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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue identificar microorganismos resistentes a altas concentraciones de
arsénico (As) y capaces de oxido-reducir las especies quimicas de éste, mediante el andlisis de 4 cepas
de bacterias y una de hongo utilizando diferentes concentraciones de sales de arsenito y arsenato (10,
15 y 30 mM). Se extrajo DNA de buena calidad para las bacterias y el hongo, ademas se realizo la
amplificacion por PCR del gen rDNA 16S y los ITS4/ITS5 para su posterior secuenciacion. Se observo
que las bacterias presentaron un mejor crecimiento en arsenato y el hongo presentdé un crecimiento
favorable en arsenito. Dichos microorganismos fueron ademas capaces de reducir el arsenato a
arsenito, esto se observo por medio de la reaccion con nitrato de plata (AgNOs). Asi mismo, fue posible
identificar posibles proteinas involucradas en la resistencia a As mediante SDS-PAGE de una
dimensidn, obteniéndose una diferencia en el patron de bandeo a los 40 y 80 kDa para el hongo. Esto
podria estar relacionado con proteinas tipo arsenato-reductasa y de transporte de expulsion de arsenito.
El patron de bandeo para la cepa 20 mostré una diferencia a los 13 kDa, que podria estar relacionada
con una proteina de expulsion de arsenito.

Abstract

The aim of this research was identify microorganisms resistant to high concentrations of arsenic (As) and
with the ability of oxide-reduce the different species of As, analyzing four strain of bacterium and one of
fungus using different range of concentrations of arsenite and arsenate (10, 15 and 30 mM). It was
obtained the DNA of bacterium and fungus, also the polymerase chain reaction (PCR) was done of the
gene rDNA 16S and the ITS4/ITS5 for their future sequencing. It was observed in bacterium an increase
in resistance in arsenate, nevertheless in fungus was observed an increase in resistance in arsenite.
This microorganisms also were capable of reduce the arsenate to arsenite, analyzed for the reaction with
silver nitrate (AgNO3). The identification of possibles proteins associated with this resistance was
observed in a SDS-PAGE where two bands of proteins (40 and 80 kDa) was observed for the fungus,
these would be related with arsenate reductase protein and arsenite efflux membrane protein. One band
of protein for the bacteria strain 20, was near of 13 kDa, it would be related with a efflux arsenite protein.
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INTRODUCCION

Uno de los elementos quimicos mas toxicos y
carcinogénicos, que causa mayores estragos en
México y a nivel mundial es el arsénico (As), por
su acumulacion en agua, aire y suelo [1]. El As se
encuentra con mas frecuencia en su forma
reducida arsenito As(lll) y su forma oxidada
arsenato As(V), siendo éstos los mas toxicos para
los organismos vivos [2]. La oxidacién quimica del
As es lenta y los compuestos quimicos empleados
presentan elevados costos y ademas, pueden
llegar a generar contaminacion secundaria y ser
ineficientes a bajas concentraciones de As [3]. Por
lo anterior, el desarrollo de nuevas técnicas de
biorremediacién, basadas en la capacidad natural
gue tienen algunos microorganismos para
incorporar contaminantes en Sus procesos
metabdlicos y utilizarlos como fuente de energia
es uno de los desafios a los que se enfrentan los
investigadores [4]. Los microrganismos que
transforman el As(V) y As(lll) son diversos en su
filogenia y fisiologia, existiendo tres sistemas
enzimaticos para su transformacién: arsenito
oxidasa, arsenito reductasa y arsenito reductasa
citoplasmatica [5]. El presente trabajo, tuvo como
objetivo identificar microorganismos (bacterias y
hongos) resistentes a altas concentraciones de As
y capaces de éxido-reducir las especies quimicas
de éste, asi como la identificacion de posibles
proteinas involucradas en el proceso.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de bacterias y hongo. Las cepas de
bacterias denominadas 3, 9, 20 y 51 y el hongo
44-H fueron donados por el laboratorio de
Biotecnologia Alimentaria y Vegetal de la
Universidad de Guanajuato.

Extraccion de DNA de bacterias. Las bacterias
fueron recuperadas por centrifugacién a 5000 rpm
por 5 min, se deseché el sobrenadante y se
resuspendié la pastilla en agua destilada. Se
agregé 700 pL de tampon glucosa-Tris-EDTA
(Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 Mm) y
6 L de lisozima (10 mg mL?), se incub6 a 37° C
por 2.5 hrs. Se afiadié 10 pL de SDS al 25% y 10
pL de Proteinasa K (10 mg mL?). Se afadié un
volumen de fenol/ cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1) y se centrifugd a 13,000 rpm por 10 min.
Posteriormente, se recupero el sobrenadante, y se
adicion6 700 pL de isopropanol y 350 pL de

volumen de acetato de sodio (3 M, pH 5.2), se
incub6 a -20°C por 1 h. Finalmente, se centrifugé a
13,000 rpm por 7 min a 4°C y se decantd el
sobrenadante, la pastilla se lavé con 500 pL de
etanol al 70% centrifugando a 13,000 rpm por 5
min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y el DNA
se resuspendio en 30 pL de agua.

Amplificacion del gen rDNA 16S de bacterias.
Se realiz6 la PCR con la siguiente mezcla: 16.8 pL
de agua destilada, 2.5 pL de Buffer 10x (1x), 1.5
pL de Mg Clz2 (50mM), 1 pL de dNTP's (10mM), 1
pL de oligo R (rP2), 1 pL de oligo F (fD1), 0.2 pL
de Tag (5 U) y 1 yuL de DNA. La desnaturalizacién
inicial se realizé a 95 °C por 5 min, seguido de 35
ciclos empleando una temperatura de 95 °C por 40
s, un alineamiento de 55°C por 1 min y una
extension final de 72 °C por 10 min.

Extraccion del DNA del hongo 44-H. La cepa de
hongo 44-H, fue sembrada en medio Agar
Dextrosa Sabouraud, cuantificando las esporas en
camara de Neubauer en un microscopio
AxioLabAl (Zeiis), posteriormente se incubaron
por 7 dias a 28+2 °C .El micelio del hongo fue
recolectado y macerado, se adicioné 1000 uL de
buffer de extraccion (Tris-HCI 0.2 M, EDTA 0.025
M, SDS 0.5%, NaCl 0.25 M), se incub6 a 70° C por
30 min y se adiciond 500 pL de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1), se centrifugd a 13,000
rpm por 10 min, recuperando la fase acuosa. Se
afiadio un volumen equilibrado de
fenol/cloroformo, se agit6 y adicioné 3 pL de
RNAasa, se centrifugé a 13,000 rpm por 10 min,
recuperando el sobrenadante y adicionando un
volumen igual de isopropanol. Se centrifugd a
13,000 rpm por 10 min, desechando el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla en
etanol al 70%, se secé la pastilla y posteriormente
se adiciond 20 pL de agua destilada.

Amplificacion de los espaciadores internos
transcritos (ITS4/ITS5) para el hongo 44-H. Se
realizé la PCR con la siguiente mezcla: 17.2 pL de
agua destilada, 2.5 pL de Buffer 10x (1x), 1 pL de
Mg Clz2 (50 mM), 1 pL de dNTP's (10 mM), 1 pL de
oligoR, 1 yL deoligoF, 0.3 uLde Taq(5U)y1uL
de DNA (100 ng/puL) del hongo 44-H. La
desnaturalizacion inicial se realizé a 94 °C por 4
min, seguido de 30 ciclos empleando una
temperatura de 94 °C por 40 s, un alineamiento de
55 °C por 40 s, una extension de 72°C por 40 s y
una temperatura de 72 °C de extension final.
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Extraccion de proteina de bacterias. La bacteria
20 fue seleccionada para extraer proteinas, la
cepa fue sembrada en medio extracto de suelo
minero (ESC: 500 g L* de suelo esterilizado y
filtrado a 0.45 pm, 1 g L de extracto de levadura,
2 g L' de glucosa) enriquecido a una
concentracion de 10 mM de sales de arsenito
(NaAsOy) y arsenato (HAsNa204). Posteriormente,
se recuper6 la pastilla y se agregd directamente
50 uL de solucion de Laemmli (Tris 0.5 M, SDS al
20%, (glicerol, 2-mercaptoetanol, azul de
bromofenol 0.02%), la muestra fue agitada e
incubada en hielo, para su posterior
desnaturalizacion y andlisis en un gel discontinuo
de poliacrilamida SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate  polyacrylamide gel electrophoresis).
Finalmente se llevd a cabo la tincién con azul
brillante de Coomassie (G-250) y el gel fue
visualizado en un fotodocumentador Gel DocTM
EZ Imagen marca BioRad.

Extraccion de proteina por acido
tricloroacético (TCA). ElI hongo 44-H fue
sembrado en medio papa dextrosa (PD),
enriquecido a una concentracién de 10 mM de
sales de arsenito y arsenato. El micelio del hongo
fue recolectado y macerado a -70 °C, hasta
obtener un polvo fino. Posteriormente, se afadio 3
mL de TCA al 10% en acetona con 0.07% (v/v) de
2-mercaptoetanol, se incubd a -20 °C por 1 h. La
pastilla se recuperé a 14,000 rpm por 20 min a 4
°C y se lavo con 500 pL de acetona (0.07 % (v/v))
con 2- mercaptoetanol. La pastilla fue
resuspendida en un buffer de lisis (Urea 8 M,
Tiurea 2 M, CHAPS 0.5%, DTT 0.1 M), el lisado se
centrifugé a 13,200 rpm por 30 min, realizando
una cuantificacion de proteina por el método de
Bradford y posteriormente se analizé en un gel
SDS-PAGE con las condiciones descritas
anteriormente.

Resistencia de hongos y bacterias a As y
deteccién de 6xido-reduccion. Se preparé medio
ESC (500 g L de suelo esterilizado y filtrado a 10
pum, 1 g L de extracto de levadura, 2 g L de
glucosa, 18 g L' de agar bacteriolégico)
enriquecido con 10, 15 y 30 mM de As(lll) y As(V).
Después del crecimiento de los microorganismos
se detect6 con nitrato de plata (AgNOz) 0.1 M la
oxido-reduccion de As en el medio de cultivo. Una
coloracion amarilla indico la presencia de As(lll) y
una coloracion marron la presencia de As(V).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas morfolégicas de las cepas. Las
cepas de bacterias presentaron un color perla
brillante, la cepa 3 presenté forma de bacilo, la 9 y
51 forma de estreptobacilo y la 20 forma
filamentosa. La caracterizacién morfoldgica de la
cepa de hongo 44-H, se ilustra en la imagen 1, se
observo la hifa cenocitica del hongo (50 um) y un
tamafio de espora de 2 pum. Por medio de la
camara de Neubauer, se cuantificd el nimero de
esporas presentes en la muestra, siendo de
29.15x10* esporas/mL.

IMAGEN 1: Hifa cenocitica del hongo 44-H (A),
hongo 44-H (B).

espora del

Extraccion de DNA y amplificacion del gen
rDNA 16S. En la extraccion de DNA de bacterias,
se visualizé una banda de 12,000 pares de bases
(Imagen 2, A), correspondiente a una extraccion
de DNA total, con ello fue posible realizar la
amplificacion del gen rDNA 16S de bacterias, en la
cual se obtuvieron amplicones de 1,650 pares de
bases para las bacterias 3, 9 y 51. Para la bacteria
20 se obtuvo un amplicon de 850 pares de bases,
la cual puede representar una inespecificidad en la
amplificacion y tendria que secuenciarse con la
finalidad de conocer a que region del genoma
pertenece dicha banda (Imagen 2, B). Se espera
la secuenciacion de los amplicones obtenidos para
poder identificar a las bacterias por género y
especie.
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IMAGEN 2: Extraccion de DNA de bacterias (A) y amplificacién
del gen rDNA 16S (B).

Proteinas de la cepa de bacteria 20. En la
imagen 3, se presenta el patron de bandeo de
proteinas de la cepa 20 en medio ESC sin As
(carril 2) y con 10 mM de As(V) (carril 3) a las 24
horas de crecimiento. Entre los 10 y 15 kDa se
observé una banda que esté presente en el carril 3
(Imagen 3) y no esta presente cuando la bacteria
crece sin As, podria estar relacionada con una
proteina de membrana de expulsion de arsenito
con un peso 13.5 kDa descrita en Bacillus
thuringiensis (Acceso: AFU10534) [6].
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IMAGEN 3: Gel SDS-PAGE de la cepa de bacteria 20. Carril 1:

marcador de proteinas. Carril 2: la cepa 20 en medio ESC sin
As. Carril 3: la cepa 20 en medio ESC suplementado con 10 mM
de As(V).

Extraccion de DNA de hongo y amplificacién
de los ITS4/ITS5. En la extraccion de DNA de la
cepa de hongo 44-H, se visualizé una banda de
12,000 pares de bases (Imagen 4, A),
correspondiente a una extracciéon de DNA total
para el hongo purificado, con ello fue posible
realizar la amplificacion de los ITS4/ITS5 de dicha
cepa, en la cual se obtuvieron amplicones de 650
pares de bases (Imagen 4, B).
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IMAGEN 4: Extraccion de DNA del hongo 44-H (A) y
amplificacion de los ITS4/ITS5 (B).

Proteinas del hongo 44-H. En la extraccion de
proteina del hongo 44-H, (Imagen 5), se
observaron diferencias en el patron de bandeo
cuando el hongo crecié en medio enriquecido con
As comparado con el medio sin As. Se observo
una banda marcada a los 40 y 80 kDa en el carril 3
y 4, que no estuvo presente cuando el hongo
crecido sin As (Imagen 5, carril 2). La banda
marcada a los 40 kDa, podria estar relacionada
con una proteina arsenato reductasa reportada en
el hongo Rutstroemia (Acceso: PQE22983) [7] con
un peso molecular de 40 kDa. La banda marcada
a los 80 kD, podria estar relacionada con una
proteina transportadora de expulsion de arsenito
perteneciente al hongo Metarhizium acridum con
un peso molecular de 82.93 kDa (Acceso:
XP_007815226) [8].
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IMAGEN 5: Gel SDS-PAGE de la cepa de hongo 44-H. Carril 1:
marcador de proteinas. Carril 2: la cepa 44-H en medio PD sin
As. Carril 3: la cepa 44-H en medio PD suplementado con 10
mM de As(lll) .Carril 3: la cepa 44-H en medio PD suplementado
con 10 mM de As(V).

Resistencia a As. Se observd que las bacterias
presentaron un mejor crecimiento en As(V), ya que
crecieron favorablemente adn en concentraciones
30 mM, mientras que en As(lll), solo la cepa 20
pudo crecer a una concentracion de 15 mM. En
cambio el hongo 44-H, present6 un desarrollo méas
favorable en As(lll), ya que a las 48 hrs se obtuvo
un crecimiento en 15 mM de arsenito y hasta las
72 hrs en 15 mM de arsenato, sin embargo éste
logro crecer en 30 mM de ambas sales.

Oxido-reduccion de As. En la deteccion de
oxido-reduccion de arsénico, se presentdé una
reduccion del As(V) a As(lll) cuando la cepa de
bacteria y hongo crecieron en extracto de suelo
enriquecido con 15 mM y 30 mM de sales de
arsenito y arsenato, indicado por la coloracion
amarilla.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo, sugieren que los
microorganismos, puede resistir altas
concentraciones de  arsénico, debido al
crecimiento favorable en As(V) para las cepas de
bacterias y en As(lll) para la cepa del hongo
analizado. Ademas, estos fueron capaces de
transformar las especies quimicas de As (reducir
As(V) a (ll)), por lo que resulta importante

comprender el sistema que involucra el
metabolismo de estas bacterias y hongo, para ser
empleados como biorremediaciones en agua y
suelo contaminados con dicho elemento.
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