Revista de Biologia Marina y O fi

34(2): 315-324, d

bre de 1999

Niveles de tolerancia a cobre (Cu*?) en vibrion4ceas asociadas al
bivalvo Argopecten purpuratus (Lamarck, 1819)

Tolerance levels to copper (Cu*?) in vibrionaceae associated to
Argopecten purpuratus (Lamarck, 1819)

Milko Jorquera', Andrés Camaiio’, Maria Angélica Mondaca® y Carlos Riquelme'

'Laboratorio de Microbiologia Marina, Depariamento de A

Universidad de Amsa

Casilla 170, Antofagasta.

'G:reﬂcw de Medio Ambiente, Minera Escondida Leda. Casilla 690, Antofagasta.

s
Dep de

Faculiad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepeidn. Casilla 20-C, Concepeidn.

criguelme @uantaf.cl

Abstract. The effect of Cu*? on vibrionacese associated
to the bivalve Argopecten purpuratus has been studied. A.
purpuratus specimens were exposed to 20 and 40 pg Cu*l
under culture conditions.  Bacteriological analysis and
quantitative determination of Cu*? in gill, digestive gland and
kidney were carried out. Later, Cu*? tolerant vibrionaceae
were isolated to determine their tolerance to several heavy
menla(ag Cu.Cr.Zn.Cdmd Hs}lnd:uumnr.r.m

Ruumen.- Se estudié el efecto de Cu™® en vibriondceas
das a Argop purp (ostién del Norte),
Especi de A. purp fueron 220y 40 pug

Cu™l en condiciones de cultivo. Se realizaron andlisis
bacteriolégicos y de mn:uudu de Cu*? en branquia, gllnd.ula
digestiva y rifidn. P se aislaron i

1 Cu¥, inando su tol a diversos
metales pesados (e.g. Cu, Cr, Zn, Cd y Hg) y resistencia a

jals, Besides, p id: in ol
strains were determinated. The ruu:lta showed the 2

iano:

ib Ademds, scde:ermind la presencia de

i} total count of b hrophic bacteria in with and
without addition of Cu™ did not show ve

en vibri Los Iad
n‘menidns fueron los siguientes: 1) no se observd diferencias

differences; i) a natural association was found }n gill and
digestive gland with Cu'®  tolerant vibrionaceae, which

fluctuated between 20% and 40% of the total vibri i)

[: ivas de bacterias h dficas totales en organismos
con y sin adicién de Cu'®; i) se encontrd asociacidn en forma
natural, en branqula y glindula digestiva, de vibrionfceas

organisms exposed to Cu*? showed a significant increase of
tolerant vibrionacese in kidneys and digestive glands
throughout the experiment; iv) the kidney showed to be an
effective  bioaccumulator of Cu' v) Cu' tolerant
whnomwac showed a high tolerance to metals (Zn, Cr, Cd)
and jals; vi) p of plasmids in Cu™ tolerant
vibrionaceae was conﬁrmed.

Keywaords: Argopecten purpuratus, heavy metals, copper,
antibacterial resistance, plasmids, Chile.

1 a Cu*? entre un 20% a 40% de las
wbnnnﬂnuas wixlua iii) en urgmnsmos expnesms a 01"
observd un i de
en riftén y gl igestiva durante el exper iv) se
determiné que el rifidn, en A. purpuratus, es claramente un
érgano bicindicador medido como mmn:racnon de Cu™ en
tejido, v) se 6 que vit I a Cu™
prmmln una alta tolerancia a metales (Zri C‘r Yy Cd} ¥
i) se evidencid la de en
vibriondceas tolerantes a Cu*?,

Palabras :Lwr.a Argnpu.‘m’l pummm. metales pesados,
cobre, P idos, Chile.

Introduccién

Los bivalvos, al igual que otros organismos acuiticos,
toman los metales del medio ambiente que los rodea,
teniendo como principal ruta de ingreso las branquias y
superficies epiteliales (Stromgren & Nielsen 1991). Los
metales pueden interactuar con la céluls‘ pudlendo ser
absorbidos y lados como Itado de
fisico-quimicos y de sistemas de transportes especificos
(Gadd 1992).

En el caso particular de los microorganismos, los
metales estdn directa o md:recumeme mvclucradns en
todos los aspectos de su crecimiento. do al,

Ni, Cu, Zn, y Mo. La esencialidad de los metales se
debe a diversas funciones que cumplen los iones dentro
de la célula microbiana (Gadd op cit).

En blvalvos se ha determinado la participacién de la

ap digestivos a través de la

P ’I de i lul pmveygnd_c al
organismo de factores indispensabl

(Pricur er al. 1990, Nicolas et al.

para su

1990 Douiller &
Langdon 1994). Moriarty (1990}, define la existencia
de dus tipos de nucmﬂora €N organismos marinos: a) la

da o que ponde a aquella que es
esu!blc en el nrga.msmo, dentro de la cual estd bien
da la | de vibrios (Colwell 1984) y b)

catalogados como il tal:scomoMn.FeCo
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la transitoria que corresponde a la microflora que sélo
estd de paso por el organismo.

El cobre es un metal de transicién esencial para los
organismos, que puede I'ormar complejos  con
8 Yp par como
cai.a]l'uco de enzimas y proteinas (Final Report PrOJact
ICA N"223, 1996). Producto de fenémenos naturales y
del aumento de la actividad industrial este metal se
encuentra presente en zonas costeras del norte chileno

(Hernandez 1998, Salamanca 1998).

Si bien existen numerosos estudios sobre el efecto
de diversos metales en la tolerancia de las poblaciones
microbianas {Duxbury & Bicknell 1983, Gadd 1992,
Fitch er al. 1993, Gordon er al. 1993, Cooksey 1993,
Silver & Phung 1996} y de los determinantes genéticos
de dicha tolerancia (Dressler er al. 1991, Mondaca er al.
1993, Cooksey 1990, 1994, Cervantes & Silver 1996),
no existen antecedentes sobre el efecto de metales en el
equilibrio y la dindmica de la microflora iada a los
moluscos bivalvos. En el presente estudio se investigd
los mvclcs de mluam:.la a metales y antibacterianos de

vibr al bwalvo Argopecren
purpuratus exp experi

concentraciones de cobre.

Materiales y Métodos

Obtencidon de especimenes y disefio experimental
Dosci treinta ejemplares de Argap purpuratis

(ostidn del norte) de talla igual o superior a 60 mm de
altura  valvar, fueron extraidos mediante buceo
autdnomo desde el banco natural ubicado en la bahfa de
Mejillones del Sur (23°00'S T70°25'0).

1 o handss

Figura 1
dela de los y disposicidn de
las bandejas dentro de cada uno,
DAagram of tanks distribution and disposition of the boxs inside
each one,

el dy

tratamiento, 10 se utilizaron para los andlisis
bacterialégicos y 10 para andlisis de contenido de Cu*?
en los tejidos.

E==ra

Para ¢l andlisis bacteriolégico, se realizd Ja
diseccidn de los org con el fin de separar
branquias, glindula digestiva y rifion. Estas muestras se
sembraron en diluciones seriadas sobre placas con agar
marino (DIFCO) y fueron incubadas por una semana a
20°C. Ademds, se b de agua de mar
de entrada a los | ¥ de ali
(microalgas). Posterior a la incubacidn de las placas y
con la ayuda de un Replica Plater (SIGMA), se procedic
a replicar en los siguientes medios: agar TCBS (agar-
tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa) (OX0ID), para
determinar  vibriondceas  totales y agar TCBS

Los se  distribuy en

plasticas (40x4l]>c10 cm) dejando 15 ostiones por
bandeja. Cada set de tres bandejas fue dispuesto en un
estanque de 200 | de fibra de vidrio con agua de mar
filrada a 045 pm (Cuno cartridge) y aireacién
constante (Fig. 1). La alimentacién de los ostiones se
realizé 4 horas antes de realizar ¢l cambio diario de
agua y consistié en una mezcla de microalgas (7:3 de
!:achryals gah‘mna clon T-Iso y Chaetoceros sp..
respecti bteniendo una final en
los estanques de cultivo de 10* células/ml. Los

i isti en i de Cu™ de
20 y 40 pg (en dup]lr:adn) ad:mﬂs de un mnlrb! sin el
metal.  Se L de
temperatura, oxigeno y pH.

Andlisis bacteriologicos y de contenido de cobre
en tejidos

Se realizaron muestreos en los dias 0, 15, 30 y 45. En
cada uno, s¢ tomaron 20 organismos de cada

| o con 150 mg cu*n (CuCly) (Tutrisol,
MERCK]. para determinar el porcentaje de vibriondceas
tolerantes a Cu*?. Una vez realizadas las réplicas, las
placas fueron incubadas por 48 horas a 20°C.

El andlisis de comemdo de cobre en tejidos, se

realizé medi fa de redisolucién de
iones culnpulnnzada (PSA) (Rumn & Rivera 1995) en
e digestivas, rifién,

alimento y agua de ma.r de enl.radn al sistema de cultivo.

Determinacion de tolerancia a metales pesados
y susceptibilidad a diferentes antibacterianos

Para la detem'unamﬁn de mletancta a rnel.a]es pesados y

ptibilidad a antit 92
vibriondceas tolerantes a 150 mg Cu“’n en agar TCBS
suplementado con 2% MaCl. Pruebas preliminares
utilizando  siete  vibriondceas tomadas al azar
permitieron definir como mejor substrato el agar
triptona soya (TSANMERCK) suplementado con 2%
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NaCl. Al utilizar este medio se observé una mayor
susceptibilidad de las cepas a los agentes utilizados que
las observadas en el agar Mueller-Hinton (Oxoid)
suplementado con 2% NaCl y en el agar nutritivo
(Difco) suplementado con 2% NaCl.

Las cepas seleccionadas se b en caldo
nutritivo (CN) (DIFCO) suplementado con 2% de NaCl
y se incubaron durante la noche a 20°C. Cada una de
las cepas ensayadas fueron diluidas en solucién salina
marina {SSM) (Austin 1988) y sembradas en placas de
TSA suplementado con 2% NaCl y los siguientes
metales: cobre (CuSO0,x5H;0), cromo (K;Cry05), zinc
{ZnS0xTH;0), cadmio (CdCIx2H;O) y mercurio
(HgCly), respecti Las iones de cada
uno de los metales variaron entre 0,5 a 10 mM. Luego,
las placas se incubaron por 48 h a 20°C. Se considerd
como cepa lolerante, la que presentd crecimiento en
valores sobre los 0,5 mM de cad.a metal, Ademds se

veces con suero fisioldgico (0.8% NaCl) y se
resuspendid en 400 pl del mismo suero. Las muestras se

para pfa de isitn el ica
(M‘[‘E)d.e do a la dologia descrita por
Macaskie er al. (1987) y se observaron en un
microscopio  electrdnico  SEM (ETEC Company,
autoscan).

Resultados

Durante el desarrollo de las experiencias, se observé un
incremento en la carga de bacterias heterotréficas totales
en branguias y glindula digestiva, tanto en los
organismos con y sin aCu* (Figs. 2,2y b).
En cambio, en el rifién no se observd un patrén definido
en las concentraciones bacterianas (Fig. 2¢).

En Ia Figura 3 se muestran los porcentajes de
vibriondceas. Se puede observar quea lmvés del tiempo
hay un en el p de vibriond en
branquias y gléndula dlg!sl:wa (Flg 3, ayb)enel
rifién no se observa un patrén definido, Al observar los

p jes de  vibriond 1 a Cu en
Imnqums (Fig. 4a), éstos revelaron un constante
durante ¢l transcurso de la experiencia,

in6 la 1 inhibitoria (CMI)
para cada uno.

Para d la i ia a dife
antibacterianos de las cepas previ leccionad
se inocularon tubos de CN suplementado con 2% de
NaCl con cada una de las cepas. Los Iti se

independiente de la p de Cu*? en los cstanques

incubaron durante la noche a 20°C. P
transfirieron alicuotas de cultivos a tubos de SSM hasta
ohtcner una turbidez 0,5 Mc Farland. La susceptibilidad
se ind de do al “dedlftméndr.
discos (Barry & Tt berry 1991). S y los
siguientes  antibacterianos: nmpicilina (10 ug),

fotaxima (30 pg), g icina (10 pg), amikacina (30
pg), cloranfenicol (30 pg), tewraciclina (30 pg),
sulfametoxazol-trimetoprim (25 pg), écido nalidfxico
(30 pg) y ciprofloxacina (5 pg). Las placas se
incubaron por 24-48 h a 20°C y posteriormente se
procedié a medir los halos de inhibicién del crecimiento
bacteriano.

Determinacién de la p ia de plasmidos y
localizacién de cobre en la célula bacteriana

La extraccién de plasmidos se realizé de acuerdo al
método de Kado & Liu (1981) modificado por Rochelle
et al. (1986) los cuales fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa (0,8%). La presencia
de plasmidos se observé en un transiluminador UV
después de tefiir los geles con bromuro de etidio.

Posteriormente, siete cepas seleccionadas (MM,
MM2, M9, M13, M15, M16 y M26) de acuerdo a su
pau-ﬁn d: tolerancia a metales y multiresitencia a

ianos s¢ b en CN supl do con
2% NaCl y 0.5 mM de Cu*’, Los caldos se incubaron
durante la noche a 20°C, un volumen de 1,5 ml se

centrifugd a 7.000 rpm por 5 min. El pellet se lavé dos

de cultivo. En la gldndulu digestiva se detectd un
mcremcnl.c rs&adl‘sucarmms significativo (p<0,05) de
en los organi a
Cu* después de 30 dfas de experimentacion. " Adems,
se observd la existencia en forma natural (tiempo 0) de
un 20% a 40% de vibriondceas tolerantes a Cu™ en
branquia y gléndula digestiva, respecto a la poblacién de
vibriondceas totales. En rifién (Fig. 4c), no se aprecié
un efecto claro causado por 1a presencia de Cu*? sobre la
flora b iana de los mol Esi sefialar
que en este drgano, durante los primeros 15 dfas de
experimentacién no se detectd la  presencia de
vibrinnﬂr.ca.s tolerantes al metal, excepto en los
org idos a la p de Cu'? donde se
obluvlerm valores sobre ¢l 60% de bacterias tolerantes.

En cuanto al efecto de la exposicién de los ostiones
al Cu*? durante 45 dfas, éstos presentaron una tasa de
mortalidad de 0,04 individuos/dfa para los controles,
0,18 individuos/dfa para individuos expuestos a 20 ug
Cu™*fl y 0,48 individuos/dfa para individuos expuestos a
40 pg Cu*.

En las t i iadas al ali (microalgas)
no se detectd la p ia de vibriond en cambio en
el agua de mar de entrada a los estanques se obtuvo un
11,2 + 043% de vibriondceas respecto de la

idn de k i éficas totales, de las
cuales el 92,86 * 7,14% presentaron tolerancia a
150 mg Cu*¥/l. Los anglisis quimicos de las muestras
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Figura 2 Figura 3
Recuento  de Im:terila heterotrdficas totales, en lg\u P je de vibr con P al total de
marino, expresado como p dio de tres d i b ias heterotrificas. N.D.= no detectado.

UFC=unidades formad s sologk
Total count of heterotrophic bacteria, on marine agar,
expressed as average of three determinations. UFC=colony-
forming unit.

A,

on un i significativo
(p<0,05) en gléndula digestiva dcspués de 30 y 45 dias,
y en rifién durante toda la experiencia (Figs. 5, b y ¢).
Esta bioacumulacién de Cu*® se observé marcadamente
en rifibn (Fig. 5c), llegando a detectarse valores
superiores en 25 veces para organismos expuestos a 20

Percentage of vibrionacea respect to lotal heterotrophic
hacterin, N.D. = not detected,

pg Cu'¥l y 32 veces para 40 pg Cu*™/l, respecto a los
controles después de 45 dfas.

Los anilnsus de muestras de agua de mar de los
o resultnd dic dé 4

d: cu'? dJsu:Il.o de 1,77 £ 0405 ug/l, mientras que el

6 un p dio de 21,133 +

8,217 ug Cu 1!1 reprcaenundo un aumento real de
ién en los de 0,053 £ 0,02 ug
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Figura 4 Figura §
P taje de vibri a 150 mg Cu*’A. Acumulacién de Cu*? en diferentes tejidos expresados como
N.D.=no detectado. | dio de tres d inach
of tolerant vibri to 150 mg Cu™l. N.D. Accumulation of Cu*? in different tissues expressed as average
=not detected. of three determinations.

Cul. Por lo tanto, la concentracién de Cu'? en los
estangues aportada por el agua de mar mds el alimento
correspondid aproximad a 1,82 £ 0,43 pg Cu'L
Los valores p dio de los fi bidticos durante
¢l transcurso de la experiencia fueron los siguientes:
temperatura = 22, 5+ 0,5 °C; oxfgeno disuelto = 7,6 +
0.8 mg/, pH=7,63 10,08,

En cuanto a la determinacién de tolerancia a Cu® y
otros metales, ¢l 100% de las cepas presentaron
tolerancia a cobre, zinc y cadmio; y un 80,43 %
tolerancia a cromo (Tabla 1). Por el contrario, todas las
cepas ensayadas fueron sensibles a mercurio (CMI
menor o igual a 0,5 mM). Los valores de CMI se
muestran en la Tabla 2; en ella se observa un gran
porcentaje  de  bacterias  tolerantes a  alias
concentraciones de zinc, cobre y cadmio.
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La ptibilidad a antib de las 92 cepas
ensayadas se muestra ¢n la Tabla 3. Se observa que la
mayorfa de los antibacterianos testeados inhibié el
crecimiento. En cuanto a la resistencia de las cepas
seleccionadas (Tabla 4) un 98,92 % presentd resistencia
a mds de un antit dndose el mayor
porcentaje de multirresistencia (70,65%) al patrén
amikacina, gentamicina y ampicilina, simultdneamente.
La extraccién de plasmidos evidencid la presencia de
bandas plasmidiales en las 20 cepas ensayadas,
observdndose a lo menos dos bandas plasmidiales en
cada ceph No se observaron bandas en la cepa sensible
aCu'? usada como control.

Los estudios de microscopia electrénica de las siete

vibriond tolerantes badas con adicién de Cu'?,

¥ : £l Tul

(Figs. 6, a y b), los
r\.uales no fu.el‘un observados cuando las cepas ensayadas
fueron incubadas en ausencia de adicién de Cu*? (Fig.
6c).

Discusién
El aumento en la carga de bacterias heterotréficas
totales en los osti puede explicarse de do alo

descrito por Prieur er al. (1990), quicn sefiala que
sistemas de cultivo de mol bivalvos, p

caracteristicas apropiadas para la proliferacién de
microorganismos, debido al enriquecimiento  de
nuirientes por alimentacién y la baja tasa de renovacién
de agua (24-48 h). Ademds, en el presente experimento
se utiliz6 agua de mar filtrada a 0,45 pm, lo cual elimina

revelaron la presencia de zonas densas oscuras y la p ia en los Jues de predad
Tabla 1 Tabla 2
Tol ia de 92 vibriond a 0,5 mM de di Ci itn minima (CMI} y p taje de

metales ensayados,

Tolerance to 0,5 mM of 92 vibrionaceas to several metals
tested

Milnluwummumnﬂm

A inhibi (MIC) and percentage of
tolerance to the different metals of the 92 vibrionaceae.

Metal N® cepas tolerantes Porcentaje % CMI(mM)  Metal (porcentaje cepas tolerantes)
Cobre 92 100 8 Zinc (93,48%)
Cromao 74 80,43 4 Cobre (100%), Zinc (6,52%) y Cadmio (95,65%)
Zine 92 100 2 Cadmio (4,35%) y Cromo (1,08%)
Cedmio 92 100 1 Cromo (79,35%)
Mercurio 1] 1] 0.5 Cromo (19,57%) y Mercurio (%)
Tabla 3 Tabla 4
s a ik i de las 92 vibr Patrén  de i ia @ ik ianos de las 92
ensayadas. vibriondiceas ensayadas.
Resi to anti ial of the 92 vibri tested. Resistance pattem to of the 92
tested.
Antibacteriano N* cepas Porcentaje Patréin resistencia N° cepas Porcentaje
resistentes % resistentes %
by Amikacina 1 1,08
Amplcllin % #2801 Amikacina y gentamicina 15 16,30
et 9 9 Amikacina, gentamicina 65 70,65
Gentamicina 91 98.91 o : :
ikaci 2 100 ampiclting
Aslkacing Amikacina, gentamicina, 10 1087
Cloranfenicol ] 0 iz 2 .
Tetracicli 0 0 ampicilina y ciprofloxacina
i A Amikacina, gentamicina, 1 108
Sulfametoxazol-trimetoprim I 1,08 PP
A Lar S ampicilina y sulfametoxazol-
Acido nalidixico (1] 0 T
Ciprofloxacina 10 10,87 UTEOpIL
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Nl A

L SR
Figura 6
Bacterias incubadas en presencia (A y B) ¥ in de

naturales de bacterias, como son los protozoos 'y
microflagelados.

En organismos expuestos a Cu® se observd un
incremento significativo (p<0,05) en nfidn (dia 15) y
glindula digestiva (dfa 15 a 45), de vibrionfceas
tolerantes a Cu*® (150 mg/l), este cambio en ln
poblacidn  de iondceas puede responder a la
exposicidn  prolongada del metal sobre poblaciones
bacterianas y la acumulacién de Cu® en los tejidos, ya
que este metal podrin haber seleccionado la poblacidn
bacteriana de acuerdo a su eventual toxicidad (Bordin er
al. 1992), reduciendo la diversidad de microorganismos
e inc do la capacidad de tol in, dando como
resultado la seleccidn de poblaciones tolerantes (Gadd
1992, Final Report Project ICA N°223, 1996).

La | ia de vibr 1ol a Cu en
branquia y gléndula digestiva al inicio del experimento,
reveld la presencia en forma natural de microorganismos
tolerantes a Cu*® en la microflora de A. purpurans.
Este hecho puede atribuirse a la existencia de vetas
metalogénicas en la regidn, las cuales aportan metales
al ecosistema costero a través de fen6menos como
lluvias, aluvi y rios subterri En tanto, In
presencia ¢ incremento de vibriondceas tolerantes al
Cu” en los controles durante el iranscurso del

p puede explicarse debido al constante
ingreso al sistema de cultivo de vibrios tolerantes a
Cu”, como los ltad t fos al

analizar el agua de mar de entrada.

En cuanto a la alta acumulacién de Cu™ en el rifién
en comparacién a los otros tejidos (branquia y glindula
digestiva), existen antecedentes que este drgano es
capaz de lar wvarias sub entre  cllas
metiles, los cuales pueden tomar formas de agregados y
grinulos dentro del tejido (Shumway 1991). El mismo
autor informa la presencia de agregados y granulos de
metales acumulados en el rifidn en otras especies de
ostiones como Argopecten irradians (Lamarck, 1819) y
Placapecten magellanicus (Gmelin, 1791). " Ademds,
sefiala que los moluscos bivalvos han sido usados como
eficientes  bioindicadores por su  capacidad de
bioacumular compuestos quimicos (e.g. metales) en sus
tejidos.

Respecto a las condiciones de cultivo, los valores
btenidos de pH y no | dife
entre los estanques con y sin adicién de Cu*, por lo cual
se sugiere que no ituy un factor deter
en las tasas de mortalidad. La tasa de mortalidad de
0,48 individ para osti p 240 pgfl de
Cu'? no es tan severa, considerando la alla

cobre (C). Flechas=zonas densas ¥ oscuras intracelulares,
Bacterin incubated in presence (A and B) and absence of copper
(C). Arrows= dense and dark zones into cells.

c iGn de Cu™ & la que fueron expuestos. En
Pecten maximus (Linnaeus, 1758) altos niveles de Cu™
en los tejidos puede exhibir una inhibicién del
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en Il lidad (St y op
eit.). El efecm téxico del Cu*? puede incluir el hluquw
d: grupos funcmnnles de

comiin para los vibriondceas presentes en el litoral
chileno, Ademds la  presencia de  vibrios

P

a ¥ tendria un

ledtidos),  despl ylo efecto directo en la microflora de sistemas de cullivo de

i de iones iales de sitios celul (Gadd ostién, debido a que se ha reportado la transmisién

ap r:u'.'.). provocar un cumplejo meu:l-prol.c!fnm vmical b iana en Argoy purp y las
la reg i lul & son un p domi en

desplanndo zinc, magnesio y cadmio (Fowler & Gould
1988 fide Shumway op cit.), y efectos patolégicos al
nivel de glindula digestiva (Weis er al. 1995).

En cuanto a los altos porcentajes de tolerancia a
amikacina y gentamicina de las cepas testeadas, se ha

cultivos larvales de A. purpuratus (‘quuelme et al
1994, 1995). Esto implicarfa la transmisidn de genes de
resistencia a cultivos larvales. Esto dltimo también debe
ser analizado desde el punto de vista de las
enterobacterifceas, ya que es fuctible la transmisién
horizontal a otras bacterias dentro de los ecosistemas

:::0"’::;“::: mla <oy calio mdel " em os marinos, lo cual es relevante en el caso de la bahfa de
8 pECIRtEmEnie. o 3:3 y calcio) afecta los. ensay Mejilloncs debido a que recibe descargas domésticas
ademés que una alta i e cat S como también residuos de la industria pesquera.
falsos resistentes y una baja concenl:aclan falsos .
scnsnbles (Villanova 1990). Sin embargo, la Conclusiones
multir ia a antit ianos p da por las N Itad que la exposicién a Cu'?
vibri fue acompafada de una multi-tolerancia a pr bios en la resp del comp de
metales. La presencia de plasmidos determinada en lns vibri iadas a gléndula digestiva y rifidn,
cepas tolerantes permiten sugerir que la infi do un i de vibrios tol aCu®.
cunlen.tda &n estos p&zdria med\ar‘dlchss u.ractzell'isticas. S datsetd ascorai én i fm gatarl e
Estd bien doc que los p participan en Ao . Cu® g S
el ismo de resistencia a antibiticos debido a la a Y8

% . % SrEiy digestiva, bordeando los valores de un 20% a un 40% de
presencia de genes que codifican enzimas que inactivan Ia poblacién de vibriondccas totales.
a los antibacterianos (Madigan er al. 1997) y actdan
como determi icos de resistencia a metales, Las vibri i igad una amplia
como el Cu** en P:eudomms (Cooksey 1993 y 1994, wlemm:m a los metales y antibacterianos ensayados, La
Cervantes & Silver 1996), Xanth Alcalig de plasmidos sugiere que dicha tolerancia

denitrificans (Dressler et al. 1991) y Escherica coli
(Cervantes & Silver 1996). Ademds, sugiere la posible
transferencia horizontal de genbs resistentes contenidos
en plasmidos en 6 del ostién como
gldndula digestiva y r'u‘.én por bacterias entéricas, como
se ha descrito para otros plasmidos (e.g. plasmido R100)
(Madigan er al. 1997).

La acumulacién de Cu*? i Tul ducto de la
exposicién de bacterias a Cu®, ya ha SI&.’-G reportada
anteriormente para bacterias marinas. Riquelme er al
(1997), sefialaron que Dbacterias del género

puede estar mediada por la informacién contenida en
ellos.

En A. purp

el rifién y gldndul dlgesuvn son
dido como de

Cu*? en tejido.

Ademds, se puede seftalar que los vibrios asociados a
A. purpuraius en la bahfa de Mejillones son un
reservorio de genes de multimresistencia a altos niveles
de metales y diferentes antibacterianos.

Pseudomonas epifitas de Enteromorpha compressa Agradiechatientos
(Linnaeus) Greville, 1830 p fsticas N grad ala G de Medio
imilares al ser incubad en, ia del metal, Amk p iente a Minera Escondida Lida. por el
fammi del : ;
Es d ble la ia de tol - ioen P estudio y también el

los vibrios aislados, comparada con bacterias tolerantes
a este metal aisladas en la zona central de Chile

(Mondaca, datos no publicados)
Serd i tucidar en futuros dios si esta
| de multir de los vibrios a altas
de 1 y multirresi ia a

antibidticos es un patrén localizado en la zona norte o es

financiamiento parcial de Fondecyt 1970595.
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