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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de titulacion fue identificar y describir los principales
determinantes genéticos implicados en la resistencia bacteriana a metales pesados, asi como sus
usos potenciales a nivel biotecnol6égico y ambiental. Se llevé a cabo una revision bibliogréfica a
través de informacion publicada en los ultimos 10 afios en articulos cientificos de los mejores
cuartiles encontrados en revistas que presenten indexacion SJR disponibles en las diferentes bases
de datos reconocidas a nivel nacional e internacional, tales como Scielo, Scopus, Elsevier,
Redalcy, Science Direct, Latindex entre otras; determinando la situacion actual del conocimiento
sobre el tema y realizando comparaciones cualitativas entre los diferentes resultados de las
investigaciones seleccionadas. Las bacterias se encuentran en constante evolucion y se vuelven
mas resistentes a los metales pesados gracias a la adquisicién de genes que les permite hacer de
frente a los efectos tdxicos de estos elementos. Por ello, se identifico los determinantes genéticos
de resistencia bacteriana para los metales pesados mas tdxicos, como el arsénico, mercurio,
cromato y cadmio siendo respectivamente: ars, aio, mer, chr, cad y czc, estos sistemas pueden
localizarse en el cromosoma, plasmidos, transposones e islas genémicas de las bacterias. Se
defini6 el mecanismo de accién que codifica cada determinante genético, siendo principalmente
la regulacidn, desintoxicacion enzimatica que incluye la reduccién, oxidacion, metilacion o
desmetilacion y por altimo la expulsidn, los principales mecanismos encontrados en las diferentes
referencias bibliograficas. Finalmente, se compar6 las aplicaciones biotecnoldgicas y ambientales
de cada uno de los determinantes genéticos, encontrandose un amplio uso en la construccién de
biosensores y en la generacion de organismos genéticamente modificados para fines de
biorremediacion de la contaminacion. Se recomienda seguir con estudios de caracter similar con
el fin de ampliar informacion acerca de otros determinantes genéticos de resistencia a otros

metales pesados que resultan toxicos para los seres vivos.

Palabras clave: < DETERMINANTES GENETICOS>, < OPERONES>, < RESISTENCIA>,
<GENES>, < METALES>, < MECANISMO DE ACCION>,
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SUMMARY

The purpose of the current research was to identify and describe the main genetic determinants
involved in bacterial resistance to heavy metals, as well as their potential use at a biotechnological
and environmental level. A bibliographic review was carried out with the information published
along the last 10 years in scientific articles with the best quartiles and found in journals with SJR
indexing available in the different databases accepted at a national and international level, such
as Scielo, Scopus , Elsevier, Redalcy, Science Direct, Latindex among others; this determinesthe
current situation about the knowledge on the topic and at the same time it allows making
qualitative comparisons between the different results of selected researches. Bacteria are
constantly evolving and become more resilient to heavy metals due to the acquisition of genes
which allow them to face the toxic effects of these elements. Therefore, the bacterial resistance
of genetic determinants was identified for the most toxic heavy metals, such as arsenic, mercury,
chromate and cadmium, (ars, aio, mer, chr, cad and czc) respectively, these systems can be found
in the chromosome, plasmids, transposons and genomic islands of bacteria. The action
mechanism encoding each genetic determinant was defined, mainly the one with regard to the
regulation, enzymatic detoxification including the reduction, oxidation, methylation or
demethylation and finally the expulsion. These were the main mechanisms found in the different
bibliographic references. Finally, the biotechnological and environmental applications of each
genetic determinant were compared; so, it was possible to find a wide use in the construction of
biosensors and in the generation of genetically modified organisms for the bioremediation of
contamination. Thus, it is recommended to continue with similar studies in order to expand the
information about different genetic determinants which are resistant to other heavy metals and

toxic for living beings.

Keywords: <GENETIC DETERMINANTS>, <OPERONS>, <RESISTANCE>, <GENES>,
<METALS>, <ACTION MECHANISM >,
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INTRODUCCION
Identificacion del problema

La contaminacion ambiental generada por metales pesados es una de las principales
preocupaciones a nivel mundial, altas concentraciones de estos elementos constituyen un grave
problema, porque tienden a bioacumularse en el medio ocasionando dafio celular y disfuncién
de los sistemas vitales en los organismos vivos que entran en contacto con 10s mismos (Vasconez
y Durén, 2015: p.104).

Los metales juegan un papel importante, ya sea directa o indirectamente en los diferentes
procesos metabolicos de las bacterias, siendo esenciales en pequefias concentraciones para su
crecimiento y correcto desarrollo (Nanda et al., 2019: pp.1-2). L0s entornos que presentan elevadas
concentraciones de metales constituyen un factor determinante en la evolucion de la fisiologia
celular de ciertas especies bacterianas, ya que les permite desarrollar mecanismo para adaptarse

y sobrevivir a estos medios cambiantes (Moreta, 2016).

La asociacion entre los contaminantes y la microbiota residente da lugar a una serie de procesos
adaptativos que finalmente se expresan como mecanismos de resistencia, los cuales pueden ser
codificados genéticamente, constitutivos o inducidos por la presencia del metal (Castro y Marin,
2018: p.10; Beltran y Gémez: 2015: p.83). Los mecanismos de resistencia desarrollados por las bacterias
se encuentran asociados a los denominados determinantes genéticos, los cuales pueden estar

localizados en el cromosoma o en elementos genéticos maviles (Nanda et al., 2019: pp.1-2).

Se conoce que los determinantes localizados en plasmidos son especificos y tienen la capacidad
de moverse de una célula a otra contribuyendo en gran parte a la adaptacion bacteriana en un
corto tiempo, sin embargo, los determinantes cromosomales son mas complejos y en muchos de
los casos complementan a los determinantes plasmidicos (Marreno et al., 2010: p.73). La presencia
de genes de resistencia presentes en el cromosoma bacteriano, soporta la hipdtesis de que este

caracter es indispensable para algunos microorganismos (Marreno et al., 2010: p.74-75).

En las Gltimas décadas, gracias a los avances en el campo de la biologia molecular y la genética
se va ampliando informacién acerca de las vias metabdlicas bacterianas, con la finalidad de
identificar genes, proteinas o metabolitos implicados en la resistencia a metales pesados (Beltran-
y Goémez: 2016: p.188). La comprension del fenémeno de resistencia bacteriana proporciona una
base para la exploracion de los mecanismos de adaptacion de la microbiota presente en sitios

contaminados.



Esta comprension es fundamental para lograr optimizar tecnologias que generen un beneficio a
favor de la ciencia y la sociedad, en el &mbito ambiental y econémico. Por ello, la presente
investigacion se enfoca en identificar y describir los genes que codifican los mecanismos de
resistencia que los microorganismos han desarrollado para poder sobrevivir al estrés ambiental,

asi como el potencial de los mismos en el area de la biotecnologia y ambiente.

Justificacion de la investigacion

Una investigacion documentada es un procedimiento cientifico y sistematico que permite indagar,
recolectar, organizar e interpretar informacion en torno a un tema, cuya finalidad es la
construccion del conocimiento (Riso, 2015, p.40). Dicho proceso consiste basicamente en indagar de
modo exhaustivo la bibliografia publicada y situarla en cierta perspectiva, proporcionando asi al

lector los avances investigativos mas actuales sobre conceptos de interés (Vera, 2009, pp.63-64)

El conocimiento sobre los mecanismos bacterianos de resistencia a metales pesados y sus
determinantes genéticos ha constituido un impulso para la investigacion en el campo de la
ecologia microbiana y la biotecnologia ambiental, la cual tiene por objetivo primordial el
implementar métodos eficientes y econdmicos para el tratamiento de los metales pesados

mediante el uso de los microorganismos (Beltran y Gémez, 2015: pp.93-95).

Se sabe que las comunidades bacterianas en los sitios contaminados prosperan con la carga
orgéanica acumulada, productos toxicos, xenobioticos y metales pesados presentes en ellos. En
dicho entorno, se espera que los microorganismos residentes posean genes que les permita
degradar diversos contaminantes (Mittal et al, 2019: p.2; Jordaan et al., 2019: p.18). La presion selectiva
de estos medios cambiantes ha forzado a las bacterias a desarrollar una serie de procesos para
resistir a la contaminacién, mostrando capacidades metabdlicas asombrosas para poder adaptarse

y sobrevivir a estos medios (Bretén-Deval et al, 2020: p.1).

Basandose en lo anterior, la presente investigacion pretende recopilar los nuevos hallazgos
cientificos, acerca de los determinantes genéticos y sus mecanismos de accion involucrados en la
resistencia a metales pesados descritos en diversos géneros bacterianos estudiados hasta el dia de
hoy, de modo que se pueda comprender la respuesta de la comunidad bacteriana frente a elevadas
concentraciones de metales pesados (Xie., et al: p.349; Jordaan et al., 2019: p.1). La importancia del
estudio también radica en las multiples aplicaciones que se le otorgan a los determinantes

genéticos en el campo de la biotecnoldgica y la industria.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Describir los principales determinantes genéticos y sus mecanismos de accién implicados en

la resistencia bacteriana a metales pesados.

Objetivos especificos

e Identificar los determinantes genéticos implicados en la resistencia bacteriana a metales
pesados.

o Definir los mecanismos de accién codificados por determinantes genéticos implicados en la
resistencia bacteriana a metales pesados

e Comparar los usos potenciales en diferentes aplicaciones biotecnoldgicas para cada uno de

los determinantes genéticos.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes de la investigacién

La investigacion se fundamenta en trabajos de caracteristicas similares. A nivel internacional, se
realizé un estudio que evidencia la presencia de determinantes de resistencia al ion mercurio en
aislamientos bacterianos de sitios contaminados. Pseudomonas sp., y Klebsiella sp., fueron
examinadas para determinar su composicion genética en términos de la presencia de genes mer
(merP y merT). Los autores sefialan que, las especies bacterianas que contienen estos genes estan
mejor adaptadas para sobrevivir en sitios con altos niveles de mercurio y son capaces de
transformar este contaminante. Por lo tanto, explotar especies bacterianas que contengan estos
genes facilitaria la manipulacion genética de estos microorganismos para fines de

biorremediacién (Jan et al., 2016: pp.55-62)

Das et al., (2016) elaboran un articulo de revision sobre la importancia de los genes de resistencia
a metales pesados. El objetivo de esta revision fue describir el papel de las bacterias y sus
mecanismos de adaptacion para la desintoxicacion de metales toxicos y la restauracion de sitios
contaminados. La revision integra la descripcion de los genes resistentes a metales agrupados en
operones como: cad, chr, cop, pbr, mer; asi como su importancia en el campo de la
biorremediacion y la biotecnologia. Los autores sefialan que, cada vez se va descubriendo nuevos
genes de detoxificacion a metales; sin embargo, debido a la gran diversidad microbiana y a las
condiciones ambientales se requiere de una comprensién profunda acerca de los mecanismos

genéticos de las bacterias para desarrollar adecuadas estrategias de biorremediacion (Das et., 2016).

Nanda et al., (2019) generaron una revision documentada, en este trabajo resumen los
mecanismos de adaptacion bacteriana a varios metales pesados, asi como su aplicacion en la
biorremediacion. Los autores sefialan que, las bacterias han desarrollado una serie de procesos
para la tolerancia a los metales pesados, como el transporte a través de la membrana celular, el
secuestro a nivel intra y extracelular, la formacion de complejos y reacciones redox, que forman
la base de diferentes estrategias de biorremediacién bacteriana. Para recopilar la informacion se
sustentan de varios estudios realizados logrando obtener comparaciones de manera ordenada con
el fin de proporcionar una idea concreta acerca del potencial bacteriano para la eliminacion de

metales pesados (Nanda et al., 2019: p.4-8).



1.2. Marco conceptual

1.2.1. Metales pesados

Elementos quimicos que poseen una densidad atdmica alta de 4 + 1 g/cm?3en comparacién con el
agua; su masa y peso atémico se encuentra por encima de 20 y son tdxicos en concentraciones
gue sobrepasan un umbral especifico (Gabrielyan etal., 2018: p.1). L0s metales pesados estan presentes
de forma natural en el medio y en concentraciones que no generan dafios a los diferentes
organismos (Londofio et al., 2016: p.147-150). Generalmente, estos elementos se hallan formando
complejos como iones libres o participando en varios procesos redox, los cuales resultan
extremadamente tdxicos para los seres vivos (Beltran y Gémez, 2016: p.173). Dentro del grupo de los
metales pesados mas toxicos se encuentra el mercurio, cobalto, cadmio, cobre, cromo, zinc, plomo
y niquel (Tabora Sarmiento, 2017: p.6). Basandose en el supuesto de que la pesadez y la toxicidad se
interrelacionan, en el grupo de los metales pesados se incluyen también a algunos metaloides,

como el arsénico y el antimonio (Gabrielyan et al., 2018: p.1).

1.2.1.1. Caracteristicas y toxicidad de los principales metales pesados

Los metales pesados representan una clase importante de contaminantes, ya que generan dafios al
medio cuando se encuentran en concentraciones elevadas. Estos elementos no son biol6gicamente
degradables y tienden a bioacumularse en los distintos eslabones de la cadena trofica (Tabora
Sarmiento, 2017: p.2). Una vez que han entrado en el medio, los metales pesados se transforman a
través de los ciclos biogeoquimicos y se dispersan entre especies de diferentes caracteristicas
fisicoquimicas (Reyes et al., 2016: p.67). A las células ingresan usando importadores y su efecto toxico

se debe a la produccion de ROS y a su unidn a proteinas esenciales (Hoogewerf et al., 2015: p.148).
a) Cadmio (Cd)

El cadmio se puede encontrar formando parte de la composicion natural de las rocas y los suelos;
se estima que se libera alrededor de 25000 toneladas de cadmio al ecosistema. EI 5% del cadmio
se recicla, sin embargo debido a su cardcter movil genera una importante contaminacion
ambiental (Reyes et al., 2016: p.68). Las principales fuentes de liberacion de cadmio al medio es por
laindustria y las practicas agricolas, especialmente por el uso de fertilizantes fosfatados que estan

contaminados con cadmio (Nesler et al., 2017: p.54; Argudin et al., 2019: p.140; Mero et al., 2019: p.625).

El cadmio es un metal no esencial, sin embargo, en dosis bajas es tdxico porgue actlla como un
veneno acumulativo (Argudin et al., 2019: p.140). En las plantas, este elemento tiende a acumularse y

causa desequilibrio en las funciones de transporte y nutricion; esta bien documentado que reprime



el crecimiento, genera clorosis, estrés oxidativo, peroxidacion lipidica, inhibe enzimas, y genera
dafios al ADN (Reyes et al., 2016: p.68; Mero et al., 2019: p.625). En los organismos superiores, afecta a

los drganos excretores, al esqueleto y al sistema nervioso central (Mero et al., 2019: p.624).
b) Mercurio (Hg)

El mercurio hasido utilizado en la agricultura y la medicina, sus derivados organicos se han usado
en la agricultura, mientras que los inorganicos en la medicina (Agudin, Hoefer y Butaye, 2019). El
mercurio a temperatura ambiente se presenta como un metal liquido, pero también puede
encontrarse en su estado elemental, el cual es poco soluble y no resulta elevadamente toxico al
ingerirse, sin embargo puede emitir vapores toxicos a cualquier temperatura que llega a generar

intoxicaciones tanto agudas como croénicas al ser inhalado (Reyes et al., 2016: p.69).

La toxicidad de los iones mercurios se debe a la inactivacion de enzimas y a su estrecha afinidad
por los grupos nitrégeno tiol e imino de las proteinas (Argudin et al., 2019), también, pueden unirse a
nucleétidos, lipidos, ademads, puede interferir con la funcién del ADN y contribuir a la
peroxidacion lipidica (Hobmany Crossman, 2015: p.5). El metilmercurio es la forma més toxica de este
elemento, ya que se puede incorporar en la cadena tréfica y bioacumularse en los tejidos de los

organismos afectando al sistema nervioso y el cerebro (Reyes et al., 2016: p.69).
¢) Cromo (Cr).

Elemento de color gris acerado que presenta la caracteristica de ser resistente a la corrosién, el
cromo existe en nueve estados de valencia y se incorpora al medio por procesos naturales o
antropogénicos (Viti et al., 2014: pp.633-635). El Cr3* y Cré* presentan importancia desde el punto de
vista ambiental porque son las formas de oxidacion més estables presentes en el entorno. Estos
estados de oxidacion tienen diferentes caracteristicas quimicas y afectan a los seres vivos de modo
distinto (Viti et al., 2014: pp.633-635). Por lo tanto, la toxicidad del cromo va a depender del estado de

oxidacioén en el que este se encuentre (Cardenas et al., 2011: p.44).

El Cr3* a pH neutro precipita, es poco soluble, estable, y por lo tanto no es tan tdxico; esta presente
en minerales de 6xido, hidréxido y sulfato o genera complejos con la materia organica (Rodriguez,
2017; p.6; Henson et al., 2015: p.2). EI Cr3* repercute en la replicacion del ADN, ademas, altera la
estructura y actividad de las enzimas reaccionando con sus grupos tiol y carboxilo (Viti et al., 2014:
pp.634). En contraste, el Crf* es mas toxico debido a su alta solubilidad en agua, rapida
permeabilidad a través de las membranas de los organismos y su interaccion con proteinas y
acidos nucleicos (Thatoi y Pradhan, 2018: p.287; Henson et al., 2015: p.4). Este elemento, también es

genotdxico y citotdxico (Covarrubias y Pefia Cabriales, 2017: p.10; Zhou et al., 2020: p.996-998).



d) Arsénico (As).

Metaloide presente de forma natural y muy poco abundante en medios acuaticos y terrestres,
presenta elevada toxicidad convirtiéndolo en uno de los venenos naturales mas toxicos (Fekih et al.,
2018: p.6). El estado real del arsénico depende en gran medida del entorno, por ejemplo, los
derivados organicos y metilados también estan presentes en la naturaleza, sin embargo, son menos

toxicos que sus homaologos inorgdnicos (Kruger et al, 2013: p.3827; Fekih et al., 2018: p.2).

El arsenito es més toxico que el arsenato porgue se une con alta afinidad a los grupos tiol, como
los del glutation y las cisteinas de proteinas reguladoras que inhiben procesos bioquimicos
(Firrincieli et al., 2019: p.2; Kruger et al, 2013: p.3828). Esta bien documentado que el arsenito estimula la
generacion ROS, los cuales dafian proteinas, lipidos y el ADN (Prieto et al., 2018: p.23; Ali et al., 2013:
p.871). Por otro lado, el arsenato al ser analogo del fosfato altera las rutas bioquimicas debido a la
generacion de metabolitos arsenilados, también compite con el fosfato en las funciones

energéticas y de transporte; su toxicidad se debe a su conversion en arsenito (Kruger et al, 2013:
p.3828; Firrincieli et al., 2019: p.2; Fekih et al., 2018: p.2).

1.2.2. Las bacterias y su clasificacion

Organismos procariotas, unicelulares, carecen de un nicleo, por lo tanto, su ADN se encuentra
disperso en el citoplasma, pueden o no presentar flagelos, son metab6licamente activas y se
dividen por fision binaria. Son ubicuas, sin embargo, tan solo 1% de todas las bacterias presentes
en el planeta, se han identificado (Rodriguez, 2017, p.14). Las bacterias pueden ser clasificadas segun
la tincion en: Gram positivas y Gram negativas (Rodriguez, 2017, p.15). Las Gram positivas retienen
latincion azul violeta, y las Gram negativas se decoloran y se tifien con safranina. Esta diferencia
se debe a la estructura de sus paredes celulares, por ejemplo, las Gram positivas poseen una pared
celular gruesa e impermeable compuesta de peptidoglucanos y polimeros que le proporciona
resistencia a la decoloracion. En contraste, las Gram negativas tienen una pared celular completa
que consta de una capa delgada de peptidoglucanos mas una bicapa de lipoproteinas que tiende a

deshacerse con la decoloracién (Rodriguez y Arenas, 2018: p.166).

1.2.3. Resistencia bacteriana a metales pesados

Los metales juegan un rol fundamental en los procesos metabélicos bacterianos; esto permite que
crezcan incluso en presencia de varios metales tdxicos (Nanda et al., 2019: p.1). Los metales pesados
son considerados un factor importante, ya que afectan de manera significativa a la actividad de
las comunidades microbianas, la biomasa, la diversidad e incluso la actividad metabdlica

(Dickinson et al., 2019: p.2). El estrés producido por metales pesados contribuye a la inhibicion del
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crecimiento de los microorganismos (Chudobova et al., 2015: p.147).

La mayoria de los microbios crean resistencia bioldgica contra los efectos adversos del medio
externo e interno (Chudobova et al., 2015: p.147). Esta respuesta microbiana constituye un fenémeno
ambiental de seleccion natural para su supervivencia en entornos que presenten condiciones
extremas (Nandaetal., 2019: p.4-8). La presencia de especies bacterianas resistentes a metales pesados
es producto de una evolucion constante y de una adaptacion al medio en el que se encuentran

(Staninska-Pigta et al., 2020: p.15).

Existen dos tipos de resistencia bacteriana, la resistencia natural o resistencia intrinseca es un
mecanismo especifico, propio de la especie, familia o grupo bacteriano; se encuentra codificada
genéticamente y tiene la caracteristica de ser inherente, este tipo de resistencia no esta
correlacionada con la dosis del contaminante (Beltran, 2018, p.6; Robles y Perez, 2013: p.188). Por otro
lado, la resistencia adquirida es propia de una especie y generalmente es originada por un cambio
en la composicion genética de la bacteria, ya sea por mutaciones o transferencia horizontal de

genes. Este tipo de resistencia tiene la caracteristica de ser variable (Robles y Perez, 2013; Beltran, 2018)

1.2.3.1. Mecanismos de resistencia bacteriana a metales pesados

La exposicion bacteriana a metales toxicos ha permitido a los microorganismos desarrollar
mecanismos que les permitan adquirir metales esenciales y controlar los niveles intracelulares de
los mismos (Hobman y Crossman, 2015: p.19). La capacidad bacteriana para resistir contaminantes en
el medio esta determinada por factores estructurales y fisiol6gicos, que actian a nivel extracelular

e intracelular (Troncoso et al., 2017: p.1215). Ver figura 1-1
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Figura 1-1. Mecanismos de resistencia bacteriana
Fuente: Troncoso, C.; Pavez, M.; Santos, A.; Salazar, R.; Barrientos, L. 2017




No existe un mecanismo de resistencia bacteriano generalizado para los diferentes metales, sin
embargo, varias investigaciones reportan el desarrollo de mecanismos de salida que bombean
activamente estos toxicos al exterior de la célula, la formacion de complejos con otros
componentes, secuestro intra y extracelular y la reduccion enzimatica (Nanda et al., 2019: p.2; Troncoso
etal., 2017: p.1215). También, algunos iones metalicos pueden ser usados como aceptores terminales

de electrones durante la respiracién anaerdbica (Nanda et al., 2019: p.1-2).

a) Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas son agregaciones estructuradas de células bacterianas encerradas en una matriz
extracelular, compuesta por varias sustancias poliméricas muy hidratadas y utiles para la
agregacion, la estructura y sobre todo para lograr mantener el estilo de vida de la comunidad sésil
formada. La biopelicula otorga proteccion frente a las agresiones fisicoquimicas, tales como la
luz uv, los metales pesados, la acidez, cambios de hidratacién y salinidad. También, le otorga la

capacidad para hacer de frente a la agresion por parte de los antibiéticos (Troncoso et al., 2017).
b) Sistema Quorum Sensing

Este sistema estd presente en bacterias de especies diferentes o similares, se define como un
mecanismo relacionado con la densidad poblacional, o por sefiales generadas por las bacterias en
respuesta al estrés ambiental, esto les permite regular la expresion de sus genes, independiente de

la densidad celular (Troncoso et al., 2017: p.1216; Clark et al., 2019: p.550).
c) Captura de iones en la célula bacteriana:

La acumulacion y la compartimentacion de los iones de metales pesados en las células de las
bacterias, con frecuencia suele ocurrir en la membrana, en el espacio periplasmatico y en el
interior de la célula. En este proceso intervienen una serie de polimeros estructurales y
extracelulares, que interactian con los metales capturandolos dentro y evitando que interactien

con proteinas esenciales (Beltran y Gémez, 2015: p.94).

d) Transformacion mediada por enzimas/ Detoxificacion

La oxidacion, reduccion, metilacion y desmetilacion son las principales transformaciones
enzimaticas de los metales. Las bacterias realizan estas transformaciones, dando como resultado
compuestos poco solubles o volatiles (Marreno et al., 2010: p.69). Hace varias décadas, la metilacion

y la desmetilacion del arsénico eran procesos considerados como parte del metabolismo, pero



actualmente se supone que son simplemente procesos de desintoxicacion, ya que otorgan una

mayor tolerancia o resistencia a este elemento (Andres y Berlin, 2016: p.302).

Oxidacion

Un ejemplo claro de este proceso es la oxidacion del arsenito por microorganismos, sin embargo,
no es un mecanismo comun en bacterias fotosintéticas, ni en cianobacterias. La oxidacién es
considerada como un mecanismo de desintoxicacion (Rahman y Hassler, 2014: p.213; Andres y Berlin,
2016: p.300; Koecler et al., 2015: p.205). En la oxidacion de As®* a As®*, se genera energia debido a que
el As** puede servir como donante de electrones en este proceso (Rahman y Hassler, 2014: p.213; Koecler

et al., 2015: p.205). EI gen del arsenito oxidasa aioA media la oxidacion aerébica del As®*; y el gen

del arsenito oxidasa arxA media la oxidacion en condiciones anaerobias.

Reduccién enzimatica

Estrategia adoptada por las bacterias para obtener metales con estados de oxidacion menos toxicos
(Nanda et al., 2019: p.1-2). EI metal en su forma reducida debe ser exportado fuera de la célula, para
evitar que se vuelva a oxidar (laneva, 2009). Una de las reducciones enziméticas mas estudiadas es
la reduccién del Hg?* a su forma volatil menos toxica (Marreno et al., 2010: p.70). De manera similar,
los microorganismos fotosintéticos transforman el As®*, en un proceso que involucra la reduccién
de dos electrones (Rahman y Hassler, 2014: p.213). Se conocen dos sistemas de reduccion de arsenato
en los procariotas; el primero es la reduccion del arsenato por ArsC y el segundo consiste en la

reduccion por ArrA (Kruger et al, 2013: p.3832-3833; Prieto et al., 2018: p.23).

Metilacion:

Mecanismo biologico mediante el cual los metales son transformados a sus derivados metilados,
los cuales son expulsados velozmente desde las células para luego volatilizarse o transformarse a
formas menos toxicas (Beltran y Gémez, 2016: p.177). Este proceso predomina en ecosistemas
terrestres y acuaticos, dando como resultado la detoxificacion del metal (Beltran y Gémez, 2016:
p.177). Generalmente, la metilacion del Hg?* ocurre en bacterias anaerobias (Bazzi et al., 2020: p.3).
De modo similar, la metilacion de As®** es catalizada por ArsM, una enzima que metila el As®* a
metilarsenita, dimetilarsenita y trimetilarsenita, estos son mas toxicos que el As®*, pero no se

acumulan en la célula y pueden ser detoxificados por varios caminos (Yan et al., 2019: p.5).

Desmetilacion:

A diferencia del mecanismo de metilacién, a menudo el proceso de desmetilacion es llevado a
cabo por bacterias y catalizado por enzimas; en el caso del metilmercurio, la detoxificacion puede

ocurrir via reductiva por la accion del operén mer de amplio espectro, principalmente, interviene

10



el gen merB, cuyo producto génico separa el componente organico del ion Hg?* (Guo et al., 2011).
En el caso del arsénico, la desmetilacion es llevada a cabo por el gen arsl, cuyo producto génico

rompe el enlace C-As (Yoshinaga y Rosen, 2014: p.7703; Andres y Bertil, 2016: p.302).

e) Expulsidn de iones metalicos/ sistema efflux/ bombas de eflujo

Una estrategia microbiana para regular la homeostasis de los metales pesados consiste en
disminuir la concentracion de estos elementos en las células por medio del uso de bombas de
eflujo. Estas bombas son herramientas bacterianas muy frecuentes, que otorgan resistencia a los
metales pesados, ya sea mediante la hidrolisis de ATP o mediante un gradiente electroquimico de
protones (Bazzi et al., 2020: p.3). Por ejemplo, el Cré* puede ser bombeado fuera de la célula por un
sistema de eflujo especifico (Branco y Morais, 2013: p.2). L0s sistemas efflux contienen proteinas que

pertenecen a las siguientes familias:

o RND (resistencia, nodulacion, division celular)
« CDF (facilitador de difusion cationica)

e  ATPasas tipo P

Estos sistemas forman una red que asegura la homeostasis celular y garantiza la supervivencia
bacteriana en ecosistemas con altas concentraciones de iones metalicos (Marreno et al., 2010: p.71).
Muchas veces, los niveles basales de eflujo no bastan para otorgar la resistencia a los metales, sin
embargo, los cambios en la expresion, ya sea por mutaciones en las regiones promotoras o
reguladoras de la bomba de salida o la inactivacién de los represores, conlleva a la sobreexpresién

de estas bombas o le proporciona una mayor resistencia (Bazzi et al., 2020: p.3).

ATPasas tipo P:

Las ATPasas tipo P son una superfamilia de transportadores que utilizan la hidrdlisis del ATP
como fuente de energia para mover un sustrato a través de la membrana citoplasmatica (Gillet et
al., 2019: pp.412-413). Este tipo de bombas son consideradas la defensa basica contra cationes de
metales pesados (Marreno et al., 2010: p.71). Han sido identificadas ATPasas de tipo P para el
transporte especifico de Cu*, Zn?* y Co?*, siendo la méas estudiada en las bacterias, la proteina de

resistencia al cadmio: CadA, presente en S. aureus (Gillet et al., 2019: pp.412; Marreno et al., 2010: p.71).

Transportadores RND

Los transportadores (RND) son una familia de proteinas que bombean los cationes metalicos

desde el citoplasma, la membrana interna o el periplasma hacia al exterior usando la fuerza motriz
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de guimiosmosis/protones (Bazzi et al., 2020: p.3). Este tipo de transportadores son el sistema de
resistencia a metales pesados de mas relevancia en las bacterias (Rodriguez, 2017, p.16). Dentro de la
superfamilia de transportadores (RND), se incluye a la familia de eflujo de metales pesados
(HME-RND) que juegan un papel en la homeostasis de iones metalicos en diversas bacterias
Gram negativas (Gillet et al., 2019: p.413). El transportador HME-RND es un complejo tripartito, en
el cual la proteina (RND) de la membrana interna se une a una membrana externa (OMP) a través
de una proteina de fusién de membrana peripldsmica (MFP) (Gillet et al., 2019: p.413). El sistema méas

estudiado de transportadores RND es el sistema CzcABC de C. metallidurans CH34 (Marreno et
al., 2010: p.71).

Facilitadores de difusion de cationes

Los transportadores de difusion de cationes (CDF) pertenecen al tercer tipo de bombas de eflujo
bacterianas, que catalizan la salida de una gran variedad de metales de transicién desde el
citoplasma al medio extracelular o en compartimentos subcelulares. La funcion celular de los
transportadores de difusion de cationes es exportar el excedente del metal presente en la célula
para evitar su acumulacién excesiva y la toxicidad (Salusso y Raimunda, 2017: p.2). A diferencia de los
eucariotas, las bacterias poseen muy pocos genes que codifican CDF, la mayor parte de las
proteinas CDF estudiadas estan involucradas en la resistencia al metal Zn?*y otros cationes de

metales pesados (Marreno et al., 2010: p.71).

Transportadores de casete de unién a ATP (ABC)

Los transportadores ABC de multiples subunidades son una de las familias de proteinas mas
grandes, presentan una gran variedad de funciones fisioldgicas, como la absorcion de nutrientes,
el transporte de oligopéptidos, proteinas, y la extrusion de metales. Estos transportadores
presentan una distribucion ubicua, es decir, se pueden encontrar en todas las formas vivas
(Srivastava y Kowshik, 2013: pp.8-10). Los casetes de unién de ATP (ABC) juegan un papel relevante

en la salida de iones metalicos impulsados por la hidrolisis de ATP (Bazzi et al., 2020: p.3).

Un gran nimero de las proteinas transportadoras ABC muestran estricta especificidad hacia su
sustrato; sin embargo, se han demostrado que algunos transportadores como los del fosfato
presentan multiple especificidad y estan reguladas de diferente forma por mas de un ion metalico
(Srivastava y Kowshik, 2013: p8). En general, los diferentes sistemas de bombas bacterianas difieren
en su secuencia de aminodcidos, en la especificidad de sustrato y en el consumo de energia para

el bombeo de los iones metalicos (Bazzi et al., 2020: p.3).
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1.2.3.2. Mecanismos de resistencia bacteriana a nivel genético

Las bacterias adquieren resistencia en funcion de su variabilidad genética, esta hace referencia a
las diferencias en el material genético de una poblacion o una especie. El desarrollo de nuevos
mecanismos de resistencia se puede originar por mutaciones o por transferencia horizontal de

genes entre células bacterianas, ya sea de especies similares o distintas (Rosso y Dussan, 2010: p.23).
a) Resistencia producida por mutaciones

Las caracteristicas genéticas de las bacterias ayudan al desarrollo de la resistencia, las bacterias
poseen un solo cromosoma, por ello, cualquier modificacién en la hebra del ADN induce cambios
en su comportamiento (Troncoso et al., 2017: p.1220). Las mutaciones son la principal fuente de
variabilidad genética en los organismos procariotas, este mecanismo consiste en una alteracion
génica que logra afectar a las rutas de regulacion de los mecanismos de resistencia naturales,

dando como resultado un aumento de la resistencia a diferentes niveles (Bravo, 2018, p.6).
b) Resistencia debida a la transferencia horizontal de genes

Las bacterias logran un nivel adecuado de variabilidad genética mediante el uso de varios
mecanismos de transferencia horizontal. Uno de ellos es la conjugacion, siendo el proceso mas
amplio que consiste en la transferencia de material genético por contacto célula a célula de una
bacteria donante a una receptora por medio de maquinaria de conjugacion generalmente
codificada por plasmidos. La conjugacion permite la transferencia de genes de resistencia a los

antibidticos, asi como genes para la degradacion de contaminantes (Rosso y Dussan, 2010: pp.23-24).
c) Resistencia por regulacion de la transcripcion

Los cambios en las hebras del ADN pueden llegar a modular la funcionalidad de las membranas,
las porinas o de las diferentes bombas de expulsion, en consecuencia, esto da lugar a la resistencia

bacteriana (Troncoso et al., 2017: p.1220).

1.2.4. Determinantes genéticos de Resistencia a metales pesados y su localizacion

A nivel genético, la resistencia a iones metalicos se encuentra codificada por secciones del
genoma bacteriano denominados “determinantes genéticos” (Bustos, 2016: p.11). La mayoria de las
bacterias portan los determinantes genéticos de resistencia como un conjunto de genes,
denominados operones, frecuentemente localizados uno al lado del otro en el cromosoma o en

plasmidos bacterianos (Clark et al., 2019: p.335).

Los operones son un sello distintivo del genoma bacteriano, que permite la expresién concertada
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de genes funcionalmente relacionados como transcripciones policistronicas Gnicas (Kominek et al.,
2019: p.1). Todos los genes de un operdn se transcriben de forma coordinada para generar un solo
ARNmM, denominado ARNm policistrénico (Betancor et al., 2010: p.67; Clark et al., 2019: p.335). Una sola
molécula de ARNm bacteriano puede codificar para varias proteinas con funciones similares

(Clark et al., 2019: p.335). Un operon esta formado por Ver Figura 2-1:
e El gen regulador
e Un promotor

e Un operador

e Genes estructurales

El operador y el promotor son elementos de control; y son regiones del ADN que poseen
secuencias que pueden ser reconocidas; en el caso del operador, por la proteina reguladora y en
el caso del promotor, por la ARN polimerasa, la cual da inicio a la transcripcion. El gen regulador
también es una secuencia del ADN, que tiene la funcién de codificar la formacion de la proteina

reguladora (represora) (Terradas, 2015, p.71).

Sitio de unién
Gen Sitio de unién del represor
regulador del activador (operador)

ADN PROMOTOR A B IC
\ / \ v 1

Secuencias Genes transcritos como una
reguladoras unidad (Genes estructurales)

Figura 2-1. Estructura del operén
Fuente: Verdura, T.; Lopéz, lliana. 2013

La localizacion de los determinantes genéticos varia de una especie bacteriana a otra,
generalmente, se ubican a nivel cromosomico o extra cromosomico, es decir, en elementos
genéticos moviles, tales como los plasmidos, genes saltarines (transposones) o en ambos (Quispe

etal., 2017: p.204). La figura 3-1 muestra la localizacion de los determinantes genéticos

Cromosoma: Molécula circular de ADN que contiene informacion genética imprescindible para

la vida; el cromosoma bacteriano se replica de manera bidireccional a diferencia de los plasmidos
(Betancor et al., 2010: p.59).

Plasmidos bacterianos: Pequefia molécula circular de ADN, frecuentemente, presente en el

genoma bacteriano; se encuentra separado del cromosoma y su replicacion es de manera
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independiente (Betancor et al., 2010: p.59). Los genes localizados en pldsmidos proporcionan a los
organismos ventajas competitivas frente a otros en el proceso de colonizacion de nuevos

ambientes (Mindlin et al., 2016: p.1).

Transposones: O genes saltarines, son secuencias de ADN que pueden ser traslocados por un
sistema de recombinacion propio, que junto a la capacidad que poseen los plasmidos de moverse
de una célula a otra durante el proceso de conjugacion, permite la adquisicion de genes entre

bacterias, facilitando de esta manera que la resistencia se expanda (Robles y Perez, 2013: pp.188)

Integrones: Elementos moviles que tienen la capacidad de integrar y expresar genes de resistencia
(Gonzélez et al., 2004: p.620). Algunos plasmidos y transposones contienen integrones, que les permiten
capturar un sin numero de genes exdgenos generando la aparicion de una cepa con carécter

multirresistente (Robles y Perez, 2013: p.189).

Cromosoma

s
Plasmido )

) -
Transposon

I ; I
Integron

Figura 3-1. Cromosoma, plasmido, transposon e integron
Fuente: Paredes, D. 2013

Los plasmidos proporcionan resistencia a iones metalicos, ademas, presentan gran especificidad
y son sistemas inducibles en su mayoria. También, se ha descrito mecanismos de resistencia a
metales codificados por genes cromosomales (Beltran y Goémez, 2016: p.188). La presencia de genes
de resistencia en elementos moviles, constituye una oportunidad para que las bacterias diseminen

estos rasgos genéticos adaptativos por medio de la transferencia horizontal (Fekih et al., 2018: p.3).

1.2.4.1. Principales determinantes genéticos de resistencia a metales pesados

Los principales determinantes genéticos de resistencia a metales pesados han sido clasificados en

la tabla 2-1 por su localizacion y metal al que confiere resistencia.
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Tabla 2-1 Determinantes genéticos de resistencia a metales en bacterias.

Determinante Localizacién Metal al que confiere
genetico resistencia
ars Plasmidos y cromosoma As®, As3*, Sh3*
cad. Plasmidos, cromosoma Cd?*, Zn?*
chr. Plasmidos y Cromosoma Cré*
mer. Transposones, plasmidosy | Hg?*
cromosoma
nre. Plasmidos y cromosoma Ni2*

Fuente: Marreno et al., 2010
Realizado por: 1za Joana, 2021.

a) Determinantes genéticos de resistencia al arsénico

Los determinantes de resistencia al arsénico se ensamblan como operones (Kruger et al., 2013: p.3828-
3830), su presencia es un reflejo de la ubiquidad del arsénico en el ambiente; sin embargo, también
esta presente en bacterias aisladas de habitats libres de arsénico (Fekih et al., 2018: pp.2-3). L0S genes
ars son muy abundantes y presentan una diversidad extrema de distribucion (Li et al., 2014: p.8). El
gen arsR codifica una proteina metaloreguladora, el represor ArsR que controla negativamente la
expresion de ars; el gen arsB codifica para ArsB, una bomba de eflujo de As®* y el gen arsC
codifica para ArsC, la enzima arsenato reductasa (Fekih et al., 2018: p.4). EI gen arsA codifica para
ArsA, una ATPasa transportadora de As®* (Firrincieli et al., 2019: p.7) y el gen arsD codifica para
ArsD, una metalochaperona que dona As®* a ArsA (Shi etal., 2019: p.2; Li etal., 2016: p.5). Sin embargo,

ArsD también puede actuar como un represor débil (Firrincieli et al., 2019: p.7; Fekih et al., 2018: p.3-8)

Algunas bacterias poseen el mecanismo de metilacion y desmetilacion (Vidallangos et al., 2011:
pp.1000-1010). ElI gen arsM codifica para ArsM, la enzima As** S-adenosilmetionina metil
transferasa para la resistencia al arsénico (zhao et al., 2015: p.5). La desmetilacion es llevada a cabo
por el gen arsl, que codifica para la enzima Arsl, capaz de romper los enlaces carbono-arsénico
en derivados metilados de As®*, se ha encontrado que estos genes se distribuyen en bacterias
aerdbicas y se establece que las bacterias anaer6bicas presentan otras vias de desmetilacion
(Yoshinaga y Rosen, 2014: p.7701-7704). La proteina Arsl, expande el rango de resistencia del arsénico

inorgénico al organico (Yoshinaga y Rosen, 2014: p.7705).

Se ha identificado el gen arsH en varias Gamma Proteobacterias, este gen codifica el enzima
oxidasa organoarsénica ArsH, que confiere resistencia a los organoarsénicos trivalentes (Chen et
al., 2015a: p.1042). En el operon ars de C. jejuni, se ha encontrado el gen arsP, que codifica para un
transportador de membrana putativo, la permeasa ArsP, siendo este el primer sistema de eflujo

para la expulsion de organoarsénicos trivalentes (Fekhin et al., 2018; Chen et al., 2015b: p.625). La
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proteina ArsP no requiere de oxigeno para su actividad, por otra parte, ArsH y Arsl usan O, en su
mecanismo catalitico (Chen et al., 2015b: p.631). Otro determinante de la resistencia es el gen arsJ,

gue otorga resistencia a los arsenicales pentavalentes al acoplarse con gadph (Chen et al. 2016: p.949).

Otro sistema de resistencia y metabolismo del arsénico es el operén aio; la oxidacion del As®* en
As>* esta mediada por el arsenito oxidasa periplasmatica (Koechler et al., 2015: p.205; Lett et al., 2012:
p.207). El operon aio con frecuencia usa el As®* como fuente de energia quimiolitotr6fica, ahora
bien, este sistema difiere de los genes ars, cuya funcion es netamente protectora (Li et al., 2013: p.6).
Curiosamente, se ha evidenciado la presencia conjunta de los operones aio y ars, lo que sugiere
un mayor nivel de resistencia al arsénico (Jérémy y Bertin, 2016: p.305). Los genes aioAB son los
elementos constantes del operén aio (Lis et al., 2013: p.177), el gen aioB codifica la subunidad
pequefia (Rieske) [2Fe-2S] y aioA la subunidad grande del arsenito oxidasa, con un centro de
molibdeno y un centro [3Fe-4S] (Jérémy y Bertin, 2016: p.305; Pacheco Gonzales, 2013: p.93). Ai0OA
presenta un péptido sefial TAT (Twin Arginine Transporter) en el extremo N-terminal que guia a
la proteina heterodimérica plegada durante su transporte desde el citoplasma al periplasma

(Pacheco Gonzales, 2013: p.93).

Aguas arriba de aioAB esta presente el gen aioX, que codifica para una proteina de unién
periplasmica de As®* (AioX); aioSR codifica para un sistema regulador de dos componentes
(AI0SR) (Jérémy y Bertin, 2016: p.303). Los genes aioXSR forman parte del operon aio en varias
Proteobacterias, al contrario, otros filos no portan estos genes (Jérémy y Bertin, 2016: p.303). La
transcripcion de aioBA es inducida por As®* y en muchos organismos esta activacion es controlada
por aioXRS (Koechler et al., 2015: p.212; Lett et al., 2012: p.207). Sin embargo, en este caso la regulacién

es mas compleja, ya que otros factores juegan un rol en su regulacién (Koechler et al., 2015: p.212).

b) Determinantes genéticos de resistencia al mercurio

El determinante genético mer es el Unico sistema bacteriano conocido para la resistencia al
mercurio (De Luca Rebello et al., 2013: p.2). Las bacterias Gram negativas y Gram positivas presentan
conjuntos similares de genes mer, dispuestos en un orden similar, pero con diferentes variaciones
genéticas (Paisio et al. 2012: p.124). Los determinantes mer son de dos tipos, los de espectro estrecho,
que desintoxican el mercurio inorganico y los de amplio espectro, que desintoxican el mercurio
organico e inorganico (Naguib et al., 2018: p.60). El sistema de espectro estrecho incluye la resistencia

a organomercuriales, como la merbrominay el acetato mercurico de fluoresceina (Wang et al., 2016).

Los operones que codifican la resistencia al mercurio han sido encontrados en plasmidos y

transposones de bacterias Gram negativas (Yuetal., 2017: p.11). El conjunto minimo de genes vitales
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que confiere resistencia al mercurio es el operon merRTPA (Mindlin et al., 2016: p.4). Sin embargo, el
operdn estandar es merRTPADE (Argudin et al., 2019). Este operdn de espectro estrecho contiene
genes involucrados en la deteccion (merR, merD), transporte (merP, merT, merE) vy
desintoxicacién enzimética de mercurio inorganico (merA) (Argudin et al., 2019). Las bacterias Gram
negativas pueden contener genes extra, como merC, merF o merH que codifican para proteinas

de importacion de iones Hg?* (Das et al., 2016: p.2970).

El sistema de amplio espectro proporciona resistencia a los compuestos inorganicos y organicos
de mercurio (Wang et al., 2016: p.1; Naguib et al., 2018: p.59). Este sistema incluye genes implicados en
la regulacion (merR, merD), unién o transporte (merT, merP, merC, merF, merE), y funciones de
desintoxicacién de organomercuriales (merB, merG) (Boyd y Barkay, 2012: p.5). El gen merB codifica
para MerB, una liasa que confiere resistencia a organomercuriales (Yoshinaga y Rosen, 2014). Por
otro lado, merE, merT, merF y merC son clave para el transporte de metilmercurio e iones de
mercurio a través de la membrana citoplasmatica bacteriana (Sone et al., 2013a: p.1835; Naguib et al.,
2018: p.59). Los genes merG y merE median la permeabilidad celular de los compuestos organicos
de mercurio (Argudin etal., 2019; Sone et al., 2013a: p.1840). Se ha encontrado una asociacion entre merG
y merB, lo que sugiere funciones interrelacionadas para atenuar la toxicidad de los
organomercuriales (Boyd y Barkay, 2012: p.5). Del mismo modo, merP y merT son los genes mas

comunes a diferencia de merC, merF, merE y merH presente en taxones de evolucion reciente.

c) Determinantes genéticos de resistencia al cromato

La resistencia bacteriana al ion cromato, generalmente, se asocia con la presencia de un
determinante genético inducible, denominado chr, que porta al menos un gen chrA. No obstante,
en varias cepas bacterianas, el operon chr consta de otros genes que codifican proteinas con
diferentes funciones y que en conjunto proporciona un mayor nivel de resistencia a este elemento
(Branco y Morais, 2016: p.7). EI oper6n de resistencia al cromato chrABC es el mas comin en las
bacterias (Mindlin et al., 2018: p.5). EIl gen chrA codifica para el transportador ChrA que proporciona
resistencia al cromato mediante su expulsion del citoplasma bacteriano usando la fuerza motriz
del protdn (Verduzco y Julia, 2013: p.941). Contiguo a chrA se encuentra chrB, un regulador sensible
al cromo y que controla la expresion de chr (Verduzco y Julia, 2013: p.2; Mindlin et al., 2018: p.5; Brando y
Morais, 2013: p.2). El gen chrC codifica para una supuesta superéxido dismutasa que reduce el
cromato disminuyendo su toxicidad (Fe-SOD) (Branco y Morais, 2016: pp.4-5; Klonowska et al., 2020:

p.11).
d) Determinantes genéticos de resistencia al cadmio
Los operones cad codifican un mecanismo de resistencia al cadmio bien conocido en las bacterias
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Gram positivas. En contraste, en las bacterias Gram negativas la resistencia al Cd?*; Co?* y Zn?*
esta codificado por el sistema czc (Argudin et al., 2019; Mergeay y Houdt, 2020). La bomba de eflujo
CzcCBA consta de tres antiportadores quimiosmoticos de polipéptidos (Khan et al, 2015). Con raras
excepciones, los operones cad constan de dos genes cadA y cadC, se ha observado este sistema

en L. monocytogenes y Listeria sp.(Argudin et al., 2019; Zhang et al., 2015: p.5; Parson et al., 2020: p.565).

El gen cadA codifica para una ATPasa de tipo P, que depende de energia para exportar el Cd?*
de la célula, el producto de cadC es un represor transcripcional que controla la expresion de cad
(Argudin et al., 2019; Das et al., 2016). CadA es analogo de ArsB (Das et al., 2016). Los genes cadAC y
cadB de S. aureus transmitidos por plasmidos, proporcionan resistencia al Cd?* y Zn?*, no
obstante, los genes cromosémicos median la resistencia al ion Cd?* (Zhang et al., 2015: p.1; Chudobova
et al., 2015: p.154). Diversas combinaciones de los genes cad contribuyen a la complejidad,
generando una variedad de operones, como cadCA, cadCB, cadXD, cadXB, cadCD y cadCAD
(Parson et al., 2020: p.565). El gen cadB proporciona resistencia de bajo nivel al cadmio, ya que su
mecanismo de resistencia es diferente al de cadA, asimismo, no promueve la salida de cationes,
pero proporciona proteccion a la célula mediante la unién de cadmio a la membrana. Por otro
lado, cadX actia como un regulador que cuadriplica la resistencia, en contraste cadC confiere
resistencia total al ion cadmio (Argudin et al., 2019; Chudobova et al., 2015: p.148). Finalmente, el gen

cadD proporciona resistencia al Cd?*, y cadR también acttia como regulador del operdn cad (Parson
et al., 2020: pp.565-566; Chudobova et al., 2015: p.148).

En laresistencia al Cd?*; Co?*y Zn?* intervienen 3 mecanismos de eflujo; el facilitador de difusion
de cationes (CDF), CzcD; la ATPasa de tipo PIB, CzcP y el sistema CzcCBA impulsado por
HME-RND (Mergeay y Houdt, 2020). El operdn czc de R. eutrophus CH34 esté constituido por tres
genes estructurales czcC, czcB y czcA que forman el sistema de eflujo de cationes impulsado por
un antiportador cation/protén (Nanda et al., 2019: p.5; Nesler et al., 2017: p.55). CzcC es la proteina de
membrana externa, CzcB es la proteina de fusion de membrana y CzcA es la contraparte RND, la
Unica subunidad del complejo de proteinas de salida CzcCBA (Khan et al., 2015; Nesler et al., 2017:
p.55). Los genes czcRS forman un sistema regulador de dos componentes formado por dos
proteinas, un sensor (CzcS, una histidina quinasa) y un regulador de respuesta (CzcR), que regulan

la expresion de czcCBA a través de una cascada de fosforilacion (intorne et al., 2012: p.76).

1.2.5. Expresidn de los genes bacterianos

Para que la célula funcione es necesario que sus genes se expresen, la palabra "expresar" significa
que sus productos génicos deben ser fabricados (Clark et al., 2019: pp.333). Esta expresion depende
de la transcripcion y la traduccién, que son procesos que ocurren de manera simultanea en el

citoplasma (Betancor et al., 2010: p.65). En el proceso de la transcripcion se produce la sintesis de una
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copia de ARN de informacion codificada en el ADN. Los genes o conjunto de genes son
transcritos de forma separada; por ende solo se da la transcripcion de regiones cortas del ADN a
la vez. Los principales productos de la transcripcion son el ARN mensajero, que se traduce en
proteinas y el ARN no codificante, que funciona mientras aln es ARN (Clark et al., 2019: p.332). El
ARN es producido por la ARN polimerasa, la cual reconoce una gran variedad de sefiales; esta
formada por dos componentes: la enzima central y la subunidad c. La enzima central tiene como
funcién la sintesis del ARN y la subunidad sigma reconocer dos secuencias especiales de bases
en la region promotora: la secuencia -10 y -35. Varios grupos de genes tienen promotores que
carecen de estas secuencias de reconocimiento a las que se une el factor sigma estandar, sin
embargo, sus secuencias de reconocimiento distintas son reconocidas por factores sigma

alternativos (Clark et al., 2019: pp.336-525).

Posteriormente, se genera el proceso de la traduccion del ARNm, este es el paso limitante de la
sintesis de proteinas y representa el objetivo de la regulacién postranscripcional de la expresion
de varios genes. En la primera etapa, un anticodon iniciador del ARNt reconoce un codoén de
inicio en el ARNm unido a una pequefia subunidad ribosémica, luego, la subunidad ribosémica
grande se une a la subunidad pequefia y se recluta un segundo ARNt. A medida que el ARNm se
mueve en relacion con el ribosoma, los ARNt sucesivos se mueven a traves del ribosoma y se
forma la cadena polipeptidica. Finalmente, la entrada de un factor de liberacién en el sitio A,

termina la traduccién y los componentes se disocian y se reciclan (lumen, 2020; Gualerzi y Pon, 2015).

1.2.6. Regulacién de la expresion génica en procariotas

La regulacion de los genes en las bacterias se origina en respuesta a cambios en el medio, como
la temperatura, presién osmédtica o la disponibilidad de nutrientes, etc. Las bacterias han
desarrollado mecanismos para el control de la expresion génica, gracias a ello logran que el
producto de un gen determinado se sintetice cuando sea necesario, esto le brinda a la bacteria la
capacidad de adaptarse a cualquier cambio en el entorno, activando en caso de ser necesario rutas
metabolicas especificas. De este modo, las bacterias evitan sintetizar enzimas cuando no esté
presente el sustrato correspondiente, pero siempre estan listas para fabricarlas cuando aparece

dicho sustrato en el medio (Betancor et al., 2010: pp.6-7).

1.2.6.1. Regulacion de la transcripcion: modelo del Operon

Otro mecanismo de regulacion desarrollado por las bacterias consiste en activar o desactivar la
transcripcién de un grupo de genes (operones), que se encuentran organizados de tal modo que

permiten regular su expresion (Betancor et al., 2010: p.7). La mayor parte de las regulaciones se dan a
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nivel transcripcion, resultando mas interesante en términos de ahorro de energia, por otro lado, la

regulacion al inicio de la traduccion genera un impacto inmediato en la sintesis de proteinas
(Bervoets y Charlier, 2019: p.308).

a) Sistemas constitutivos y sistemas adaptativos

Los genes constitutivos son aquellos que estan activos todo el tiempo, es decir, se expresan
constantemente. En las bacterias, estos genes tienen sus secuencias promotoras de la region -10 'y
-35, por esta razon siempre son reconocidos por la ARN polimerasa y se expresan en todas las
condiciones (Clark et al., 2019: p.343). Por el contrario, los genes que solo se necesitan en ciertas
condiciones, se denominan genes adaptativos, estos a veces presentan secuencias de
reconocimiento deficientes en las regiones promotoras. En estos casos, la ARN polimerasa no
reconoce al promotor a menos que exista otra proteina accesoria (proteinas activadoras) para
ayudar; cada una de ellas estimula la transcripcion de uno 0 méas genes. El conjunto de genes
reconocidos por la misma proteina activadora se expresan juntos en condiciones similares, incluso

si los genes se encuentran en lugares distintos del ADN (Clark et al., 2019: p.343).

b) Proteinas represoras y activadoras

Las proteinas activadoras activan los genes, estas se une corriente arriba de la region promotora
del gen, una vez unida, la proteina activadora facilita la unién de la subunidad sigma de la ARN
polimerasa y luego comienza la transcripcion (Clark et al., 2019: p.343-535). Al contrario, las proteinas
represoras desactivan los genes, se unen aguas abajo del promotor y bloquean la unién de la ARN
polimerasa, impidiendo que esta avance y se transcriba el gen (Betancor et al., 2010). Una misma
proteina de unién al ADN puede actuar como activador de un gen y represor de otro si se une en
diferentes lugares de los dos genes. La mayoria de los activadores y represores son proteinas, sin
embargo, hay casos en los que la regulacion se debe al ARN regulador o incluso a pequefas

moléculas (Clark et al., 2019: p.532).

c) Molecula sefial

Ya sea que una proteina reguladora sea un activador o un represor necesita de una sefial de algin
tipo, una de las formas mas comunes de hacerlo es mediante el uso de una molécula pequefia que
encaje en un sitio de union de la proteina reguladora, esta se denomina molécula sefial (Clark et al.,
2019: p.346). Frecuentemente, los represores transcripcionales solo son activos cuando se unen a
una pequefia molécula de sefial, llamada correpresor (Clark et al., 2019: p.540; Ruiz, 2016: p.21). El

inductor es una pequefia molécula que cuando se une a la proteina reguladora hace que ese gen se
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active (Clark et al., 2019a: p.344)

d) Regulacion o control positivo y negativo

La primera etapa de la transcripcion puede regularse positiva 0 negativamente; los genes bajo una
regulacion negativa se estan expresando continuamente, excepto que sean inhibidos por una
proteina represora que impedir& que el gen se exprese por su union a la region operadora evitando
que la ARN polimerasa se una a la regién promotora y de inicio a la transcripcion. Los genes bajo
una regulacién positiva, no se transcriben excepto que esté presente una proteina activadora que
se una a una secuencia especifica del ADN y ayude a la ARN polimerasa a unirse al promotor y
comenzar la transcripcion (Betancor et al., 2010: p.7). Tanto en el control positivo como en el negativo,
una pequefia molécula de sefial, el inductor, se une a la proteina reguladora e induce la expresion

génica (Clark et al., 2019: pp.532-533).

e) Induccion y Represidn génica

Se considera un sistema inducible, cuando la introduccién de un sustrato en el medio incrementa
la expresion de las enzimas necesarias para su metabolismo, este sistema solo funciona en
presencia de una pequefia molécula, denominada inductor. Por otro lado, en un sistema reprimible,
la sintesis de algunas enzimas disminuye porque hay cantidades suficientes de los productos
terminales de la ruta metabélica determinada. Este proceso se denomina represion por producto
final, en donde los metabolitos terminales son moléculas denominadas correpresores (Betancor et

al., 2010: p.7). Ver figura 4-1

Represion Génica Induccion Génica
Genes no se transcriben Genes se transcriben
Reg P O Genes Reg P O Genes
| | | L | | | | | | |
| \ \ |( )I | | \ | | l
l Represor l
|:| activo O > -_—
cf ARNmM
Reprt_asor Represor Represor
Inactivo Activo Inductor inactivo
Genes se transcriben Genes no se transcriben
Reg P O Genes Reg P O Genes
| | | | | | | | | L~ |
| l | | | | l | | l | | UI |
[ ] @)

Figura 4-1. Represion e induccién génica
Fuente: Universidad de Granada, 2006
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1.2.6.2. Sistema regulador de dos componentes: Sensor y regulador de respuesta

Las bacterias poseen sistemas en los cuales la sefial ambiental no ingresa a la célula, sino que es
captada por un sensor a nivel de membrana, el cual reemite el estimulo hacia una proteina
citoplasmatica que interacciona con secuencias determinadas al comienzo del operon para
regularlo, proporcionando una respuesta adaptativa correspondiente a la sefial ambiental (Bouzat y
Hoostal, 2013: p.267; Bervoets y Charlier, 2019: p.317). Este sistema esta formado por una proteina

reguladora y un sensor quinasa, las cuales cooperan juntas para regular la expresion génica (Clark
etal., 2019: p.541).

El sensor de histidina quinasa ubicado en la membrana celular se autofosforila en presencia de un
desencadenante ambiental, luego, el sensor fosforila un regulador de respuesta afin, lo que resulta
en una expresion genética diferencial (Bouzat y Hoostal, 2013: p.267; Clark et al., 2019: p.541). L0S
sistemas de dos componentes estan involucrados en la regulacion de una variedad de funciones

fisioldgicas criticas, como la esporulacion, la resistencia a antibidticos y a metales pesados, etc.
(Bervoets y Charlier, 2019: p.3; Bouzat y Hoostal, 2013: pp.267-268).

1.2.7. Importancia de los determinantes genéticos de resistencia bacteriana

Los ambientes contaminados con metales pesados presentan una biota de interés con capacidades
extraordinarias para hacer de frente a los iones metalicos, estas ventajas adaptativas permiten el
uso de estos microorganismos en una amplia gama de aplicaciones biotecnolégicas (Monachese et
al., 2012: p.6397; Breton et al., 2020: pp1-13). Las tecnologias microbianas se encuentran activas y en
constante crecimiento; actualmente, existe una mejora en la microbiologia clésica a través de la
identificacion de nuevas especies bacterianas, la seleccion de cepas que presenten interés
biotecnolégico o la mejora de cepas mediante la introduccion de genes no nativos para expresar
nuevos productos o0 nuevos rasgos funcionales (Vitorino y Bessa, 2017: p.2) EXisten dos &reas

principales para el uso de los determinantes genéticos en el &rea de la Biotecnologia y Ambiente:

e Introduccion de los determinantes genéticos de resistencia desde un organismo a otro.

e Biorremediacion de sitios contaminados con metales

Dentro de las aplicaciones a nivel industrial se encuentra el desarrollo de biorreactores (Marreno et
al., 2010: p.75). Por otro lado, la técnica del ADN recombinante ha facilitado la obtencién de
biosensores microbianos para el control de la concentracion de metales, esta técnica se basa en la
construccion de cepas microbianas recombinantes que contengan un gen reportero, es decir, un
gen que proporcione una sefial cuando se genere una interaccién biol6gica entre el microbio y el

ion metalico (Marreno et al., 2010: p.75; Rosas et al., 2019: p.148-149; Kruger et al, 2013: p.3834).
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Disefio No experimental

2.1.1. Tipo y Disefio de la Investigacion

La investigacidn es de tipo exploratorio basico, ya que su finalidad es la exploracién del problema

y su entorno con el fin de encontrar nueva informacién de un determinando tema.

e Por el método de investigacion: La investigacion presenta un enfoque cualitativo, ya que usa
larecolecciony el analisis de la informacion con el fin de afinar las preguntas de investigacién

0 revelar nuevas interrogantes en el proceso de interpretacion (Hernandez et al., 2014: p.2-10).

e Por el objetivo: La investigacion es tedrica, su finalidad fue la obtencién de nuevos

conocimientos, sin tener en cuenta la aplicacion de estos.

e Por el nivel de profundizacion en el objeto de estudio: Descriptiva, porque la difusion de la

informacion se realiz6 a través de la descripcidn de investigaciones previamente realizadas.

¢ Por la manipulacion de las variables: No experimental, porque no se realizé la manipulacién

deliberada de las variables.

e Por el tipo de inferencia: La investigacion utiliza el método inductivo, el cual se basa en la

obtencién de conclusiones a partir de la observacion.

e Por el periodo temporal: La investigacion es longitudinal, ya que se recabo informacién en
diferentes puntos del tiempo, desde el afio 2011 al afio 2021 para realizar inferencias acerca

de cémo el problema de investigacién ha ido evolucionando con el tiempo.

2.1.2. Unidad de Analisis

La unidad de analisis en la presente investigacion son todos los articulos cientificos de méximo
10 afios de antigliedad publicados en revistas que presenten indexacion SJR, los buscadores
usados fueron: Scimago Journal & Country Rank; Redalyc; Hindawi, Latindex, Researchgate;
Scielo; Only Way Library, Mendeley, Science Direct; Scopus; Springer link; Pubemed-NCBlI,
Taylor and Francis Online, Semantic Schoolar, Nature, ProQuest, Oxford Academic, Cambridge

Core Journal, ACS Publications, Plos, Elsevier, Scopus, CORE, y el buscador Google académico
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acerca de los determinantes genéticos de resistencia a metales pesados y los mecanismos de
accion, asi como las aplicaciones a nivel ambiental y biotecnolégico de cada uno de los

determinantes genéticos.

2.1.3. Poblacion de Estudio

Como poblacion de estudio en esta investigacion se considero a todos los articulos que cumplian
con los parametros establecidos para el estudio, y que se encuentren publicados en las diferentes
bibliotecas virtuales, tales como Scopus, Scielo, Google Scholar, Mendeley, Google académico
entre otros. De la cual se extrajo la informacion, tomando en cuenta los bioensayos a nivel de
laboratorio realizados con bacterias que porten los determinantes de resistencia al arsénico,
cadmio, cromato y mercurio, asi como también los ensayos de resistencia a metales pesados con

el fin de obtener la mayor cantidad de informacion disponible.

2.1.4. Tamafo de Muestra

En el presente estudio el tamafio de la muestra es infinito

2.1.5. Seleccién de muestra

La muestra fue seleccionada mediante bosquejos de articulos cientificos tomando en cuenta
variables como: afio, base de datos del cual se extrajo el articulo, revista, idioma, titulo del
articulo, resumen. Los filtros tematicos para la investigacion fueron: determinantes de resistencia
a metales pesados, bacterias resistentes a metales pesados, genes de resistencia a metales pesados,
mecanismos bacterianos de resistencia a metales pesados, distribuciones de los genes de
resistencia a metales pesados en bacterias, proteinas codificadas por determinantes genéticos,
enzimas codificadas por determinantes genéticos, proteinas implicadas en los mecanismos de
resistencia a metales, mecanismo de resistencia a metales en determinadas especies bacterianas,
mecanismo de accion de las enzimas implicadas en la resistencia bacteriana a metales, X-ray
Structure of enzyme, X-ray Structure of protein, microorganismos genéticamente modificados,
biosensores con genes reguladores. También, se hizo uso de palabras clave, tales como ars
operdn, mer operon, chr operén, cad operdn, czc operon. Adicionalmente, se usaron operadores
boléanos con las palabras clave como: ars operon AND mechanism, aio operon AND mechanism,
mer operon AND mechanism, chr operon AND mechanism, cad operon AND mechanism, czc
operon AND mechanism; ars mechanism OR expression, aio mechanism OR expression, mer
mechanism OR expression, cad mechanism OR expression, chr mechanism OR expression. Toda

la informacion se busc6 tanto en el idioma espafiol e inglés con el fin de poder localizar,
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determinar, establecer y seleccionar toda la informacion vigente disponible.

2.1.5.1. Criterios de seleccion

Como criterios de seleccidén de muestra se considerd: Articulos cientificos publicados en revistas
de mayor impacto que posean indexacion SJR, y que contengan informacion referente a:
determinantes genéticos de resistencia a metales pesados, mecanismos de accién codificados por
determinantes genéticos implicados en la resistencia bacteriana, de los articulos que cumplan los
criterios de seleccion se excluyeron aquellos que no poseian informacion completa, como los
genes que intervienen en el mecanismo de resistencia, aquellos que no especifiquen los productos
de los genes implicados en la resistencia, informacion sin datos de los ensayos de resistencia,
aquellos que no muestren el efecto del metal sobre el crecimiento bacteriano, aquellos que no
muestren el porcentaje de retencion del metal pesado ya sea por microorganismos o plantas,
aquellos gque no muestren la dinamica de la expresion de los determinantes genéticos de
resistencia. En caso de encontrar un articulo repetido en varias publicaciones, se incluyd aquel

publicado en una revista de mayor impacto o aquel publicado mas recientemente.

2.1.6. Técnicas de Recoleccion de datos

Una vez definido el objeto de estudio, se realiz6 una blsqueda meticulosa a través de varias bases
de datos que posean revistas que contengan articulos cientificos de investigacion. Debido a que
el proyecto es de tipo investigativo, y se recolecta informacién de estudios previamente

realizados, las técnicas aplicadas para la recoleccion de investigaciones se detallan a continuacién:
e Busqueda en diferentes bases de datos y revistas cientificas

e Seleccion de la informacion que se establece en las diferentes investigaciones.

e Analisis y comparacion de las investigaciones seleccionadas

Con el propésito de obtener y seleccionar la mayor parte de articulos cientificos de calidad que
presenten indexacion SJR, se realizé una busqueda profunda en el portan SJR (Scimago Journal
and Country Rank) y en varias bases de datos. Finalizado el levantamiento y la obtencion de la
informacion, esta Gltima fue organizada por titulo, autor, cuartil, y revista mediante el uso del
gestor bibliografico Mendeley, finalmente, la informacion fue analizada y comparada haciendo
énfasis en los resultados de cada una de las investigaciones. Entonces, se describieron los
hallazgos de los altimos 10 afios y se consolido la informacion de los articulos que resultaron
relevantes y contenian la informacion requerida, de este modo se estructurd los resultados en base

a los objetivos propuestos en la investigacion.
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CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Determinantes genéticos de resistencia a metales pesados

En la Tabla 1-3, se identifica los principales determinantes genéticos, el metal al que otorga

resistencia, su localizacion y la especia bacteriana portadora del determinante de resistencia.

Tabla 1-3: Determinantes genéticos de resistencia a metales en bacterias

Determinante

genético Metal Genes Localizacion | Especie bacteriana
pl258 Staphylococcus aureus
arskRBC
cromosoma P.fluorescens MSP3
KW301 A. multi AIU301
ArSRDABC p by mu.tlvorum u30
plasmido R773 | E. coli
arsDABC pSheB Shewanella sp.023S
arsRBCH-arsRBCH- pVH Pseudomonas putida KT2440
arsO-arsN1
arsHRBC pYV Yersinia sp.
arsBCHR cromosoma A. ferrooxidans AO1
arsRacr3arsCDA _ .
arsRKacraarsC plasmido Bacillus sp.PVR-YHB1-1
arskRBC cromosoma P.aeruginosa PAO1
arsR1-orfl-arsA-arsD-
ars arsO-arsN cromosoma Pseudomonas aeruginosa DK2
arsH-dsp-gapdh-arsJ
arsHBC1RC2 pALWED2.1 | Acinetobacter Iwoffii ED45-23
Arsénico [ arsHBC1RC2 PALWED3.1 | Acinetobacter lwoffii ED5-9a
arsADC1- __— .
arsRacr3C2C3-arsRl plasmido R. aetherivorans BCP1
arsRyK-arsH-arsO-acr3- isla cendmica Agrobacterium tumefaciens
arsC1C2R, g GW4
arsRlacr3-arsCl-
arsCl arsR2acr3_2- cromosoma Corynebacterium glutamicum
arsC2
ars RCBH-arsRRCC- .
cromosoma Rhodopseudomonas palustris
acr3-arsRM
arsRDAB-arsR2C2acr3H | cromosoma Ochrobactrum tritici SC11247
arsP-arsR-arsC-acr3 cromosoma Campylobacter jejuni
aioXSR- aioBA pSinA Sinorhizobium sp.M14
aioAB PSI107 Ralstonia solanacearum PSI107
aio aioBA - aioXSR isla genémica | Agrobacterium tumefaciens 5A
aioBA- aioXSR isla genomica | A. tumefaciens GW4
aioXSR - aioBA NT26_pl Rhizobium sp NT-26
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aioAB isla genémica | P-xanthomarina S11

cadAC cromosoma Listeria monocytogenes EGDe

cadAC p6 Bacillus vietamensis 151-6

cadAC p25 Bacillus marisflavi 151-25

cadACD pGIAK1 Bacillaceae bacterium JMAK1

cadA1B1 plasmido A. ferrooxidans ATCC 23270

cadXD pUR3912 S. aureus ST398-t571

cadXB pl1147 S. aureus

cadAR cromosoma P.aeruginosa BC15

cadAR isla genémica | P.putida W619

czCCBA-CzCRS TOL Pseudomonas putida mt2

czcMNICBADRSEJ PMLO30 C. metallidurans CH34

pBS1

czCNICBADRSJE czcP | cromosoma C. metallidurans BS1

czcCBAD pALWEK1.1 | Acinetobacter lwoffii EK30A

czCCBA- czcCBA pHP-42 Marinobacter adhaerens HP15
cad cadmio | czcDABC pALWED 1.1 | Acinetobacter Iwoffii ED23-35

chrBA cromosoma E.coli

chrFECAB pMOL28 C. metallidurans CH34

chrABF cromosoma C. metallidurans CH34

chrBAC pUM505 P.aureginosa PAO1

chrA cromosoma Shawanella oneidensis MR-1

ch3S-chr3Nchr3C plasmido B. subtillis 168

chrB1A1 Cupriavidus neocaledonicus

chrB2A2CF-cep-chrL cromosoma STM 6070

chrAB pALWED3.5 | Acinetobacter Iwoffii ED9-5a

chrBA cromosoma Ralstonia solanacearum

chrBACF cromosoma B. xenovorans LB400

chrBAC pLAG Marinibacterium, anthonyi
chr chrBACF TnOtChr Ochrobactrum tritici 5bv11

chrBA plasmido Proteus mirabilis PW4c

cromato | chrBA plasmido P.vermicola PWAP3

merRFTADE Tn5053 Proteus mirabilis PW4c

merRTPCAD pKLH2 Acinetobacter calcoaceticus

merREDACPT Tn2l E. coli XL1-Blue

merRTPAD pVS1 Tn501 | Pseudomonas aeruginosa

merRTPCADE pVS6 Tn502 | Pseudomonas aeruginosa
mer mercurio | merRTAB Tn 6294 Bacillus sp.EOAL

merRTAP plasmido B. thuringiensis PW-05

merRB- merRTPADE n3 P.putida W619

merRBDACT plasmido R471 | Serratia marcescens

merRTPCADEB PALWED 1.1 |A. lwoffii ED23-35

merRTP Tn5563 P.pseudoalcaligenes

Realizado por: 1za Joana, 2021.
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La organizacion de los operones ars varia entre las diferentes cepas bacterianas; sin embargo,
existen genes centrales que estan practicamente siempre presentes, un claro ejemplo es el operon
arsRBC presente en Pseudomonas fluorescens MSP3 aislada de agua de mar, Staphylococcus
aureus y en Exiguobacterium antarcticum B7 aislada de ambientes frios (Kruger et al., 2013; Ordofiez
et al., 2015). Otro conjunto de genes presente en muy pocos genomas bacterianos es el operon
arsRDABC, este sistema se ha identificado en Acidiphilium multivorum AIU301 aislada de un
drenaje acido y en el plasmido R733 de E. coli (Andresy Bertin, 2016; Fekih et al., 2018: p.2). En todos
estos genomas bacterianos se evidencia la presencia del gen arsR, no obstante, en Shewanella
sp.023; aislada del laboratorio de recursos minerales de China, arsR no se encuentra dentro del
conjunto de genes ars, pero sigue regulando la expresion del operén, ya que estd ubicado aguas

arriba o aguas debajo de arsDABC (Uhrynowski et al., 2019: p.7).

El gen mas frecuente en el entorno es arsC, su diversidad es producto de su funcionamiento en
condiciones aerdbicas, anaeroébicas e incluso en amplios rangos de pH y temperatura, incluidos
los extremos (pH 2,5 y 80 °C) (Xiao et al., 2016: pp.2-4; Suhadolnik et al., 2021: p.4). En contraste, se ha
encontrado que arsB y acr3 estan ampliamente distribuidos en el genoma de bacterias resistentes
al arsénico (Prieto et al., 2018: pp.26). Por su parte, Li et al., (2014) identifican de 205 bombas de
salida de arsenito, que 150 pertenecian al gen acr3, estableciendo a este como la principal bomba
de salida de As** en el orden Burkholderiales, principalmente, en la familia Burkholderiaceae (Li
et al., 2014: p.6). Asimismo, R. palustris CGA009 obtenida de American Type Culture Collection,
Bacillus sp.PVR-YHB1-1 aislada de raices de P.vittata, O. tritici SCI124T y 58 de 98 aislados de
Campylobacter sp., portan el gen acr3 (zhao et al., 2015: pp.2-7; Jia et al., 2019: p.1066; Sousa et al., 2015:
p.3; Shen et al. 2014: p.6). Por el contrario, el gen arsB ha sido identificado en Thiobacillus
ferrooxidans AO1, P.putida KT2440, P.aeruginosa PAO1, Ochrobactrum tritici SCI124T y esta
presente en 76 de 98 aislados de Campylobacter sp.(Jiang et al., 2015: p.7; Yang y Rosen, 2016: p.9; Fekih
etal., 2018: p.3; Sousa et al., 2015: p.3; Shen et al. 2014: p.6). Curiosamente, Sinorhizobium melilotis carece

de este par de determinantes, pero presenta el gen agpS, para la resistencia al As®>* (Chen etal., 2021)

Los genes arsA y arsD estan presentes en el genoma bacteriano de Ochrobactrum tritici SC11247,
Shewanella sp.023S, Bacillus sp.PVR-YHB1-1, Pseudomonas aeruginosa DK2, Acidiphilium
multivorum AIU301 y en E. coli. En la cepa AlIU301, se ha demostrado la funcion reguladora del
gen arsD (Sousa et al., 2015: p.3; Uhrynowski et al., 2019: p.7; Jia et al., 2019: p.1066; Yang y Rosen, 2016: p.7;
Fekih et al., 2018; Yu et al,, 2015: p.12). Por otra parte, en algunos genomas bacterianos, como en
Bacillus sp.PVR-YHB1-1 y Bacillus sp.CDB3 aislada de sitios con ganado, este par de genes
siempre estan juntos, porque presentan funciones interrelacionadas, es decir, el producto génico
de arsD funciona como una metalochaperona, que transfiere arsénico al gen arsA y activa la

bomba de salida de As®* (Yuetal., 2015: p.12; Jia et al., 2019: p.1066; Yoshinaga y Rosen, 2014: p.7705).
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Los operones ars confieren resistencia al arsénico inorganico, pero también pueden acoplarse con
otros genes ars para permitir la desintoxicacion de compuestos organoarsénicos: arsl, arsH, arsP,
arsJ y arsK (Yang et al., 2019: p.330; Fekih et al., 2018: p.2). Por el contrario, el gen arsM identificado
en R. palutris CGA009 permite la generacion de compuestos metilados, que se volatilizan
rapidamente en el ambiente (zhao et al., 2015: p.5). Firrincieli et al., (2019) ha identificado el gen
arsl en varias cepas de Rhodococcus sp., principalmente, en Rhodococcus aetherivorans BCP1
aislado de sitios contaminados (Firrincieli et al., 2019: p.6), también, mediante un analisis de mas de
100 genes arsl, se encontr6 que no parece haber un gen ars especifico asociado con arsl (Yoshinaga
y Rosen, 2014: p.7705). Por otro lado, en Pseudomonas putida KT2440 y Pseudomonas aeruginosa

DK2, se ha identificado el gen arsO y arsN (Firrincieli et al., 2019: p.6; Nadar et al., 2019: p.5).

El gen arsH esta presente solamente en bacterias aerébicas, como Ochrobactrum tritici SC1124T,
Thiobacillus ferrooxidans AO1 y P.putida KT2440 aisladas directamente del suelo (Chen et al.,
2017: p.474; Sousa et al., 2015: p.3; Chang, Yoom y Kim; Péez et al., 2020: p.2230). Paralelamente, Mindlin et
al., (2016) identifica en las cepas ED45-23 y ED5-9a de A. Iwoffii aisladas del permafrost la
presencia del gen arsH (Mindlin et al., 2016: pp.5-6). Por otro lado, Shen et al., (2014) identifican el
gen arsP en 54 aislados (21 pollos, 14 pavos, y 19 humanos) de C. jejuni, con este estudio se
evidencia la presencia del gen arsP en bacterias aerdbicas, no obstante, también puede estar
presente en bacterias anaerdbicas (Shen et al., 2014: p.2023; Chen et al., 2017: p.474). Shi et al., (2018)
identifican otro determinante de resistencia al arsénico; el gen arsK presente en Agrobacterium
tumefaciens GW4 aislada de sedimentos de agua subterranea (Shi et al., 2018: p.2). Ademas, Chen et
al., (2016) ha identificado en P.aeruginosa DK2 los genes gapdh y arsJ, lo que sugiere que en

conjunto confieren resistencia al As®* (Chen et al., 2016: p.945).

Existen bacterias con sistemas ars multiples y redundantes que confiere niveles mas altos de
resistencia al arsénico y sus derivados, ahora bien, los niveles de resistencia no presentan
correlacién directa con el nimero de operones ars (Fekih et al., 2018: p.4). Se ha identificado en R.
palustris CGA009 y C. glutamicum operones ars redundantes, cuya expresion difiere segun los
niveles de exposicion al arsenito. En la cepa CGA0Q9, arsl se expresa de manera constitutiva;
ars2 se expresa cuando las células se exponen a (0,01 uM — 1.0 mM), pero ars3 que contiene el
gen arsM, no se expresa cuando las células se exponen a 1,0 uM de As®*, lo que sugiere que arsM
no es critico para desintoxicar el As®* en condiciones ambientales bajas (zhao et al., 2015: p.5). De
modo similar, en C. glutamicum, arsl se expresa constitutivamente y ars2 se expresa cuando las
células se exponen a concentraciones de 1mM de As®* (Vidallangos et al., 2011: pp.1000-1010). Estos
sistemas complejos de desintoxicacion de As®* evidencian que estas cepas deben estar equipadas

para crecer y lidiar en ambientes con niveles altos de arsénico que pueden cambiar rapidamente.
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Los genes aio son otro sistema de resistencia al arsénico, sin embargo, solo un pequefio nimero
de bacterias portan este operon, siendo la oxidacion del arsenito relativamente rara (Li et al., 2014:
p.6). La organizacion de los genes aio puede diferir, ya sea por la presencia o ausencia de AioXSR
(Koecher et al., 2015). Curiosamente, se ha identificado en el genoma de R. solanacearum PSI07 y
en P.xanthomarina S11 aisladas de sitios fuertemente contaminados con arsénico los operones
aioAB. En estas dos cepas, se ha observado la carencia de los genes reguladores aioXSR, lo que
sugiere que estas cepas probablemente podrian haber perdido o no adquirido estos genes, ya que
siempre se encuentran expuestas al estrés por arsénico (Li et al., 2014; Koecher et al., 2015: p.213). Por
su parte, Li et al., (2013) en su estudio (con 55 cepas resistentes al arsénico) identificaron la
presencia de los genes aioAB en 21 cepas; en contraste, solamente 12 cepas especialmente las
Alfa Proteobacterias y Beta Proteobacterias presentaban los genes aioXSR, los autores establecen
que los genes aioAB se distribuyen, principalmente, en Proteobacterias, Chlorobi, Deinococcus-
Thermus y Chloroflexi (Li et al., 2013: p.2-8). Por el contrario, en el plasmido de Rhizobium sp.NT-
26 aislado de una mina de oro, se ha encontrado los genes aioXSR — aioBA (Marchal et al., 2013:
pp.937). De manera similar, en las islas genémicas de Agrobacterium tumefaciens 5A y
Agrobacterium sp.GW4, se ha encontrado el mismo sistema de genes (Li et al., 2013: p.2-8). En
consecuencia, resulta evidente que el determinante clave para la oxidacién del As®* es el gen aioA,
este presenta una distribucion ubicua encontrandose en todos los ambientes excepto a pH 10.8
(Suhadolnik et al., 2021: p.5).

En B. thuringiensis PW-05 aislado de la costa de Odisha, se ha identificado el determinante
genético merRTPA, siendo el conjunto de genes mas simples para la resistencia al Hg?* (Dashet al.,
2013). El operén mer es regulado por el gen merR, sin embargo, en los Bacteroidetes aislados del
Alto Artico, no esta presente este gen, sino arsR, en consecuencia, es posible que merR sea un
desarrollo posterior en la evolucion del operon mer, que remplaza a los genes reguladores arsR y
genera sistemas mer mas eficientes (Mgller et al., 2013: p.61). Otro de los genes reguladores del operon
es merD, se ha evidenciado la presencia de este gen en bacterias Gram negativas, en especial en

las Beta y Gamma Proteobacterias (Boyd y Barkay, 2012: p.8; Naguib et al., 2018: p.65).

El gen merA es el determinante clave para la resistencia al Hg?*, es especifico y se encuentra
omnipresente en el entorno (Ruuskanen y Poulain, 2020: p.788; Chenia y Jacobs, 2017: p.202). Mediante un
analisis filogenético identificaron que en los Bacteroidetes aislados del Alto Artico, el gen merA
forma parte de un linaje temprano en la filogenia mer; mientras que en las Beta y Gamma
Proteobacterias, merA parecian haber evolucionado recientemente (Maller et al., 2013: p.53).
Paralelamente, se ha identificado en 215 cepas (de 272 cepas) la presencia del gen merA,
principalmente, distribuido en Proteobacterias, Firmicutes, Actinobacteria, Aquificae,

Chloroflexi, Deinococcus/Thermus, Tenericutes, Nitrospira y Verrucomicrobia. EI gen merA, no
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se encuentra en taxones y gremios microbianos completos y rara vez es identificado en anaerobios
estrictos (Boyd y Barkay, 2012: pp.4-8). En contraste, la bacteria aer6bica, Pseudomonas
pseudoalcaligenes carece de merA, por lo tanto, la resistencia al Hg?* depende de una estrategia

mediada por merT y merP (Zhang et al., 2020: p.5-9)

Los genes merP y merT son mas comunes en los primeros operones de Aquificae y se distribuyen
por todo el arbol filogenético (Boyd y Barkay, 2012: p.6). Por el contrario, Jan et al., (2016) en su
investigacion identificaron que de 18 cepas aisladas de sitios contaminados de la India, 14 aislados
portaban el gen merP y solo 12 cepas el gen merT; principalmente, Pseudomonas aeruginosa
ARY1 aislada del rio Yamuna y Klebsiella sp.ND3 aislada de un drenaje en Delhi portaban el gen
merP y merT. Ademas, Klebsiella pneumonia ND6 aislada del drenaje de Najafgarh portaba el
gen merP, pero carecia de merT, por lo tanto, se evidencia que la funcion de merT es compensada

por otro gen transportador o realizado solo por el gen merP (Jan et al., 2016: pp.55-56).

El gen merB es un componente del sistema de espectro ancho, cuya funcién es otorgar la
resistencia a los organomercuriales. Mindlin et al., (2016) identifica el gen merB en la cepa
Acinetobacter lwoffii ED23-35 aislada del permafrost. De modo similar, en el Tn 6294 de Bacillus
sp.EOAL aislada de Taiwan y P.putida W619 aislada de un suelo contaminado con niquel esta
presente el gen merB (Mindlin et al., 2016: pp.3-5; Matsui et al., 2016; Taghavi et al., 2011). Boyd y Barkay
(2012) han identificado que 42 cepas, principalmente, distribuidas entre los Bacteroidetes,
Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacterias portan el gen merB en su genoma (Boyd y Barkay,
2012: pp.4-8). Paralelamente, se ha identificado la presencia del gen merB en las Gamma
Proteobacterias aisladas del Alto Artico (Meller et al., 2013: p.53). A partir de estos ejemplos, resulta
evidente la distribucién de merB en bacterias Gram negativas, sin embargo, varios investigadores

establecen que este gen es mas comun en bacterias Gram positivas (Naguib et al., 2018: p.65).

Los operones mer han aumentado sus complementos genéticos y por tal razén su diversidad
funcional (zheng et al., 2018: p.10). Los genes merC, merF, merE, merH y merG que codifican
transportadores alternativos son comunes en operones asociados con linajes merA de evolucion
reciente (Boyd y Barkay, 2012: p.9). Curiosamente, mediante un analisis bioinformatico y filogenético
examinaron la distribucion de los genes mer en todos los genomas microbianos secuenciados
hasta diciembre 2011, identificando que el gen merG esta presente (de 272 aislados) en 3 cepas
de Pseudomona sp., y en 2 cepas aisladas del suelo, lo que sugiere la presencia de merG, solo en
cepas gue contengan el gen merB (Boyd y Barkay, 2012: p.9). EI gen merF en Proteus mirabilis PW4c
ha sido identificado como un transportador, en cambio, en Pseudomonas stutzeri 273 aislada de
sedimentos de mar, merF es el determinante clave para la formacion de flagelos y biopeliculas en

las bacterias marinas (Adekanmbi et al., 2019; Zheng et al., 2018: p.10).
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En E. coli XL1-Blue, Proteus mirabilis Pw4c y P.aeruginosa se ha identificado la presencia del
gen merC y merE después de merD y se propone que estos genes pueden tener un rol critico en
el transporte de mercurio y metilmercurio a través de la membrana celular (Sone et al., 2017: p.1998;
Adekanmbi et al., 2019: p.270-273). Boyd y Barkay (2012) han investigado la distribucién de merE y
merF, principalmente, entre Firmicutes y Proteobacteria. En contraste, la existencia de merC se
ha evidenciado solamente en mer operones asociados con las Beta y Gamma Proteobacterias
(Boyd y Barkay, 2012: p.8). Acorde a estos estudios, las cepas ED45-23 y ED9-5a de Acinetobacter

Iwoffii presentan los genes merC y merD en su genoma (Mindlin et al., 2016: pp.3-5).

El determinante de resistencia al cromato (chr), se ha detectado en varios géneros bacterianos.
Adekanmbi et al., (2018) identifica (de 40 cepas aisladas de aguas residuales de impresion) los
genes chrAB en Pseudomona aeruginosa, Providencia vermicola PWAP3 y Proteus mirabilis
PW4c corroborando la distribucion de los genes chr en los plasmidos de bacterias Gram negativas
(Adekanmbi et al., 2019: p.270-273). De manera similar, este mismo sistema de genes se ha identificado
en los plasmidos de 40 aislados de las Enterobacteriaceae (de 109 aislados nosocomicales) y en
las cepas ED9-5a y EK30A de Acinetobacter Iwoffii (Caballero-Flores et al., 2012: p.152; Mindlin et al.,
2016: pp.5). En contraste, el gen chrA puede estar presente en plasmidos y cromosomas de

Proteobacterias (Shewanella oneidensis MR-1), Cyanobacteria, Actinobacteria y Firmicutes
(Baaziz et al., 2017: p.5; Caballero-Flores et al., 2012: p.152; Henson et al., 2015: p.2).

O. tritici 5bvl1 y B. xenovorans LB400 contienen los genes chrB, chrA, chrC y chrF ubicados en
el cromosoma y en un mega plasmido respectivamente (Morais Vasconcelos et al., 2011: p.402; Acosta-
Navarrete et al., 2014: p.289). Cupriavidus metallidurans CH34 contiene 6 genes involucrados en la
resistencia al Cr8* (chrl, chrB1, chrAl, chrC, chrE y chrF1) en el plasmido pMOL28 y 3 genes
(chrA2, chrB2 y chrF2) en el cromosoma (Bazzis, 2018). No obstante, solamente chrB y chrA son
esenciales para una alta resistencia al cromato (Pradhan et al., 2016: p.14-17). Branco y Morais (2016)
establecen la importancia de los genes chrC y chrF para evitar la acumulacion de ROS en las
células sometidas a estrés por cromato; ademas, establecen una gran similitud entre el producto

génico de chrC de la cepa 5bvl1 con la Fe-SOD (ChrC) de C. metallidurans CH34 (Branco y Morais,
2016: p.2-6).

En contraste, el producto génico de chrF de C. neocaledonicus STM 6070 aislada de un suelo
rico en niquel recolectado cerca del macizo de Koniambo y el producto del gen chrl de
Cupriavidus metallidurans CH34 han sido identificados como represores transcripcionales del
operon chr (Klonowska et al., 2020: p.11; Mergeay y Houdt, 2015: p.73). Sin embargo, esto difiere de varios
estudios, en los cuales identifican que el gen chrF codifica para una superoxido dismutasa (Mn-

SOD) (Branco y Morais, 2016: p.2-6). De manera similar, otro represor transcripcional es la proteina
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ChrS de B. subtilis 168, la cual regula negativamente el oper6n chr por la unién de ChrS a la
region reguladora de su propio gen, y lo regula positivamente por iones cromato, ademas, se
encuentra ubicado aguas arribas de chr3N, por lo tanto, chr3N y chr3C expresados juntos
confieren resistencia al cromato; de manera similar, este conjunto de genes, se ha encontrado en

40 cepas diferentes de Bacillus sp.(Verduzco y Julia, 2013: p.943-947).

El sistema de resistencia al cadmio mejor caracterizado en bacterias Gram positivas es el sistema
cad, se ha identificado el conjunto de genes cadCA en S. aureus ATCC12600 aislado de un
ambiente hospitalario, en Bacillus vietamensis 151-6 y B. marisflavi 151-25 aisladas de un suelo
contaminado con cadmio (Hoogewerf et al., 2015: p.153; Yu et al., 2020: pp.7-9; Zhang et al., 2015: p.2-4;
Parsons et al., 2020: pp.565-566). Por otro lado, en el genoma de la cepa IMAK1 de Bacillaceae aislada
del ambiente confinado de la estacion Concordia de la Antartica, se ha evidenciado la presencia
de los genes cadA, cadC y cadD (Guo y Mahillon, 2013). Los genes cadA y cadC son criticos para la
resistencia al Cd?*, sin embargo, cadC de S. aureus ATCC12600 y Bacillus firmus no funciona

cCoOmo represor, sino como proteina accesoria para suministrar cationes a la bomba de salida
(Hoogewerf et al., 2015: p.158).

Los genes cadXD son otro mecanismo menos definido de resistencia al cadmio y zinc; se ha
identificado este sistema en S. aureus ST398-t571 aislado de una muestra nasal (Gémez-Sanz et al.,
2013). Del mismo modo, se ha encontrado en el plasmido de S. aureus y de A. ferrooxidans ATCC
23270, el operén cadXB y cadAB respectivamente (Argudin et al., 2020; Chen et al., 2014).
Adicionalmente, la resistencia al cadmio en Pseudomonas aeruginosa BC15 aislada de aguas
residuales y P.putida W619 aislada de un sitio contaminado con niquel; se logra mediante la
funcion de dos genes vitales cadR y cadA (Prabhakaran et al., 2018; Taghavi et al., 2011). Estos Gltimos
conjuntos de genes descritos presentan grandes diferencias, por ejemplo, cadX regula

positivamente el operén cad, mientras que cadR lo regula positiva y negativamente (Pearsons et al.,
2020).

Un sistema de resistencia al Cd?*, Co?* y Zn?* bien caracterizado en las bacterias Gram negativas
es el sistema (czc). Jain y Bhatt, (2014) identificaron que Pseudomonas putida SB32 vy
Pseudomonas monteilii SB35 aisladas de las minas Semera, Palamau, e India contienen en sus
plasmidos el sistema czc (Yu et al., 2020: p.2; Jain y Bhatt, 2014: p.300). Paralelamente, en las cepas
ED23-35 y EK30A de Acinetobacter Iwoffi, se ha identificado el sistema czcDABC (Mindlin et al.,
2016: p.6). En contraste, en A. ferrooxidans ATCC 23270 obtenida de American Type Culture
Collection y en Marinobacter adhaerens HP15 aislada de un entorno marino, se ha encontrado
los genes (czcA, czcB y czcC), ademas, se ha evidenciado que la bomba czcABC en la cepa HP15
es especifica para zinc y que la ausencia de czcD en la cepa ATCC 23270, conlleva a la

disminucion de la resistencia al Co?* (Chen et al., 2014; Stahl et al., 2015; Mazhar et al., 2020: pp.8-13). El
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sistema czCICBA es el determinante central mas conservado en el género Cupriavidus, por lo
tanto, resulta evidente la presencia de este sistema en Cuprividus metallidurans CH34 vy
Cuprividus metallidurans BS1 (Nies, 2016: p.494; Mazhar et al., 2020: p.13).

3.2. Mecanismo de accion codificado por determinantes genéticos

A continuacién, se definen los mecanismos de accién codificados por los principales

determinantes genéticos implicados en la resistencia bacteriana a metales pesados

3.2.1. Mecanismo de accion codificado por el determinante genético ars

En R. palustris CGA009 y C. glutamicum debido a su similitud quimica con P, el As®* ingresa a
las células a través de transportadores de P (zhu et al., 2014: p.447). En consecuencia, se ha
demostrado que los genes pst y pit juegan un rol fundamental en la absorcién del arsénico, por
ejemplo, en E. coli, el As® se absorbe a través del transportador de fosfato inespecifico Pit
(Villadangos et al., 2011: pp82). Sin embargo, Ochrobactrum tritici SC1124™ y R. aetherivorans BCP1,
al estar expuestos a altas cantidades de As®*, expresan un segundo transportador de fosfato, mas
especifico: Pst, el cual permite discriminar los iones fosfatos de los iones arsenato mas grandes
evitando la entrada del As®* a la célula (Sousa et al., 2015; Villadangos et al., 2011: pp82; Yan et al., 2019:
p.330-331). Por otro lado, en E. coli, el As®** se absorbe a través de las acuagliceroporinas, como el
facilitador de glicerol GIpF y es probable que juegue un rol en el transporte de As®* a través de la

membrana celular (Kruger et al., 2013: p.10; Firrincieli et al., 2020).

3.2.1.1. Regulacion transcripcional: arsR

Por lo general, la expresion del operon ars estd regulada por el gen arsR, que codifica para el
represor transcripcional de accion trans ArsR, que pertenece a la familia ArsR/SmtB. ArsR es una
proteina homodimérica que responde a As®* y controla la expresion de los genes restantes
(Antonucci et al., 2017: p10.; Shen et al., 2013: p.5). En R. palustris CGA009 y en C. glutamicum cuando
el As®* estd ausente, ArsR se une a la regién del operador/promotor del operén y, por lo tanto,
reprime la transcripcion de los genes aguas abajo. En contraste, cuando el As®* esta disponible,
ArsR se une a él y pasa por cambios conformacionales, lo que resulta en la disociacion de la

region del operador/promotor (zZhao et al., 2015: pp.6-7; Villadangos et al., 2011: pp82).

Los dos reguladores de C. glutamicum poseen 3 residuos de cisteina, 2 en el N-terminal Cis 15,
Cis 16 y Cis 55 cercano del dominio de unién al ADN, en conjunto estos residuos conforman el
sitio de union tipo 1l para el As®* (Villadangos et al., 2011: pp82). Por otro lado, ArsR en A. ferroxidans

se compone de tres residuos conservados Cis 95, Cis 96 y Cis 102 ubicados en el extremo C-
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terminal del represor y conformando el sitio de unién de tipo 11 para el As®* (Prabaharan et al., 2020:
p.8). Recientemente, se ha identificado un nuevo ArsR que responde a los organoarsénicos
trivalentes en S. putrefaciens 200, SpArsR presenta tres residuos conservados Cis 83, Cis101 y
Cis 102; los dos altimos forman el sitio de union para los organoarsénicos trivalentes. También,
SpArsR se puede convertir en un represor que responde a As®*, mediante la introduccién de una

cisteina adicional (AfCis 102) que permite la unién del As®* (Chen et al., 2017: pp.106-10).

3.2.1.2. Sistema de transportadores: arsB, acr3, agps, arsP, arsK y arsJ

Los productos génicos de arsB y acr3 llevan a cabo el mecanismo de expulsion del As®* de la
célula. C. glutamicum presenta dos permeasas Acr3 que trabajan juntas con diferente eficiencia
para expulsar el As®** sin usar ATP, CgAcr3-1 expulsa el 80% y CgAcr3-2 el 20% (Vidallangos,
2011: p.1009). CgAcr3-1 es un antiportador, que cataliza el intercambio arsenito-proton con los
residuos conservados Cis129 y Glu 305 (Vidallangos et al., 2012: p.724). En contraste, mediante
modelado en silico de Acr3 de Exiguobacterium sp.S17 revelaron la presencia del residuo Cis
107, siendo la Unica requerida para la expulsion del As®*. Por otro lado, Exiguobacterium sp.,
aislada de lagos de los Andes Sudamericanos, presenta la bomba transportadora de As®* y Sh3*,
denominada ArsB (Ordofies et al., 2015). En contraste, ArsB de C. jejuni es diferente, ya que no
cataliza la expulsion del Sb** (Shen et al., 2013: p.5-10). ArsB no presenta cisteinas conservadas y no
hay tiolatos implicados en la translocacion del As®*; ademas, han dilucidado que ArsB es un
antiportador que extrae el As®*, acoplado al gradiente electroquimico de protones mediante el

intercambio de el As®*/ H* (Villadangos et al., 2012: p.724).

En Bacillus sp.cepa PVR-YHB1-1 y CDB3, los productos génicos de ArsA'y Acr3 trabajan juntos
para mejorar la capacidad de bombeo de As®*; el gen arsD funciona como una metalochaperona,
que transfiere As®* a ArsA, para su extrusion por Acr3; para su actividad depende de las cisteinas
conservadas Cis 12-13 y Cis 18 (Jia et al.,, 2019: pp.1065-1067). Sin embargo, para que ArsD sea
considerada como represor, debe presentar dos pares de cisteinas vecinales C-terminales Cis112-
113y Cis119-120 como las identificadas en E. coli (Yu et al., 2015: p.11). Por otro lado, el complejo
ArsAB es una bomba de eflujo de As**/Sb** impulsada por ATP; ArsA presenta 2 dominios de
union a nucle6tidos y ademas, presenta las cisteinas conservadas Cis113, Cis 422 y Cis 172 que
participan en la unién al metaloide y en la activacion de la hidrdlisis de ATP (Kruger et al., 2013).
Cuando el As®**, se coordina con los residuos de cisteina de ArsA, une las dos mitades de la
proteina poniendo en contacto los dos sitios de unién a nucleotidos acelarando la catélisis; la
liberacién de energia de la hidrolisis del ATP en ArsA se trasduce a la subunidad ArsB de la
bomba, impulsando el transporte del As®*. Resulta evidente la importancia del gen arsA para una

mayor expulsion del As**, por ejemplo, Shewanella sp.023S presenta el gen arsA 'y arsB, por ello
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la capacidad de salida de As** por ArsB es alta en comparacion con C. jejuni que no posee el gen

arsA (Uhrynowski et al., 2019: p.7; Shen et al., 2013: p.5).

Sinorhizobium meliloti 1021 presenta un canal de AqpS para la resistencia al As®*, se acopla con
ArsC y remplaza la funcion de ArsB para extraer el As®** de la célula (Yan et al., 2019: pp.330-331).
Chen et al., (2020) AgpS posee un canal de sustrato con un filtro de selectividad que posee el
residuo Val 177, en lugar de la Arg presente en otros AQP, lo que sugiere la importancia de Val
177 para el movimiento del anion del metil arsenato a través del canal. El mecanismo de expulsion
es el siguiente: el metil arsenito ingresa a las células de S. meliloti por AgpS, se oxida por ArsH

a metil arsenato, el cual sale de las células a través de AqpS (Chen et al., 2021).

También, los organoarsénicos trivalentes se pueden extraer de la célula mediante el transportador
de eflujo ArsP.Antiguamente, se creia que arsP de Campylobacter jejuni extraia
organoarsenicales pentavalente (Yan et al., 2019: p.331; Shen et al., 2014: p.2023-2028). Sin embargo,
Chen et al., (2015b) identifica el verdadero sustrato de CgArsP, siendo este los organoarsenicales
trivalentes, esta proteina presenta los residuos conservados Cis 65 y Cis 67 que forman el sitio de
union para los organoarsenicales trivalentes (Chen et al., 2015b: p.626). En Shewanella putrefaciens
200, el SpArsR es inducido por los organoarsenicales trivalentes, regulando la expresion de arsP
(Chenetal., 2017). En consecuencia, Chen et al., (2015b) propone un mecanismo de transporte: ArsP
de C. jejuni emplea un sitio de unién que se expone alternativamente a los dos lados de la
membrana. ArsP asume una conformacion en la que la Cis 65 y Cis 67 en la hélice transmembrana
(TM2) estan expuestos al citosol. TM2 esté distorsionada por residuos de prolina en cada lado de
los dos residuos de cisteina para permitir que los dos atomos de azufre formen un sitio S-S con
los organoarsénicos. Posteriormente, un cambio conformacional reorienta el sitio de union para
que quede expuesto al periplasma. TM2 se vuelve més helicoidal, interrumpiendo el complejo

organoarsénicos-S2 y liberando los organoarsénicos en el periplasma (Chen et al., 2015b: p.632).

Por otro lado, los organoarsenicos trivalentes y los arsenicales inorganicos pueden ser expulsados
por arsK. En A. tumefaciens GW4 se propone un mecanismo en el cual ArsRz es un represor e
interactda con la region promotora del operon: arsRz-arsK. EI As®*, Sb3*, Rox3* 0 MA®* interactla
con ArsR; y cambia la conformacion de la proteina. La conformacion alterada de ArsR; libera su
supresion del operdn arsRz-arsK y luego se expresa el gen arsK (Shi et al., 2018: p.10). Los resultados
de alineacién de secuencias mostraron que existen tres residuos (Cis97, Cis183y Cis318) en ArsK
de A. tumefaciens GW4 y que la Cis183 se conserva, los autores sugieren gue una mutacion en

un residuo de cisteina no afecta la funcion de ArsK (Shi et al., 2018: p.10).

Un ltimo sistema de transportadores para la resistencia al arsénico comprende el conjunto de
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genes: gapdh y arsJ, descritos en Pseudomonas aeruginosa DK2. En esta via de desintoxicacion,
el arsenato es captado por los transportadores de fosfato, posteriormente, GAPDH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) codificada por el gen gapdh cataliza la arsenilacion de
G3P (d-gliceraldehido-3-fosfato) y forma un organoarsénico inestable (LAs3PGA) (1-arseno-3-
fosfoglicerato) que se expulsa de la célula por la permeasa de eflujo Arsl. EI 1As3PGA
extracelular es inestable y se hidroliza rapidamente en As®>* y 3PGA (3-fosfoglicerato) (Chen et al.

2016: pp.949-950).

3.2.1.3. Sistema de reduccién de arsenato: arsC

El gen arsC codifica para el enzima arsenato reductasa, la cual usa para la reduccion electrones
del sistema redox celular, estos se transfieren desde NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato) por la participacion secuencial de tres nucle6filos diferentes, existen tres tipos diferentes
de esta enzima; los miembros de la primera familia son homélogos de arsC localizados en el
plasmido de E. coli y usan (GSH)/ (Grx) como donantes de electrones para la reduccion de As**
(Vidallangos et al., 2011). La segunda familia, comprende a los homdlogos de arsC de S. Aureus,
Bacillus sp.PVR-YHB1-1y T. thermophilus HB27 que usan (Trx)/ (TrxR) (Kruger et al., 2013: p.3830;
Jiaetal., 2019: pp.1064-1065; Del Giudice et al., 2013). Sin embargo, en C. glutamicum y R. aetherivorans
BCP1 ambas Actinobacterias; la expresién de CgArsC1l, CgArsC2 y RaArsC1 depende de

MSH/Mrx1, en cambio, CgArsC1" y RaArsC2 y RaArsC3 depende de Trx/TrxR (Villadangos et al.,
2011: pp.990-999; Zhao et al., 2015: pp.6-7).

En S. aureus y Bacillus sp.PVR-YHB1-1, ArsC conserva los residuos Cis 10, Cis 82 y Cis 89,
pero la cepa PVR-YHB1-1 también conserva la Cis 15. Del mismo modo, T. thermophilus HB27
conservada los residuos Cis 7, Cis 83 y Cis 90 (Jia et al., 2019: pp.1064-1065; Del Giudice et al., 2013:
p.2077). EI mecanismo de accion de SaArsC dependiente de Trx/TrxR, inicia con el ataque
nucleéfilico de Cis 10 sobre el As** formando un intermedio Cis10-As®*. Posteriormente, Cis 82
realiza un ataque nucledfilico sobre la Cis10 y forma el intermedio Cis10-Cis82 provocando la
liberacion de As®*. Finalmente, Cis89 ataca a Cis82 y forma el intermedio Cis82-Cis89 (Villadangos
etal., 2011: pp82). En R. aetherivorans BCP1, el enlace sulfuro entre As®* y ArsC se reduce a través
de un sistema de Trx con la liberacion de As®*. La reduccion del enlace tiol-disulfuro entre ArsC
y Trx (ArsC-S-S-Trx) es catalizada por TrxR (Firrincieli et al., 2020).

En C. glutamicum y R. aetherivorans BCP1, las enzimas CgArsCl’, RaArsC2 y RaArsC3
presenta las cisteinas cataliticas conservadas en el dominio N-terminal Cis 88, Cis 162 y Cis 166
ubicados en el ntcleo hidrofébico, sin embargo, CgArsC1 y CgArsC2 presentan una sola cisteina

conservada. Villadangos (2011) y Firrincieli et al (2020) proponen un mecanismo de accion para
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ArsC dependiente de MSH/ Mrx. El ciclo de reaccion comienza con el ataque nucle6filico de una
de las cisteinas de ArsC sobre el As®*, generando un enlace sulfuro entre el As**y el tiol de la
cisteina Cis-As®*. Posteriormente, otro ataque nucledfilico en este caso del MSH sobre Cis-As®*,
reduce el enlace disulfuro y forma un nuevo intermediario micotiol-arsenato (As®*-SM) que es
reducido por la micorredoxina (Mrx1) liberando el As®* y un complejo (micotiol-micorredoxina)
SM-Mrx1. Finalmente, SM se regenerara con la ayuda de otra molécula de MSH, formando la
micotiona (MS-SM) que se reducira a micotioles con la ayuda de la enzima micotiona reductasa
(MTR) y NADPH (Villadangos et al., 2011: pp82; Firrincieli et al., 2020).

3.2.1.4. Metilacion de arsénico por arsM

Rhodopseudomonas palustris CGA009 es capaz de liberar trimetilarsina volatil (TMA?3*) a través
de la metilacion de arsénico inorganico por (ArsM). En esta cepa, arsM se induce por As®* bajo
la regulacion de arsR a concentraciones > 1.0 uM de As®*; el nivel de transcripcion de arsM
aumenta con mayor concentracion de As** (zhao et al., 2015: pp.3-7). En contraste, Bacillus sp.(CX-
1) aislada de un abono de estiércol, P.alcaligenes NBRC14159 aislada de un cultivo contaminado
con Chlorella y R. ferrireducens T118 metilan As®** a DMA®*y generan DMA3* y TMA3* como
productos volatiles; en estas cepas, el gen arsM, no es controlado por arsR y no es inducible por
As®*, mostrando una expresion constitutiva. BsArsM presenta 3 residuos conservados (Cis 10,
145 y 195), del mismo modo, PaArsM presenta 4 residuos conservados (Cis 24, 52, 145 y 195)
caracteristicos de las proteinas ArsM, sin embargo, solo Cis 145 y 195 son necesarias para la

metilacion (Huang et al., 2018; Zhang et al., 2015: p.2855-2857; Li et al., 2014: p.6).

3.2.1.6. Oxidacion de organoarsénicos trivalentes: arsH

ArsH oxida los organoarsénicos trivalentes a pentavalentes en presencia de NADPH y FMN
(Flavin mononucledtido) (Chen et al. 2015a). ArsH en Y. enterocolitica alivia la toxicidad del As®*y
As®* al mediar la reduccion de ROS producidos tras la exposicién al oxianion, generando FMNH:
para alimentar las actividades de extincion de ROS. En esta bacteria, ArsH posee los residuos
conservados Cis11, Cis90 y Cis136 (Xue et al., 2014: pp.107-110; Paez et al., 2020: p.2235). En contraste,
P.putida KT2440 posee los residuos (Arg 45 y Ser 48) esenciales para la resistencia al fenil
arsénico y se preveé que el residuo Glu108 contribuya a la unién de FMN (Chen et al.2015). Por otra
parte, se ha evidenciado que en Shewanella putrefaciens 200, el gen arsR regula la expresion de
arsH (Chen et al., 2017). Por su parte, (Chen et al., 2015a) propone el mecanismo de accion para ArsH
en Pseudomonas putida KT2440. La semirreaccion reductora consiste en la formacion de un
complejo FMN-NADPH oxidado seguido de una transferencia de hidruro de NADPH a FMN,

generando FMNH; y liberando NADP*. En la parte de la semirreaccion oxidativa del ciclo
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catalitico, una molécula organoarsénica se coloca cerca del FMNH.. La flavina reducida es
oxidada por O, produciendo H,O seguido de la oxidacién del arsénico trivalente a su forma

pentavalente. ArsH sigue esta via solo cuando estéa presente un sustrato organoarsénico trivalente.

3.2.1.7. Desmetilacién de organoasenicales trivalentes:

Una vez que los organoarsénicos pentavalentes se absorben través de permeasas de fosfato o AQP,
son reducidos a su forma trivalente y después son desmetilados a As®* por Arsl o transportados
por ArsP (Yan et al., 2019: p.332; Yoshinaga y Rosen 2014: p.7701; Chen et al., 2015b: pp.626-631). EI gen arsl
es una dioxigenasa dependiente de hierro no hemo, cuya actividad estad controlada por arsR,
Rhodococcus aetherivorans BCP1 posee en su genoma los genes arsRI, en donde arsR codifica
el represor ArsR sensible a organoarsénicos trivalentes y presenta la Cis 101 y Cis 102
conservadas; también Arsl conserva los residuos Cis 98 y Cis 99 que forman el sitio de union de
los organoarsénicos trivalentes, de modo similar, Arsl de Bacillus sp.MD1 conserva los residuos

Cis96 y Cis97 (Firrincieli et al., 2019: pp.4-11; Yoshinanga y Rosen, 2014: p.7702-7704).

La actividad de Arsl depende de Fe?* y usa oxigeno para romper el enlace C-As, los
organoarsénicos se unen a la Cis 98 y esta Cis 98 se reposiciona para orientar el &tomo de arsénico
en el sitio activo, posteriormente, los organoarsénicos trivalentes se transfieren al sitio activo, esto
activa el centro de metal para la unién del O, la union de O a Fe?* permite la transferencia de
electrones, convirtiendo el Oz en un anién superéxido (O2)? que ataca a los organoarsénicos y
forma un intermedio alquilperoxo-Fe?*, rompiendo el enlace C-As. Los productos finales tienen
un atomo de oxigeno incorporado en el formaldehido y en el As (OH); (&cido arsenioso); del
mismo modo, con la Rox (lI1) el producto orgénico final es 4-hidroxi-5-nitro-hexa-2,4-dienal,

dicha detoxificacidn ocurre en condiciones aerdbicas y anaerobicas (Nadar et al. 2016: p.18).

3.2.2. Mecanismo de accion codificado por el determinante genético aio
3.2.2.1. Regulacion de la transcripcion

La transcripcion de aioBA es inducida por el As®** y en muchos organismos esta activacion esta
controlada por AioXRS, situado aguas arriba de aioBA, también esta transcripcidn esta mediada
por el factor sigma alternativo de la ARN polimerasa, RpoN, que se asocia con AioR para iniciar
la transcripcion del operdn aioBA. Por su parte, Kang et al., (2012) evidencia que (RpoN) es un
requisito indispensable para la oxidacién de As®** en Agrobacterium tumefaciens (Kang et al., 2012:
p.5638). Sin embargo, los genes aioXRS y el promotor dependiente de o054 (RpoN) en

P.xanthomarina S11 estan ausentes; por tal razon, los aio genes se expresan constitutivamente y
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el correspondiente enzima es activo en ausencia y presencia de As®* (Koechler et al., 2015: p.212). Del
mismo modo, los genes aioXRS y las secuencias para la RpoN (-24, -12) aguas arriba de aioBA,
no estan presentes en P.stutzeri TS44, pero a diferencia de la cepa S11; la expresion de aioBA en
TS44 depende de la presencia de As®*, lo que sugiere que su transcripcion esté bajo el control del
promotor arsDA ubicado aguas arriba de los genes aioBA en esta cepa, siendo estos regulados

positivamente por la adicion de As®* (Li et al., 2012: p.4473).

Li etal., (2013) proponen un mecanismo para la regulacion de aioBA mediado por aioXSR: AioX
se une al As** y envia la sefial a la histidina quinasa simulando la autofosforilacion de AioS.
Posteriormente, AioS autofosforilado, fosforila su regulador de respuesta afin AioR. El AioR
fosforilado se une a la secuencia similar a un palindromo, lo que lleva a la oligomerizacion de la
actividad ATPasa, la energia conservada por AioR abrira el complejo de polimerasa RopN-ARN
e iniciara la transcripcion (Li et al., 2013: p.7). Por su parte, Badilla et al., (2018) evidencian que en
NT-26, la proteina periplasmica AioX presenta 3 residuos: dos tirosinas (Y88 'y Y131) y la Cis106
involucrada en la unién del As®*, ademas, los cambios conformacionales que sufre AioX permiten
su interaccion con AioS, dando lugar a la activacién (Badilla et al., 2018). AioR regula la oxidacion
del As** mediante el control positivo de los genes de la oxidasa del As®*, en contraste, Shi et al.,
(2017) establece que AioR en Agrobacterium tumefaciens GW4 también esté involucrado en la
represion de la motilidad, es decir, hay una correlacion entre la quimiotaxis de As®*y la oxidacion
bacteriana, la quimiotaxis positiva permite a las bacterias moverse hacia el As**, de modo que

puedan obtener energia y transformar el As®* mejorando la supervivencia (Shi et al., 2017: pp.3-7).

3.2.2.2. Oxidacién por el arsenito oxidasa

Pacheco et al., (2013) propone un mecanismo de oxidacion por el arsenito oxidasa: El As®* ingresa
a través de un orificio conico en la superficie de la enzima, entrando en contacto con el Mo®*
embebido en la misma (AioA); después se da una transferencia de dos electrones, el As®* es
liberado por el mismo orificio de entrada y el molibdeno es reducido a Mo** (Pacheco Gonzales et al.,
2013: pp.93-94). En NT-26, se ha evidenciado que AioA presenta residuos conservados que

controlan el reconocimiento y la orientacion del arsenito entrante (Warelow et al., 2013).

3.2.3.Mecanismo de accién codificado por el determinante genético mer

3.2.3.1. Regulacion transcripcional: merR

La regulacion del determinante mer en las Gram negativas es llevada a cabo por el producto

génico de merR, que un represor activador del operdn, sin embargo, el operon mer de las Gram
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positivas codifica una segunda proteina reguladora de la transcripcion, denominada MerR2 (Chang
et al.,, 2015). La regulacion llevada a cabo por MerR es la siguiente: En ausencia de Hg?*, MerR
(proteina homodimérica) se une al operador torsionandolo y reprimiendo la transcripcion de los
genes estructurales; la ARNPol interacciona solo con el elemento -35 formando un complejo
cerrado transcripcionalmente inactivo. En presencia de Hg?*, MerR se une a una secuencia de
ADN palindrémico en las regiones -35 y -10 de su ADN promotor. Tras la unién de Hg?*, los
cambios de conformacion de MerR inducen un desenrollamiento del ADN en la secuencia
operadora, este cambio favorece el alineamiento y el acercamiento de las cajas -35 y -10 quedando
las mismas espaciadas y permitiendo la interaccion de la ARNPol y la formacién de un complejo
abierto. Las proteinas MerR tienen gran afinidad por Hg?*, ademas, en el dominio N- terminal

esta presente el sitio de unién al ADN (Wang et al., 2016).

En el Tn501 de P.aureginosa y Tn21 de Shigella flexneri, MerR unido al Hg?* muestra una
geometria de coordinacion trigonal plana con los atomos S de tres residuos de cisteina
conservados en el dominio C-terminal (Cis82, Cisl17 y Cis126); se ha evidenciado que esta
configuracién planar es Unica para bacterias Gram negativas y Gram positivas (Wang et al., 2016;
Guoetal., 2011: p.319). Curiosamente, las propiedades de unién al ADN y al metal de MerR2 difieren
sustancialmente de MerR (Chang et al., 2015). Corroborando este estudio, se ha identificado solo la
Cis50 presente en el MerR2 del Tn MERI1 de Bacillus megaterium MB1, mientras que hay tres
residuos de cisteina conservados en el dominio C-terminal de MerR en Bacillus sp.Por tal razon,

se evidencia la funcion reguladora incompleta de merR2 (Matsui et al., 2016: p.5)

3.2.3.2. Secuestro del mercurio y sistema de transportadores

El gen merP codifica para una proteina periplasmica MerP, la metalochaperona MerP elimina el
Hg?* o el CHsHg en el periplasma y lo transfiere a los diferentes transportadores transmembrana
(MerF, MerT, MerC o MerE) (Soneetal., 2013a; Sone et al., 2017: p.1998). En el Tn501 de Pseudomonas
aeruginosa, el Hg?* en el espacio periplasmico es inicialmente secuestrado por el par de grupos
tiol (Cis 33 y Cis 36) en MerP y posteriormente, transferido al par de grupos tiol (Cis 24 y Cis
25) ubicados en el primer dominio transmembrana de MerT. A continuacion, el Hg?* unido se
pasa a través de la membrana hasta el par de cisteinas (Cis76 y Cis82) situados en la cara
citoplasmatica en MerT (Ly et al., 2014: pp.1-2). Desde MerT, el Hg?* pasa a MerA, cuyo sitio de
union al sustrato esta en el C-terminal (Cis 558 y Cis559) (Sone et al., 2017: p.1998). Acorde a este
estudio (Sone et al., 2013a) identificaron un par de cisteinas localizadas en las primeras regiones

transmembrana de MerT, presente en Pseudomonas K-62 expresada en E. coli.

En el transporte del CH3-Hg esta implicado el producto génico del gen merE. Sone et al., (2017)

demostraron por primera vez que (Cis28 y Cis30) dentro del primer dominio transmembrana de
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MerE y el residuo de histidina (His51) en la cara periplasmica, situado entre el primer y segundo
dominio transmembrana de MerE, puede ser necesarios para el transporte de CHsHg a través de
la membrana bacteriana mediado por MerE; sin embargo, evidencian que el residuo His 31 esta
involucrado en el transporte de Hg?* (Sone et al., 2017: p.1997). De modo similar, merF y merC del
Tn21 de Shigella flexneri fue clonado en E. coli e identificaron que sus productos génicos poseen
un par de cisteinas en el primer dominio transmembrana: Cis-Pro-Cis y Cis-Ala-Ala-Cis
respectivamente (Sone et al., 2013a). Por otro lado, usando simulaciones de dinamica molecular
caracterizaron la dinamica de MerF unido al Hg?* Hwang et al., (2020) plantean la siguiente
hipétesis: al recibir el Hg?* de MerP el par de cisteinas (Cis21 y Cis22) de MerF lo transfiere a
Cis 71y Cis 72. Tras recibir el ion Hg?*, la Cis 71 y Cis 72 lo transfiere a MerA en el citoplasma.
MerF presenta dos pares de cisteinas, casi universalmente conservadas, debido a su hipotética
funcion en el transporte de Hg?* (Sone et al., 2013a). Asimismo, residuos como la Pro (25, 49 y 4)
estdn muy conservados en MerT (Hwang et al., 2020: pp.8-9; Sone et al., 2013a). De modo similar, las

proteinas MerP, MerC y MerE presentan un residuo de prolina conservado en el sitio C-terminal
(Sone et al., 2013a).

3.2.3.3. Reduccion de Hg?* a Hg®* por merA

Para competir con otros tioles celulares por su sustrato (Hg?*), cada cadena del dimero MerA
contiene tres pares de cisteinas muy conservadas, que sirven como sitios de union para
la transferencia de Hg?* y proporcionan una plataforma para su reduccién. Muchas variantes de
MerA poseen dominios N-terminales unidos al nucleo catalitico de la enzima (Hong et al., 2014:
p.393). Matsui et al., (2016) demuestra que MerA del Tn 6294 de Bacillus sp., presenta un solo
dominio de unién a mercurio (N-terminal), mientras que MerA codificado por las cepas MB1 y
RC607 presentan dos dominios N (Matsui et al., 2016). En consecuencia, la presencia de los dominios
NmerA aumenta la accesibilidad de MerA al Hg?*; por lo tanto, cuando existen bajas
concentraciones de tiol, resultan esenciales para la rapida adquisicién, localizaciony transferencia
de Hg?* al sitio catalitico para su reduccién y desintoxicacién mejorando de este modo la

supervivencia celular (Hong et al., 2014: pp.398-399).

Lian et al., (2014) conjuntamente con Johs et al., (2011) proponen un mecanismo de accién para
la reduccion de Hg?* mediado por el producto génico de merA presente en el Tn 501 de la bacteria
mesofila, Pseudomonas aeruginosa: Los residuos conservados Cisll y Cisl4 estan presentes en
el dominio N- terminal de MerA, NmerA se une y entrega el Hg?* al par de cisteina C-terminal,
Cis 558 y Cis 559 (Johs et al., 2011). Después de que el Hg?* se une a este par de cisteinas, el extremo
C-terminal cambia de conformacion para mover el complejo desde la superficie al interior de la

proteina, donde el Hg?* se transfiere a dos cisteinas del sitio catalitico activo (Cis 136 y Cis 141),
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localizadas contiguo a FAD (Flavin adenin dinucle6tido). Posteriormente, el sustrato (NADPH)
transfiere un hidruro a FAD, produciendo FADH- reducido en 2 electrones y NADP* oxidado.
Luego, FADH- reduce el complejo Cis141-S-Hg?*-S-Cis136 para producir Hg® que finalmente es
volatilizado (Lian et al., 2014: p.7212). De manera similar Sayed et al., (2013) han evidenciado que la
enzima MerA de ATII-LCL aislada de un sitio con alto contenido de sal, mercurio, y elevadas
temperaturas presenta los residuos esenciales Glu 15 y Glu 16 junto al sitio de unién al metal en
el dominio NmerA, siendo estos esenciales para una maxima eficiencia de union y entrega de

Hg?* al nlcleo catalitico de la enzima para su reduccion (Sayed et al., 2014).

3.2.3.4. Desmetilacién de metilmercurio por merB

La resistencia a la forma organica (CHs-Hg) se logra mediante el producto del gen merB, que
codifica una liasa organomercurial (MerB) ubicada en el citoplasma. Cuando CHs-Hg entra en el
citoplasma por medio de porinas, MerB corta el enlace Hg?*-C y libera Hg?* en el citoplasma
(Yoshinaga y Rosen, 2014). El producto génico de merB del plasmido R831b presenta 4 residuos muy
conservados en un gran namero de proteinas merB: Cis96, Cis117, Cis159 y Cis160, sin embargo,
solamente Cis96, Cis159 y Asp 99 son los residuos cataliticos clave para la actividad enzimatica
y la unién a metales (Guo et al., 2011: p.318; Wahba et al., 2016: p.3-17). Curiosamente, el Asp 99 puede
ser remplazado por la serina, esto se ha documentado en la proteina MerB2 de B megaterium que
conserva los residuos Cis 102, Cis 195 y Ser105. Generalmente, los operones mer que expresan
variantes que contienen serina, también expresan una segunda proteina MerB con un acido

aspartico en el sitio activo (wahba et al., 2016).

Guo et al., (2011) define dos mecanismo de accién llevado a cabo por merB: En el primer
mecanismo, el CHs-Hg se une primero a uno de los dos residuos de cisteina del sitio activo (Cis96
o0 Cisl159) (Silva y Rodrigues, 2015: p.1). La otra cisteina dona un proton al grupo saliente (CHzY), lo
que resulta en la escision del enlace Hg-C y la formacién de metano. En el segundo mecanismo:
El CHs-Hg se une a una de las dos cisteinas del sitio activo, sin embargo, en lugar de protonar el
grupo saliente directamente, la otra cisteina transfiere un proton a Asp 99. Este paso intermedio
permite que ambas cisteinas se coordinen con el metilmercurio. Tras la coordinacion, el Asp 99
protona el (CH3") saliente y produce los productos de ruptura, siendo Hg?* y metano (Guo et al.,
2011: p.319). Posteriormente, se da la transferencia secuencial del Hg?* a las cisteinas vecinales de

MerA, cuya funcién es la reduccion del cation a su forma metalica (Silva y Rodrigues, 2015: p.2).

3.2.4. Mecanismo de accion codificado por el determinante genético chr

El gen chrB codifica para un regulador de la expresion del gen chrA, este codifica una supuesta
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proteina de salida de cromato impulsada por el potencial de membrana (Viti et al., 2014: pp.636). En
Lysinibacillus sphaericus Ot4b.31, el Cré* al ser analogo estructural del sulfato (SO4)? ingresa a
las células a través de sistemas de absorcion de sulfato (Rangel y Dussan, 2018: p.59). Si las bacterias
poseen cromato reductasas intracelulares, el Cré* se reducird a Cr3* (Joutey et al., 2014). De lo
contrario, el Cré* acumulado dentro de la célula induce el operdn chr y activa la bomba de salida
de cromato (Rangel y Dussan, 2018: p.59). Por lo tanto, la célula bacteriana se protege de la toxicidad,

al expulsar el Cr®* fuera de la célula (Joutey et al., 2014)

3.2.4.1. Regulacion transcripcional: chrB

En O. tritici 5bvl1 y Lysinibacillus sphaericus Ot4b.31; ChrB se induce por Cré*y esta interaccion
evita que ChrB se una a la regién promotora, en consecuencia, hay una desrepresion del sistema
que conduce a la expresion de los genes estructurales (Morais Vasconcelos et al., 2011; Rangel y Dussan,
2018: p.59). En contraste, la proteina ChrB de C. metallidurans CH34 activa el sistema chr en
respuesta tanto al cromato como al sulfato (Morais Vasconcelos et al., 2011). Verduzo y Julia (2013)
establecen que en B. subtillis 168, chrS regula negativamente la expresion del operén chr3N-
chr3C mediante su union especifica a la region reguladora de su propio gen y sugieren que el Cré*

actlia como un efector capaz de superar esta represion (Verduzco y Julia, 2013).

En O. tritici 5bvll se detectd el residuo conservado Cis 213, sin embargo, se evidencié que no
funciona como un sitio para la unién al Cr®*; los ensayos de fluorescencia revelaron que la Arg
180, Arg 187 e His 229 influye en la respuesta de ChrB al cromato, lo que sugiere que ChrB
exhibe dos dominios funcionales con distintos roles; el N-terminal responsable de la union al
ADN vy el C-terminal responsable de la union al metal. Asimismo, Arg 18 y la Arg 23 en el
extremo N terminal estan implicados en la unién de la proteina al operador de ADN (Branco y
Morais, 2013: pp.7-10). Por otro lado, en S. oneidensis al carecer del gen chrB, la regulacion de la

expresion de chrA depende de una proteina reguladora diferente a ChrB (Baaziz et al., 2017: p.13).

3.2.4.2. Sistema de expulsion: chrA

A diferencia de otros sistemas de resistencia a metales, los genes chrA proporcionan proteccion
contra Cr®* solo en el rango submilimolar. P.aeruginosa, Alcaligenes eutrophus y Lysinibacillus
sphaericus Ot4b pueden expulsar Cré* por eflujo activo a través de la bomba ChrA (Joutey et al.,
2014) (Cervantes, 2017, p.100; Rangel y Dussan, 2018: p.59). Al ser los iones sulfato y molibdato idénticos
en estructura y tamafio al cromato, tienden a competir con este cuando se unen a la proteina
transmembrana ChrA, esto reducira la posibilidad de union al cromato y la disminucion de la
salida de Cr®* (Gupta et al., 2013). Por otro lado, una fuerte activacion de la bomba de eflujo ChrA

podria conducir a la coextrusién de sulfato, resultando en condiciones de carencia de azufre vy,
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por lo tanto, condiciones no aptas para el crecimiento (Viti et al., 2014: pp.636).

Usando vesiculas membranales invertidas, se ha demostrado que la proteina CHR bidominio
(ChrA) de P.aeruginosa funciona como una bomba quimiosmética, que es impulsada por la fuerza
protén motriz para expulsar el Cré* del citoplasma hacia el espacio periplasmico. PaChrA contiene
la mayoria de los residuos esenciales en la mitad N-terminal de la proteina. Por otro lado, en las
proteinas CHR monodominio: Chr3N-Chr3C de B. subtilis, el C-terminal de Chr3N esta ubicado
en el citoplasma, mientras que el C-terminal de Chr3C est4 ubicado en el periplasma (Martinez-
Valencia et al., 2012: p.119). Esta disposicién anti paralela es importante para el transporte, ya que
permite la disposicion de 2 estados conformacionales (hacia adentro y hacia afuera) de forma

simétrica con respecto a ambos lados de la membrana (Radestock y Forrest, 2011: p.710).

3.2.5. Mecanismo de accidn codificado por el determinante genético cad

3.2.5.1. Regulacion transcripcional: cadC

El gen cadC codifica para un represor homodimérico, la proteina CadC, miembro de la familia
ArsR/SmtB que se disocia del operador/promotor de cad tras la unién de Cd?*; este ion al ser
analogo del manganeso, el sistema de transporte de manganeso lo transporta al interior de la célula
de manera aun mas eficiente que el manganeso mismo (Yuet al., 2020: p.8). CadC de S. aureus tiene
un sitio de union al Cd?*, Pb?*, Zn?* compuesto por: Cis7, Cis11 en el dominio N-terminal de un
monomero y Cis58 y Cis60 del otro mondémero, ademas, contiene el sitio de tipo Il, compuesto
por el Asp101, His103, His114 y Glull7 (Prabaharan et al., 2020). De manera similar B. vietamensis
151-6 y B. marisflavi 151-25 presentan 4 residuos de cisteina conservados similares a los de S.
aureus (Yu et al., 2020: p.8). Paralelamente, la cepa ATCC12600 de S. aureus presenta tres residuos
que conforman el sitio de unién al metal de tipo I, compuesto por Cis 6, Cis 57 y Cis 59 y también
presenta tres de los cuatro residuos que conforman el sitio de tipo I, conformado por Asp 100,
His 102 y Glu 116 (Hoogewerf et al., 2016: p.153). Por el contrario, CadC de L. monocytogenes EGDe
carece del sitio de union a metales de tipo I, pero presenta el sitio de tipo I, compuesto por Cis6,
Cis10, Cis57 y Cis 59. Esta cepa permite una regulacion diferencial de cadA, cadC y IspB, siendo
la primera bacteria que usa un represor de la bomba de eflujo de Cd?* para controlar genes no
relacionados con la resistencia (Pombinho et al., 2017: p.1477). Ademas, presenta el sitio de union al
ADN (HTH).

En contraste, se ha evidenciado la funcién reguladora de CadR, miembro de la familia Mer, que
presenta el sitio de union al ADN en el dominio N-terminal y tiene 2 sitios de union a metales en

el extremo C-terminal. CadR de P.aeruginosa BC15 reprime su propia expresion y la de cadA en
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ausencia de Cd?*, pero se induce en su presencia. El sitio de unién de tipo | esta compuesto por
Cis (77,112 y 119) y Asn 8 encontrados en el C- terminal, y el sitio de tipo Il esta4 formado por
(His87, His90 y Glu). Los residuos de cisteina son importantes para iniciar la expresion de CadR,
este se une a una secuencia similar a un palindromo entre la caja -35 y -10, CadR se altera al
unirse el cadmio y permite a la ARNPol acceder al sitio completo del promotor para la
transcripcion (Prabhakaran et al., 2018). Al unirse el Cd?* al sitio I, desencadena la orientacién del
dominio C-terminal, cambiando el promotor de un estado represor a un estado parcialmente
distorsionado. Asi, con una mayor unién de Cd?* al sitio Il, CadR se estabiliza en una
conformacion de union de ADN dptima y se transforma en un activador estable. Usando este

mecanismo de unién cooperativo CadR distingue el ion Cd?* del Zn?* y Pb?* (Liu et al., 2019).

3.2.5.2. Sistema de expulsion

El gen cadA expulsa el cadmio para evitar la acumulacion de este en el citoplasma, se ha
demostrado mediante vesiculas membranales invertidas que cadA de S. aureus acumula el cadmio
en un proceso dependiente de ATP, la proteina CadA en la region N-terminal presenta los residuos
conservados (Cis 23 y Cis 26) que se sugieren son los sitios de unién al Cd?* (Yu et al., 2020: p.2).
De manera similar, CadA de L. monocytogenes EGDe presenta 2 residuos Cis 14 y 17 para la
unién al Cd?* y alternativamente al Zn?* (Pombinho et al., 2017: p.1477). Por otro lado, se ha
identificado que CadA de S. aureus, B. vietamensis 151-6 y B. marisflavi 151-25 presentan un
tripeptido conservado (Cis-Pro-Cis), que intervienen en la translocacion de cationes, es decir, la
Pro esta involucrada en el movimiento conformacional asociado con la apertura y cierre del canal

de la membrana (Yu et al., 2020: p.8).

CadA presenta 8 dominios transmembrana que se mueven entre si durante el ciclo de reaccion
(Pombinho et al., 2017: p.1470), ademas, presenta los dominios citoplasmaticos, de union a nucleétidos
(N), fosforilacion (P) y activador/fosfatasa. Por su parte, Schmidt et al., (2012) establece que en
el mecanismo de CadA solo se requiere de ATP.Durante el ciclo de transporte, CadA de S. aureus
es fosforilada por ATP probablemente en el residuo conservado Asp 415. Dicha fosforilacion
ocurre por la unién de ATP al sitio de unidn a nuclettidos, permitiendo una proximidad del
gamma fosfato de ATP con el aspartato, en consecuencia, el ADP abandona la enzima.
Posteriormente, la fosforilacion induce cambios en la conformacion de la proteina, de modo que
permite que el cadmio sea liberado al exterior. Finalmente, la liberacién del Cd?* induce la
defosforilacion del resto de aspartato, siendo la forma desfoforilada més estable y generando un
cambio conformacional al estado inicial (Schmidt, 2012). Por el contrario, Tynecka et al., (2016)
propone un mecanismo para la cepa S. aureus 17810R en el clal la cual CadA utiliza energia

celular: ATP, potencial electroquimico de protones y protones respiratorios, para extruir el Cd
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y proponen el siguiente mecanismo: dos Cd 2* ingresan a travez del uniportador de Mn?*, la unién
de Cd?* a CadA provoca la fosforilacion de la proteina por ATP, y un cambio de conformacién
de la cara citoplasmatica al periplasma. En consecuencia, un mayor nimero de protones
bombeados a través de la cadena respiratoria compiten con el Cd?* externo y se unen a sitios de
superficie de baja afinidad en CadA. Finalmente, los protones contratransportados hacia abajo

(potencial de membrana) a través del canal, extruyen dos Cd?* a través del intercambio Cd?* / H*.

3.3. Potencial biotecnoldgico de los determinantes genéticos.

La tabla 2-3, detalla los avances més actuales en el desarrollo de biosensores mediante el uso de

genes reguladores: arsR, merR, cadC, y chrB

Tabla 2-3: Biosensores basados en diferentes genes de resistencia a metales pesados

Rango de Bacteria Gen

Biosensor deteccion Modificada bacteriano | Referencia
Biorreportador bioluminiscente [ 0,74 a 60 pg/L
para la evaluacion de la[As**
contaminacion por arsénico en (Sharma et
muestras de agua de la India E.coli DH5a [arsR-lux Jal., 2013)
Biosensor bacteriano a base de |10 a 500 ug/L
color de bajo costo para medir el As** (Huang et
arsénico en el agua subterranea. E. coli DH5a |arsR-lacZ |al., 2015)
Biosensor bacteriano para la|10%4 y 108 M (Roointan
deteccion de  mercurio  en|Hg* E. coli BL21 et al.,
soluciones liquidas. (DE3). merR-gfp |2015)
. . _10.5a40 nM de
Biosensor de quimera de proteina Hg?* )
fluorescente MerR para una (Ozyurt
deteccion rapida y sensible de E. coli T7-[merR- et al.,
Hg 2+ en el agua potable Rosetta YFP 2019)
Biosensor bacteriano de células|1 mM
completas para la deteccion de |1 uM E. coli BL21 (Wu et al.,
cadmio. 10nM Cd?* (DE3J). cadC-gfp |2018)
Bioinformadores de células enteras |1 uM a 50 uM | O. tritici
altamente sensibles y altamente | Cr*
especificos para la deteccién de|0.1- >50 uM (Branco et
cromato en muestras ambientales | Cré* E. coli chrB-gfp |al., 2013)

Realizado por: 1za Joana, 2021.

Una mayor familiaridad con el circuito regulador de los determinantes, como ars, mer, chry cad,
se ha aprovechado y utilizado para desarrollar biosensores. Sharma et al., (2013) enfocan su
investigacion en la elaboracion de un biosensor para evaluar la contaminacién por arsénico en
muestras de agua; Escherichia coli DH5a fue alterada para producir luz cuando entra en contacto
con iones de As®*. La parte sensitiva del sensor es arsR aislado de E. coli de tipo salvaje. Unieron

el gen arsR con su operador/promotor, el sitio de unién para la proteina de ArsR y el gen
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informador lux (sin promotor) que codifica la bioluminiscencia. El biosensor mostro un rango de
deteccion de 0,74 a 60 ug/L As**, la luz fue emitida a los 30 minutos de exposicion célula-
arsénico, y a las 2 h se obtuvo resultados estables y confiables. Este biosensor detecta rangos mas
bajo que el limite permitido por la OMS (10 pg/L); sin embargo, solo ha sido probado a nivel de
laboratorio, por lo tanto, su uso in situ requiere de pruebas, ya que el mantenimiento del cultivo

bacteriano es dificil de controlar fuera del laboratorio (Sharma et al., 2013; OMS, 2006).

En contraste, generaron un biosensor con mayor capacidad de deteccion de arsénico; este
biosensor basado en color se construyo usando el operador/promotor de ars, el gen arsR de S.
aureus, y el gen lacZ; para su construccion el casete del gen recombinante arsR-lacZ fue insertado
en la cepa de E. coli DH5. A diferencia del primer biosensor, su rango cuantitativo de deteccion
fue de 10 a 500 pg/L de As®*y en un tiempo de reaccion de 3 h se evidencio el color azul visible.
Este biosensor provee una sefial de color confiable, siendo Util para la deteccion rapida del As®*,
es de facil uso y econémico, ademas, su actividad de respuesta al As®** se pierde totalmente en el
dia 10. Sin embargo, es necesario considerar que el analisis cuantitativo de muestras ambientales
y la aplicabilidad de la deteccion de As®** mediante biosensores basados en colores ain no se han

estudiado ampliamente, limitando su uso in situ (Huang et al., 2015).

Paralelamente, el desarrollo de bioinformadores para la deteccién de cromato, se basan en la
expresion de gfp bajo el control del promotor chr y el gen regulador chrB de Ochrobactrum tritici
5bvll. Escherichia coli y Ochrobactrum tritici fueron disefiados para emitir fluorescencia en
presencia de Crb*. El biosensor de Escherichia coli demostrd ser especifico y sensible, su rango
de deteccion fue de 0.1 uM a 50 uM y la mé&xima fluorescencia se alcanzo a las 5 horas, pero a
las 3 h la sefial de la fluorescencia fue lo suficientemente alta. En Ochrobactrum tritici el rango
de deteccion fue de 1uM a >50 uM, en este rango se dio la saturacion de la sefial de fluorescencia.
Los 2 biosensor resultaron ser especificos y proporcionan usabilidad en campo, pudiendo ser una
herramienta poderosa para la identificacion de sitios contaminados con Crf*, ademas es
econémico en comparacion de los métodos tradicionales, otra ventaja a considerar es su
isensibilidad a grandes concentraciones (UM o mM) de otros metales, que podrian ser tdxicos o

inferir con las células enteras (Branco et al., 2013).

A continuacién, en la tabla 3-3 se detalla los microorganismos o plantas modificados

genéticamente para expresar determinantes de resistencia.

49



Tabla 3-3: Plantas y bacterias transgénicas que expresan genes de resistencia a metales

Planta o microorganismos |Gen
modificado bacteriano | Nivel de resistencia | Referencia
P.putida KT2440 arsM 10 mM As® (Chen et al., 2014)
(Deromachi et al.,
A. thaliana arsB 10 uM As®* 2020)
Escherichia coli BL21
(DE3). chrB 100 uM Cré* (Zhou et al., 2020)
5 uM HgCl;
A. thaliana merE 0,3 uM CH3HgCl (Sone et al., 2013b)
A. thaliana merT 10 mmol/L HgCl, (Xuetal., 2017)
10.000 pg/kg HgCl,
A. thaliana y N. tabacum merAB 100 pg/kg CHsHgCI | (Li et al., 2020)
4000 pg/kg HoCl,
0. sativa y S. lycopersicum | merAB 4000 pg/kg CHsHgCI | (Li etal., 2020)
(Kiyono et al.,
A. thaliana merC 10 uM HgCl, 2013)
N. tabacum czcABC 75 mM CdSO, (Nesler et al., 2017)

Realizado por: 1za Joana, 2021.

La comprension integral de los determinantes de resistencia y las funciones que codifican ha
facilitado la bioingenieria de moléculas, células y plantas eficientes para absorber o transformar
los metales pesados (Boyd y Barkay, 2012). Chen et al., (2014) uso el gen arsM del oper6n ars de R.
palutris para disefiar genéticamente P.putida KT2440 con expresion estable de un gen de fusion
arsM-gfp.La cepa crece a concentraciones de As®* de hasta 10 mM a diferencia de los controles,
ademas, mostré una alta actividad de metilacion y volatilizacién cuando se expuso a As®* o0 As®*
25 uM, después de 48 h la mayor parte del arsénico inorganico fue metilado a 62 % DMA®*, 25
% MA> y 10% TMADS*. Se atraparon arsenicales volatilizados, como la dimetilarsina (21 %) y
trimetilarsina (10%). Esta capacidad de resistir al As**, le hace una candidata esencial para la
remediacion in situ de suelos contaminados con arsénico. Por otro lado, se debe considerar el

destino final de los TMAZ3* y su riesgo de volatilizacién en el medio (Andres y Bertin, 2016: p.302).

Construyeron diferentes cepas de E. coli BL21 (DE3) que expresan el gen chrB de Ochrobactrum
tritici 5bvl1l. La expresion de chrB la realizaron intracelular y en superficie y compararon la
capacidad de adsorcién de Cr®*. Un nivel bajo de Cr®* (<10 uM) en el medio, no inhibi6 el
crecimiento de ninguna de las cepas. A concentraciones por encima de 100 pM Cr¢*, las células
que expresan ChrB eran mas resistentes a la toxicidad que las células de control. ChrB expuesto
en superficie elimino velozmente el 99,1% del Cré* total (concentracion inicial 0,5 mM) en 2 h.
La capacidad méaxima de adsorcion de células de E. coli BL21 que expresan chrB intracelular fue
de aproximadamente 235 pumol/g de peso seco de Crb*. Las células de E. coli BL21 (DE3) que
expresan ChrB de superficie eliminaron casi todo el Cré* de las aguas residuales en 2 h. Mediante

un ensayo de fluorescencia determinaron que el pH y la salinidad influyen en la capacidad de
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adsorcion de Cré* en E. coli BL21 (DE3) que expresa chrB (zhou et al., 2020).

Entre los trabajos enfocados en la generacion de plantas transgénicas capaces de resistir a iones
metalicos es el de Deromachi et al., (2020) donde generaron A. thaliana capaz de acumular As**
en la vacuola, para su construccion fusionaron la proteina SNARE de la membrana vacuolar, y
GFP-ArsB para desarrollar plantas transgénicas. La planta que expresa arsB exhibe el doble de
acumulacién de As* en las raices a diferencia de los controles, sin embargo, no presenta
resistencia a concentraciones > 10 uM de As®*; arsB se localiz6 en la membrana de la vacuola
central en el tejido diferenciado de hojas y raices (Deromachi et al., 2020:p.5). De modo similar,
Kiyono et al., (2013) disefiaron A. thaliana que expresaba el gen merC, obteniendo plantas
resistentes al Hg?* y con mayor capacidad para acumularlo. El crecimiento de brotes y raices de
las plantulas transgénicas fue mejor que en las plantas silvestres en concentraciones de 2 a 10 uM
HgCl,. La expresion de merC mejora el transporte y la acumulacion de Hg?* en A. thaliana, lo

que sugiere ser un método Util para mejorar plantas a usarse en la fitorremediacion de Hg?* (Kiyono
etal., 2013).

De modo similar, Xu et al., (2017) generaron plantas transgénicas de A. thaliana que expresan
ectopicamente el gen merT de P.alcaligenes. A. thaliana mejora la formacion de la raiz lateral y
la longitud total de la raiz bajo 10 mmol/L de HgCl.; después de 5 dias de estrés, los controles
mostraron disminucion del contenido de clorofila, en contraste con las plantas que expresan merT
(18,65% y 22,43%). Se evidencid menor contenido de TBARS y de ROS, debido a la expresién
mejorada de enzimas antioxidantes SOD y CAT. Esta capacidad de disminuir la produccién de
ROS, le hace una candidata para la remediacion in situ de Hg?*. Se debe considerar que la
aceleracion de la absorcion de Hg?* por sobreexpresion de merT y la compartimentacion vacuolar

podria afectar la generacién de ROS inducida por Hg?* y la homeostasis del metal (Xu et al., 2017)

Por su parte, Sone et al., (2013b) disefio genéticamente A. thaliana para expresar merE y
evaluaron el impacto de la expresion de este gen en la acumulacion de CHsHg. El crecimiento de
brotes y raices de las plantulas transgénicas con merE indica una alta tolerancia en comparacion
con A. thaliana de tipo silvestre en presencia de5 uM HgCl, y 0,3 uM CH3HgCI. Después de 2
semanas de exposicion a 10 uM HgCl,, A. thaliana transgénica mostré mayor acumulacion que
los controles, asimismo, después del tratamiento con CHsHgCI 0,3 uM, la cantidad de mercurio
acumulado en las plantas transgénicas de merE fue 2 veces mayor que en las plantas de tipo
silvestre. El gen merE promovi6 el transporte y acumulacion de iones mercuricos y metilmercurio
en A. thaliana transgénica, por lo tanto, puede ser un método 0til para facilitar la mejora de plantas

a usarse en la fitorremediacion de mercurio y metilmercurio (Sone et al., 2013b).
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Las plantas no poseen la capacidad de desintoxicar el CHsHg, por tal razon, varias investigaciones
se han enfocado en generar plantas que expresen el gen merB, confiriéndoles la capacidad de
desintoxicar por si mismas este elemento (Paisio et al. 2012: p.124). Li et al., (2020) expresaron los
genes merA y merB en A. thaliana, N. tabacum, O. satyva y S. lycopersicum. Demostraron que
N. tabacum y A. thaliana transgénicas muestran resistencia a 10.000 ug/kg de HgCl, y 100 pg/kg
de CH3HgCI. El crecimiento de S. lycopersicum y O. satyva se inhibi6 a 4000 pg/kg de mercurio.
Las plantas transgénicas redujeron 4 veces mas la concentracion de mercurio del suelo a
diferencia de los controles. La expresion de estos genes permite la construccion de plantas Gtiles
para procesos de fitorremediacidn (Li et al., 2020). La desventaja de esta técnica radica en la

acumulacion del Hg?, el cual rapidamente puede ser convertido en metilmercurio (Sone etal., 2013b).

Del mismo modo, generaron plantas de tabaco transgénicas que expresan componentes del
sistema de salida de Pseudomonas putida CzcCBA. Las lineas transgénicas crecieron a
concentraciones de hasta 75 mM CdSO,, Asimismo, en concentraciones de 0.7 uM de CdSOs se
establecid que las lineas que expresan czcA y czcB acumularon 30% y 23% menos cadmio en sus
brotes, pero mas cadmio en las raices, en comparacién con los controles. Las plantas que expresan
czcBA acumularon 23% menos de Cd?* en los brotes y 20% menos de Cd?* en las raices. Por otro
lado, las plantas que expresan czcA, czcB y czcC mostraron una reduccion significativa en los
niveles de cadmio solo en los brotes. Cualquiera de estos genes puede ayudar a contrarrestar la
translocacién de cadmio de la raiz al brote, quizas induciendo alguna forma de capacidad de
almacenamiento de metal en las raices; por el contrario, la perdida de las funciones de czcA o

czcB reduce la resistencia al Co?*, Zn?* y Cd?* (Nesler et al., 2017).

Tomando en cuenta todos estos antecedentes, resulta evidente la importancia de los organismos
para reducir el riesgo y la contaminacién por iones metalicos. Gracias a la ingenieria genética,
estos resultados cada vez méas se van ampliando; sin embargo, es necesario considerar que la
aplicacion de los organismos modificados genéticamente requiere de la regulacion y el monitoreo
de organismos regulatorios que aseguren su empleo, hasta el momento no existe ningin
organismo modificado genéticamente que ya esté en uso, solamente, su estudio se limita a nivel
de laboratorio. Muchos microorganismos que portan mdltiples copias de genes extrafios o
expresan esos genes a un alto nivel a menudo compiten mal con las bacterias autoctonas en su

entorno natural.
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CONCLUSIONES

Los determinantes genéticos de resistencia a metales pesados, como el arsénico, mercurio, cromo
y cadmio son respectivamente: ars, aio, mer, chr, cad, czc, estos elementos se encuentran
distribuidos en el genoma de una amplia gama de bacterias aisladas de entornos altamente
contaminados con metales pesados. En estos sitios, se ha identificado genes de resistencia que
muestran una gran especificidad para los iones metalicos o sus derivados organicos. La presencia
de determinantes genéticos de resistencia proporciona una ventaja competitiva a las bacterias

permitiéndole sobrevivir y colonizar ambientes contaminados.

Se describe el mecanismo de regulacion llevado a cabo por arsR, merR, chrB, cadC y cadR, del
mismo modo, se define el mecanismo de reduccion, metilacién, desmetilacion y oxidacion de los
iones de metales pesados y sus derivados llevados a cabo por el producto génico de los
determinantes merA, merB, arsC, arsl, arsM y arsH. Adicionalmente, los determinantes chrA,
cadA, arsB y acr3 permiten la expulsion de los iones metalicos desde el citoplasma hacia el
periplasma. Para el caso de los iones mercurio y sus derivados, los determinantes merg, merT,
merF y merC estan implicados en el proceso de transporte de estos iones desde el periplasma

hacia el citoplasma para su posterior reduccion.

Las diferentes aplicaciones de los determinantes genéticos varian desde su uso en biosensores
usando genes reguladores, como arsR, merR, cadC, chrB y genes reporteros, como gfp o lux para
la deteccion de metales pesados en agua y suelo, siendo un método econémico y eficaz en
comparacién con los métodos tradicionales que resultan mas costosos y requieren un mayor
tiempo de andlisis. Otra de las posibles aplicaciones que se le otorga a los determinantes de
resistencia es la generacion de organismos modificados genéticamente, como plantas que
expresen genes de interés y que pueden ser usadas para la fitorremediacion de los metales pesados
in situ; del mismo modo, la generacion de microorganismos modificados que puedan ser usados

para la bioacumulacion o la remediacion de sitios contaminados.
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RECOMENDACIONES

Seguir con estudios de caracter similar con el fin de ampliar informacién acerca de los
determinantes genéticos de resistencia a otros metales pesados, tales como el cobre, niquel y zinc,
que también son considerados elementos tdxicos para los seres vivos, ademas, resulta importante
continuar con la revision de trabajos investigativos mas actuales en cuanto a las posibles
aplicaciones biotecnoldgicas atribuidas a los determinantes genéticos de resistencia a metales
pesados, con la finalidad de proporcionar bases para el desarrollo de herramientas biotecnolégicas

novedosas para el control de la contaminacion
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GLOSARIO

Acuagliceroporinas: subfamilia de las acuaporinas que transporta agua y solutos mas pequefios,

como el glicerol (Coppo, 2019).

Desrepresion. Proceso que activa la expresion de un gen o conjunto de genes que anteriormente
habia estado reprimida. Generalmente se inicia al separarse la molécula represora del promotor,

ya que, cuando el represor esta unido al ADN, la transcripcidn esta detenida (REA, 2021).

Facilitador del glicerol: Proteina de membrana selectiva que deja pasar moléculas pequefias,

neutras y lineales (Egoburo, 2019: p.62).

Histidina quinasa: Proteinas transmembranales que actdan como transferasas de grupos fosfatos
(Galicia-Jiménez et al., 2017: p.414).

Hg (SR)2: mercaptido de mercurio donde R es una proteina (Lian et al., 2014: p.7212).

Metalochaperona: Proteinas que se unen a iones metalicos con gran afinidad y selectividad para
entregarlos a proteinas diana, actua en el trafico intracelular de estos guiandolos y protegiéndolos

hacia su destino final; protegiendo a la célula contra su toxicidad (Bravo-Gémez et al., 2015: p.26).

Monomero: Molécula de pequefia masa molecular que unida covalentemente a otros monémeros
forman macromoléculas. EI mondémero de las proteinas son los aminoacidos (Pacheco Gonzales, 2013:

p.93).

MSH/Mrx: micotiol/microrredoxina, la primera corresponde a una enzima con una cisteina en el

centro activo (Villadangos, 2011: p.1009).

Quimiotaxis: Mecanismo por el cual la bacteria responde eficientemente y rapidamente a
cambios en la composicién quimica en su ambiente. Consiste en un movimiento activo y dirigido

de la bacteria a través de un gradiente quimico (Galicia-Jiménez et al., 2011: p.895).

Secuencia palindromica: Secuencia de ADN o ARN que se lee igual en ambas direcciones 5°-

3" 0 viceversa (lzquierdo, 2007: p.69).

Trx/TrxR: tiorredoxina/ tiorredoxina reductasa; la TrxR puede reducir la tiorredoxina usando

NADPH como agente reductor (Villadangos, 2011: p.1009).
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ANEXOS
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ANEXO B: DETERMINANTES GENETICOS DE RESISTENCIA Y METABOLISMO AL ARSENICO: aio
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ANEXO C: DETERMINANTES GENETICOS DE RESISTENCIA AL MERCURIO: mer
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ANEXO D: DETERMINANTES GENETICOS DE RESISTENCIA AL CROMATO Y CADMIO: chr y mer
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