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Antecedentes:

El problema de ecosistemas acuaticos contaminados por metales pesados se da en
muchas zonas de diferentes paises o ciudades, por ejemplo, Castaneda M & Gémez
A (2004), encontraron que el rio San Pedro, México, tenia valores elevados de Cd,
Cu, Fe, Mn, Ni, Pby Zn. Avila S, et al (2021), Feria J, et al. (2010), hallaron que el
Cu, Ni, Cr y Zn estaban en una alta concentracion en el rio Sinu, Colombia y por
altimo Fuentes F, et al (2017), encontraron que la especie Mugil curema tenia altas
concentraciones de Zn, Ni, y Pb, y ademés, determinaron niveles de Cu y Zn
elevados en la ciénaga de mallorquin, Barranquilla, Colombia. Con el fin de buscar
alternativas para solucionar esta problematica se han aislado bacterias resistentes
gue tengan potencial para biorremediacion, unas de estas

son E. coli, Enterobacter sp, C serrantia, Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella sp,
Acinetobacter sp y Enterobacteria sp.

Estas bacterias pueden resistir al Hg gracias a que poseen la enzima mercurio (Il)
reductasa, cuya funcién es reducir el Hg2 a HgO el cual es menos toxico (Purkan P,
et al. 2017), este mecanismo hace que las bacterias se puedan utilizar para
biorremediar ecosistemas contaminados con mercurio.

Objetivos:

Objetivo General

e Determinar la presencia de bacterias tolerantes al mercurio en
muestras de sedimentos en la ciénaga de Mallorquin como potencial
para una futura biorremediacion de este ecosistema.

Objetivos especificos
e Aislar bacterias de muestras de sedimentos en la Ciénaga de
Mallorquin
e Evaluar la resistencia al mercurio de las bacterias aisladas en la
Ciénaga de Mallorquin.
e Identificar las bacterias resistentes al mercurio.

Materiales y Métodos:

La investigacion es de tipo descriptivo y experimental, ya que se evalué la
resistencia al Hg en bacterias endémicas de la ciénega de Mallorquin.

Las muestras fueron recolectadas en 4 puntos diferentes donde se han encontrado
las mayores concentraciones de Hg en estudios anteriores en el afio 2020, las
muestras se tomaron de sedimentos las cuales se depositaron en bolsas estériles
para la toma de muestras (Whirl-Pak).
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Para el aislamiento se realizaron diluciones seriadas 1/10, posteriormente las
diluciones 10-3 y 10-4 se sembraron por duplicado utilizando el asa de Drigalsky,
agregando 100 pl en agar BHI con un 25% de agua de mar estéril. Para la prueba
de susceptibilidad se tomaron las colonias diferentes en forma, color y margen de
los diferentes medios de cultivo.

Para la prueba de susceptibilidad cada aislado se inoculé en caldo BHI con
diferentes concentraciones de Hg en su

forma de sal, es decir, (HgCl), dichas concentraciones fueron en forma ascendente
(0,01, 0,05, 0,1, 0,25y 0,75 mM)

Para la identificacion primero se realizé un andlisis macroscoépico y microscépico
mediante observacion directa y tincidon de Gram a todas las bacterias aisladas. La
identificacion molecular se realiz6 mediante la amplificacion del RNAr 16s utilizando
la PCR de colonias.

Resultados:

En el aislamiento se obtuvieron resultados significativos en la dilucién 10-3 y 10-4.
En el punto de muestreo M1 se obtuvieron 3 cepas, en el segundo punto M2 1 cepas,
en el tercero M3 se aislaron 3 cepas y en el M4 una cepa para un total de 8 cepas
aisladas en los 4 puntos de muestreo.

Todas las bacterias aisladas resistieron las primeras dos concentraciones de Hg, sin
embargo, a una concentracion de 0,1mM la bacteria codificada como 006 no
presentd crecimiento. Por el contrario, las bacterias codificadas como 003 y 008
resistieron concentraciones de hasta 0.5 mM, siendo la 003 la que presento
crecimiento a la concentracion mas alta (0,75mM)

Los microorganismos mas resistentes identificados mediante el gen ARNr 16s
fueron Micrococcus aloeverae y Halobacillus dabanensis con un 96,1 % y 91% de
identidad respectivamente. La mayoria de las bacterias aisladas, fueron del género
Bacillus, de hecho, se identificaron Rosellomorea marisflavi y Priestia megaterium
gue antes pertenecian a este género.



% IFUNIVERSI;)AD FETS
SIMON BOLIVAR RENOVACIO/NVAB’ANOSAZOZ12029 ii&

Conclusiones:

En la actualidad uno de los contaminantes que mas afectan las fuentes hidricas en
el mundo son los metales pesados, provenientes principalmente de industrias y de
la mineria, entre estos metales pesados se encuentra el mercurio que es
considerado uno de los mas téxicos. La Ciénaga de Mallorquin es un ecosistema
gue se encuentra contaminado por metales pesados como el mercurio, lo que
probablemente ha ocasionado que las bacterias presentes en este ambiente deban
tolerar altos niveles de Hg para poder vivir creando mecanismos de resistencia. Las
2 bacterias que obtuvieron mayor resistencia al mercurio fueron Micrococcus
aloeverae tolerando una concentracion de 0,75 mM y Halobacillus dabanensis una
concentracion de 0,5 mM, esto puede deberse a que en los lugares donde se
tomaron las muestras de estos microorganimos tienen altos porcentajes de Hg, en
la zona de muestreo M2 para M. aloeverae se encontré un porcentaje de 0,199 ug.
g-1y M3 para H. dabanensis con 0,153 ug. g-1 (Bolivar D, 2020).

Palabras clave: Contaminantes, contaminacion del agua, laguna, metales
pesados, resistencia bacteriana.
ABSTRACT

Background:

The problem of aquatic ecosystems contaminated by heavy metals occurs in many
areas of different countries or cities, for example, Castaneda M & Gémez A (2004),
found that the San Pedro River, Mexico, had high values of Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb
and Zn. Avila S, et al (2021), Feria J, et al. (2010), found that Cu, Ni, Cr and Zn were
in a high concentration in the Sinl River, Colombia and finally Fuentes F, et al (2017),
found that the species Mugil curema had high concentrations of Zn, Ni, and Pb, and
determined elevated Cu and Zn levels in the Mallorcan swamp, Barranquilla,
Colombia. In order to find alternatives to solve this problem, resistant bacteria have
been isolated that have potential for bioremediation, some of these are E. coli,
Enterobacter sp, C. serrantia, Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella sp, Acinetobacter
sp and Enterobacteriaceae sp (C.S. Neethu, et al. 2015), however, those that are
most used for bioremediation are Shewanella oneidensis (Wiatrowski et al, 2006)
and Bacillus sp. being resistances up to 455 ug/ml of HgCI2 (Kamala S. et al, 2006).

These bacteria can resist Hg thanks to the fact that they have the enzyme mercury
(1) reductase, whose function is to reduce Hg2 to HgO which is less toxic (Purkan P,
et al. 2017), this mechanism makes the bacteria can be used to bioremediate
ecosystems contaminated with mercury.
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Objectives:
General Objective

Determine the presence of mercury-tolerant bacteria in sediment samples in the
Mallorquin swamp as a potential for future bioremediation of this ecosystem.

Specific objectives o Isolate bacteria from sediment samples in the
Mallorquin Cienega.
o Evaluate the mercury resistance of bacteria isolated in the Mallorquin
Cienega.
o ldentify mercury-resistant bacteria.

Materials and Methods:

The research is descriptive and experimental since resistance to Hg was evaluated
in endemic bacteria of the Mallorquin Cienega.

The samples were collected in 4 different points where the highest concentrations of
Hg have been found in previous studies in 2020, the samples were taken from
sediments which were deposited in sterile bags for sampling (Whirl-Pak).

For insulation, 1/10 serial dilutions were made, then dilutions 10-3 and 10-4 were
sown in duplicate using the Drigalsky loop, adding 100 pl in BHI agar with 25% sterile
seawater. For the susceptibility test, the different colonies were taken in shape, color,
and margin of the different culture media.

For the susceptibility test each isolate is inoculated in BHI broth with different
concentrations of Hg in its salt form, i.e. (HgCl), these concentrations were
ascending (0.01, 0.05, 0.1, 0.25 and 0.75 mM)

For identification, a macroscopic and microscopic analysis was first performed by
direct observation and Gram stain to all isolated bacteria. Molecular identification
was performed by amplification of 16s rRNA using colony PCR.

Results:

In isolation, significant results were obtained in the dilution 10-3 and 10-4. At the
sampling point M1 3 strains were obtained, in the second point M2 1 strains, in the
third M3 3 strains were isolated and in the M4 a strain for a total of 8 isolates in the
4 sampling points.
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All isolated bacteria resisted the first two concentrations of Hg, however, at a
concentration of 0.1mM the bacterium encoded as 006 did not present or grow. On
the contrary, the bacteria coded as 003 and 008 resisted concentrations of up to 0.5
mM, with 003 being the one that presented or growth at the highest concentration
(0.75mM).

The most resistant microorganisms identified by the 16s rRNA gene were
Micrococcus aloeverae and Halobacillus dabanensis with 96.1% and 91% identity
respectively. Most of the bacteria isolated were of the genus Bacillus, in fact,
Rosellomorea marisflavi and Priestia megaterium were identified that previously
belonged to this genus.

Conclusions:

At present one of the pollutants that most affect water sources in the world are heavy
metals, mainly from industries and mining, among these heavy metals is mercury
that is considered one of the most toxic. The Ciénaga de Mallorquin is an ecosystem
that is contaminated by heavy metals such as mercury, which has probably caused
the bacteria present in this environment to tolerate high levels of Hg to be able to
live, creating resistance mechanisms. The 2 bacteria that obtained greater
resistance to mercury were Micrococcus aloeverae tolerating a concentration of 0.75
mM and Halobacillus dabanensis a concentration of 0.5 mM, this may be because
in the places where the samples of these microorganisms were taken, they have
high percentages of Hg, in the sampling area M2 for M.

aloeverae a percentage of 0.199 ug. g-1 and M3 for H. dabanensis was found with
0.153 ug. g-1 (Bolivar D, 2020).

KeyWords: Bacterial resistance, heavy metals, lagoon, pollutants, water
contamination
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