATTANCAGTATAAACATCT
CGTGTTCTACATTAACGTACTCTATCAGGCTGTGTATATTGACATATGTA
CGCATTATTATCGTACTACAATGTAGTAGCAAATTGATACCATAGGCGTG
CACACACCTGTCATCCTTCCTTAGCTACAATAAATTTGCATGCCTATCTA
TATAACATAACACCTACATATCGCATGTGATATACTCTGATACTCACAGC
TTATTGTATTGTTGTTTATATACACGGATATAAGATAACAGCGACTCTCC
ATTACAGTGTCGCCTA

mrers8d

CCGCTGACTCTTAAGTTGATCTGGCTCGGATGACGGCCGGCCCTCACTC
CTTAAACCTGGATCCGGGCTCAGGATGGCAGAAGGCCCTACACCTTAGAS
CTGGATCCTGGCGAAGGGTGGCCCAAGACCTTAATCCTTGAACCGGGAALC
AGGGGGGATCCTTCGCGCCCAGGCCTTAAAGCTTGAACCCGGCTCCGGTT
AGACTATTTGGGTGGGGTAAATGCCCTCCAAGGCGGCTATCTGTTACGGT
GTATTGATATAAAGACTCCCCCCCCCTGGCGGCCGATCATACCGCCCCCC
ACTTCTTAAAGGGGGGCGAGCTGTGTGATAATACTTGGATATAGGGGGTG
GCAACCCAGCACCTACCCCTTGTCTGGTGGGATTTAAATACTAGCCCTTT
CTGGTCTCTAAATCCCCTTAATAACAAAGGTGTCGTCTTTCACAAATACA
TATTTCCTTTCTGAAAAATGGATGCGTTCACTTCCCCTGTCAAATGCTCC
CCCACTCAATATTCTTGTTTCATICTTTACCTGCGGTACATTATATACAG
TGTGCCAATGCGTCATCTCCACCCCGTTTCCTTCCCACTTAAACAATACG
GTGCTCCATTGTACCTATTTGTCTACCCTATTICCGTAAAATTTAACGCTC
CCCTACCTTAACCGTATGCGTGGTGTTTGTCTCTACCGCATACTCTCTAT
ACATGGTCCCCTACCCGCTGTCATCCTCCTCATGGACAGACTATACCCAC
CGTCTTTAGCTATATTCGCTAGCCCGATCCACCTCTICTCGCTGGAGGAAT
A

merd?

NCCGCGCACTCTTAAGTTGATCCTGGCTCAGGATGACGGCCGGGCTLLOT
CCTTAAACTTTGATCCGGGCTCAGGAGGTCAGCAGTCTCTACACCTTAGA
GGTGOATCCTGGCTAAGGGTAGGCGAAGACCCATAACCTTAAACGGGGAA
AAGCGGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATT
AGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACTATCTGTAGCGGGTC
TGAAAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACCCGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCGGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCALCC
CTTGCCGCGTGTGTGAAAAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCCCTTTAAGCGA
GGAGGAGGCTACCGAGACTATTACTCTTGTGAGGTGGACGTTACTCCCAA
AATAAGCCACCGGCTATCTTCTTTGCCCCCCACCGACGGTATTAAAAAGG
GGGGGGAGCGTTAATCGGTATTTTCTGGGGGGTAAAAGGCTGCGGTAGGG
CGGTTTTTTTTATICGGAATGTGAAATACCCCCCAGCTAATAATTGGTGG
AATTGAAATTTCATATCTTTGACAACCTCGAATTATGTGTAGGAAGGATA
GGTGAGAAATCTCCTGAGCGGTATCGCCTTTATATCGCCTGTCCATATTT
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HCAGGGAAATACACATTGTGCGAAAGAGGGACTCCACCATGTTCTAC

GAATTATATAACCTTGTGTATTTTCCTTTACCGCTAAATAATTCTATAAT
TTAAACACTTAGGGGCCTTTTGCTGGTTATTTTGGGGGGTA

merd7

CCCGACGGCATCTTAAGTTGATCCGGCTCAGATGACGTGTGGGCTCC
CTCCTTAGACTTTGATCCTGGCATCTGAGTGTCAGGAGTCTCTCCACTTT
AGAGGTAGATCCTGCCTAAGGGTATGCTAATACCGCTATACCTTATACGG
GAGACAGCGGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCG
GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCG
GGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATC
CAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAA
GCGAGGAGGAGGCTACTGAGACTAATACTCTTGGATAGTGGACGTTACTC
GCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAG
GGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCT
TITTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGA
TACTGGGAAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAAAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCT
GGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACCGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAACAATGTTACTAACCCTTGGGGCC
TTTTAAGCTTTTTTGGCGCCCCTTACCCCGATAAAGTAAACCCCCCGGGG
GAAGACCGGCCGCCAGACTTAAAACTCAAATTAATTTICCGGGGGCCCCC
CCCACCCGGGGGAACAN

mer$®

CCGCGCACGCTTAGATTGATCCGGCTCAGATGACGGGTGGGCCCCTC
TTAGACTTGGATCCGGGCTCATGAGGTCAGGAGTCTCCACACCTTAGGGG
GAGATCCTGCCGAAGGGAATGCTAATACCGCTATACGTCTATAGGGAGAA
AGGAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTA
GCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCT
GAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCC
TTGCCGGGTGTGTGAAAAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAG
GAGGAGGCTACTGAGACTAATACTCTTGGATAGTGGACGTTCCTCCCCAA
AATAAGCACCGGCTTATTTCTGTGCTCAGCGCCCGCGGTAATTACAAAAG
GGGGGCGGAGCGTTAATCCGGTATTTTCTGGGGCGCTAAAAGCGGGCGTT
AGGGCCGGCTTTTTTTITTTCCGGTTGTGGAAATCCCCCCAGCCTTAACT
TTGGCAAATATGTATTTCCTAATACCGTCGGAATCTTTGGTTTATTGGGA
GAAGAGATGGGTTAAAATTTTCCCTGGGTCCTGCTGGTTGAAAAATGGCA
TAACAAAATCTGTGATGAGAATTTCCCTTTGGGGGGAAAGGGTGACCTCT
CTGGOTCCTATATCTGTACCACTGGTTTGTTCTAAAATACTGTGGGTCGC
CCGACAACGATTTTAATATTCACTGTGTAGTCCCTTGCCTGTAAAAACAT
GTTTTACTACACCCCGTTGTGGGGTCTTTCA
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UGTCATCTTGAGTTGATCTGGCTCGGATGACGCCTGGATCTCCTCCT
TAGAGTTGGATCCCGGCTCAGGATGAGGGCAGGCTCTACACCTTAGAGTY
GGATCCGGGTGAAGGGTAGGCCCTTGGTCTTAAATTTTAAAGTGGGGE T
GGGGGGCGTCCTCCCCCCTGGCCTAAAACTGTGGCGCTCTATTTGGTATT
CTGTAGTGGGGGAGATAAATGCTCATAAGCGGAACATTTTTICTCTTGGC
TGTCTATATTATTCCGCCCTCTTGTGGTCGGACCTTGTTTTITATGCTCTT
TGTGGTTATATCCTTGGTGTTTTATTTATGTTCTGCTCCTTACGCCGTTA
TCTCTCCTTTGTTTTTCTTCCCCTTCCTGTCCTTTCTCTTTGTTCTCTCT
CCTTCTACTTATTCCGCTTATTTTGTTCTGTATCTCCCTCACGTTGTTGT
TTCAGATTTTTCATACTTCGGTTACCTCCTAGTTCTTTICTTGCTCCCCT
TCGTGTTCTATTCTCATCATTAGTTTAACTGTTGTAACTCATATTGTTTT
CTCGTTCGCTGAGCTTTTTATTTACTATCACTTAGACTATCATTTTGGCG
TGCTTAATCAATIGTTATACGAATTCAATTGAGTGTAGTGCAGCATATAC
TCATGTGTGCTAGTGTAACTACCTCTTTGCTTTATCCTCTCTGGGCATTT
TTAGTGCTTTTTAGTCTTTTGTCGTCCCATC






