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PRESENTACION

Este libro es el producto de la colaboracion entre investigadores de diversas areas como
biotecnologia, genética molecular y microbiologfa ambiental. Uno de los problemas medioambientales
mas graves en la actualidad es la contaminacién por metales pesados. La cual surge de procesos
metalargicos, agricolas e industriales constantes que ha tenido lugar en las dltimas décadas. La salud
publica y la integridad ecoldgica estan en riesgo por el acaimulo de metales como zinc, niquel, arsénico,
mercurio, cromo, cadmio y plomo en ecosistemas marinos y terrestres; esto es particularmente
preocupante en zonas mineras.

Por lo tanto, es fundamental estudiar la manera en que las bacterias se adaptan a entornos con
metales toxicos. Esto es importante tanto para la biorremediacién como para la biologfa. Este libro se
centra en el tema, brindando una perspectiva detallada de los sistemas moleculares de resistencia
bacteriana y las técnicas para identificarlas. Este libro se estructura en cinco temas que tratan sobre
elementos concretos del problema.

Los principios de la contaminaciéon por metales pesados estan establecidos en la primera seccién.
En este punto se registran las procedencias de estos componentes, por ejemplo, la minerfa, la fundicién
y el empleo de agroquimicos. Ademds, se analiza sus caracteristicas, incluyendo la biomagnificacion, la
persistencia, la alta densidad y la bioacumulaciéon. Para comprender la necesidad de tecnologfas para
descontaminar y analizar los mecanismos biol6gicos de resistencia.

El foco técnico del libro corresponde a la segunda seccion. En este lugar se muestran los sistemas
genéticos que facilitan a las bacterias resistir a la presencia de metales. En donde se hizo una descripcion
de los operones czc (cadmio-zinc-cobalto), ars (arsénico), mer (mercurio), chr (cromo) y pbr (plomo). A
si también como de su organizacion, regulacién y funciones en términos bioquimicos. Ademas, se
examinan las proteinas importantes y los sistemas de eflujo activo, unificando datos.

La tercera seccion se enfoca en el desarrollo y la ecologfa de la resistencia bacteriana. Se enfoca
en el rol que juegan los plasmidos y los componentes genéticos moéviles en la propagacion de la resistencia.
En esta seccién se estudian la composicion estructural de los plasmidos y las formas en que se produce
la transferencia intercelular. Este aspecto es importante porque trata sobre la co-seleccion de resistencias
multiples en entornos contaminados.

La cuarta seccién se centra en las metodologfas utilizadas. Muestra protocolos para identificar
genes de resistencia a través de PCR, RT-PCR y secuenciacién de nueva generacion. Se ha recopilado
tablas de cebadores validados para potenciar genes en diferentes géneros bacterianos (Pseudomonas,
Bacillus, Escherichia, Acinetobacter, Enterobacter, Cupriavidus, entre otros), incluyendo informacién sobre

condiciones 6ptimas de amplificacién, tamafio esperado de los amplicones y bibliografia que respalda



cada protocolo. Lo que lo convierte en una informacién muy valiosa para los laboratorios de ecologia
microbiana y microbiologfa molecular.

La quinta secciéon examina las aplicaciones biotecnoldgicas de los procesos de resistencia. Se
analizaron tacticas de biorremediacion empleando cepas que son tolerantes a metales. Se debaten
métodos de bioestimulacion y bioaumento, ademas de sistemas de bioacumulacién y biosorcion. Ademas,
se tratan las restricciones presentes y los puntos de vista futuros.

En este libro se revis6 una extensa bibliografia cientifica, incluyendo articulos de revistas de alto
impacto. La resistencia bacteriana a los metales pesados incluye varias areas: biotecnologfa, ecologia,
genética, bioquimica y microbiologfa. Es fundamental investigar la resistencia de las bacterias y su
aplicacion en tecnologias de biorremediacion en un mundo con contaminacioén corresponde a cifras muy
altas y pocos recursos minerales. Este libro brinda instrumentos conceptuales y metodoldgicos para los

administradores e investigadores ambientales, con el fin de ayudar a desarrollar soluciones sostenibles.

Los organizadores
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INTRODUCCION

Con la rapida industrializacion, urbanizacién y desarrollo econémico, los ecosistemas acuaticos y
terrestres enfrentan una creciente presion derivada de actividades antropogénicas, entre ellas las descargas
de aguas residuales domésticas e industriales, la minerfa, la agricultura intensiva, la eutrofizacién y la
liberaciéon de contaminantes quimicos, especialmente metales pesados (Kayani & Mohammed, 2025).
Estos contaminantes se caracterizan por su elevada persistencia ambiental, ya que no son biodegradables
y pueden permanecer durante largos periodos en el agua, los sedimentos y los suelos, favoreciendo
procesos de bioacumulacion y biomagnificacion a lo largo de las cadenas tréficas (Patel et al., 2025). Entre
los metales de mayor preocupacion ambiental se encuentran el cadmio, plomo, mercurio, arsénico, cromo
y niquel, debido a su alta toxicidad y a los efectos adversos que ocasionan sobre los organismos acuaticos
y la salud humana, incluyendo estrés oxidativo, alteraciones fisiolégicas, dafio genético, enfermedades
neurologicas y renales, asi como un mayor riesgo de cancer (Naz et al., 2025). Asimismo, investigaciones
recientes destacan que el incremento de la actividad industrial y los efectos del cambio climatico estan
modificando la movilidad, biodisponibilidad y transporte de los metales pesados, aumentando su
dispersion y complejidad ambiental, lo que exige fortalecer los programas de monitoreo, evaluacién del
riesgo ecologico y desarrollo de tecnologias sostenibles para su remediacion (Osae et al., 2026).

Los metales pesados son considerados como elementos quimicos de alta densidad que son
mayores a 5 g/cm3, donde la masa y peso atémico son superiores a 20 y se consideran toxicos en
concentraciones bajas, tales concentraciones de los metales poseen un gran dominio en las comunidades
microbianas ya que pueden inhibir las funciones metabolicas y asi poder alterar la composicion de las
enzimas (Nath et al., 2019). No obstante, las bacterias poseen diversos mecanismos, tanto dependientes
como independientes del metabolismo, que facilitan la absorcion y acumulacién de metales toxicos
(Londofio et al., 2016). Sin embargo, este proceso se esta acelerando rapidamente por las actividades
antropogénicas, causando el aumento global de la dispersion de metales pesados lo que constituye una
gran amenaza para los humanos y salud del ecosistema (Suhadolnik et al., 2017). Ademas, dado que la
poblaciéon crece continuamente, la demanda de agua también aumenta, asi mismo los acuiferos se
encuentran en condiciones de sobreexplotacion, tal situacién requiere extraer aguas mas profundas, lo
que acrecienta la concentracién de sales y metales pesados (Francois et al., 2012).

Los principales metales que se hallan en los efluentes industriales son: Cadmio (Cd), Zinc (Zn),
Cromo (Cr), Niquel (Ni), Mercurio (Hg) y Plomo (Pb), los cuales son considerados potenciales
destructores de la salud humana y ecosistemas (Tejada et al.,2015), as{ como también el Arsénico (As)
(Wuana & Okieimen, 2011). Las zonas mineras poseen una gran gama de microorganismos entre
bacterias, hongos y protistas, los cuales se encuentran en aguas acidas de un pH<3, que son

quimiolitotréficas donde adquiere su energia de la oxidacion de la pirita (FeS2) y producen H2SO4, donde
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acidifican su medio (Orbegozo et al., 2008); es por ello que se encuentran gran variedad de comunidades
de acidéfilos extremos (Russo et al., 2000).

Se han desarrollado diferentes métodos para este problema, como la quimica precipitacion,
adsorcion, intercambio i6nico, filtracién por membrana, floculacién y electrodialisis (Bajkic et al., 2013).
Los procesos para la remociéon de metales pesados a menudo no son efectivos ni econémicos,
especialmente para agua con un contenido de metales pesados por debajo de 100 mg L—1 (Escamilla et
al., 2021). Ademais, la eliminaciéon de subproductos toxicos tiene graves repercusiones (Gillard et al.,
2019). La biorremediacién se ha identificado como una alternativa prometedora para el tratamiento de
grandes masas de agua con bajas concentraciones de metales (Chen et al., 2018)., esta técnica intenta
eliminar, reducir, aislar o estabilizar un contaminante o un grupo de contaminantes utilizando un medio
biolégico como bacterias, hongos o algas (Song et al., 2019). Ademas, la comunidad microbiana posee
una variedad de mecanismos de resistencia para contrarrestar el estrés por metales pesados, posiblemente
debido a sus diferentes genes y sistemas de resistencia (Lu et al., 2020).

El propésito de esta revision se enfoca en la descripcion de la resistencia de comunidades
bacterianas frente a metales pesados y los genes que poseen, con un enfoque basado en el estudio de
sedimentos y muestras de agua contaminadas con metales pesados mediante diferentes técnicas de

recoleccion, aislamiento e identificacion.
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PROBLEMATICA

La poblacién continua en crecimiento, por lo cual la demanda de agua es una necesidad, en
algunas regiones del mundo (Escamilla et al., 2021). Lo cual se convierte en uno de los grandes problemas
es la contaminacion hidrica es debido a metales pesados por las diferentes actividades antropogénicas
(Contreras et al., 2004). Esto conlleva un gran problema ambiental debido a sus numerosas fuentes, su
no biodegradabilidad y su comportamiento acumulativo (Fajardo et al., 2019).La produccién industrial
hace uso de metales pesados para la extraccion de un determinado material, no obstante, el uso de metales
afecta al ambiente por ser toxicos (Pabon et al., 2020).

Los sedimentos de los rfos son componentes vitales e indispensables de los entornos acuaticos,
ya que proporcionan nutrientes para los organismos benténicos que sirven como sumideros y fuentes
secundarias de metales u otros contaminantes (Fang et al., 2019). Los metales en el sedimento provienen
principalmente de la minerfa, fundicién u otras actividades industriales, asi como el inadecuado uso de
pesticidas; los cuales son extremadamente dafiinos y representan una gran amenaza para el medio
ambiente y especialmente para la comunidad microbiana (Das & Khangarot, 2010). Los cambios en las
comunidades microbianas estin estrechamente relacionados con los cambios en los factores
fisicoquimicos (pH, temperatura y salinidad); nutrientes como el carbono organico disuelto, nitrégeno y
fésforo (Zhang et al., 2019). Los microrganismos metabdlicamente activos se adaptan a la contaminacion

por metales.
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PLASMIDOS Y SU ROL FRENTE A LA
RESISTENCIA DE METALES PESADOS

Los plasmidos son fragmentos circulares extracromosémicos de ADN que poseen genes de
resistencia y la capacidad de replicarse en forma auténoma. Las bacterias han perfeccionado diversos
mecanismos de resistencia en genes cromosémicos como en genes de plasmidos que les permite subsistir
a condiciones adversas (Chavez et al., 2015). Los plasmidos permiten que sus huéspedes bacterianos se
adapten al estrés ambiental, como son los antibidticos y los metales pesados (Billane et al,. 2022). Los
genes del plasmido se dividen en aquellos que codifican la columna vertebral del ADN (moléculas de
fosfato, azicar y desoxirribosa) o funciones accesorias (Norman et al., 2009). Asi mismo la transferencia
horizontal de genes (HGT) es trascendental en la evolucion de las bacterias que ha asistido a la
diversificacion genémica y ecoldgica de los taxones bacterianos (Redondo et al., 2020). El gran numero
de genes accesorios crea una gran cantidad de variacion genética, lo que permite que las bacterias
experimenten una rapida innovacién evolutiva (Hall et al., 2017) (Hall et al.,2015). Sin embargo los

plasmidos varfan ampliamente en tamafo y algunas bacterias poseen plasmidos de estructura lineal, la

cual no es una caracteristica comun (Loeza et al., 2004).

-

-

enz

Figura 1. Esquema de un plasmido. Rep: origen de la replicacion de la doble cadena, Or: origen de
replicacion de la cadena sencilla; Res-enz: sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion; Abr:
determinante de resistencia a antibioticos.
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CADMIO

El cadmio (Cd) es un metal de transiciéon no esencial toxico que representa un riesgo para la salud
humana y de los animales (Jirup & Akesson, 2009). Se encuentra de forma natural en el medio ambiente
como un contaminante derivado de fuentes agricolas e industriales (Olivares et al., 2013). El Cd es
resistente a la corrosion y se utiliza como placa protectora; es insoluble en agua y no es inflamable (Genchi
et al., 2020). Al estar en contacto con sustancias acidas como el clorhidrico, sulfurico y nitrico disuelven
el cadmio formando cloruro de cadmio, sulfato de cadmio y nitrato de cadmio, respectivamente (Sinicropi
et al,, 2010).

La exposicion al Cd se produce a través de la ingesta de alimentos y agua contaminada,
principalmente a través de la inhalacion y el tabaquismo (Pérez & Azcona, 2012). La mayor parte del
cadmio ingresa a los alimentos a través de los productos agricolas porque las plantas absorben el cadmio
del aire que proviene de la deposicion del aire o en ciertos fertilizantes a través de la bioacumulacién y la
biomagnificacion (Charkiewicz et al., 2023), de la misma manera los trabajadores pueden estar expuestos
al cadmio en las industrias del acero, cobre y zinc, en la produccién de energfa solar celdas, plasticos,
joyas, placas de metal, baterfas de niquel cadmio, pinturas, pigmentos, tintes, dispositivos fotovoltaicos y
muchos otros procesos industriales.

En términos toxicolbgicos, los tibulos renales constituyen el principal 6rgano diana durante la
intoxicacion crénica por cadmio, mientras que la exposicion aguda suele provocar principalmente
irritacion de las vias respiratorias (Nancharaiah et al., 2015). Teniendo efecto sobre las mitocondrias,
despertando las defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas, el cual induce estrés oxidativo, lo
que resulta en el dafio de proteinas, lipidos y ADN (Genchi et al., 2020). El cadmio disminuye la actividad
de las enzimas reparadoras del ADN, lo que influye en la proliferacién del ciclo celular y estimula la
carcinogénesis (Wang et al., 2014). Solo los microorganismos que portan sistemas genéticos que
contrarrestan los efectos toxicos de los metales pesados, tienen la capacidad de sobrevivir en ambientes
con elevadas concentraciones de estos elementos (Marrero et al., 2010). La remediacién del cadmio del
agua y las aguas residuales mediante el uso de diferentes microbios ha generado grandes esperanzas de
enfoques ecologicos y rentables (Abbas et al., 2018). La bacteria también ha desarrollado mecanismos
para resistit los metales pesados gracias a los plasmidos bacterianos, los loci de los genes estan
involucrados en la resistencia al cadmio, ya sea en el plasmido o en el cromosoma (Mota et al., 2015). En
las bacterias Gram negativas, la resistencia a multiples farmacos y metales pesados se debe a los
transportadores de resistencia nodulacion y division (Alnaseri et al., 2015). la resistencia contra el cadmio
se debe a muchos sistemas.

El sistema cadA esta involucrado en la resistencia contra el cadmio y el zinc porque codifica un

mecanismo de salida dependiente de la energia (Herzberg et al., 2016). El gen cadA se encuentra en el
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plasmido pI258 del que se aislé un fragmento de ADN. Otros mecanismos de resistencia como el cambio
en los sitios de unién se deben a otro gen cadB también ubicado en el plasmido. El gen cadB confiere la
resistencia al cadmio y también a otros metales pesados, pero la ubicacion de los genes cadA y cadB es la
misma en el plasmido (Wheaton et al., 2015).

El operén cadAB codifica el sistema Cad, con el gen cadA para la resistencia al cadmio, mientras
que en ausencia del gen cadA sélo se expresa el gen cadB. El sistema Czc emite zinc y cobalto ademas de
cadmio y esta codificado por dos plasmidos, pMOL28 y pMOL30. Contiene varios genes: czcA, czcB,
czcC, czcD, czcl y czeN (Xia et al, 2010). Existen enzimas que impermeabilizan la pared celular
bacteriana al cadmio, en bacterias Gram +/- el cadmio se internaliza a la célula como un sustrato
alternativo toxico del sistema de transporte de zinc y manganeso (Filice et al., 2016). Ejemplo Bacillus
subtilis sufre una mutacién cromosémica bloqueando la membrana el ingreso del cadmio gracias al
sistema de transporte del manganeso (Zheng et al., 2016). Asi mismo se pueden observar enzimas que
catalizan la transformaciéon de cadmio a formas no toxicas, gracias al cambio de valencias por accién
biologica (Dixit et al., 2015). Sin embargo, se desconoce a profundidad la conversion de cadmio a CdO
(Guo et al., 2016). Algunas bacterias como Arthobacter viscoso y Klebsiella han adoptado la estrategia

de unir el cadmio a proteinas de unién intracelular como metalotioneinas y metalochaperonas bacterianas

almacenando el cadmio (Coelho et al., 2015).Haga clic o pulse aqui para escribir texto.

cd'fo )
Z

Figura 2. Resistencia al Cd2+ de bacterias. Entrada y salida de cadmio en una célula bacteriana Gram
negativa. El cadmio atraviesa la membrana citoplasmatica a través de una via de transporte de manganeso
(MntH), que depende del potencial de la membrana. El cadmio también puede ingresar a la célula a través
del transportador de zinc ZntA o CadA. El sistema de eflujo de cadmio (CzcCBA) excreta cadmio a
través de una proteina anti-puerto Cd2+ / 2H+ (Abbas et al., 2018).
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Tabla 1. Bacterias resistentes a Cadmio.

11\25;: Primer Secuencia (5’ -3) Gen Microorganismo Referencia
247-czcC2-F F-GAAATCCACCCGTACATC ezeC, B, Acinetobacter guillouiae (Mindlin et al., 2016)
247-czcC2-R R-GCCGCCTGATAGGTTTGTC A, D Acinetobacter johnsonii b

244czcB93428842-F F-CTATTTCGAACAAACAAAAGG czeB .
244c2cBO3428842R R.CTTCAGAACAAAACTGTTGG Arthobacter viscosus (Mobetly et al., 2010)
AFE_3093 (NCBI) F- GTGCTGGCGGTCAAAGAA CadAT 4y
R-GCTGCTGAAGCGGAACAT
AFE_1949/1948/1947 F- CCGCCATCCATAGAGCA CoeABC
(NCBI) R- AGATTGCGGGCTTGATAG 5 Acidithiobacillus ferrooxidans (Chen et al., 2015)
AFE_2421 (NCBI) F- CCCACTGGACGATTGC CmR
R- GCCTGTTTGGCTTACCG S
252czcDNoPMID3_F F- CAGGTCACTGACACGACCAT : . .
252c2cDNoPMID3_R R-CATGCTGATGAGATTGATGATC CxD Alealigenes cutrophus (Mahvi & Diels, 2004)
Cd YvgW-F F-GGGAGCTCTTCACTAGGCAAAAGCTT CadA- Bucillus subsilis PYT9 (Irigtil & Yazgan-Karatas,
YvgW-R R-GCCTCTAGAGGGAAAATGCTTTCCTCC gV’ A SHOILS 2006)
F-CGGCGTGCCTAATACATGC (Zouboulis et al., 2004);
CadA (F) CadA Baccilus licheniformis (Tsuruta et al., 2014); (Sun et
CadA (R) R-GGCAGGTTACCCACGTGT al., 2015)
401mntA10543781-2-F
F-TTGATGCGAAGGCTITTAGTTGTGG . .
4Ol—mnt_fzj110543781 R. GCGAGTGCGTTTTAAAGGTCTGGT CadA Baccilus laterosporus (Zouboulis et al., 2004)
F-ProR F-AGAGTTTGAT CCTGGCTCAG CadA, B, .
R.534 R.GGTCGTCGGCGCCATTA C Bacillus cereus (Bhakta et al., 2014)
242¢czcANoPMIDY9_F F-TCATTAGTTTCGCCATCCA CzeA
242¢czcANoPMIDY9_R R-TGATGCGTCTGAGTGACTGG
Bacillus safensis (Priyalaxmi et al., 2014)
44czcB93428842-F F-CTATTTCGAACAAACAAAAGG CxeB

244czcB93428842-R

R-CTTCAGAACAAAACTGTTGG
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247czcCNoPMID2-F

F-GAAATCCACCCGTACATC

(Ayubb T et al., 2017); (.

CzC Burkholderia cepaceae
247cz2cCNoPMID2-R R-GCCGCCTGATAGGTTTGTC ) i Zhang et al, 2019)
406mntH315017533_F F-ATGCGGGCTCGGAGATTATG
mntH Citrobacter sp (Shim et al., 2015)
406mntH315017533_R R-CAAGGGAATCACCGCAAACG
7 PMS-001_F F_5"GGAAGATCTTCTAGACCAAGCGGACATC
ACCATCACCATCACS Rsad Canlobacter crescentus (Patel et al., 2010)
7 PMS.002-R R_5"TTGGCTGCAGAACTAGTCCAAGCGGAG (723) ’
TGATGGTGATGGTGATG3’
FUpAfrE F_5'CGTCCACCTGACGTTTCCTAA3' (Tsuruta et al., 2014);
R_5TAGGCATGACAAACCTTGCACCCCGGGC frnE Deinococeus proteolyticns (Khairnar et a‘l, 201 33
RUpAfrnE TAACAACTGAGGGGAGAGAA3' K
242¢czcANoPMIDY_F F-TCATTAGTTTCGCCATCCA CzeA
242¢zcANoPMIDY9_R R-TGATGCGTCTGAGTGACTGG (Lu et al., 2006); (Sun ct al.,
Enterobacter sp. 2020)
252¢zcDNoPMID3_F F-CAGGTCACTGACACGACCAT
252c2cDNoPMID3_R R-CATGCTGATGAGATTGATGATC =D
116cadA303885928_F  F-CAGAGCACTTTACTGACCATCAATCGTT Coid Eoorobactor choasae (Bhgjjsaet jlgt i(ln_sz)é 18
116cadA303885928_R R-CTTCTTCATTTAACGTTCCAGCAAAAA Y Y ’
(Badawy et al., 2022)
49270tA282562912 F F-CGACGGTAAACTGCTCTCAC ZntA
4922ntA282562912R R-CAACGCAATGACACCAAG |
Escherichin coli (Khan et al., 2015); (Qin et al.,
¥ 2019)
czcB-1 (F) F-A TGAAAAAAATCG CGCTT- B
czcB-1I (R) R-ATGCGCATGGGTAGCACT- <
121cadA3027642311_F F-AAAGAAGATAAAGTGCCGTTTT CadA
121cadA3027642311_R R-ATGCACAAGGACAACCAACA
Lactobacillus plantarum (Zhai et al., 2017)
401mntA10543781_2_F F-TTGATGCGAAGGCTTTAGTTGTGG
401mntA10543781_2_R R-GCGAGTGCGTTTTAAAGGTCTGGT A
116cadA303885928 F  F-CAGAGCACTTTACTGACCATCAATCGTT CadA Miorococens Intens (Tsuruta et al., 2014); (Badawy
116cadA303885928_R R-CTTCTTCATTTAACGTTCCAGCAAAAA et al., 2022)
131¢cadD32006752_F F-AATTGCAAGTTGTGGTGCAG . (Pardo et al., 2003);(Andreoni
cadR Psendomonas putida

131cadD320067521_R

R-CCCACACCAGGAATTCTAGC

et al,, 2003); (Liu et al., 2019)
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F1-czcABC (F)
F2-czcABC (R)

F-TCCT CAAATCCGAACTGGGC

(Kermani et al., 2010);
(Chakraborty & Das, 2014)

252czcDNoPMID3_F

252czcDNoPMID3_R

(Bhattacharya et al., 2018);
(Sayyed, 2019)

169cnrC233879041_F
169¢cnrC233879041_R

(Samuelson et al., 2000);
(Ziagova et al., 2007)

116cadA303885928_F
116cadA303885928_R

R.GCTCGATG GCGAATTGGATG CzeABC Psendmonas aernginosa
F-CAGGTCACTGACACGACCAT
czeD Serratia marcescens
R-CATGCTGATGAGATTGATGATC
F-GAGGAAGCGCTGGATTCC o Stabhil y
R-GCAATTCCATCAAAGTTGTCTTGCC m aprycocens X losns
F_CAGAGCACTTTACTGACCATCAATCGTT .

CadA Staphylococens aurens

R_CTTCTTCATTTAACGTTCCAGCAAAAA

(Jang, 2016), (Abbas et al.,
2018)
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NIQUEL

El niquel es el vigésimo cuarto elemento mas abundante en la tierra y se encuentra en todos los
medios ambientales: aire, suelo, sedimentos y agua (Iyaka, 2011). El niquel juega un papel fundamental
en una variedad de procesos metabdlicos. Desde una perspectiva ecoldgica, el niquel es un micronutriente
esencial para todas las plantas superiores y es importante para la germinacion de semillas (De Macedo et
al., 2010) . Sin embargo, aunque el niquel en cantidades nanomolares bajas (3—4 nM) es fundamental para
muchos procesos bioldgicos, en concentraciones mas altas causa dafios. Los dafios que causan a la salud
son muerte celular, estrés oxidativo, cambios en la estructura de las células, hiperplasia hepatica. La
hepatoxicidad inducida por Ni impone riesgos para la salud al alterar las funciones bioquimicas.

Sin embargo, existen bacterias que se desarrollan en suelos contaminados con metales, parecen
actuar como “agentes quelantes” que no solo “toleran” el niquel en el sentido clasico (es decir, bacterias
tolerantes a los antibidticos), sino que también prosperan con el exceso de niquel, lo que resulta en su
degradacién y eliminacion del medio ambiente (Alboghobeish et al., 2014). Autores como Ndeddy &
Babalola, (2017) aislaron Bacillus subtilis y Bacillus cereus los cuales fueron tolerantes a 10 mM de Ni2C
asi mismo estas bacterias bioacumulaban en un 69.8% el Ni aplicando PCR se encontré la presencia de
genes de resistencia como nccA tanto en genomas plasmidos como cromosémicos. Bomberg et al, (2015)
aisl6 bacterias de los géneros Azohydromonas, Betaproteobacteria, Hyphomicrobium y otros con el gen
cnrA el cual le proporcionaba resistencia al Ni, Cd y Co. Remenar et al., (2018) aislaron a Escherichia coli
y Ralstonia pickettii encontrando un gen similar al nccA sin embargo estas bacterias tenfan otro gen el
cual era gyrB siendo producto de estas a causa de la contaminacién con altas concentraciones de Ni.

El genoma de Mycobacterium tuberculosis codifica P1B4-ATPasas paralogas, CtpD esta
contranscrito con dos genes tiorredoxina trxA y trxB lo que indica un posible papel en la metalacion del
Ni2+ (Raimunda et al., 2014). Microbacterium liquefaciens MNSH2-PHGII-2 es una bacteria resistente
al Ni tiene la capacidad de eliminar 29,5 ppm, esta fue aislada de relaves mineros ubicados en Guanajuato,
México. Esta bacteria tenia los genes nccA (resistencia a Ni, Co, Cd), hant (transportador de niquel de
alta afinidad) y smtA un gen de proteina de unién a metales (Fierros-Romero et al., 2017). En las raices
de Medicago lupulina que crecen en relaves de minas de oro se aisl6 la bacteria Cupriavidus metallidurans
y Sinorhizobium meliloti CCNWSX0020 se encontré el gen dmeF el codificaba una proteina
transportadora de cationes de Ni, gracias a estas bacterias que podian mitigar los dafios del Ni es que
crecfan estas plantas en ambientes contaminados (Li et al., 2018).

Psuedomonas aeruginosa tiene la capacidad de transportar niquel y cobalto. Esta relacionado con
tres metaloforos, incluyendo sus principales caracteristicas, biosintesis proceso, secreciéon y absorcion,

ademas de la regulacion genética responsable de su sintesis y secrecion todo gracias a los genes de
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resistencia NirA y FypA (Ghssein & Ezzeddine, 2022); (Fenn et al., 2023). Se encontraron varios genes
de resistencia en el género Brevibacillus los cuales eran nikE (proteina de unién a ATP importada de
niquel), nikC (permeasa del sistema de transporte de niquel), nikD (Importaciéon de niquel de proteina
fijadora de ATP) y nikB (proteina permeasa del sistema de transporte de niquel). Macomber & Hausinger,
(2011) propuso cuatro mecanismos de toxicidad del niquel: (1) el niquel reemplaza el metal esencial de
las metaloproteinas, (2) el niquel se une a residuos cataliticos de no metaloenzimas; (3) el niquel se une
fuera del sitio catalitico de una enzima para inhibir alostéricamente y (4) el niquel causa indirectamente

estrés oxidativo.

Porin

r_,_—-——'Ni(]])

Citoplasma

idan___ ™
Figura 3. Representacion de rutas seleccionadas de tratico de niquel en bacterias.

El niquel (N1 II) ingresa a la célula bacteriana mediante las porinas, sin embargo, se demostré que
algunas bacterias usan los transportadores dependientes de TonB (TBDT), tales como Helicobacter
pylori (Stoof et al., 2010). Una vez el Ni dentro de la célula puede seguir tres caminos, primero el Ni
puede ser transportado por los NikABCDE teniendo una alta afinidad en eubaceria y archaea (Zhang et
al., 2019), el NikA es una proteina periplasmica que une un niquel por proteina junto con una proteina
natural (Cherrier et al., 2008). NikB y NikC son proteinas transmembranales transportadores que forman
un poro de Ni, NikD y NikE son proteinas que se unen al ATP y lo hidrolizan (Navarro et al., 1993). En
varias bacterias se encontraron homologos de Nik, en algunos trabajos de investigacion los llaman Cbi o
NikMNQO (Jubier-Maurin et al., 2001). La segunda opcién del Ni es ser transportado por el NiCoT es
una permeasa de alta afinidad que se encuentra en Cupruavidus necator; también es conocido también
como transportadores de niquel/Cobalto siendo este el mecanismo mas comun por eucariotas (Li &

Zamble, 2009),. Tercero el Ni puede ser transportado por otros canales tales como el CorA en Escherichia
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coli, se pudo observar esta ruta de entrada de Ni en condiciones de altas concentraciones ambientales de
Ni (Niegowski & Eshaghi, 2007).

Una vez el Ni dentro del citoplasma pasa a la bomba de eflujo de RenA, se demostré que bombea
niquel y cobalto al periplasma donde a través de las porinas es expulsado el Ni (Rodrigue et al., 2005).
Tiene homologos putativos en proteobacterias, cianobacterias y arqueas alfa, beta y gamma. La molécula
RenA estd regulada por el RenR este es el represor sensible de niquel/cobalto en donde determina las
actividades de transporte diferenciales de RenA y NikABCDE, por lo que equilibra la concentracion
interna de Ni (Koch et al., 2007). Otra proteina que actia en el proceso es NreB esta es codificada por
plasmidos, se demostré que aumenta la resistencia celular al Ni en bacterias como Cupriavidus
metallidurans y Escherichia coli. Esta proteina pertenece a la superfamilia de facilitadores principales
también presenta homoélogos en otras bacterias (Park et al., 2003). Algunas bacterias presentan el grupo
de genes como cntCBA, nccCBA y cznCBA (Stdhler et al., 2000); estos genes se encargan de otorgar
resistencia a diversos metales tales como Co, Ni, Cd y Zinc; ya que codifican a miembros de la familia de
division de nodulacion de resistencia (RND) que contienen componentes de la membrana interna, el
petiplasma y la membrana externa y son impulsados por el gradiente de protones(Macomber &

Hausinger, 2011) (Figura 3).
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Tabla 2. Bacterias resistentes al Niquel (Ni).

Metaloide Primer Secuencia (5 -3) Gen Microorganismo

Referencia

Agzobydromonas sp.

Betaproteobacteria sp.

Hyphomicrobinm sp.
168-cnrA_23387904_2_F F-GGACATTACCAACAAGCAGG

168-cnrA_23387904 2 R R-CACAAACGTCAGCGACAG ™ R on

Stderoxcydans sp.

(Bomberg et al., 2015)

459-renA._32006752 2. F  F-GGTGTTCTGGTTGATIGCCT /M

Ni 450-RrenA_32006752_ 2. R R-GTTTTGCGACCTGCTGAACG (7Y o (Eitinger et al., 2005)
Escherichia coll.
Ralstonia pickettii
F-GAAGTCATCATGACCGTTCTG 1 prereint
UP1 gyrB ,
UP2 R- (Remenar et al., 2018)
f AGCAGGGTACGGATGTGCGAG
21nitA 16507084 1 F  TOAAGTCGAACAGCGTTTGGG () |
421-nirA 16597984 1 R B C D Klebsiella oxytoca (Stoppel et al., 1995)
TR —- R-TGCTGTGGTTGCACTTGG >
TGAACGGATCGGGTGTATT Mycobacterinm
232-ctpD_29312206_1_F smegmatis .
232—CtpD_29312206_1_R f@D M)}[Obd[[gﬁﬂm (Rﬂlmundﬂ ct 211., 2014)
ATGCCCAGGGAGTAGCG tuberculosis
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F-

dmeFF1 CGGGATCCTTGGCACCAGAAAG
AAGACGA dmeF1 Cupriavidus
dmeFR1 R- metallidurans
GCTATGGTGGTGCTCGTGATGC
CATCATTCC
= (Li et al., 2018)
dmeFE2 ACTGACTGCGGGAATGATGGCA
TCACGAGCACCACCATAGC
R dmel2  Sinorhizobinm meliloti
dmeFR2 GC TCTAGA TCCTCTTCCGCATTC
ACGAC
F-
GTGGGATCCCAGTGCGATCAAG
277-tpvA_17720787_1_F GGR.CAA P;md@zom& (Ghssein & Ezzeddine,
277-fpvA_17720787_1_R FipA acriginosa 2022)
pVA— — ="  R_GTGGTCGACGCAGGTTCCAGT
AGCTCT
NccA-F F-ACGCCGGACATCACGAACAAG Y Marinobacter (Kamika & Momba,
NccA-R R- CCAGCGCACCGAGACTCATCA ™ goseongensis 2014)
F-GCTTGATGGGCTGGGTTATT
Hant-F R hant
Hant-R ACGCCAACCATTTCAAAGTTTAC
NccA-F F-AGTCATCGTTCCTACGCTTAAC neeA Bacillus nregaterinm (Fierros et al., 2016)
NccA-R R-ATTACCACCACCAGCAAGG
SmtAB-F F-TGTAACTGCCACGGCTAATC B
SmtAB-R R-GCGATCGCACCTCCTATAAAT
nccA9F F-ACGTATCATTAGTTTCGCCA "
nccA2875R R-ATCGGATAAACGACAGCATC g Ralstonia picketii (Remenar et al., 2018)
odhA-F F-CGTACTCAATGAACGAAGGC  gidhA
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odhA-R R-TCGATGCCGAGATTGCG
F-
CGTTGAA(G,C)CGCA(G,A)CTGGA
2026czcAR T%GG v Achromobacter (Karelovd et al, 2011);
2555nccAF i e xylosoxcidans
AGCCG(C,G)GA(C,G)AACGGCAA
GCG
2536nccAF F-ATTACCGCGGCTGCTGG Acromshacter
920R R-AGCCG (C,G) GA (C,G) AAC neeA sylosox dgmﬂ 31A (Remenar et al., 2015)
GGCAAGCG
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
nccA-F F-ACGCCGGACATCACGAACAAG L Proteus mirabili ng‘fdiybi‘ lBtabal‘ilai
nccA-R R-CCAGCGCACCGAGACTCATCA "% Staphylococcs. Aureus )i ( 0 1613 eyetal,
Pseudomonas sp )
Bordetella sp
NccA-F F-AGTCATCGTTCCTACGCTTAAC e Microbacterinm (Fierros-Romero et al.,
nccA-R R-ATTACCACCACCAGCAAGG liguefaciens 2017)
F-
CTCGAGGATGCTCAACATTCTTT
413-ncrA_17293508 1 _F CTAA nerABC Leptospirillum
413-ncrA_17293508_1_R R- Y ferriphilum (Zhu etal, 2011)
GGATCCCTTCTCTTTCTTCGGCC
AGG
F_CAGTGGGACCGGCCCATGGT
419-nikC_9660190_2_F GACCGTGAACGAG o Brucella abortus Fian et al. 2013
419-nikC_9660190_2_ R~ R_CGACCACCACGTCATAGGATC " (Tian et al, 2015)
CCGTCATGCCCG
420-nikD_9294450_1_F F-GTGGTTAAAGAATTGTGC D " B/;.e”b ”.”/l/;’EM (Rasool Kamli et al.,
420-nikD_9294450_1_R R-CTTTAATTTTTCCACTTG " o Z?ﬁ; 2022)
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Brevibacillus
Slumzinis J[CM 15716
Brevibacillus
nitrificans]| CM 15774
Brevibacillus
reuszeri [31T56. A

nNreBCon_F F-GCGGTACCCCGAAGGTCCCC

nNreBCon_ R R-TCCCCCATCAAGACCCACGG Streptomyces mirabilis
F_AATTATTCTAGACCCGGCCTC
nreBCosm._F GATCACGCTGC NreB P (Brangsch et al,, 2022)
nreBCosm. R R_AATTAACTCGAGGAGAAGGCC robelia Spp-
CAGGCTCTCGC
F-
GATGGAATTCAGGATTTTGGCA
425-nrsD_10692354 1 F CGAACATTC nrsD . .
425-nrsD._10692354_1_R R roB Synechocystis sp. (Garcia et al., 2000)
AAAGCTCGAGAGGGAAAGGATG
GTGAAAG
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HIERRO

El hierro (Fe) es un elemento esencial para practicamente todos los seres vivos en los que es
necesario para importantes funciones celulares como sintesis de ADN, respiracion y destoxificacion de
radicales libres. En la naturaleza se encuentra fundamentalmente en la forma Fe3+ formando parte de
sales e hidroxidos de muy baja solubilidad, formas quimicas que imposibilitan su uso por algunos seres
vivos (Aguado-Santacruz et al.,, 2012). El potencial de éxido reduccion de Fe2+/Fe3+ hace al hierro
extremadamente versatil cuando es incorporado como centro catalitico o como acarreador de electrones
(Pandey et al., 1994). Este metal es esencial para el metabolismo celular como cofactor numerosas
enzimas (Wandersman & Delepelaire, 2004), ademas de cumplir diversas funciones en procesos
biol6gicos esenciales, como transporte de oxigeno, sintesis de ADN, fijaciéon de nitrégeno, respiracion y
fotosintesis (Greenshields et al., 2007). No obstante, los microorganismos han desarrollado mecanismos
para hacer frente a esta limitacién, como lo demuestra la variedad de enzimas conocidas responsables de
la eliminacion del hierro el transporte y almacenamiento (Rivera, 2017).

El hierro es un limitante para varios ecosistemas naturales, donde las concentraciones son muy
altas haciendo posible que comunidades de microorganismos sean capaces de obtener energfa a partir de
la oxidacién del hierro (Jewell et al, 2016). Estos ambientes también pueden estar habitados por
microorganismos capaces de utilizar el hierro férrico, generalmente en forma de mineral, como aceptor
terminal de electrones en cadenas de transporte de electrones (Elliott et al., 2014). Si bien se han inferido
varios genes marcadores, basindose en el estudio de algunos organismos modelo, se sabe relativamente
poco sobre la genética detras de la oxidacién y reduccion del hierro (He et al., 2017).

Las proteinas de almacenamiento de hierro son parte integral del metabolismo del hierro y las
bacterias utilizan dos tipos de moléculas similares a la ferritina para almacenar hierro: la ferritina
bacteriana (Ftn) y la bacterioferritina (Bft). Ftn y Bfr compartimentan el hierro en concentraciones muy
por encima de la solubilidad del Fe3+ y protegen el entorno celular reductor del ciclo redox no deseado
de Fe3+/Fe2+ (Rivera, 2017). Se encontraron Vias de reducciéon y oxidacién del hierro en
microorganismos. (A) Reductores anaerébicos de hierro Geobacter sulfurreducens y Shewanella
oneidensis (Liu et al., 2014).(B) Oxidadores de hierro aerébicos neutréfilos Mariprofundus ferrooxydans
y Sideroxydabs lithotrophicus (Barco et al., 2015).(C) Oxidadores de hierro aerdbicos acidéfilos
Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum spp. (Ilbert & Bonnefoy, 2013). (D) Oxidadores de hierro
anaerobicos neutrofilicos que dependen de la reduccién de nitrato, perclorato o clorato (Shi et al., 2012).
Existen genes como Dps el cual previene el dafio inducido por concentraciones elevadas de hierro (Liu

et al,, 2019).
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Figura 4. Esquema de vias conocidas de adquisicién, almacenamiento y regulacion del hierro. Las
bacterias gramnegativas. OM, membrana externa; P, periplasma; y CM, membrana citoplasmatica.

Las bacterias gramnegativas tienen diferentes mecanismos para absorber el hierro debido a las
diferencias en la estructura de la membrana celular, la captacién de hierro (IT)/(I1I) también puede estar
mediada extracelularmente por metabolitos secundarios del ciclo redox, como el acido fenazina-1-
carboxilico. La liberacién intracelular de Fe (III) de los sider6foros podtia incluir la reduccién de Fe (I1I)
(Cornelis & Dingemans, 2013; Garber et al., 2020; White et al., 2016). El transporte y lisis del hemo es
gracias a las hemooxigenasa este camino es usado mayormente por microrganismos patégenos que
degradan el hemo para obtener hierro de un huésped mediante la escision oxidativa del hemo (Wilks &
Heinzl, 2014). En las bacterias Gram positivas, los sideréforos se entregan a un importador de casete de
unién de ATP (ABC) desde una proteina receptora, mientras que los hemo, hemoéforos y hierro de la
transferrina y la lactoferrina se entregan a través de una proteina receptora y una serie de de proteinas
chaperonas de la pared celular.

En comparacion, para las bacterias Gram negativas, el sistema Ton (complejo proteico TonB
ExbB-ExbD) es el mecanismo de transporte comunmente utilizado ubicado en la membrana
citoplasmatica (Contreras et al., 2014). Algunos transportadores de hierro también pueden funcionar
junto con el transporte de hemo, sideréforo o hierro de transferrina/ lactoferrina, como el operén de
transporte de hierro EfeUOB. Otros marcadores genéticos para el transporte de hierro incluidos en la

biblioteca HMM de FeGenie incluyen feoABC, fbpABC (Lau et al., 2010).
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Tabla 3. Bacterias resistentes al Hierro Fe.
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Metaloide Primer

Secuencia (5’ -3)

Gen

Microorganismo

Referencia

lacn_12843023_1_F
lacn_12843023_1_R

F-CAGGGATTTGCCATCAGG
R-GGTTATCGCTGCAATGAC

Acn

furA-F1
furA-R1

F-
GCTCTAGACTCAACGGGTGGTGG
ATTCG
R-
CGGGATCCTTGAGTTCGTCGATGT
TCGT

SfurA

Fe+

dps_F1
dps_R1

5
GGAAGATCTTCCTCGGAGAAACAC
T-3
5
ATATCTAGATATATAAAGACGGTG
TA-3

dpsA

Mycobacterium tuberculosis
Bradyrhizobinm diazoefficiens
Psendomonas aeruginosa
Halorubrum trapanicum

(Balakrishnan et al., 2017); (Liu et
al., 2019)

Acidovorax: citrulli

(Navas et al., 2021)

Riemerella anatipestifer

(Tian et al., 2020)

Escherichia coli

(Melekhov et al., 2015)

pET30a Ek/LICF-1
pET30a Ek/LICR-1

F-
GACGACAAGATGTCGTCAACCCTA
CGAG
R-
GAGGAGAAGCCCGGTTAGTTCAG
CATATTTCTAATG

acnA

Salmonella enterica

(Baothman et al., 2013)

/25/




Resistencia bacteriana a metales pesados: avances en enfoques moleculares y microbioldgicos

Metaloide Primer Secuencia (5’ -3) Gen Microorganismo Referencia
FenAB
FCTAGACAAAACTAATTCAGCGTA
FeuAB-F (OCA3) GGTTTTTGTA , .
FeuABR (OCA4)  RAGCTTACAAAAACCTACTCTGAA (Alén & Sonenshein, 1999)
TTAGTTTTGT

Bacillus subtilis

270fbpB_22075599_3_F GCAAATCCGCGCAGGATAAAG B
270-fbpB_22075599_3_R ACGCACAAGGAGGTGCGTAT e (Oglesby-Sherrouse & Murphy,
274fbpC_29462697_1_F CGGTTTGTGATCGGTGCCCT c 2013)
274fbpC_29462697_1_R TTGAGGGCGTAGATGAACTG e
264fbpA_20005876_4_F CTTATGEIGGTCTGETCC opA Rbizobinm leguminosarum .
264fbnA 20005876 4 R ATAAGCCATTCTGCCACCC virA Sinorhizobium meliloti (Crespo-Rivas et al., 2019)
P - Sinorbizobinm fredii
GCAAGCATGCAAACCTCGTTTACC
GTTACC
acnB left B
CTCTGAGCTCGACTTTTTCCTCTCA
TTGCG
FIGCIGCATGC AGTGTGTAA Vibrio cholerae (Kim et al., 2018)
AACCACT
RCGGCGAGCTCTGTATTATAGGAA
TGTTCAA
264fbpA_20005876_4_F CITATGCIGGTCTGETCC FopABC
264fb};A_20005876_4_R ATAAGCCATTCTGCCACCC j;:tr Roubrivivase gelatinosus (Steunou etal., 2020)
ACTGGACATGGTTGCACTCTTGT
438-pmrA_32547124 1_F PrrA Klebsiella pneumoniae Cheno et al.. 2010
438-pmrA_32547124 1_R  ATGCACTTTTATGAAAGTCCCGA PrerD Salmonella sp. ( & N )
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Metaloide Primer Secuencia (5’ -3) Gen Microorganismo Referencia
BI3751.F TGAAACCGCTCGGCGGTGAG
BT3752-R CTGCGCATCCTGCAACATGG troC Agrobacterium tumefaciens (Chaoprasid et al., 2010)
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COBRE

El cobre, metal de transicion, es un oligoelemento esencial para todos los organismos que viven
en condiciones aerdbicas (Lee et al.,, 2002). Es necesario en procesos celulares fundamentales como la
fosforilacién oxidativa, la fotosintesis y el control de radicales libres. Se encontré que los 4tomos de cobre
estaban incorporados en cuproproteinas periplasmicas y de membrana interna, A pesar de que el cobre
desempefia un papel esencial en los procesos biolégicos, en exceso es muy toxico (Loftin et al., 2009). Se
han demostrado que el cobre degrada los grupos de deshidratasas hierro-azufre mediante el
desplazamiento del hierro, lo que provoca la inactivacion de estas enzimas cruciales (Macomber & Imlay,
2009). Ademas, el hierro liberado de los grupos mencionados puede iniciar posteriormente la reaccion de
Fenton que conduce al dafio oxidativo dentro de la célula. Altas concentraciones de sales solubles de
cobre conllevan a coagulacién proteica e inflamacién severa de la mucosa digestiva, si el animal sobrevive

desarrollara hemolisis intravascular (Dhir & Kumar, 2010).

Figura 4. Modelo de supuestos mecanismos de resistencia al cobre en bacterias.

Las muertes rapidas se deben a insuficiencia hepatica (Ramakritinam et al., 2012). Puede generar
diversas alteraciones como: anemia hipocrémica, disminucion de la tasa de crecimiento, diarreas, cambios
de coloracién del pelo o de lana, ataxia neonatal, alteraciones del crecimiento, infertilidad temporal e
insuficiencia cardfaca (Londofio Franco et al, 2016). Las regiones promotoras de actD y mdtABC
albergan sitios de unién para el regulador de respuesta BaeR, que activa la transcripciéon de actD y
mdtABC en respuesta al indol, cobre y zinc, estas regiones hacen que Salmonella sea resistente al cobre
(Nishino et al., 2007). También se puede dar la homeostasis del cobre por ejemplo en Enterococcus hirae.
El cobre entra en celular via CopA o por fuga inespecifica. El exceso de cobre citoplasmatico se une a

CopZ, que luego puede donar Cu a CopB para su exportacion y al represor CopY para inducir el operén
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cop. En condiciones de bajo contenido de cobre, dos dimeros CopY en forma de zinc estan unidos a las
dos cajas cop delante del operén cop. Cuando CopZ dona Cu a CopY, un Zn2 por monémero de CopY
se reemplaza por dos Cu, con la liberaciéon concomitante de CopY del promotor y la induccién de la
transcripcion de los genes posteriores (Solioz et al., 2010).

Las proteinas involucradas en el transporte (PcoB, CopB, CopD), la oxidaciéon (PcoA, CueO), la
haperonizacién (CopC) y la regulacién (CusR, CusS) contribuyen individualmente a la resistencia al cobre
en bacterias. Las ATPasas de cobre son proteinas de la membrana interna altamente conservadas que
expulsan iones de cobre del citoplasma; los microorganismos parecen tener dos ATPasas de cobre:
CopAl y CopA2. La bomba de eflujo de la familia RND, CzcCBA, puede expulsar cobre desde el
periplasma al medio extracelular. Otras tres supuestas proteinas de membrana en bacterias también
pueden desempefar funciones en el transporte de cobre, aunque la funcién de estas proteinas aun no
esta bien definida en ninguna bacteria (CopB, PcoB y CopD). Las oxidasas de cobre periplasmicas
reducen el dafio al convertir Cu+ en Cu2+, menos téxico; CueO y PcoA son oxidasas de cobre previstas.
CopC es una chaperona de cobre altamente conservada que se encuentra en el periplasma; previene dafios
al unir y secuestrar iones de cobre y puede facilitar el movimiento de iones de cobre entre otras proteinas
relacionadas con el cobre, es decir, entregando iones de cobre a una bomba de eflujo. En Bacterias como
Acinetobacter baumannii estan presentes dos supuestos sistemas reguladores bien conservados: CueR
que detecta los niveles de cobre citoplasmatico y luego regula positivamente los genes de resistencia al
cobre en su forma unida a cobre, y CusRS es un sistema de dos componentes que se cree que se activa

con el cobre periplasmico (Williams et al., 2020).
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Tabla 4. Bacterias resistentes al Cobre.
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Metaloide Primer Secuencia (5 -3) Gen Microorganismo Referencia
actD-F F-CGTTATTAAAACCGCTGCACAA
acrD-R R-TACGGTTAAACCAGCCGAAAA acr)
mdtA-F F-GAATGCGCGTCGTGATCTG
mdtA-R R-TCCAGTTCCTGACGGGAAAC
Salmonella entérica .
mdtB-F F-GATTAACGCAGCCACCAATTTAT (Nishino et al., 2007)
mdtB-R R-GCCGGATTGACTTTGCTGTAA mdtABC
mdtC-F F-GAGGTAGAAGAGACACTGGCTATCICT
mdtC-R R-CGGAGCGCAGGAATAAAAAC
FGGTACCATGAAAAGAGTTCTGACGGCGC
Fe Gecete-F TTG ] ]
G Synechocystis sp. .
TeaoR (actP) (Thiel et al., 2017)
g RCTGCAGTTAATGCGCGCGGCCTTGCT
CGTCCACCAAAAGCTTAATCC
CopA2-up oA
CopA2-dw GAGAAAGCACCGCAACATATC 2
CTGAAAATGAGAAAGGAGCTAG
CopB2-up B
CopB2-dw CATAAGCTTACTITITGTTICGGC ?
Acinetobacter baumannii (Williams et al., 2020)
CCTAATACTAATGATAAGGGGG N
CopB1-up obB
CopB1-dw CTTTATGAATAGTAGCTTCGGC P
GGAATTTCACTGGGTCATTAC
CopC-up cobC
CopC-dw CTGCTGGCATATAGACTAC PE
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Metaloide Primer Secuencia (5 -3) Gen Microorganismo Referencia
GCATATTACTATCGCCGG
CopD-up cobD
CopD-dw GAAAGCATTGCTACTACTCC P
F-CGC CAC CAT GAA CAA CAT GAARCA _ _
RAA YYT Actinobacillus
copA_F CopA pleuropnenmoniae (Peng et al., 2021); (Toes et
copA_R R-GTA ATG GAA GAC AGT GCC ATI GCI CopAMBD — Shewanella oneidensis al., 2008)
GCD
Acidithiobacillus
201eopA_26662317_17 R 1GCGTCTGCGTTTCATCAATGGCT forvocidans; , ,
_F Con AT oidithiob .}/ (Martinez-Bussenius et al.,
201copA_26662317_17  R-TTCTGCTACTGCAATGCGGAACTCGT e ;;JZ;Z”I 2017)
R Thiomonas arsenitoxydans
172copA_28256291_1_ F-AACGGTTTCCGCACATTG
; CP Strp | tal, 2013
172copA_28256291_1_ R-CCGATGCTGTTGTAGATAAAGG CopY replococcns presmoniac (Fu etal,, 2013)
R
QeopAl AGAGGATAGGGATGAGCAAGATAACT
cop .
QcopA2 TTTGTCTGGTCAGCAGCATTTACT Streptococcus suis (Zheng et al., 2019)
copA
F-TCCATACACTGGCACGGCAT
. (Gholamrezazadeh et al.,
copA Pseudomonas aernginosa

R-TGGATCGGGTGAGTCATCAT-

2018)
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Metaloide Primer Secuencia (5 -3) Gen Microorganismo Referencia
5-
atgcsacvggyetteocte TGAAGGACAAACTGGAAA
CGC-3
COMPCUS-F ,
COMPCUS-R 5- ccrttecagytcgecratree CusA Kiebsiella
TCCTGCCCTTCCAGGGTGAAA-3 pneumoniaeae (342)
Oligotropha
carboxidovorans(OM5)
Aromatolenm aromaticum (Besaury et al., 2013); (De La
(EbN1) Iglesia et al., 2010)
Burkbolderia cenocepacia
(J2315)
Psendoalteromonas

haloplanktis (TAC125)

5-GGT GCT GAT CAT CGCCTG-3

copAUF
copAUR 5-GGG CGT CGT TGA TAC CGT-3
CopA
(5-GGSASDTACTGGTRBCAC-3) Sphingomonas;
Coprun F2 Stenotrophomonas; (Altimira ct al,, 2012)
Coprun R1 (5> TGNGHCATCATSG TRTCRTT-3’) Arthrobacter N
Staphylococcus aurens;
5. CTCAGGATC ACTCTGCACATCAG -3' G Laobacillus plantarums; x4t et al., 2016);
copBE CopMutA Pseudononas yringac; (Rademacher & Masepohl
copBR 5'- GCACGTAGCTCTTAATCGAGTTGTC-3* ;. Myxcococens xcanthus 2012) ’

Enterococcus faecalis
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Metaloide Primer Secuencia (5 -3) Gen Microorganismo Referencia
copl R CAGCGGCATGACATCCAGGCC p1)  Metlbacterium p. (Behlau et al., 2012)
Luteibacter yeojuensis
Afe 054F F-GCTGGTCGTGCTGGGTC CopD Acidithiobacillus (Wu et al., 2010);
Afe_054R R-AATCCAAGAAGAAGCACCG CopC Sferroxxidans (Rademacher & Masepohl,
- seudomanas fluorescens
Psend, Y/ 2012)
COPPf(17515)1770’ 5-TGTTATAATAGCGTGTTCAT-3
orwat: . ,
copP (21162135, 5_CTACTTCTATATCGCACTAC-3 CopP Helicobacter pylori (Ge eral,, 2000)
reverse)
CGGATCCATGTCACAAGAAATTTTAA .
copZ-F Con? Staphylococcus anreus (Sitthisak et al., 2007);
copZ-B GAAGCTTTTAAACGACATCGTAACCT P Enterococens hirae (Solioz et al., 2010)
AAAATGACAAAATTATCAGTCT usC,
ampD cusR, O
ompA AAATTGACAGAATTGGGATTTT sCFBA  V brio alginollicus (He etal,, 2021)
copB
F-CCCCAAGCCATTCAAAAAG
EF2667 R- CGCCAGCGTATGCTAAGAC entC
F-TGAAACGGTGGCAGATGAA
EF0297 by Enterococcus faecalis;
R-CATTGGCATTGACCAGGAA 4 Lactobacillss lacts:
Streptococcus agalactiae; (Latorre et al., 2011)
FTCCAGTGGCTATGGGTGTG copa Streptococcus pnenmoniae;
EF0298 R-GTAAGGCGTTTAGTAAGACAG Streptococeus pyogenes

F-TTGATGGGATGAAATGTGATG

EF0299 R- GCCAAGTGAACCGCAACA copZ

435pcoD_25816978_1_ F-CTGGCCACACTTGCCTGGGG PeoA; ;
> Dj Salmonella entérica o et al.. 2015
. n ) serotipo (4,[5],12:1: —
435pcoD_25816978_1 R-CACGCTACGGCGCCCAGAAT e ipo (4,[5],12: 1 oo A
R
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Metaloide Primer Secuencia (5 -3) Gen Microorganismo Referencia
434- E-TTCTTACAGGTGGGCCTCGTT peoC ,
pcoC_32006752_1_F R Salmonela sp; (Yang et al,, 2020)
434- R-CCGGTAATAGGGTGCGTATC e o E. coli E308 me et
pcoC_32006752_1_R peocd,
F-GGSASDTACTGGTRBCAC cusCTBA (Thlel ct al., 201 7), (TOGS et
cop-f G Escherichia coli al., 2008); (Ture et al., 2021);
cop-t R-TGNGHCATCATSGTRTCRTT CopA seperienia con (Rademacher & Masepohl,
2012)
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MERCURIO

El mercurio es un elemento quimico de aspecto plateado, metal pesado perteneciente al bloque
D de la tabla periédica (Acosta-Saavedra et al., 2011). Es toxico y no esencial en el cuerpo humano. El
Hg esta distribuido en el medio ambiente, esta presente en productos naturales y existe ampliamente en
elementos que se encuentran en la vida diaria. Hay tres formas de mercurio, es decir, elemental (o
metalico) mercurio, compuestos inorganicos de mercurio y compuestos organicos de mercurio(Park &
Zheng, 2012). El mercurio elemental es volatil a temperatura ambiente y sus vapores pueden representar
un peligro para los humanos. Esta exposicién puede ocurrir en laboratorios, lugares de trabajo y también
en hogares (Syversen & Kaur, 2012).

El gas mercurio, como el que se encuentra en el procesamiento de amalgamas se absorbe
facilmente en los pulmones y luego se transporta a otros 6rganos (Park & Zheng, 2012). El mercurio
elemental puede atravesar membranas como la barrera hematoencefalica y la barrera hematoplacentaria,
lo que representa una amenaza para la funcién neurolégica y el desarrollo fetal, respectivamente (Esdaile
& Chalker, 2018; Kardena et al., 2020). El mercurio y el metilmercurio inducen disfuncién mitocondrial,
reducen la sintesis de ATP, agotan el glutatién y aumentan la peroxidacién de fosfolipidos, proteinas y
ADN (Genchi et al., 2017). Sin embargo, diversas fuentes antropogénicas y naturales aportan entre 5.000
y 8.000 toneladas métricas de Hg al afio, deteriorando rapidamente las condiciones ambientales. Las
bacterias resistentes al mercurio que poseen el sistema mer operén tienen el potencial de biorremediacion
del Hg mediante volatilizaciéon del medio contaminado (Priyadarshanee et al., 2022). Las bacterias
resistentes al mercurio albergan multiples genes que codifican las proteinas de resistencia al Hg y exhiben
mecanismos especificos como la salida directa del Hg y el secuestro extracelular o intracelular de los
compuestos mercuriales para superar la toxicidad del Hg. En varios estudios se ha informado sobre
bacterias resistentes al mercurio y su posible papel en la desintoxicacion del metal toxico (Kardena et al.,

2020).
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Figura 6. Genes bacterias de resistencia al Hg.

La resistencia de espectro estrecho y amplio que ofrecen las bacterias se debe principalmente a la
presencia de genes mer especificos. merA es una parte integral del operén mer, y la presencia del gen
merA en el operén contribuye a una resistencia de espectro estrecho hacia el Hg, ya que codifica el ion
mercurio reductasa (MerA). Esta enzima inducible ha estado presente predominantemente en bacterias
portadoras de plasmidos como Pseudomonas, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Bacillus sp.
(Dash & Das, 2015). Un estudio reciente informé que merA y los genes transportadores y reguladores
desempefian un papel crucial al conferir resistencia al Hg a una bacteria marina Zheng et al., 2018).
Recientemente se descubrié un dominio adicional AML (alquilmercurio liasa) en el extremo N de la
proteina MerA, redefiniendo asi el mecanismo de transformacién del Hg en bacterias resistentes al
mercurio aisladas del océano y de ambientes subterraneos contaminados (Petrus et al., 2015).

La posesion del gen merB, que codifica la organomercurial liasa (MerB), en un operén permite a
las bacterias resistir a los organomercuriales. Este sistema de operones se denomina operén mer de
amplio espectro, y la presencia del gen merB es mas comun en los operones mer Gram negativos que en
los Gram positivos (Barkay et al., 2003). merB transforma el Hg organico en Hg2+ relativamente menos
toxico, reducido ain mas por el mercurio reductasa para formar Hg0. El estudio de clonacién y expresion
ha revelado que merB esta aguas abajo del gen merA en un operén mer en el lado 3' (Ravel et al., 2000).
El gen merT codifica una proteina citoplasmatica de la membrana interna que lleva a cabo la captacién y
transporte de Hg organico e inorganico al sitio de reducciéon de Hg.

La proteina MerT posee tres dominios transmembrana, en los que los pares de cisteina se
encuentran en su antigua region transmembrana (Sone et al., 2013). merT cataliza la absorcion de Hg2+
junto con compuestos organomecuricos en las células bacterianas, que a su vez son reducidas por la

mercuario reductasa codificada por merA. Schue et al. (2008) ha demostrado la interaccién directa de
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MerT con el sistema reductasa (MerA). Para la expresién completa de la resistencia al Hg, tanto los genes
merT como merP son esenciales. Sin embargo, la ausencia o pérdida del gen merT es mas letal que la
pérdida del gen merP (Wilson et al., 2000). El gen merP codifica una proteina periplasmica que posee un
dominio altamente conservado que tiene dos residuos de cisteina. Estos ayudan en el intercambio de
Hg2+ en el dominio transmembrana inicial de MerP. Por lo tanto, el Hg2+ puede unirse a los residuos
de cisteina MerP en el periplasma y luego desplazarse a los otros dos residuos de cisteina en la proteina
MerT presente en la membrana citoplasmatica (Barkay et al., 2003). La proteina MerP es un receptor de
unioén a Hg2+ que consta de aproximadamente 70 a 80 aminoacidos, sintetizado con un lider N-terminal
escindible, similar a los dominios de unién a metales de las enzimas y la ATPasa tipo P que ayuda a
transportar iones metalicos toxicos (De Macedo et al., 2016).

La proteina de unién periplasmica Hg2+ codificada por merP MerP puede presentarse en formas
oxidadas y reducidas, como formas de disulfuro y ditiol. merO es la region operadora de los loci mer que
se une al transelemento MerR, que regula positiva y negativamente la expresion de los genes del operdn
mer. MerO ocurre en la mayorfa de las bacterias Gram-negativas y comprende una diada dividida con
guiones de 18 pb con palindromos de 7 pb flanqueados por un centro rico en AT de 4 pb (Parkhill &
Brown, 1990). El producto merG confiere resistencia al fenilmercurio al disminuir la permeabilidad
celular al fenilmercurio. El gen merG ubicado entre merA y merB, tiene 654 pb de largo y codifica
polipéptidos de 217 aminoacidos. merB y merG contribuyen a una resistencia de amplio espectro contra
los compuestos mercuriales, ya que desintoxican el Hg tanto inorganico como organico (Nascimento et
al., 2003). El MerG esta ubicado en el periplasma y tiene una secuencia lider que contiene una region
corta, cargada positivamente en el extremo N, seguida de un sitio hidrofébico y un sitio de escision del
péptido sefal (Kiyono & Pan-Hou, 2000).

El gen merD codifica la proteina reguladora MerD, un pequefio marco de lectura abierto rico en
cisteina ubicado justo detras del gen merA de Tn50 y regula negativamente la expresion del operén mer
(Mukhopadhyay et al., 1991). MerD también es una proteina unica sin homologos aparentes con las
mismas funciones. MerD se une a MerO con una afinidad relativamente menor en comparacién con
MerR. Por tanto, MerD parece ser un antagonista de la funciéon MerR. Champier et al. (2004) demostraron
que MerD podria ser un co-regulador, reprimiendo la inducciéon del mer operén en Ralstonia
metallidurans CH34. Ademas, MerD regula negativamente el operén mer en varias proteobacterias. merE
se encuentra corriente abajo del gen merA y merB en el operén mer. El gen merE codifica una proteina
de transporte que ayuda a transportar metilmercurio organico e inorganico a través de la membrana
celular bacteriana. Ademas, se ha observado que el transporte de metilmercurio mediado por MerE se

conserva en las bacterias Gram-negativas ya que las secuencias de aminoacidos de MerE de Tn21, Tn501,

pPB y pDU1358 exhiben una alta similitud (Sone et al., 2010).
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Tabla 5. Bacterias Resistentes al Mercurio.

Metaloide Primer Secuencia (5’ -3) Gen Microorganismo Referencia
377—1’1161'(:_9055422_1 _F CATCGGGCTGGGCTTCTTGAG wmerC Acitrobacter €ﬂ/€0ﬂ[€fl.€%5,'
377-merC_9055422_1_R CATCGTTCCTTATTCGTGTGG k. “”d””fi;’;fjf’r‘;;ﬁgmo““”’ E. (Naguib etal., 2018)

merE-F ATGAACAACCCCGAGCGCTTG merll ,
Mycobacterium abscessus (Leio et al., 2013)
merE-R CGACAGGGACAGAAGGAACAG subsp. bolletii ?
UKpnmerF GGGGTACCATGAAAGACCCGAAG merl ,
LE F ACACT z‘/yezl‘iZZ:;Ziion' (Sone etal,, 2013);
comer ) ~
CGG AAT Escherichia coli; Crocebacter (Yamazg(x)l Oc%l ctal,
TCTCATTTTTTTACTCCATTG A atlanticns
385-merP_26941715_1_F ATGAAGAAACTGTTTGCCTCC zer? Psendomonas p.;—
Xanthomonas sp.; Serratia b et al 2018
385-merP_26941715_1_R CACTGCTTGACGCTGGACG marscens; Acnerobacter " AEHP et al, 2018)
calcoaceticus.
Hg merR P.
aernginosa; Psuedomonas
392-merR_29675016_4_F TGGAGAACCTGACCATTGGC resinovorans, Paenibacilits g, o o a1, 2020);
polymaxca; Acenitobacter (Bhore ct al ’ 201 O),
392-merR_29675016_4_R CGTTACATCCGTCTCGCCAT calcoaceticus; Staphylococcus " ¢
S Co (McEwan et al., 2011)
epidermidis; Neisseria
gonorrhoeae; Streptococcus
pneumoniae
MER-TF ATG TAC CTT AAC CAA AGA ATA wmerT
Staphylococcus anrens; (Soge et al., 2008);
MER-TR TTA TCT TGT CTC ATG TTT CCG Pseudomonas alealigenes (Xu et al, 2017)
ATG A/GAG TGG C/TTA/G TTC/T Staplylococcus aurens;
MERBI1F CGC/T CCG TTG CTA Geobacter bemﬂﬁ%’ﬂﬂ‘f,
B Psendoalteromonas (Soge et al., 2008); (Lu
MERBI1R GGC GAC CCA GTT CAA AGG CAT  Z4% haloplanktis, Klebsiella et al,, 2017)

CITC

pnenmonia, Methylosinus
trichosporinm

/ 38/


http://lcpdb.ddlemb.com/met/metcluster/58/
http://lcpdb.ddlemb.com/met/metcluster/59/
http://lcpdb.ddlemb.com/met/metcluster/60/
http://lcpdb.ddlemb.com/met/metcluster/61/
http://lcpdb.ddlemb.com/met/metcluster/62/
http://lcpdb.ddlemb.com/met/metcluster/63/
http://lcpdb.ddlemb.com/met/metcluster/57/

Resistencia bacteriana a metales pesados: avances en enfoques moleculares y microbioldgicos

Bacillus megaterium; (Christakis et al.,
361-merA_24114385_27_F TCGTGATGTTCGACCGCT Bacillus cerens; 2021); (Dash & Das,
mer A Psendomonas stutzeri 273;  2015; Zheng et al.,

E. coli; Metallosphaera 2018); (Artz et al.,
sedula; 2015)

361-merA_24114385_27_R TACTCCCGCCGTTTCCAAT
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PLOMO

El plomo (Pb) es un contaminante de metal pesado no bioesencial, persistente y peligroso de
preocupacion ambiental (Mohan & Kumar, 2013). Es toxico para la biota natural, incluidos los
microorganismos, al inhibir la actividad enzimdtica, dafia el ADN vy altera la permeabilidad de la
membrana celular (Jaishamkar et al.,2014). Muchos factores, incluido el pH del agua y el contenido de
materia organica, influyen en gran medida en la toxicidad del plomo, ya que con la disminucién del pH
aumenta su toxicidad. El plomo en los suelos existe predominantemente en el estado de oxidacion Pb+2,
en suelos reducidos aparece principalmente como PbS insoluble precipitado por sulfuro procedente de
la reduccion de sulfato, bajo condiciones oxidantes existe como ion Pb+2, pero se vuelve menos soluble
al aumentar el pH (McBride, 1994).

Pb 2*

OO PI}Z'O de plomo

S04° mmp 57
Pb*2+S2g) PbS g

(F)

O g @Cﬁ)ﬂﬂﬂ

(D)

Figura 7. Mecanismo de resistencia al plomo, (A) salida del Pb por medio de ATPasa tipo P1B, (B)
secuestro del plomo por metalotioneina BmtA, (C) Pb encerrado en exopolisacarido, (D) adsorcion de
Pb en la superficie celular, (E), bioadsorcion de Pb en la pared celular y el espacio periplasmico mediante
bioacumulacién, (F) bacterias sulfato reductoras, (G) precipitacion de Pb catalizada por la enzima
fosfatasa (PbrB).

Las ATPasas tipo PIB transportadoras de metales, son un grupo de proteinas involucradas en el
transporte de metales pesados fuera de la membrana celular y que sirven de mediadoras a la resistencia a
metales pesados en bacterias (Rensing et al.,1999), pues evitan la sobreacumulacion de iones metalicos
altamente toxicos y reactivos como al Pb (1), Cu (I), Ag (I), Zn (II) y Cd (II) (Rensing et al., 1997). Varias
bacterias resistentes al plomo portan los genes que codifican las ATPasas de tipo P que pertenecen a la
familia de transportadores responsables de conducir iones y pequefias moléculas organicas a través de la

membrana citoplasmatica utilizando ATP como fuente de energfa y la de tipo fosfatasa. (Apell, 2004)
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El grupo de proteinas pbr fueron ampliamente estudiadas mediante operones PbrA , PbrB , PbrC
, PbrD y PbrR, PbrT, los cuales estan involucradas en la captacion, eflujo y acumulacién (Hynninen et
al.,2009;Aguilar et al., 2010), ademas se el gen PbrA es el principal transportador de la salida del plomo
(Borremans et al., 2001), tal es el caso de la Pseudomonas aeruginosa donde el gen PbrA le brindaba
resistencia (Adekanmbi et al., 2019) , por tal razon la cooperacion mutua de los genes PbrA y PbrB estan
ligados en la mediacién de la resistencia al plomo bacterias (Borremans et al.,2001), la lipoproteina PbrB
de la membrana externa se hace cargo de la remocion del Pb (II) desde el periplasma, asi como los genes
del sistema de salida se le consideran a PbrT , PbrC y PbrD (Hynninen et al.,2009) . Los genes que
utilizan las bacterias para adaptarse a un nivel o rango especifico de plomo ambientalmente biodisponible
ofrecen un medio para evaluar los efectos ecotoxicologicos en sitios contaminados (George & Wan,

2019).

/ 41/



ARSENICO

El arsénico se encuentra de manera natural distribuido en el medio ambiente, sus compuestos se
encuentran en estado de oxidaciéon (Medina et al.,, 2018). Los compuestos arsenicales en estados de
oxidacion trivalente As (III) y pentavalente As (V) son los de mayor interés en estudios ambientales
(Hughes et al., 2011). En el agua el arsénico se halla en forma inorganica como arsenato (As+5) y arsenito
(As+3) (Chavez et al., 20106). La toxicidad del arsénico en el agua es eliminada con un proceso oxidativo
para la transformacion de la forma mas téxica de As (I11) a la forma menos toxica de As (V) (Dastiar &
Wang, 2012).

Las bacterias arseniato reductoras de bacterias Gram negativas estudiadas a gran escala pertenecen
al operén Ars el cual puede ser de origen plasmidial y funcionar bajo condiciones aerébicas o anaerébicas
(Silver & Phung, 2005). Los genes de resistencia al arsénico se agrupan en dos grupos de genes (operén
ars), liderados por dos genes reguladores siendo primero (arsR), arsR1-orf3-orf4-orf5 y el segundo
(arsR2), arsB-arsC-arsD-arsA-orfl1-orf12, siendo arsR1 y arsR2 genes represores del operdon de
resistencia al arsénico (Chien et al., 2019)

El operén ars contiene cinco genes arsRDABC como en el microorganismo E. coli (Rosenstein
et al,, 1992) , mientras que a nivel cromosomal solo tres: arsB, arsC, y arsR, donde el gen arsC, codifica
una proteina encargada de mediar la reduccion de arseniato a arsenito en el citoplasma, para luego ser
eliminado hacia el exterior de la célula a través de una bomba especifica de eflujo (ATPasa) asociada a
una subunidad integral en la membrana, formando el complejo arsAB, codificado por los genes arsA y
arsB, respectivamente, ademas los genes arsD y arsR codifican para proteinas responsables de la
regulacion del operén (Rosen, 2002), sin embargo segun Silver et al., (1993) . aureus posee tres genes

arsRBC.

Figura 8. . Mecanismo de Resistencia al As. El As V ingresa mediante la absorcion de fosfato (PstA,
PstB, PstC y PhoS), posterior la arsenato reductasa ArsC reduce el As V a As 111, El As III también puede
ser absorbido directamente por diversas acuagliceroporinas, como la GlIpF. el As III puede unirse

mediante la chaperona de unién a As III ArsD y entregarse a la bomba de eflujo ArsAB dependiente de
ATP.
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ZINC

El zinc (Zn) es un oligoelemento esencial requerido por numerosas metaloenzimas (Suryawati,
2018), presente en 6rganos y tejidos de seres humanos (Li et al.,, 2021) la toxicidad del Zn para los
organismos acuaticos disminuye al aumentar la dureza del agua. El zinc es abundante en la corteza
terrestre (Njoku et al., 2020); los factores del entorno del agua, como la dureza, el pH, la salinidad y la
alcalinidad, pueden afectar la toxicidad de este metal (Conradi; Depledge, 1999), asi como también la
temperatura (WHO, 2011). El Zn+2 tiene una degradacién, migracion y absorcion bioldgica que dificulta
la funcién de los microorganismos ambientales al destruir la membrana celular e inhibir la actividad
enzimatica (Chen et al., 2020; Rahman, 2020)

En el agua, el zinc se muestra principalmente en el estado de oxidacién *? la cual se disuelve en
acidos para formar cationes Zn hidratados y en bases fuertes para formar aniones (Fuhrer & Survey,
1980). El zinc se bioacumula a medida que asciende en los niveles tréficos, por lo que los organismos de
niveles tréficos mas altos normalmente experimentaran niveles mas altos de zinc, lo que podria resultar
en una mayor tolerancia a la toxicidad del zinc (Li et al., 2021). Los mecanismos generales de resistencia
ayudan en el eflujo, el secuestro, la quelacién y la absorcion de metales para su supervivencia en
condiciones toxicas o escasas, la capacidad de las células bacterianas para mantener una homeostasis de
Zn *" es crucial para su crecimiento, supervivencia y capacidad de virulencia (Suryawati, 2018)

La homeostasis del Zn* en bacterias se consigue mediante sistemas de exportacion y absorcion
que son regulados por sus propios reguladores, se identificaron tres tipos de sistemas de exportacion de
Zn™*: transportadores de eflujo de multiples firmacos RND, ATPasas tipo P y facilitadores de difusion
de cationes (Hantke, 2001). Este mecanismo empleado por las células esta impulsado por condiciones de
toxicidad (salida) e inanicién (absorcion) de Zn a través de la membrana celular bacteriana (Capdevila et
al., 2016). La regulacién intracelular (captacion y salida) de iones Zn** es a través de la membrana celular
esta mediada por la familia Zur/SlyA/MatR y las familias MetR (ZntR) y ArsR/SmtB (Mikhaylina et al.,
2018), se describe a Zur que contiene a los transportadores ABC los cuales facilitan la absorcién de iones

Zn™* (Hantke, 2001).
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Figura 9. Mecanismo de resistencia de Zinc. La absorcién del metal en bacterias del ambiente exterior
se ve facilitada por la ATPasa tipo P (ZosA) y los transportadores de membrana de Zn. Para el flujo de
salida de iones Zn fuera de la célula se utilizan bombas de flujo (determinantes de Czc que se encuentran
tanto en bacterias Gram positivas como negativas), asi como ATPasas ZntA en Gram negativas y
positivas. las proteinas intracelulares o periplasmicas pueden unirse al Zn dentro de la célula.
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CROMO

Contaminante mas comun provenientes principalmente de efluentes industriales, practicas
mineras (Oliveira, 2012). El cromo se encuentra en dos estados de oxidacion: trivalente Cr (I1I), que es
relativamente inocua debido a su insolubilidad (Ramirez-Diaz et al., 2009), ademas afecta la replicacién
del ADN, provoca mutagénesis y altera la estructura y actividad de las enzimas (Viti et al., 2014); y la
forma hexavalente Cr (VI), considerada toxica (Ramirez-Diaz et al., 2009), ya que esta se libera en el
medio ambiente a través de diversas actividades antropogénicas e imparte efectos toxicos sobre
microorganismos y seres humanos (Ahemad, 2015), ademas es, mutagénica, cancerigena, ya que al cruzar
la membrana celular a través de la via de absorcion de sulfato, genera intermediarios activos Ct(V) y/o
Cr(IV), radicales libres.

LLa solubilidad en el agua del Cr(III) es funcion del pH del agua, es decir que en condiciones de
pH neutro a basico, el Cr(IIl) precipitara, en cambio en condiciones de pH 4cido tendera a solubilizarse
(Kimbrough et al., 1999), mientras que, a un pH mas alto, el Cr VI tiene mayor concentracion (Kanagaraj
& Elango, 2019), lo que da lugar a que el Cr sufra una variedad de transformaciones, como oxidacion,

reduccion, sorcion, precipitacion y disolucion.

Figura 10. Mecanismo de resistencia al Cr. (A) via de absorcién de sulfato por otros cromosomas que
utilizan cromato para lograr ingresar, cuando muta X el transporte de cromato disminuye, (B) reduccion
de Cr VI a Cr III, (C) la reduccion al interior causa estrés oxidativo y dafia a proteinas y ADN, (D) las
enzimas intervienen en el estrés oxidativo minimizando el dafio ocasionado por el cromato, (E) los
transportadores identificados por el plasmido pueden expulsar al cromato.
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Tabla 6. Bacterias resistentes a metales pesados en muestras de agua.

METALOIDE BACTERIA REFERENCIA
Bacillus cerens (Utami, Harianie, Dunyana, & Romaidi, 2020)
Pseudomonas aernginosa (Naik & Dubey, 2012) (Bedoya Vélez et al., 2019)
Pb Serratia marescens Marrero ¢t al., 2010
Psendomonas syringae
Ralstonia metallidurans
Staphylococcus anrens (Borremans et al,, 2001)
Psendomonas ameﬂlzz‘oxzdm.ﬂes (Ara et al., 2006)
Pseudomonas taiwanensis
Enterobacter sp
Klebsiella pnenmoniae (Zaghum, y otros, 2014)C
As Deinococcus indicus
Bacillus sp (Dey, Chatterjee, & Kumar, 2016)
Aneurinibacillus aneurinilyticus
Escherichia col (Chien et al., 2019)
Staphylococcus anrens
Corynebacterinm glutamicum (Fekih et al., 2018)
Stenotrophomonas maltophilia (Huang et al., 2020)
Ralstonia entropha .
Pseudomona aeruginosa (Suryawati, 2018)
. Staphylococcus anrens (Suryawati, 2018) (Xiong & Jayaswal, 1998)
Zinc e
Escherichia coli S . 2018
Synechococcus sp (Suryawati, )
Bacillus subtilis
Flavobacterium spp (Gonzalez-Aravena et al., 2016)
Bacillus sp (Upadhyay et al., 2017)
Bacillus brevis (Verma et al., 2009)
Cr E. cloacae
E. coli

K. pneumoniae

Yang et al.,, 2018)

Pseudomonas aernginosa

(Teixeira et al., 2016)
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Tabla 7. Primers utilizados en microorganismos.

Metal Primer Secuencia (5’ -3) Gen Microorganismo Referencia
sgrl3 ""CACGTGCACC-GAGGTCCACGATGTATT-3'
sarll 5-AAGCGTAGACCCAGTT- N. asteroides, N. brasiliensis y N. caviae
TCCCAGGCTTATCC-3'
TTS 5"TGCCAAGG-CATCCACC-3' pBL1 . .. (Perez et al., 2003)
SS2 5" AGTCGTA ACAAGGTAGCCG3' M‘ﬁ’%f”’z’/M]'\f””‘”‘ll’ M. L
o S1A 5 CCTCAGGACCCAACAGTGTG 3 m”””’zm'é’ g et
S1B 5"TGGATAGTGGTTGCC-GAGC-3 ’
PbrApe 5-GCGCCAACCGTGCTCGGTTCTGGG-3 R. metallidurans y E. coli C (Aiba, Adhya, &
rombrugghe , 1981)
pbtD-RT 5-CTACAGGCGTAGGCACCGTCG-3" pbr (Gupta, Matsui, Lo, &
pbrA-N 5-ATGAGCGAATGTGGCTCGAAG-3' Salmonella P Sil’xrer 19 9’9) ’
pbrA-C 5-TCATCGACGCAACAGCCTCAA-3' ’
arsA-F ACCCACGCTTAGCAATATCATCGA
arsA-R TGAAAGTCTTCATATAGGTCT TCC
arsB-F GTGGAATATCGTCTGGAATGCGAC (Mellado, Campos, &
arsB-R GTGGAATATCGTCTGGAATGCGAC S ’ Pos,
—CF TGCGGCACTICGTGAAACAC arsCBA Escherichia coli R773 Mondaca, 2011)
arsC-R AAGTATATCCAGAAC CACTT
arsCPs-F AGTCCTGTTCATGTGYAC
arsCPs-R TGGCGTSGAAYGCCG
As AnC f5- TGGTACTTTTTCCACACACTTTCA-3" £ 5"- areC
TGTGGCACATGTCAAAAAGCA-3’
ArB f 5-TGGAATCGCAACTCGGACAA-3"r 5"- rsB Bacillus lichenifornui,
CCACCACTAGCAAAGGTTCG-3" Bacillus cereus, Bacillus vietnamensis, (Mahuku, 2004)
ACR3 t 5"-AGTGATTAGCGCTAGCAATGAAA-3"r 5"~ CR3 Bacillus pumilus, ’
TGGTGAGGATCCGATGTTGC-3" Bacillus subtilis, Bacillus megaterinm,
B f5-GCACTGGGGCTCGACTTC-3"r 5"~ osB
CCAGGAAAACGCTGCTTACG-3’

1109F -1548R

F 5-ATC TGG GGB AAY RAC AAY TA-3'
R5-TTC ATB GAS GTS AGR TTC AT-3'

Alealigenes faecalis

(Hu et al., 2021)
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Metal Primer Secuencia (5’ -3) Gen Microorganismo Referencia
F 5' GCAGGCGTGAATCAGGTGCT 3'R 5' . . .
GCGCCCGCTGTGATTICGGEG 3 ntA E. coli (Vignaroli et al., 2018)
F 5 GCTGTTTTATCAGTAACTTTG3' . (Yamamoto & Ishihama,
Zinc ZNTA- R 5 ATTGAGGGGCTTTCTTGCCG3' zntA E. coli 2005)
F5'GGCGGATAATGCTGCGAAAA3Z (Yamamoto & Ishih
ZNUC-1 R 5 TCAAAATTTTTCCAGGTTTA3 20uC E. coli 0 5 S,
F 5'CGGCCAGGTTCACGTCCGTC3' R .
pcoA S TGCCAGTTGCCGCATCCCTGS pcoA E. coli ( Yang et al,, 2018)
F 5'GTCGTTAGCTTGCCAACATC3' R 5CGG
chrB AAAGCAAGATGTCGAJCCS! chrB (Khall et al., 2011)
chrAF CCG GAATCC ATGAGCAAAACGGTCGTTCT chrA Serratia sp
cU chrAR-R CCG CTCGAG TTCTGCGCCGGGACAGT chrA Serratia sp
F CCG GAATTC
chtBF - R ATGCTGTGTCTGGCGAACCCTGA R CCC chrB Serratia sp (He et al., 2018)
AAGCTT TCACTCTGCGGAAGAACGA
F CCG GAATTC ATGCTGTGTCTGGCGAACCCT
chrAB F-R R CCG CTCGAG chrAB Serratia sp

TCATTCTGCGCCGGACAGTCC
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Figura 11. Procesamiento en muestra de sedimento. ELABORACION PROPIA
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(Dey, 2016), (34), (45) (Uttiya et al., 2016)

(42), (24), (40)

(Pabon et al., 2020),
(Adekanmbi, et al, 2019). (1)
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CONCLUSIONES

Se concluye que el enfoque combinado entre técnicas microbioldgicas convencionales y
metodologias moleculares modernas resulta fundamental para una interpretacion integral de la resistencia
a metales pesados. Mientras las pruebas microbiolégicas permiten evidenciar el comportamiento real de
las cepas frente a diferentes concentraciones de metales, los analisis moleculares hacen posible identificar
los genes responsables de estos fenotipos y su localizaciéon en plasmidos u otros elementos genéticos
moéviles. Este hallazgo confirma que la resistencia no es un fenémeno aislado, sino parte de una estrategia
evolutiva de adaptaciéon microbiana, que ademas puede estar relacionada con procesos de co-seleccion
de resistencia a antibidticos. En conjunto, estos resultados refuerzan la importancia de estudiar la
resistencia a metales pesados desde una perspectiva genética, ecolégica y aplicada, especialmente por su

potencial impacto en la biorremediacion y en el control de ambientes contaminados.
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