Medio ambiente

Identificacion
de nuevos mecanismos moleculares de

RESISTENCIA A ARSENICO

EN MICROORGANISMOS ADAPTADOS A AMBIENTES ACUATICOS
ALTAMENTE CONTAMINADOS CON METALES PESADOS

Este proyecto estudi6 las comunidades microbianas que
habitan ambientes acudticos dcidos (pHx< 3) altamente
contaminados con metales pesados. Mediante una
aproximacion de metagenémica funcional, se
identificaron nuevos mecanismos moleculares de
resistencia a arsénico (As). Las muestras de ADN
metagenémico se obtuvieron desde agua del nacimiento
del rio Tinto (Huelva, Espafia). Numerosos clones, con
los fragmentos de dicho ADN, mostraron una mayor
resistencia a las diferentes formas inorganicas de As
(arsenato y arsenito) y a antimonio respecto a la cepa
control. El andlisis de las secuencias de ADN revel6 la
presencia de ORFs (marcos de lectura abiertos de
proteinas) que codificarian los genes que confieren el
fenotipo de resistencia. Se subcloné cada ORF y se
comprob6 su perfil de resistencia.

Este trabajo permite por primera vez asignar a proteinas
descritas una nueva funcion, ya que nunca antes habian
sido implicadas en la resistencia a metales pesados. Sus
resultados contribuyen a mejorar el conocimiento de la
microbiota nativa de ambientes acudticos extremos.

Por VERONICA MORGANTE (vmorgante@cab.inta-csic.es) y JOSE EDUARDO GONZALEZ PASTOR
(gonzalezpje@cab.inta-csic.es). Laboratorio de Ecologia Molecular, Area de Ambientes Controlados.
Centro de Astrobiologia.Carretera de Ajalvir km 4. Torrejon de Ardoz, 28850 Madrid.
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1 arsénico (As) es un metaloide

ampliamente distribuido en la

corteza terrestre. Generalmente
se encuentra en pequenas cantidades en
la naturaleza. Sin embargo, su concen-
tracién puede ser mayor en determina-
das zonas debido a las condiciones am-
bientales (depositos geolodgicos, drena-
jes naturales de aguas 4cidas, etc.) oala
actividad humana (como mineriay pro-
duccion industrial de laser, vidrio, pig-
mentos, papel, plaguicidas, etc.). El arsé-
nico puede existir en muchas formas qui-
micas diferentes, siendo el arsenito [As(III)]
y el arseniato [As(V)] las formas inorga-
nicas mas abundantes en el ambiente.

La investigacion se ha
realizado a partir de
aguas acidas y
altamente
contaminadas con
metales pesados,
localizadas en el
nacimiento del rio Tinto
(Huelva).
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Medio ambiente

Este metaloide es altamente téxico para
los seres vivos y bioacumulable en la ca-
dena tréfica. A suvez, el As(II) es 100 ve-
ces mas toxico que el As(V).

Los microorganismos tienen un rolim-
portante en el ciclo biogeoquimico del
arsénico, siendo los principales respon-
sables de la biotransformacién y movili-
zacion de este metaloide en el ambiente.
Es asi como las actividades enzimaéticas
microbianas catalizan la conversiéon de
las especies de arsénico a formas con di-
ferente solubilidad, movilidad, biodis-
ponibilidad y toxicidad. Si bien muchos
microorganismos han desarrollado me-
canismos de resistencia a arsénico, sor-

El empleo de las capacidades microbianas es relevante

para la descontaminacion

de ambientes contaminados

con arsénico y otros metales pesados, particularmente el
agua como elemento esencial para el desarrollo de la vida

prendentemente algunos de ellos son ca-
paces de utilizarlo, o incluso requieren
de arsénico para su fisiologia normal ™.
La mayoria de los mecanismos de resis-
tencia, han sido descritos en microorga-
nismos cultivables ? (Figura 1).

Nuestro sistema de estudio se centra
en las aguas que forman parte del naci-
miento del rio Tinto, localizado en Huel-
va (Espana). Debe su nombre al color de
sus aguas rojas, que contienen un eleva-

do contenido de hierro (Figura 2). Las
aguas estudiadas se caracterizan por una
elevada acidez (pH < 2,3), contienen ele-
vadas concentraciones de sulfatos y me-
tal(oid)es (Fe, As, Co, Ni, Cu, Pb, Mn) en
su mayoria toxicas. Particularmente, se
hadetectado quela concentracién de ar-
sénico en zonas préximas a la cabecera
del rio asciende hasta 18 mgL' ¥. Pese a
laintensa actividad minera, el rio ha for-
mado un ambiente de drenaje 4cido na-

TRANSPORTE
El arsénico entra a las células mediante transportadores
de fosfato (arsenato) o de agua-gliceroporinas (arsenito).
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El arsénico inorganico puede ser
transformado en especies organicas mediante
un proceso de metilacion en cascada.
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péptidos ricos en
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y posteriormente es
excretade al exterior por una

bomba especifica (ArsB).

METILACION
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Figura 1. Principales mecanismos de transformacion de arsénico y resistencia en bacterias. (1) El arsénico entra en la célula a través de los canales de
fosfato (arseniato) o de agua?glicerolporinas (arsenito). (2) Una vez en el interior de las células, el arseniato es reducido a arsenito a través de ArsC, para
posteriormente ser expulsado a través de ArsB. (4) El arsenito puede servir como donador de electrones, oxidandose a arseniato. (6) El arseniato puede
utilizarse como aceptor final de electrones durante la respiracion celular. (3) El arsénico inorganico puede acomplejarse con residuos de cisteina de los
péptidos o transformarse en especies organicas a partir de complejos con cascadas de metilacion (6). Figura adaptada de Paez-Espino et al., 2009 [1].
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Figura 2. Resistencia a arsénico [As (V) y As (IIl]] y antimonio de clones obtenidos mediante técnica
metagendmica. La resistencia fue determinada por el método de concentracién minima inhibitora
respecto de la cepa control (E. coli AW3110). C(-): control negativo.

tural que lleva funcionando aproxima-
damente 2 m.a. de antigiiedad.

Particularmente, las comunidades mi-
crobianas que habitan ambientes extre-
mos constituyen un gran reservorio ge-
nético (diversidad funcional). En la ac-
tualidad se han desarrollado nuevas
tecnologias de cultivo-independiente que
permiten estudiar la fraccién de las co-
munidades microbianas que habia per-
manecido ignorada porla microbiologia
mediante el tradicional uso de técnicas
dependiente de cultivo.

Una de estas modernas técnicas es el
estudio del ADN metagenomico, que per-
mitela extracciény purificacion del ADN
(material genético) directamente desde
las muestras ambientales. Mediante la
metagenémica funcional, somos capa-
ces de descubrir los genes (y mecanis-
mos) involucrados en la habilidad de los
microorganismos de adaptarse y sobre-
vivir a las condiciones adversas que les
ofrece el medio. De esta forma, el estudio
del ADN metagenomico facilita conocer
aspectos interesantes de las comunida-
des microbianas que habitan un deter-
minado ambiente, como, por ejemplo,
genes procedentes de nuevas especies

microbianas que serian dificiles o impo-
sibles de cultivar en el laboratori; o iden-
tificar genes que codifican informacién
para la sintesis de nuevos compuestos o
enzimas. Es decir, obtenemos novedosas
soluciones para la adaptacién a condi-
ciones extremas, y esto resulta de interés
para aplicaciones biotecnolégicas con-
cretas y en biomedicina *¥°.

Objetivo y alcance

La presente investigacion propone apli-
car una aproximacion de metagenémica
funcional para descubrir nuevos genes
de resistencia a arsénico en el metage-
noma de comunidades microbianas que
habitan aguas dcidas (pH < 3) yaltamen-
te contaminadas con metales pesados,
situadas en el nacimiento del rio Tinto.

Elrio Tinto es un interesante, y proba-
blemente tnico, modelo de medio am-
biente extremo en el que las condiciones
acidoéfilas son de origen biolégico. Las
aguas dcidas en interaccién con microor-
ganismos y el oxigeno contribuyen fun-
damentalmente a las condiciones extre-
mas del ecosistema, ya que favorecen la

solubilidad de metales pesados presen-
tes enlos minerales delasrocas, siendo el
arsénico un caso particular. El estudio me-
tagen6mico y funcional de la microbiota
nativa revelard caracteristicas genéticas
hasta la fecha desconocidas y con un va-
lor biotecnoldgico sorprendente.
Dadala gran problematica asociadaala
elevada toxicidad del arsénico, sus efec-
tos nocivos para la salud y la recurrente
deteccion de altas concentraciones de es-
te metaloide en aguas de consumo y re-
servorios subterraneos de todo el mundo,
se espera que los novedosos genes iden-
tificados en este trabajo tengan un poten-
cial uso en estrategias de biorremediacion
de ambientes contaminados con arséni-
coyenla generacién de organismos mds
resistentes (por ejemplo, plantas).

Materiales y métodos

Recoleccién de muestras y extraccion
de DNA metagenémico

Se tomaron muestras de aguas dcidas
de la zona del nacimiento del rio Tinto,
en Huelva (Espafia). EIADN metageno-
mico se extrajo mediante el kit comer-
cial FastDna (MP Biomedicals), segtin
las indicaciones del fabricante. El ADN
purificado y de alta calidad fue almace-
nado a-20° C.

Cepas bacterianas, medio de cultivos
y conservacion

Las cepas de Escherichia coli (DH10B
y AW3110) se cultivaron a 37° C, en un
agitador orbital a 170 rpm, empleando
el medio rico Luria-Bertani (LB), segin
describieron Mirete et al., 2007 ¥, Tam-
bién se empleé el medio minimo TRIS
(pH=7), especialmente disefiado para
experimentos con metales pesados . En
todos los casos que correspondiera, los
clones obtenidos en las distintas cepas
bacterianas fueron conservados en gli-
cerol al20% v/vy almacenados a-20° C.
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Medio ambiente

Elaboracion de la biblioteca
metagenomica y biisqueda de
actividades enzimdticas de
resistencia a arsénico

Lalibreria metagenémica de agua éci-
daseelabor6 con fragmentos de DNA de
un tamano aproximado de 2 a 5 kb. Pa-
ra ello, se realizé una digestion parcial
del DNA metagen6émico extraido con en-
zimas de corte frecuente, como SaullIA.
Posteriormente, se empleé el vector
pBluescript (pSKII+) y la cepa E. coli
DH10B como huésped parala expresion
de los genes ambientales, siguiendo los
protocolos pre-establecidos en nuestro
laboratorio “¥?. Una vez construida, la
biblioteca metagendémica se analiz6 pa-
ra detectar actividades enzimdticas de
resistencia. Lalibreria se plaque6 en me-
dio minimo TRIS * para metales con con-
centraciones de arsénico que inhiben el
crecimiento de la bacteria huésped
[As(V) > 6 mM]. Se aislaron aquellos clo-
nes que mostraron resistencia a arséni-
co. Desde ellos se purificé el plasmido y
se volvio a transformar en E. coliDH10B
para asegurar que la resistencia es debi-
da al fragmento de DNA insertado en el
vector. El fenotipo de resistencia a arsé-
nico se reconfirmé por el método de con-
centracion minima inhibitoria (CMI) se-
gun se describi6 . Para estimar la resis-
tencia a As(III) yantimonio [Sb(III)], cada
inserto de ADN metagen6mico que con-
ferfa resistencia a As (V) fue transferido
por transformacion a la cepa de E. coli
AWS3110 hipersensible a arsénico, como
huésped. Una vez obtenidos los nuevos
clones, laresistencia se determiné por el
método CMI empleando As(III) y Sb(II)
auna concentraciéon de 0.1mM, respec-
tivamente.

Secuenciacion de ADN

Los clones seleccionados y con facti-
bilidad de conferir resistencia fueron se-
cuenciados y analizados mediante ana-
lisis informatico. La secuenciacién de los
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El trabajo estudia las comunidades microbianas que habitan ambientes acuéaticos acidos altamente
contaminados con metales pesados. En la foto, aguas contaminadas por un vertido procedente de
una balsa de residuos téxicos en Aznalcollar (Sevilla).

fragmentos (insertos) de ADN (doble ca-
dena) se realiz6 en la Unidad de Se-
cuenciacion del Centro de Astrobiologia,
empleando un equipo Abi 3730 XL de 48
capilares (Applied Biosystem) y el kitco-
mercial Big Dye Terminator versién 3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction kit, de
acuerdo a protocolos pre-establecidos
v, Andlisis bioinformatico. Las secuen-
cias obtenidas se analizaron manual-
mente empleando las siguientes aplica-
ciones bioinformadticas: Editseq, Mega-
lign, and Seqman correspondientes al
paquete DNAStar Larsergene v8.0. Los
ORFs (marcos de lectura abiertos para
proteinas) fueron identificados usando
otros programas diferentes: Vector NTI
v9.0 (http://www.invitrogen.com), Arte-
mis (http://www.sanger.ac.uk/Softwa-
re/Artemis/), y ORF Finder, disponible
enla pagina web del NCBI (http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

Reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR)

Laamplificacion del ADN se realiz6 en
un termociclador iCycler de Bio-Rad. Las
enzimas que se emplearon fueronla Taq
polimerasa (Promega) y Pfu Turbo DNA
polimerasa (Stratagene). Las mezclas de
reaccién contenian MgCl2 1.5 mM y
dNTPs 0.2 mM. Como molde se utilizé
ADN plasmidico (10 - 20 ng/ul). Los dis-
tintos oligonucle6tidos empleados en
las reacciones de PCR se afiadieron a la
concentraciéon de 0.25 uM y todos fue-
ron sintetizados por Secugen. La ampli-
ficacion de fragmentos en el termoci-
clador se realiz6 segtin protocolos es-
tandarizados . En muchas ocasiones la
reaccion de PCR se realiz6 a partir de
ADN de una pequefia porcién de una co-
lonia sustituyendo al ADN gendmico, en
condiciones de esterilidad. Los produc-
tos amplificados, en cualquier caso, se



Moléculas resistentes a arsénico

purificaron con el sistema QIAquick PCR
purification kit (QIAGEN).

Identificacién del gen responsable de
la actividad de resistencia a arsénico

Para identificar el (o los) gen(es) res-
ponsable(s) del fenotipo, se empleé la
técnica de subclonaje, tal como se des-
cribi6 “¥¥. En una primera etapa, se di-
sefiaron oligos especificos (cebadores
de amplificacién) para cada ORFsiden-
tificado (20 ORFs en total), empleando
numerosas herramientas bioinformati-
cas: Editseq (correspondiente al paquete
DNAStar Larsergene v8.0), Primer 3 In-
putv0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/pri-
mer3/), Transalte (http://expasy.org/to-
ols/), etc. Se verificé en todos los casos
que los oligos utilizados para la reac-
cién de PCR solo hibridasen en la re-
gion deseada, evitando interacciones
entre ellos. La temperatura de hibrida-

Latinstock

cién (Tm) se situd en todos los casos
por encima de 55° C. Cada ORFs fue am-
plificado por PCR y clonado en la cepa
E. coliDH10B. La funcionalidad del gen
para conferir resistencia a arsénica se
analiz6 por el método CMI empleando
As(V) 6 mM.

Construccion de la metagenoteca,
biisqueda del fenotipo de resistencia y
andlisis bioinformdtico

ElIADN metagen6mico se extrajo des-
de muestras de aguas del rio (pH < 2,3)
y se construyeron bibliotecas metage-
némicas empleando el vector pBlues-
cript SKII++, E. coliDH10B como hués-
ped y un tamafio promedio de frag-
mentos de ADN (inserto) de ~2 a 5 kb.
En total, se obtuvieron 30.000 clones
con un inserto de tamafio promedio es-
timado en 2.5 kb.

Se seleccionaron 116 clones al azar,
que mostraron el fenotipo de resisten-
ciaaAs en placas de medio minimo con
As(V) [6 mM]. El tamafio promedio de
los insertosy sus perfiles de restriccion

se determinaron mediante andlisis de
restriccion (RFLP) utilizando combi-
naciones de endonucleasas especificas
(EcoRI/ Xbaly Xholl Xbal). De estos, un
total de 24 clones mostraron mayor re-
sistencia a As(V) [20 mM] respecto a su
cepa control (E. coliDH10B), en placas
de cultivo. Dicho fenotipo fue confir-
mado también por el método de con-
centracién minima inhibitoria (CMI).
Asimismo, los clones fueron analizados
en su capacidad para resistir arsenito
[As(IID)] y otros metales como el anti-
monio [Sb(III)]. Para ello, se debi6 trans-
fromar la estirpe E. coliAW3110 (sensi-
ble a arsénico) con los respectivos in-
sertos que conferian el fenotipo de
resistencia en As(V). Los resultados de
CMI demostraron que 11 de estos clo-
nes son resistentes conjuntamente a
As(V), As(II) y Sb (III) (Figura 2).

Estos tltimos clones "’ fueron selec-
cionados para continuar con la secuen-
ciacion de sus fragmentos y el andlisis
bioinformadtico con el objetivo de de-
tectar los ORFs (marcos de lectura abier-
tos de proteinas) que codificarian los ge-
nes responsables de conferir el fenotipo
de resistencia (Tabla 1).

Tabla 1. Perfil de resistencia a arsénico y antimonio de clones seleccionados. En cruces de color
rojo se muestran aquellos clones capaces de mantener su resistencia a arsénico y antimonio
cuando se retransformaron en la cepa hipersensible a arsénico E. coli AW3110.

Resistencia

E. coli DH10B

E. coli AW310

Longitud del As* As* Sh+
Clones inserto (PB) 6 (mM) 0.5 (mM) 0.1 (mM)
9 2226 ++ ++ ++
11 2110 +++ o+ +++
14 3391 +++ ++ +
27 3672 AR A ++
44 1507 Ak H +++
49 1242 +++ +++ +++
58 172 +++ + +
57 2759 +++ + +
71 2004 +++ 4+ o+
89 6024 +++ ++ +
95 1720 AR 4 +

[N 128 Primer trimestre 2013 [ SEGURIDAD Y MEDIO AMBIENTE] 49 |




Medio ambiente

El andlisis bioinformatico de los frag-
mentos metagen6micos permiti6 en-
contrar la presencia de numerosos ORFs
(que codifican para proteinas). En las fi-
guras 3 y4, serepresentala organizacion
genética de los diferentes ORFs detec-
tados en clones con fenotipo de resis-
tencia a arsénico. Algunos ORFs revela-
ron que:
= son similares a proteinas descritas
previamente con funciones relacio-
nadas a resistencia de metales pe-
sados en bacterias (Figura 3).

= muestran nuevas funciones asocia-
das aresistencia de metales pesados
(Figura 4).

= nunca antes fueron descritos en las
bases de datos (proteinas hipotéti-
cas o desconocidas (Figura 3).

Andlisis funcional de la
metagenotecay validacion del
Jenotipo de resistencia a arsénico

Se procedi6 ala amplificacion por PCR
de cada ORF previamente identificado
y el producto de cada PCR fue purifica-
do desde geles de agarosa. Luego, se
sub-clonaron independientemente em-
pleando como huésped la cepa bacte-
riana E. coli DH10B segtn los protoco-
los de biologia molecular pre-estable-
cidos. Mediante esta aproximacion, se
obtuvieron 20 cepas transformadas de
E. coli DH10B, las cuales fueron con-
servadas en gliceroles a -80° C.

Posteriormente, se validé el fenotipo
deresistencia a arsénico de cada ORF de
maneraindependiente. Para ello, se em-
pled la metodologia de concentracién
minima inhibitoria previamente descri-
ta (CMI). Los crecimientos por goteo se
realizaron en placas de medio minimo
TRIS (pH=7.0) suplementadas con As(V)
[6 mM]. La Figura 5 muestra como ejem-
plo el perfil de resistencia a As(V) de al-
gunos de los ORFs subclonados respec-
toal mismo clon con inserto metageno-
mico completo yalos correspondientes
controles (sin inserto y sin arsénico).
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Clon9

Control
(DH10B pSKII*)

Major facilitator superfamily transporter (MFS)

Hypothetical protein | Hﬁpoth etical protein

S — Sy SRR

» Major Facilitator Superfamily (MFS) es un grupo diverso de transportadores secundarios (uniporter, symporter
y antiporter) que permite el pasaje a través de la membrana citoplasmética de una amplia variedad de
sustratos (iones, azlcares, fosfatos, drogas, amino acidos, metales pesados).

Clon 71

Control
(DH10B pSKII*)

ATP-dependent chaperone ClpB

2 Kb

- *-Igéntica organizacién en el genoma completo de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 -

<—TWiajor facilitator superfamily MFS = ATP-dependent chaperone ClpB

Chorismate synthase ‘\ Acetate/CoA ligase

g

v

» ATP-dependent chaperone ClpB: en bacterias es una proteina con un rol central en la respuesta frente a diversos
factores ambientales de stress tales como: calor, frio, hipersalinidad, exposicion o metales pesados (arsenito), etc.

Figura 3. Diagrama de la organizacién genética de los ORFs detectados en los insertos de ADN de
clones con resistencia a arsénico y antimonio. Organizacion genética de los ORFs en 10s clones 9 (A)
y 71 (B), donde se observa la similitud con proteinas descritas en las bases de datos con funciones
conocidas en la resistencia a metales pesados y otros genes que codifican funciones hipotéticas.

Control

Queuine tRNA-ribosyltransferase

tRNA ribusvltranThrase-lsomerase (QueA)

E ——_z 2.1Kb

1 J
I

Idéntica organizacion en el genoma completo de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993

# Funcidn asociada a la modificacién nucleosidica, es decir la maduracidn post-transcripcional de tRNAs.

Figura 4. Diagrama de la organizacion genética de los ORFs detectados en el inserto de ADN del
clon 11 con resistencia a arsénico y antimonio. La organizacion genética de los ORFs detectados
revela similitud con proteinas descritas en las bases de datos, pero con funciones nunca antes
implicadas en la resistencia a metales pesados.

En la Figura 6 se muestran los por- m algunos ORFS por si solos, confie-

centajes de resistencia a arsénico (V) de ren una elevada resistencia a arsé-
todos los ORFs subclonados yla contri- nico que es comparable a la resis-
bucién de cada uno en su funcionalidad.

En este aspecto, hemos observado que:

tencia otorgada por el inserto com-
pleto de ADN metagenémico, como
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Resistencia a arsénico (V) de ORFs subclonados

minar que un alto porcentaje delos ORFs
que otorgan elevadaresistencia a arséni-
co corresponde a proteinas hipotéticasy
de funcién desconocida.

Discusion

Mediante este trabajo hemos identifi-

cado 20 genes diferentes obtenidos des-
de ADN metagen6mico de un ambien-
te extremo: el rio Tinto. Todos ellos fue-

ron analizados en su estructura y funcion.

TRIS MM - As(V) 6 mM

(sin arsenico)

Lamayoria demostro6 estar asociado ala

Figura 5. Perfil de resistencia a arsénico de los ORFs subclonados de tres clones resistentes a resistencia frente al arsénico. En térmi-

arsénico (clon 9; clon 11y clon 14). La resistencia fue determinada por el método de
concentracion minima inhibitoria respecto de la cepa control (E. coli DH10B) y los
correspondientes clones con el inserto completo.

nos generales, el andlisis bioinformati-
co permiti6 agruparlos segtin su funcién
global en cinco procesos celulares dife-
rentes: transporte, biogénesis de mem-

es el caso del ORF_1 o el ORF_2 del
clon 11 y del ORF_2 del clon 49.

m en otros clones, la resistencia a ar-
sénico se debe ala funcién conjun-
ta de al menos 2 ORFs. Por ejemplo:
el ORF_1yORF_2delclon9;el ORF_3
y ORF_4 del clon 14, etc.

m algunos ORFs no serian funcionales
cuando se expresan individualmente
(porejemplo ORF_1yORF_2del clon
95), sino que la funcién en la resis-
tencia a arsénico se asocia al fragmento
metagenémico completo de ADN.

Por ultimo, también se analiz6 la fun-

cion global que desempeian los genes
subclonados en las bacterias, segtin las
bases de datos (BALST, Pfam, etc.). En es-
te aspecto, los fragmentos codificarian
para proteinas que estarian involucradas
en diferentes procesos celulares: trans-
porte, biogénesis de membrana, madu-
racién post-transcripcional, respuesta a
estrés yreparacion de DNA, etc. Muchos
de estos procesos han sido descritos pre-
viamente por surol en laresistencia ame-
tales pesados (por ejemplo transporte,
reparacion del DNA, pretinas de estrés,
etc.). Pero principalmente destacamos
que este trabajo ha permitido, por pri-

mera vez, asignar a proteinas descritas
una nueva funcién, ya que nunca antes
habian sido implicadas en la resistencia
ametales pesados (por ejemplo, protei-
nas implicadas en maduracién post-trans-
cripcional de tRNAsy biogénesis de mem-
branas). También hemos podido deter-

brana, metabolismo energético, madu-
racién post-transcripcional y respuesta
a estrés. A esta clasificacion se debe su-
mar una categoria adicional, que agru-
paalas proteinas hipotéticas, las cuales
también han demostrando una activa
funcién en la resistencia a arsénico. Es

Rutas Metabdlicas Transporte
maduracién post- ¥ reparacion
transcripcional de tRNAs del DNA

y proteinas pp:m: LPmlnlm
100 2 !
80
60

| i

orf1
o2 [N
orf3

% Resistencia As ** (6mM)
o s &
i+ insert |

r&%

i Mg chelatasa

il Stress
(chaperona ClpB)

Clone 48 Cloneane 71 Clone 89

Clones and ORFs sub-clonados

pSKl + insert

Clone95 DH108

Figura 6. Contribucion en la resistencia a arsénico (V) de cada ORF subclonado respecto al
fragmento de ADN metagenomico completo. En cuadros de colores se distingue la funcion global
de los genes detectados en la célula bacteriana, segln las bases de datos (BLAST, Pfam, etc.).
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Medio ambiente

Muchos de los ORFs (marcos de lectura abiertos
de proteinas) hallados en este trabajo resultaron
ser proteinas nunca antes implicadas en la resistencia
a metales pesados

decir, son proteinas que se predicen a
partir de secuencias de dcidos nucleicos,
pero se desconoce su funcién celular y
no se ha demostrado su existencia me-
diante una evidencia experimental.

Podemos afirmar que nuestros resul-
tados concuerdan con los descritos por
Bertin et al., 2011, quienes mediante
aproximaciones de metagendmicay me-
taprote6émica también identificaron nu-
merosas proteinas pertenecientes a di-
versas familias (por ejemplo, transpor-
te, respuesta a estrés, metabolismo
energético, etc.) en ambientes enrique-
cidos en arsénico .

Entre los genes detectados y que esta-
rian implicados en la resistencia a arsé-
nico (y/o vinculados previamente a me-
tales pesados), encontramos aquellos aso-
ciados a transporte (miembros de la familia
de tranportadores MFS como el ORF_1
del clon 9y ORF _1 del clon 95). En cuan-
to alos mecanismos de transporte, se sa-
be que el As no juega ningtin papel me-
tabdlico o nutricional en bacterias, porlo
que, las células no han desarrollado nin-
gun sistema especifico para el ingreso del
mismo al medio intracelular. No obstan-
te, se demostré que el arsénico entra en
las células de manera indirecta, a través
de diferentes transportadores por la ana-
logia de las especies quimicas con otras
moléculas. En concreto, el As(V) es un
oxianién quimicamente muy parecido al
fosfato y entra a las células de E. coli me-
diante los sistemas Pit (transportador de
fosfato) y PST (transportador especifico
de fosfato) ®. En este caso del As(III), es-
te es transportado al interior de las célu-
las a través de una rama de la superfami-
lia de transportadores aquaporinas (agua-
glicerolporinas) como GIpF en E. coli*'.

Respecto a los genes asociados a res-
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puesta a estrés celular (chaperona ClpB
en el clon 71) y reparaciéon de daio al
ADN (ADN glycosylasa en el ORF_2 del
clon 95), estos también revelaron con-
ferir resistencia a arsénico. Dichos ge-
nes han demostrado previamente estar
involucrados enrespuesta a estrésy da-
fio celular (en procariotasy eucariotas)
provocado por la exposicion a altas o ba-
jas temperaturas, metales pesados, etc.,
previniendo el agregado y desnaturali-
zacion de proteinas o cumpliendo una
funcién de escision y reparacion de ba-
ses nitrogenadas dafiadas por oxidacion,
respectivamente "°v'",

Estas observaciones dejan abiertala po-
sibilidad de que otros sistemas de trans-
porte de solutos, como los transportado-
res y permeasas hallados en esta investi-
gacion, asi como los genes involucrados
enlareparacién al ADN yrespuestaaes-
trés, y otros no identificados hasta el mo-
mento (proteinas hipotéticas), puedan
ser operativos también parala entrada de
As(V) y As(IlI) en bacterias.

Como ya se menciono, otro grupo im-
portante de los genes identificados en
nuestro trabajo desempeia funciones ce-
lulares muy bien estudiadas hasta aho-
raa, pero nunca antes habian sido impli-
cados enla resistencia a arsénico nia otros
metales pesados. Tal es el caso de genes
involucrados en la modificacién post-
transcripcional de tRNAs (ambos ORFs
del clon 11 y ORF_4 del clon 89) y en sin-
tesis de membranas (ambos ORFs del clon
49). Respecto de la modificacién post-
transcripcional de tRNAs por Queuosina
(Q), a pesar de haber realizado una ex-
haustiva bisqueda bibliogréfica, no he-
mos encontrado investigaciones que des-
criban el rol de los tRNAs en la resisten-
cia a metales pesados y en particular a

Latinstock

Las aguas rojizas del rio Tinto se caracterizan
por un pH muy &cido, con alto contenido en
metales pesados (hierro, cobre, cadmio, etc.).

arsénico, siendo nuestros resultados una
evidenciainédita. Algunos invetigadores,
describieron el proceso de hiper-modifi-
cacion por (Q) del ARN de transferencia
como mecanismo de maduracién post-
transcripcional en células eucariotas y
bacterianas "***. En eucariotas, dicho pro-
ceso estaria implicado en la diferencia-
cion celular, mientras que en bacterias lo
estaria en la supervivencia durante algu-
nas situaciones de estrés y pérdida de la
virulencia, respectivamente "*. Estos tl-
timos corresponden a experimentos ais-
lados, que hasta la fecha no conducen a
interpretar de manera global el rol de la
maduracién de tRNAs por Q en otros pro-
cesos fisiolégicos bacterianos.

Por otra parte, los fosfolipidos de mem-
brana juegan un rol crucial en la man-
tencion delaintegridad delamembrana
como barrera de proteccién con el me-
dio ambiente (sintesis o degradacion de
fosfolipidos), en la regulacién de ciertos
procesos celulares (como translaciéon de
proteinas, replicacion, etc.), asi como en
la transduccién de sefiales (activacion o
inactivacion de enzimas) ante situacio-



Moléculas resistentes a arsénico

nes ambientales adversas . En este com-
plejomecanismo homeostético estan in-
volucradas numerosas enzimas, siendo
algunas de las principales la diacyl-gli-
gerol-kinasa (DAGK) y la fosfolipido fos-
fatasa (PAP), responsables de regular la
sintesis de fosfolipidos y la desfosforila-
cion de los mismos, (ORF_1y ORF_2 del
clon 49, respectivamente). En este con-
texto, lahomeostasis de la membrana fos-
folipidica es cuidadosamente regulada
en bacterias como respuesta a situacio-
nes ambientales adversas (temperatura,
osmolaridad, luz, carencia de nutrientes,
pH, etc.) ", pero hasta la fecha no se ha
determinado la funcién de dichas enzi-
mas en la respuesta especifica a situa-
ciones de estrés causada por metales pe-
sados y/o arsénico.

Un desafio actual para la ciencia (en
la eradela metagenémica) es profundi-
zar en el estudio de las proteinas hipo-
téticas ", siendo de suma importancia
para: a) completar lainformacién gen6-
micay protedmica de los organismos se-
cuanciados, b) proveer alas bases de da-
tos bioinformadticas con informacién mas
certera, y ¢) descubrir nuevas estructu-
rasy conformaciones desconocidas, asi
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como nuevos dominios y motivos que
contribuirdn al desarrollo biotecnolo-
gico y de la biomedicina (por ejemplo,
marcadores genéticos, dianas farmaco-
légicas, etc.).

En conclusién, los nuevos genes im-
plicados en laresistencia a arsénico que
han sido identificados en este trabajo
plantean nuevas inquietudes para ser
estudiadas en investigaciones futuras.
Por ejemplo, poder identificar el meca-
nismo completo o realizar con ellos una
aplicaci6én concreta en biomedicina y
biotecnologia, especificamente en bio-
rremediacion y fitorremediacion, por
ejemplo, confiriendo a plantas la capa-
cidad de adaptacién y tolerancia ala con-
taminacion por arsénico.

Conclusiones

I Ha sido posible extraer el ADN meta-
genomico de comunidades bacteria-
nas de muestras de aguas acidas pro-
venientes del nacimiento del rio Tinto.

I Los fragmentos metagenémicos de
ADN clonados desde aguas 4cidas con-
fieren resistencia a las diferentes for-

mas inorganicas de arsénico [As(V) y
As(II)] y a antimonio [Sb(ID)].

Los insertos de ADN presentes en los
clones con fenotipo resistente, revela-
ron la presencia de numerosos ORFs
(marcos de lectura abiertos) que codi-
fican para proteinas con funciones co-
nocidas, hipotéticas o desconocidas.
Los ORFs que estarian involucrados
en la resistencia a arsénico corres-
ponden a proteinas que participan en
diferentes procesos celulares: trans-
porte, biogénesis de membrana, ma-
duracién post-transcripcional, estrés
yreparacion de DNA, etc.
Notablemente, muchos de los ORFs
hallados en este trabajo resultaron ser
proteinas nunca antes implicadas en
laresistencia a metales pesados.

Los resultados de este trabajo contri-
buyen a un mejor conocimiento de la
microbiota nativa de ambientes ex-
tremos. El empleo de las capacidades
microbianas es relevante para la des-
contaminacién de ambientes conta-
minados con arsénico y otros metales
pesados, particularmente el agua co-
mo elemento esencial para el desa-
rrollo de la vida. @
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