Identificacion de nuevos
mecanismos moleculares de
resistencia a arsénico
en microorganismos adaptados
a ambientes acuaticos altamente
contaminados con metales pesados

Veronica Morgante
y col.

Ayudas a la investigacion 2010

FUNDACIONMAPFRE




Investigador Principal

Veronica Morgante

Licenciada en Microbiologia (2002)

Doctora en Biotecnologia (2009)

Investigador Post-Doctoral en el Centro de Astrobiologia (actual)

Equipo Investigador

José Eduardo Gonzalez Pastor

Licenciado en Ciencias Biologicas (1990)

Doctor en Biologia (1998)

Investigador Contratado en el Centro de Astrobiologia (actual). Jefe de Area de Ambientes
Controlados - Laboratorio de Ecologia Molecular

CENTRO DE ASTROBIOLOGIA (INTA-CSIC)

Laboratorio de Ecologia Molecular - Area de Ambientes Controlados.
Carretera de Ajalvir km 4

Torrejon de Ardoz (28850)

Madrid - ESPANA

Fono: +34 91 520 6471

Fax: +34 91 520 1074

Esta investigacion ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE en la Convocatoria Ayuda a la Investigacion 2010
www.fundacionmapfre.org



indice

Pagina
Abreviaturas 4
RESUMEN
1. INTRODUCCION 4
1.1. El arsénico en el ambiente 4
1.2.  Elrio Tinto: un ambiente extremo de origen biolégico 4
1.3. Metagendmica funcional 6
2. OBJETIVOS Y ALCANCE 6
3. MATERIALES Y METODOS 6
4. RESULTADOS 8
4.1. Construccion de la metagenoteca 8
4.2. Seleccion de clones con fenotipo de resistencia a arsénico 8
4.3.  Andlisis bioinformatico del ADN metagenémico 9
4.4. Analisis funcional de la metagenoteca: validacion del fenotipo
de resistencia a arsénico 11
5. DISCUSION 13
6. CONCLUSIONES 15

7. BIBLIOGRAFIA 15



4 | IDENTIFICACION DE NUEVOS MECANISMOS MOLECULARES DE RESISTENCIA AARSENICO EN MICROORGANISMOS...

ABREVIATURAS

ADN  Acido desoxirribonucleico
ARN  Acido ribonucleico

As Arsénico

As(lll) Arsenito

As(V) Arseniato

Cmi Concentracion Minima Inhibitoria

IPTG Isopropil - B — D — tiogalactopirandsido

kb Kilobases

ORFs Open Reading Frame (marco de lectura abierto
de proteinas)

pb Pares de bases

PCR Reaccion de amplificacion en cadena con ADN
polimerasa termorresistente

pH Acidez
PH Proteinas hipotéticas
PD Proteinas desconocidas

rpm Revoluciones por minuto

Sb(lll) Antimonio

X—gal 5 — Bromo — 4 — cloro — 3 — indolil — D — galactopi-
ranosido

tRNA  Acido ribonucleico de transferencia.

RESUMEN

En este proyecto se estudiaron las comunidades micro-
bianas que habitan ambientes acuaticos acidos (pH < 3)
altamente contaminados con metales pesados. Concre-
tamente, mediante una aproximacion de metagendmica
funcional, se identificaron nuevos mecanismos molecula-
res de resistencia a arsénico (As).

Las muestras de ADN metagenémico fueron obteni-
das desde agua proveniente de la zona del nacimiento
del rio Tinto (Huelva, Espafna). Numerosos clones, conte-
niendo los fragmentos de dicho ADN, mostraron una
mayor resistencia a las diferentes formas inorganicas de
As (arsenato y arsenito) y también a antimonio, respecto
a la cepa control. El andlisis bioinformatico de las se-
cuencias de ADN revelo la presencia de diferentes ORFs
(marcos de lectura abiertos de proteinas) que codifica-
rian los genes responsables de conferir el fenotipo de
resistencia. Cada ORF fue sub-clonado y se comprobd
su perfil de resistencia. Algunos de estos ORFs, han sido
descritos previamente por su rol en la resistencia a me-
tales pesados (por ejemplo: transporte, reparacion del
DNA, respuesta a estrés, etc.). Pero principalmente des-
tacamos, que este trabajo ha permitido por primera vez,
asignar a proteinas previamente descritas una nueva fun-
cion ya que nunca antes habian sido implicadas en la
resistencia a metales pesados (por ejemplo: proteinas
involucradas en maduracion post-transcripcional de
tRNAs y biogénesis de membranas).

Los resultados de este trabajo contribuyen con un
mejor conocimiento de la microbiota nativa de ambientes
acuaticos extremos. El empleo de las capacidades mi-
crobianas, son relevantes para la descontaminacion de

ambientes contaminados con arsénico y otros metales
pesados, particularmente el agua como elemento esen-
cial para el desarrollo de la vida.

PALABRAS CLAVES: metagendmica funcional, microorga-
nismos, resistencia, arsénico, metales pesados, rio Tinto.

1. INTRODUCCION

1.1. El arsénico en el ambiente

El arsénico (As) es un metaloide, ampliamente distribuido
en la corteza terrestre. Generalmente se encuentra en pe-
quefias cantidades en la naturaleza. Sin embargo, su con-
centracion puede ser mayor en determinadas zonas de-
bido a las condiciones ambientales (depositos geoldgicos,
drenajes naturales de aguas éacidas, etc.) o a la actividad
humana (como mineria y produccion industrial de laser,
vidrio, pigmentos, papel, plaguicidas, etc.). El arsénico
puede existir en muchas formas quimicas diferentes,
donde que el arsenito [As(lI)] y arseniato [As(V)] son las
formas inorganicas mas abundantes en el ambiente. Este
metaloide es altamente toxico para los seres vivos y
bioacumulable en la cadena tréfica. A su vez, el As(lll) es
100 veces mas toxico que el As(V).

Los microorganismos tienen un rol importante en el
ciclo biogeoguimico del arsénico, siendo los principales
responsables de la biotransformacion y movilizacion de
este metaloide en el ambiente. Es asi, como las actividades
enzimaticas microbianas catalizan la conversion de las es-
pecies de arsénico a formas con diferente solubilidad, mo-
vilidad, biodisponibilidad y toxicidad.

Si bien muchos microorganismos han desarrollado me-
canismos de resistencia a arsénico, sorprendentemente
algunos de ellos son capaces de utilizarlo, o incluso requie-
ren de arsénico para su fisiologia normal [1]. La mayoria de
los mecanismos de resistencia, han sido descritos en mi-
croorganismos cultivables (Figura 1). En bacterias, la re-
duccion de As(V) ocurre como un proceso respiratorio o
como parte de un mecanismo de resistencia, mientras que
la oxidacion del As(lll) se asocia al crecimiento quimioau-
totrofo 0 a mecanismos de desintoxicacion celular [2]. El
arsénico también puede ser trasportado al interior de la
célula (mediante mecanismos inespecificos) donde se mo-
difica su estado de oxidacion para bajar la toxicidad, y
luego es expulsado al exterior a través de mecanismos
especificos (actividad enzimatica). Por otra parte, las for-
mas inorganicas de arsénico pueden ser acomplejadas en
residuos de cisteina de pépidos, o sufrir metilacion for-
mando compuestos organicos y volatiles.

1.2. Elrio Tinto: un ambiente extremo de origen
biolégico
Nuestro sistema de estudio se encuentra en las aguas

acidas que forman parte del nacimiento del rio Tinto, loca-
lizado en Huelva, Espafa. Debe su nombre al color de sus
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TRANSPORTE

El arsénico entra a las células mediante transportadores
de fosfato (arsenato) o de agua-gliceroporinas (arsenito).
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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 inor-
ganico 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].

aguas rojas, que contienen un elevado contenido de hierro
(Figura 2). Pese a la intensa actividad minera, el rio ha
formado un ambiente de drenaje acido natural que lleva
funcionando aproximadamente 2 m.a. de antigiedad. Por
lo general, es un rio de poco caudal salvo en episodios no
demasiado frecuentes de lluvias torrenciales. En gran
parte de su recorrido el cauce es ancho y el agua que
fluye forma una lamina somera mientras que, en otros lu-
gares del rio, se forman pozas o el camino del agua se ve
retenido durante algun tiempo debido a la existencia de
pequefas presas a lo largo de su cauce (Figura 2).

La singularidad de la zona reside en sus caracteristi-
cas geologicas y en la riqueza de sus minerales (vetas de
pirita, calcopirita, gossan y otros minerales complejos de
azufre). Estos compuestos son muy estables, pero cuando
se encuentran en contacto con el oxigeno o con el agua
ofrecen a ciertos organismos los recursos necesarios para
desarrollarse, formando un habitat muy especial [3]. Las
aguas estudiadas se caracterizan por una elevada acidez
(pH £ 2,3), contienen elevadas concentraciones de sulfa-
tos y metal(oid)es (Fe, As, Co, Ni, Cu, Pb, Mn) en su ma-
yorfa téxicas. Particularmente, se ha detectado que la con-
centracion de arsénico en zonas proximas a la cabecera
del rio asciende hasta 18 mgL™" [4]. Se trata de un sistema
natural, muy heterogéneo y donde, a pesar de las condi-
ciones extremas, se observa la proliferacion de comunida-

des microbianas, entre ellas bacterias quimiolitétrofas,
principalmente oxidadoras de hierro y azufre (como por
ejemplo: Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum fe-
rrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans).

Figura 2. Rio Tinto. Cauce de agua en zonas cabeceras (naci-
miento). Se observa la formacion de pozas de agua con la coloraciéon
rojiza que lo caracteriza.
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1.3. Metagenomica funcional

Diversos estudios realizados en los ultimos afos, indican
que solo un porcentaje muy pequefo de los microorganis-
mos existentes en el ambiente (aproximadamente el 1%),
se puede cultivar. Una causa de ello, es que mediante las
tradicionales técnicas de cultivo cerrado limitamos los re-
querimientos nutricionales para su crecimiento que se en-
cuentran exclusivamente en su medio natural. Como con-
secuencia, se han desarrollado nuevas tecnologias
cultivo-independiente que permiten estudiar aquella frac-
cion de las comunidades microbianas que habia perma-
necido ignorada por la microbiologia.

Una de estas modernas técnicas, es el estudio del
ADN metagendmico que permite la extraccion y purifica-
cion del ADN (material genético) directamente desde las
muestras ambientales. Se obtiene asi toda la informacion
genética, sin necesidad de aislar individualmente cada
uno de los microorganismos nativos. El conjunto de
genes de un organismo se denomina genoma, y al con-
junto de genomas de una comunidad entera de microor-
ganismos se ha denominado metagenoma. De esta
forma, si la coleccion de genomas es almacenado en
bacterias facilmente manipulables en el laboratorio obte-
nemos una biblioteca metagendmica [6].

Particularmente, las comunidades microbianas que
habitan ambientes extremos, constituyen un gran reservo-
rio genético (diversidad funcional). Mediante la metageno-
mica funcional, somos capaces de descubrir los genes (y
mecanismos) involucrados en la habilidad de los microor-
ganismos de adaptarse y sobrevivir a las condiciones ad-
versas que les ofrece el medio. De esta forma, el estudio
del ADN metagenomico facilita conocer aspectos intere-
santes de las comunidades microbianas que habitan un
determinado ambiente como por ejemplo: genes proce-
dentes de nuevas especies microbianas que serian difici-
les o imposibles de cultivar en el laboratorio o, identificar
genes que caodifican informaciéon para la sintesis de nue-
vOs compuestos o enzimas. Es decir, obtenemos novedo-
sas soluciones para la adaptacion a condiciones extre-
mas, y esto resulta de interés para concretas aplicaciones
biotecnoldgicas y en biomedicina [7 y 8].

2. OBJETIVO Y ALCANCE

La presente propuesta de investigacion, propone aplicar
una aproximacion de metagendmica funcional para des-
cubrir nuevos genes de resistencia a arsénico en el meta-
genoma de comunidades microbianas que habitan aguas
acidas (pH < 3) y altamente contaminadas con metales
pesados, situadas en el nacimiento del rio Tinto.

El rio Tinto es un interesante, y probablemente unico,
modelo de medio ambiente extremo en el que las condi-
ciones aciddfilas son de origen biolégico. Las aguas aci-
das en interaccion con microorganismos y el oxigeno con-
tribuyen fundamentalmente a las condiciones extremas del
ecosistema ya que favorecen la solubilidad de metales
pesados presentes en los minerales de las rocas, siendo

un caso particular el arsénico. El estudio metagenomico y
funcional de la microbiota nativa revelara caracteristicas
genéticas hasta la fecha desconocidas y con un valor bio-
tecnolégico sorprendente.

Dada la gran problematica asociada a la elevada toxi-
cidad del arsénico, sus efectos nocivos para la salud y la
recurrente deteccion de altas concentraciones de arsé-
nico en aguas de consumo y reservorios subterraneos de
todo el mundo, se espera que los novedosos genes iden-
tificados en este trabajo tengan un potencial uso en estra-
tegias de biorremediaciéon de ambientes contaminados
con arsénico y en la generacion de organismos mas re-
sistentes (por ejemplo, plantas).

3. MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

Se tomaron muestras de aguas acidas desde la zona del
nacimiento del rio Tinto (Huelva, Espafa), segun la geogra-
fia del lugar descrita [4]. Se recogieron en total 2 L de los
cuales, aproximadamente 100 mL se destinaron para ana-
lisis fisico-quimicos del agua (pH, cuantificacion de metales
pesados, etc.). El resto de la muestra se destind a su pre-
paracion para extraccion de ADN. Primero se filtré en poros
de 0.22 ym (Millpore). El agua remanente luego se centri-
fugo y se recogio el pellet (fraccion de células microbianas).
El filtro y pellet conteniendo las células microbianas se
guardod a -80°C, para el posterior procesamiento acorde a
protocolos de extraccion de ADN metagendmico.

Cepas bacterianas, medio de cultivos y conservacion
Las cepas de E. coli (DH10B y AW3110) se cultivaron a
37°C, respectivamente, en un agitador orbital a 170 rpm. El
medio rico utilizado para cultivar todas las cepas fue Luria-
Bertani (LB). Los cultivos en medio soélido se realizaron con
medio LB suplementado con Agar Noble (Difco) al 1.5 %
(p/v). También se empled el medio minimo TRIS (pH= 7),
especialmente disefado para experimentos con metales
pesados [5]. Cuando fue necesario, se anadid 5-bromo-4
- cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-gal) a una concen-
tracion de 0.08 mM, asi como isopropil-1-tio-B-galactopira-
nésido (IPTG) a una concentracion entre 1y 0.01 mM. En
todos los casos que correspondiera, los clones obtenidos
en las distintas cepas bacterianas fueron conservados en
glicerol al 20% v/v y almacenados a -20°C y/o -80°C.

Extraccion de DNA metagenomico

El ADN metagenomico se extrajo mediante el kit comercial
FastDna (MP Biomedicals), segun las indicaciones del fa-
bricante. EI ADN purificado y de alta calidad fue almace-
nado a -20°C.

Elaboracion y validacion de la biblioteca metagenémica
La libreria metagendmica de agua acida se elabor6 con
fragmentos de DNA de un tamafo aproximado de 2 a 5
kb. Para ello, se realiz6 un digestion parcial del DNA me-
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tagendmico extraido con enzimas de corte frecuente,
como SaulllA. Posteriormente, se empled el vector pBlues-
cript (pSKII*) y la cepa Escherichia coli DH10B como
huésped para la expresion de los genes ambientales, si-
guiendo los protocolos pre-establecidos en nuestro labo-
ratorio [7 y 8]. En total, se obtuvieron 30.000 clones con un
inserto de tamafio promedio estimado en 2.5 kb. Para va-
lidar la biblioteca se realizaron las siguientes pruebas:

a) Se examino el porcentaje de clones con inserto. En
el caso del vector pSKIlI* las colonias con inserto se
pueden distinguir de las que no lo tienen por su
coloracion en placas con IPTG/X-gal (seleccion de
colonias blancas-azules).

b) Se estimo el tamafio medio de los insertos (analizar
entre el 0.5y 5% de los clones) mediante digestion
con enzimas de restriccion (RFLP).

La estrategia molecular empleada para la construc-

cion, validacion y analisis funcional de las metagenotecas
de agua acida de rio Tinto se esquematiza en la Figura 2.

Busqueda de actividades enzimaticas en las librerias
metagendémicas

Una vez construidas estas librerias metagendmicas se anali-
zaron para detectar actividades enzimaticas que proporcio-
nen resistencia a arsénico. La libreria se plaqued en medio
minimo TRIS [5] para metales con en concentraciones de
arsénico que inhiben el crecimiento de la bacteria huésped
[As(V) > 6 mM]. Se aislaron aquellos clones que mostraron
resistencia a arsénico. Desde ellos se purificod el plasmido y
se volvié a transformar en E. coli DH10B para asegurar que
la resistencia es debida al fragmento de DNA insertado en el
vector. El fenotipo de resistencia a arsénico se re-confirmé por
el método de concentracion minima inhibitoria (CMI) segun se
describi6 [7]. Para estimar la resistencia a As(lll) y antimonio
[Sb(lll)], cada inserto de ADN metagendmico que conferia
resistencia a As (V) fue transferido por transformacion a la
cepa de E. coli AW3110 hipersensible a arsénico, como hués-
ped. La cepa AW3110 se caracteriza genéticamente por la
delecion del operdn ars de resistencia a arsénico (AarsRBC).
Una vez obtenidos los nuevos clones, la resistencia se deter-
min6 por el método CMI empleando As(lIl) y Sb(lll) a una
concentracion de 0.1mM, respectivamente.

Secuenciacion de ADN

Los insertos de ADN metagenomico de los clones seleccio-
nados y con factibilidad de conferir resistencia fueron se-
cuenciados y analizados mediante herramientas bioinforma-
ticas. La secuenciacion de los fragmentos (insertos) de ADN
(doble cadena) se realiz6 en la Unidad de Secuenciacion del
Centro de Astrobiologia, empleando un equipo Abi 3730 XL
de 48 capilares (Applied Biosystem) y el kit comercial Big
Dye Terminator version 3.1 Cycle Sequencing Ready Reac-
tion kit, de acuerdo a protocolos pre-establecidos [7 y 8].

Analisis bioinformatico
Las secuencias obtenidas se analizaron manualmente em-
pleando las siguientes aplicaciones bioinformaticas:

Editseq, Megalign, and Segman correspondientes al pa-
quete 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), Artemis (http://www.sanger.ac.uk/
Software/Artemis/), y ORF Finder, disponible en la pagina
web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).
Para la traduccion a proteinas de la secuencia nucleoti-
dica se utilizd el codigo genético bacteriano empleando
los codones ATG, GTG, and TTG como inicio y la herra-
mienta Translate (del Expasy Bioinformatics Resource Por-
tal, http://expasy.org/tools/). Todos los ORFs detectados y
superiores a 90 pb fueron traducidos y analizados me-
diante BlastP (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/gorf.html)
para la identificacion de proteinas descritas en las bases
de datos.

Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacion del ADN se realizd en un termociclador
iCycler de Bio-Rad. Las enzimas que se emplearon fueron
la Taqg polimerasa (Promega) y Pfu Turbo DNA polymerase
(Stratagene). Las mezclas de reaccion contenian MgCl,
1.5 mM y dNTPs 0.2 mM. Como molde se utiliz6 ADN
plasmidico (10 - 20 ng/pl). Los distintos oligonucleotidos
empleados en las reacciones de PCR se afiadieron a la
concentracion de 0.25 pM y todos fueron sintetizados por
Secugen. El protocolo base de amplificacion en el termo-
ciclador fue: (i) Desnaturalizacion inicial (4 min a 95°C). (ii)
25 ciclos de: desnaturalizacion (45 seg a 95°C), hibrida-
cion (45 seg a Tm del oligo) y extension (a 72°C, el tiempo
de extension dependid del tamano del fragmento a ampli-
ficar). (iii) Extension final (7 min a 72°C). En muchas oca-
siones la reaccion de PCR se realiz6 a partir de ADN de
una pequefa porcion de una colonia sustituyendo al ADN
gendmico, en condiciones de esterilidad. Los productos
amplificados, en cualquier caso, se purificaron con el sis-
tema QIAquick PCR purification kit (QIAGEN).

Identificacion del gen responsable de la actividad de
resistencia a arsénico

Para identificar el (o los) gen(es) responsables del feno-
tipo, se empled la técnica de sub-clonaje, tal como se
describi6 [8]. En una primera etapa, se debid disenar oli-
gos especificos (cebadores de amplificacion) para cada
ORFs identificado (20 ORFs en total). El disefio de oligos
se realizd de manera especifica, empleando numerosas
herramientas bioinformaticas: Editseq (correspondiente al
paquete DNAStar Larsergene v8.0), Primer 3 Input v0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), Transalte (http://expasy.
org/tools/), etc. Se verifico en todos los casos que los oli-
gos utilizados para la reaccion de PCR sélo hibridasen en
la region deseada, asi como evitar interacciones entre
ellos. La temperatura de hibridacion (Tm) se situ6 en todos
los casos por encima de 55°C. Cada ORFs fue amplificado
por PCRy clonado en la cepa E coli DH10B. La funciona-
lidad del gen para conferir resistencia a arsénica se ana-
liz6 por el método CMI empleando As(V) 6 mM.
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Figura 1. Estrategia metagendmica empleada para la identificacion funcional de genes con resistencia a arsénico en las comunidades micro-

bianas de aguas acidas del Rio Tinto.

4. RESULTADOS

4.1. Construccion de la biblioteca metagenémica

El arsénico es un metaloide, siendo el As(lll) y As(V) sus
formas inorganicas mas abundantes en la naturaleza. Los
microorganismos son los principales responsables de la
biotransformacion y movilizacion del As en el ambiente.
En este trabajo, se estudiaron las comunidades microbia-
nas de un ambiente extremo acido (rio Tinto, Espana)
para identificar nuevos genes implicados en la resisten-
cia arsénico. Para ello se empled una aproximacion de
metagendmica funcional tal como se muestra en la (Fi-
gura 1).

El ADN metagendmico se extrajo desde muestras de
aguas del rio (pH < 2,3) y se construyeron bibliotecas
metagendmicas empleando el vector pBluescript SKII*,
E. coli DH10B como huésped y un tamano promedio de
fragmentos de ADN (inserto) de ~2 a 5 kb. Se seleccio-
naron 116 clones al azar, que mostraron el fenotipo de
resistencia a As en placas de medio minimo con As(V) [6
mM]. El tamafio promedio de los insertos y sus perfiles

de restriccion se determinaron mediante analisis de res-
triccion (RFLP) utilizando combinaciones de endonuclea-
sas especificas (EcoRI/Xbal y Xhol/Xbal) (Figura 2).

4.2. Seleccion de clones con fenotipo de resistencia
a arsénico

Un total de 24 clones mostraron mayor resistencia a As(V)
[20 mM] respecto a su cepa control (E. coli DH10B), en
placas de cultivo. Dicho fenotipo fue confirmado también
por el método de concentracion minima inhibitoria (CMI).
Asimismo, los clones fueron analizados en su capacidad
para resistir arsenito [As(ll)] y otros metales como el anti-
monio [Sb(IIl)]. Para ello, se debio transfromar la estirpe E.
coli AW3110 (sensible 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(lll) y Sb (II)
(Figura 3).

Estos ultimos clones (11) fueron seleccionados para
continuar con la secuenciacion de sus fragmentos vy el

Clones

Figura 2. Perfil de restriccion (RFLP) de clones con fenotipo de resistencia a arsenato [As(v)]. Se realizd una digestién doble con endonucleasas
(Xhol y Xbal). C(-): control negativo (cepa E. coli DH10B); MM: marcador molecular (1kb).
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Clones con resistencia a arsénico y antimonio.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

As*S (0,5mM)

C 71 57 53 Cl-)

Pre-cultivo

As*? (0,1mM)

Sb*? (0,5mM)

57 53

c-] 71 57 53

A

Crecimiento en placas

Medio LB/AP:;; 37°x12h — s Medio Minimo TRIS; pH=7.0; 37°C x 48 h

Gotas: 5ul; ODgggnm ~2.0

Figura 3. Resistencia a arsénico [As (V) y As (lI)] y antimonio de clones obtenidos mediante técnicas metagendmica. La resistencia fue deter-
minada por el método de concentracion minima inhibitora respecto de la cepa control (E. coli AW3110). C(-): control negativo.

analisis bioinformatico con el objetivo de detectar los ORFs
(marcos de lectura abiertos de proteinas) que codificarian
los genes responsables de conferir el fenotipo de resisten-
cia (Tabla 1).

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

RESISTENCIA
E. coliDH10B E. coll AW3110
Clones | Longitud del As*® As*® As* sb*?
inserto (pb) 6 (mM) 0.5 (mM) | 0.1 (mM) | 0.1(mM)
9 2226 ++ ++ o+ ++
17 2110 e +++ ++ 4t
14 3391 +4+ ++ + +
27 3672 ++ + -+ ++
44 1507 T e ++ +++
49 1242 +++ e R EEE e
53 172 +++ + + +
57 2759 +4+ + + +
71 2004 +++ +++ S et
89 6024 +++ ++ + +
95 1720 ++ ++ + +

4.3. Andlisis bioinformatico del ADN
metagenémico

El andlisis bioinformatico de los fragmentos metagendmi-
cos permiti6 encontrar la presencia de numerosos ORFs
(que codifican para proteinas). En las Figuras 4-6 se re-
presenta la organizacion genética de los diferentes ORFs
detectados en clones con fenotipo de resistencia a arsé-
nico. Algunos ORFs revelaron que:

a) son similares a proteinas descritas previamente con
funciones relacionadas a resistencia de metales pe-
sados en bacterias, (Figura 4).

b) muestran nuevas funciones asociadas a resistencia
de metales pesados, (Figura 5).

€) nunca antes fueron descritos en las bases de datos
(proteinas hipotéticas o desconocidas, en las Figu-
ras 4y 6).
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Organizacion de ORFs y similitud con proteinas previamente descritas en las bases de datos.

Clon g

oo [

{DH10B pSKII)

Major facilitator superfamily transporter (MFS)
Hypothetical protein ‘ Hypothetical protein

) - — S (b

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

Control
(DH10B pSKII)

ATP-dependent chaperone ClpB

2Kb
. ~-Igéntica organizacion en el genoma completo de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 -
< Wlajor facilitator superfamily MFS > ATP-dependent chaperone ClpB -~ o
Chorismate synthase . e Acetate/CoA ligase

“ N =7 A
> - }
¥ ATP-dependent chaperone ClpB: en bacterias es una proteina con un rol central en |a respuesta frente a diversos
factores ambientales de stress tales como: calor, frio, hipersalinidad, exposicién a metales pesados (arsenito), etc.

Figura 4. Diagrama de la organizacion genética de los ORFs detectados en los insertos de ADN de clones con resistencia a arsénico y antimonio.
Organizacion genética de los ORFs en los 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.

Organizacion de ORFs y similitud con proteinas descritas previamente en las
bases de datos con funcién desconocida en la resistencia a metales pesados.

Clon 11

Control
(DH10B pSKII*)

ferase-isomerase (QueA) Queuine tRNA-ribosyltransferase

tRMNA ribosyltra nj

— N 5 e R Ty — 2.1 Kb

| !
T

Idéntica organizacidn en el genoma completo de Acidithiobacilius ferrooxidans ATCC 53993

# Funcidn asociada a la modificacidn nucleosidica, es decir la maduracidn post-transeripcional de tRNAs.

Figura 5. Diagrama de la organizacién 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.
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Organizacion de los ORFs en otros clones resistentes a arsénico

Conjugation signal peptidase TraF

Type-IV secretion system protein TraC

‘ vautheticalpi'-mtein

| Hypothetical protein

I

b e S 3.67 Kb

Transposase 15116/15110/15902 family protein ] )

Hypothetical protein Hw:iuthetical protein
Clon 44 *=< = — L5 Kb
GTP-binding protein EngA phosphohistidine phosphatase SixA

Outer membrane assembly lipoprotein ¥igL Hypothetical protein ‘

Clon 57 :'D_'#-: 2.76 kb

Tfp pilus assembly protein (FimV-like protein)

3-isopropylmalate dehydrogenase
aspartate-semialdehyde dehydrogenase | tRNA pseudouridine synthase A /

Clon 89

Sulfate permease (MFS Transporter Family)

Clon 95

N-{5'phosphoribosyl) anthranilate isomerase

6.25 Kb

DMNA glycosylase, H2TH DNA-binding

1.72 Kb

Figura 6. Diagrama de la organizacién genética de los ORFs detectados en los insertos de ADN de otros clones con resistencia a arsénico y
antimonio. En color rojo se muestran aquellos ORFs previamente descritos en las bases de datos con funciones conocidas en resistencia a
metales pesados. En verde se destacan los genes con funciones hipotéticas y nunca antes descritas. En negro se muestran los genes iden-
tificados con funciones conocidas pero nunca antes implicadas con la resistencia a metales pesados.

4.4. Analisis funcional de la metagenoteca:
validacion del fenotipo de resistencia a arsénico

Durante la ultima fase de esta investigacion, se trabajo
en el sub-clonaje de 20 ORFs diferentes. Para ello, se
disefiaron primers (cebadores de amplificacion) de ma-
nera especifica empleando las herramientas bioinforma-
ticas apropiadas (Editseq, Primer 3 Input v0.4.0, etc.).
Se procedi6 a la amplificacion por PCR de cada frag-
mento y el producto de cada PCR fue purificado desde
geles de agarosa. Luego, se sub-clonaron indepen-
dientemente empleando como huésped la cepa bacte-
riana E. coli DH10B segun los protocolos de biologia
molecular pre-establecidos. Mediante esta aproxima-

cion, se obtuvieron 20 cepas transformadas de E. coli
DH10B las cuales fueron conservadas en gliceroles a
-80°C.

Posteriormente, se valido el fenotipo de resistencia a
arsénico de cada ORF de manera independiente. Para ello,
se empled la metodologia de concentracion minima inhibi-
toria previamente descrita (CMI). Los crecimientos por
goteo se realizaron en placas de medio minimo TRIS
(pH=7.0) suplementadas con As(V) [6 mM]. La Figura N° 7,
muestra como ejemplo, el perfil de resistencia a As(V) de
algunos de los ORFs subclonados, respecto al mismo clon
con inserto metagendémico completo y a los correspondien-
tes controles (sin inserto y sin arsénico).
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Resistencia a Arsenico (V) de ORFs subclonados

TRIS MM
(sin arsénico)

TRIS MM - As(V) 6 MV)

Figura 7. Perfil de resistencia a arsénico de los ORFs subclonados de 3 clones resistentes a arsénico (clon 9; clon 11 y 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.

Algunos ORFs revelaron ser similares a proteinas des-
critas previamente con funciones relacionadas a resisten-
cia de metales pesados en bacterias (transportadores,
chaperonas, etc.), mientras que muchos otros mostraron
nuevas funciones asociadas a resistencia de metales pe-
sados 0, nunca antes fueron descritos en las bases de
datos.

En la Figura 8, se muestran los porcentajes de resis-
tencia a arsénico (V) de todos los ORFs subclonados y la
contribucion de cada uno en su funcionalidad. En este
aspecto, hemos observado que:

a) algunos ORFs por si solos, confieren una elevada
resistencia a arsénico que es comparable a la re-
sistencia otorgada por el inserto completo de ADN
metagendmico, como es el caso del ORF_1 o el
ORF_2 del clon 11 y del ORF_2 del clon 49.

b) en otros clones, la resistencia a arsénico se debe a
la funcion conjunta de al menos 2 ORFs. Por ejem-
plo: el ORF_1 y ORF_2 del clon 9; el ORF_3 vy
ORF_4 del clon 14, etc.

c) por ultimo, algunos ORFs no serian funcionales
cuando se expresan individualmente (por ejemplo
ORF_1y ORF_2 del clon 95), sino que la funcion en

la resistencia a arsénico se asocia al fragmento me-
tagenomico completo de ADN.

Por ultimo, también se determind la funcién global
que desempenan los genes sub-clonados en las bacte-
rias, segun las bases de datos (BALST, Pfam, etc.). En
este aspecto, los fragmentos codificarian para proteinas
que estarian involucradas en diferentes procesos celulares:
transporte, biogénesis de membrana, maduracion post-
transcripcional, respuesta a stress y reparacion de DNA,
etc.

Muchos de estos procesos, han sido descritos previa-
mente por su rol en la resistencia a metales pesados (por
ejemplo transporte, reparacion del DNA, pretinas de
stress, etc.). Pero principalmente destacamos, que este
trabajo ha permitido por primera vez, asignar a proteinas
descritas una nueva funcién ya que nunca antes habian
sido implicadas en la resistencia a metales pesados (por
ejemplo: proteinas implicadas en maduracion post-trans-
cripcional de tRNAs y biogénesis de membranas). Tam-
bién hemos podido determinar que un alto porcentaje de
los ORFs que otorgan elevada resistencia a arsénico, co-
rresponde a proteinas hipotéticas y de funcion descono-
cida.
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Figura 8. Contribucién en la resistencia a Arsénico (V) de cada ORF sub-clonado respecto al fragmento de ADN metagenémico completo. En
cuadros de colores se distingue la funciéon global de los genes detectados en la célula bacteriana, segun las bases de datos (BLAST, Pfam,

etc.).

5. DISCUSION

El arsénico es uno de los contaminantes de origen natural
mas toxico que se conoce y ha sido una de las primeras
sustancias quimicas reconocidas como carcinégenas [9].
Es muy abundante y se encuentra ampliamente distri-
buido por toda la corteza de la Tierra. Las fuentes de
contaminacion de agua por arsénico son principalmente
de origen natural (pizarras negras, minerales como la pi-
rita, zonas volcanicas, aguas termales) aunque también
puede originarse como resultado de actividades huma-
nas. Se estima que mas de 40 millones de personas en el
mundo estan en riesgo de beber agua contaminada por
arsénico [10 y 11].

Los microorganismos pueden desarrollarse en am-
bientes muy extremos y contaminados por arsénico (y/u
otros metales pesados). Esta capacidad de adaptacion
esta relacionada con una sorprendente diversidad fun-
cional génica. Es decir, estos microorganismos han de-
sarrollado mecanismos genéticos que les permiten adap-

tarse a esos ambientes, los cuales en su mayoria se
desconocen. Dichos mecanismos pueden ser estudiados
empleando las herramientas moleculares apropiadas
(por ejemplo: metagendmica funcional) y su descubri-
miento puede resultar de interés para aplicaciones bio-
tecnologicas.

En general, un problema de las aproximaciones meta-
gendmicas es que la expresion de los genes heterélogos
solo se produce si las secuencias promotoras son recono-
cidas por la bacteria huésped, en este caso E. coli [12].
Nuestra apuesta fue construir librerias empleando vecto-
res con promotores inducibles y/o constitutivos a ambos
lados del sitio de clonaje, en los que se clonarian fragmen-
tos de menor tamario con el objetivo de analizarlos de una
forma mas agil [7 y 8]. Podemos confirmar, que la estrate-
gia de metagendmica funcional empleada en este trabajo
ha resultado de utilidad para la expresion de 20 genes
heterélogos procedentes de los insertos de DNA ambien-
tal. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
con éxito que ha sido posible a detectar al menos 10
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genes con una nueva funcion implicada en mecanismos
de adaptacion a ambientes contaminados con metales
pesados, y en particular arsénico.

Como se menciond, hemos descrito la identificacion
de 20 genes diferentes y todos ellos fueron analizados en
su estructura y funcion. La mayoria demostré estar aso-
ciado a la resistencia frente arsénico. En términos genera-
les, el andlisis bioinformatico permitié agruparlos segun su
funcion global en 5 procesos celulares diferentes: trans-
porte, biogénesis de membrana, metabolismo energético,
maduracion post-transcripcional y respuesta a stress. A
esta clasificacion, se debe sumar una categoria adicional,
que agrupa a las proteinas hipotéticas, es decir, aquellas
proteinas que han sido identificadas en mas de un orga-
nismo pero se desconoce su funcion celular. Nuestros re-
sultados concuerdan con los descritos por Bertin et al.,
2011, quienes mediante una aproximacién metagenémica
y metaprotedmica identificaron numerosas proteinas per-
tenecientes a diversas familias (por ejemplo: transporte,
respuesta a estrés, metabolismo energético, etc.) en am-
bientes enriquecidos en arsénico [13].

Entre los genes detectados y que estarian implicados
en la resistencia a arsénico (y/o vinculados previamente a
metales pesados), encontramos por ejemplo, a aquellos
asociados a transporte (miembros de la familia de tranpor-
tadores MFS como el ORF_1 del clon 9 y ORF_1 del clon
95), reparacion de dafio al ADN (ADN glycosylasa en el
ORF_2 del clon 95) y estrés celular (chaperona ClpB en el
clon 71). En cuanto a los mecanismos de transporte, se
sabe que el As no juega ningun papel metabolico o nutri-
cional en bacterias por lo que, las células no han desarro-
llado ningun sistema especifico y dedicado exclusiva-
mente para el ingreso del mismo al medio intracellular. No
obstante, se demostré que el arsénico entra en las células
de manera indirecta, a través de diferentes transportado-
res por la analogia de las especies quimicas con otras
moléculas. En concreto, el As(V) es un oxianion quimica-
mente muy parecido al fosfato (ampliamente distribuido y
esencial para la vida) [14]. Los sistemas Pit (transportador
de fosfato) y PST (transportador especifico de fosfato) des-
critos en E. coli son los principales sistemas de entrada
para el arsenato en esta bacteria [15], con una fuerte pre-
ferencia por el sistema Pit. En este caso del As(lll), este
transportado al interior de las células a través de una rama
de la superfamilia de transportadores aquaporinas (agua
glicerolporinas) como GlpF en E. coli [16]. Ademas, algu-
nos mecanismos de entrada de azucares son capaces del
transporte de arsenito en levaduras (permeasas de
hexosa; [17]) y en células de mamiferos (permeasas de
glucosa; [18]).

Respecto a los genes asociados a respuesta a estrés
celular y reparacion al DNA, estos también revelaron con-
ferir resistencia a arsénico. Dichos genes han demostrado
previamente estar involucrados en respuesta a estrés y
dafno celular (en procariotas y eucariotas) provocado por
la exposicion a altas o bajas temperaturas, metales pesa-
dos, etc. previniendo el agregado y desnaturalizacion de
proteinas o cumpliendo una funcion de escision y repara-

cién de bases nitrogenadas dafiadas por oxidacion, res-
pectivamente [19 y 20].

Estas observaciones dejan abierta la posibilidad de
que otros sistemas de transporte de solutos, como los
transportadores y permeasas hallados en esta investiga-
cion, asi como los genes involucrados en la reparacion al
ADN vy respuesta a estrés, y otros no identificados hasta el
momento (proteinas hipotéticas), puedan ser operativos
también para la entrada de As(V) y As(lll) en bacterias.

Como ya menciond, otro grupo importante de los
genes identificados en nuestro trabajo desempefan fun-
ciones celulares muy bien estudiadas a la fecha, pero
nunca antes habian sido implicados en la resistencia a
arsénico ni a otros metales pesados. Tal es el caso de
genes involucrados en la modificacion post-transcripcio-
nal de tRNAs (ambos ORFs del clon 11y ORF_4 del clon
89) y en sintesis de membranas (ambos ORFs del clon
49). Respecto de la modificacion post-transcripcional de
tRNAs por Queuosina (Q), a pesar de haber realizado una
exhaustiva busqueda bibliografica, no hemos encontrado
investigaciones que describan el rol de los tRNAs en la
resistencia a metales pesados y en particular a arsénico,
siendo nuestros resultados una evidencia inédita. Algunos
invetigadores, describieron el proceso de hiper-modifica-
cion por (Q) del ARN de transferencia como mecanismo
de maduracion post-transcripcional en células eucariotas
y bacterianas [21 y 22]. En eucariotas, dicho proceso es-
taria implicado en la diferenciacion celular, mientras que
en bacterias en la supervivencia durante algunas situacio-
nes de estrés y pérdida de la virulencia, respectivamente
[23]. Estos ultimos, corresponden a experimentos aislados,
que hasta la fecha no conducen a interpretar de manera
global el rol de la maduracion de tRNAs por Q en otros
procesos fisioldbgicos bacterianos.

Por otra parte, los fosfolipidos de membrana juegan un
rol crucial en la mantencion de la integridad de la mem-
brana como barrera de proteccion con el medio ambiente
(sintesis o degradacion de fosfolipidos), en la regulacion
de ciertos procesos clulares (como translacion de protei-
nas, replicacion, etc.), asi como en la transduccion de se-
Aales (activacion o inactivacion de enzimas) ante situacio-
nes ambientales adversas [24]. En este complejo
mecanismo homeostatico, estan involucradas numerosas
enzimas, siendo algunas de las principales la diacyl-glige-
rol-kinasa (DAGK) y la fosfolipido fosfatasa (PAP) respon-
sables de regular la sintesis de fosfolipidos y desfosforila-
cién de los mismos, (ORF_1 y ORF_2 del clon 49,
respectivamente). En este contexto, la homeostasis de la
membrana fosfolipidica es cuidadosamente regulada en
bacterias como respuesta a situaciones ambientales ad-
versas (temperatura, osmolaridad, luz, carencia de nutrien-
tes, pH, etc.) [25], pero a la fecha no se ha determinado
la funcion de dichas enzimas en la respuesta especifica
a situaciones de estrés causada por metales pesados y/o
arseénico.

Finalmente, un numeroso grupo de proteinas hipotéti-
cas (PH) y proteinas desconocidas (PD) fue hallado en
este trabajo, quienes también han demostrando una activa
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funcion en la resistencia a arsénico. En el sentido estricto,
las PH son proteinas que se predicen a partir de secuen-
cias de acidos nucleicos pero que no se ha demostrado
su existencia mediante una evidencia experimental. Ade-
mas, estas proteinas se caracterizan por poseer una baja
identidad respecto de las proteinas conocidas y anotadas
en las bases de datos. Por su parte, las denominadas PD,
corresponden a aquellas proteinas cuya existencia ha sido
experimentalmente demostrada pero no se han caracteri-
zado desde el punto de vista fisico-quimico o no pueden
ser vinculadas a un gen conocido [26]. Un actual desafio
para la ciencia (en la era de la metagenomica) es profun-
dizar en el estudio de estos grupos de proteinas, siendo
de suma importancia para: i)-completar la informacion ge-
nomica y proteémica de los organismos secuanciados,
ii)- para proveer a las bases de datos bioinformaticas con
informacion mas certera v, iii)- descubrir nuevas estructu-
ras y conformaciones desconocidas, asi como nuevos do-
minios y motivos que contribuiran al desarrollo biotecno-
l6gico y de la biomedicina (por ejemplo, como marcadores
genéticos, dianas farmacoldgicas, etc.).

En conclusion, los nuevos genes implicados en la re-
sistencia a arsénico que han sido identificados en este
trabajo plantean nuevas inquietudes para ser estudiadas
en investigaciones futuras. Por ejemplo, poder identificar
el mecanismo completo o realizar con ellos una concreta
aplicacion en biomedicina y biotecnologia, especifica-
mente en biorremediacion y fitorremediacion, por ejemplo
confiriendo a plantas la capacidad de adaptacion y tole-
rancia a la contaminacion por arsénico.

6. CONCLUSIONES

* Ha sido posible extraer el ADN metagenémico de
comunidades bacterianas de muestras de aguas
acidas provenientes del nacimiento del rio Tinto.

» Los fragmentos metagenomicos de ADN clonados
desde aguas acidas confieren resistencia a las dife-
rentes formas inorganicas de arsénico [As(V) y
As(l11)] y a antimonio [Sb(lll)].

* Los insertos de ADN presentes en los clones con
fenotipo resistente, revelaron la presencia de nume-
rosos ORFs (marcos de lectura abiertos) que codifi-
can para proteinas con funciones conocidas, hipo-
téticas o desconocidas.

* Los ORFs que estarian involucrados en la resisten-
Cia a arsénico corresponden a proteinas que parti-
cipan en diferentes procesos celulares: transporte,
biogénesis de membrana, maduracion post-trans-
cripcional, stress y reparacion de DNA, etc.

* Notablemente, muchos de los ORFs hallados en
este trabajo resultaron ser proteinas nunca antes
implicadas en la resistencia a metales pesados.

* Los resultados de este trabajo contribuyen con un
mejor conocimiento de la microbiota nativa de am-
bientes extremos. El empleo de las capacidades mi-
crobianas, son relevantes para la descontaminacion
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10.

1.

12.
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14.
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de ambientes contaminados con arsénico y otros
metales pesados, particularmente el agua como ele-
mento esencial para el desarrollo de la vida.
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