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RESUMEN

El arsénico en altas concentraciones representa un riesgo para la salud humana y
el ambiente. EI rio Mololoa, que atraviesa la ciudad de Tepic, Nayarit, presenta
concentraciones elevadas de arsénico. Ademas es afectado por descargas
industriales, agropecuarias, domésticas, de servicios y lixiviados del tiradero
municipal a cielo abierto “El Ixtete”, lo que causa un serio problema de salud
publica. En estudios previos llevados a cabo en este siio, se han aislado e
identificado una serie de microorganismos con capacidad de resistencia a arsénico
y metales pesados como mercurio, cromo, cadmio y a antibiticos como

kanamicina, y beta- Estos hallazgos
sugieren la existencia de una constante presién de seleccion en la zona. Ello
implica que solo las bacterias en cuyo genoma se encuentren genes de resistencia
a agentes selectivos lograrén sobrevivi.

En este trabajo, se encontré que 8 de las 15 cepas estudiadas tienen la capacidad
de convertir arsenito en arsenato por reaccion de oxidacion, lo que explica el
fenotipo arsenito resistente, con valores de concentracién minima inhibitoria (CMI)
de arsenito de sodio (NaAsO2) entre 2 y 15 mM, correspondiente a las cepas C4:
E cloacae, C5: sp., C10 sp., C12: K

C16: E. aerogenes, C20. K. pneumoniae, C81: K. pneumoniae y C95: K.

pneumoniae. La identificacion del gen aox8 como responsable del fenotipo
arsenito-resistente con ulizacion de los oligonuclestidos reportados para este gen
no fue posible. Probablemente, sea consecuencia de la ocurrencia de un proceso
exaptativo donde los microorganismos empleen un mecanismo enzimatico distinto
del sistema aox para la oxidacion de arsenito, :
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SUMMARY

The presence of high concentrations of arsenic in a certain site represents a
constant risk to populations living there. In Mololoa River. which flows across the
city of Tepic, Nayarit, concentrations of arsenic above the average content of
continental crust haves been found. Along with this, pollution by sewage and
landfillleachate "El Ixtete” constitutes a serious public health problem. In previous.
studies, arsenic-resistant microorganisms have been isolated from samples of
sewage and leachate. Those organisms are also resistant to heavy metals such as
mercury, chromium, cadmium and antibiotics such as kanamycin, ciprofioxacin,
gentamicin and beta-lactams

In this work, it was found that 8 of 14 studied strains have the abilty to convert
arsenite to arsenate by oxidation. This explains the phenotype resistant arsenite,
with values of minimum concentration inhibitory (CMI) are between 2 and 15 mM
(NaAsOz) sodium arsenite, corresponding to the strains C4: E. cloacae, C5:

sp., C10: sp. C12: K. C16: £ aerogenes,
C20: K c8: K y C95: K It was not
possible to identify the aoxB genotype. This could be probably caused by

occurrence of an exaptative process arising from different enzymatic mechanisms
other than “aox".
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DEL ARSENICO

£l arsénico (As) es un metaloide ubicuo en et ambiente (Brown y Ross, 2002) que
pertenece al grupo V de la tabla periédica de los elementos y es, por lo tanto,
clasificado como un metal pesado. Se encuentra en la naturaleza en cuatro
estados de oxidacion (+5. +3, 0, y -3), con arsenato pentavalente [+5, As (V}], y
arsenito trivalente [+3, As (] como las formas més comunes. ) arsénico
elemental muy raramente se encuentra en la naturaleza, pero se puede encontrar
en forma de masas microcristalinas en Siberia, Alemania, Francia, ltalia, Rumania,
ylos EE.UU. La mayor parte se encuentra en conjuncion con azufre en minerales
tales como arsenopirita (FeAsS), rejalgar (AsS), oropimente (As:Sa) y enargita
(CusAsSs) (Mateos et al., 2006)

Dado que se encuentra en cuatro estados de oxidacion, este elemento puede
formar una serie de compuestos quimicos, de los cuales se resumen los

principales en el cuadro 1

Los compuestos arsenicales tienen una larga historia como agentes medicinales y
venenosos. Se sabe que las sociedades humanas ya conacian el arsénico en &l
afio 3000 a. de C. y que posiblemente fue descubierto por su presencia como
subproducto en las actividades mineras. Su uso medicinal fue descrito desde el
afio 400 a. de C. por Hipdcrates, quien recomends Ia aplicacion de una pasta de
refalgar (AsS) para latar dlceras cutaneas. Historias de muertes por
envenenamiento con arsénico han abundado en los circulos de la palitica. Durante
el Renacimiento en ltalia, los Borgias usaron arsénico para asesinar oponentes
politicos (Sambu y Wilson, 2008)
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Cuadro 1. P que forma el

arsénico.

Nombre (Sinénimo) Formula quimica |

Arsénico Inorgénico, As (1) |

6xido de arsenico (1), roxido de arsénico 510 6 AS.0
4cido ortaarsenioso, dcido arsenioso HiASOs

acido metaarsenioso HASO:

(Orto) arsenitos, sales del acido, ortoarsenioso HiASOs, HASON, ASOs™
cloruro de arsénico (1), icoruro de arsénico AsCls

sulfuro de arsénico (1) isulfuro de arsénico AsiSe

Arsenico inorganico, As (V)

6xido de arsénico (V), pent6xido de arsénico As:0s
4cido ortoarsénico, 4cido arsénico HoASOx
acido metaarsénico HASOs
(Ortojarseniatos, sales def acido arsénico. HzAsOs, HASOs# ASOs*

Arsénico orgénico

4cido metiarsinico, dcido metanoarsénico CHASO(OH):
6xido de timetiarsina (CHaASO
metiarsina CHaAsHy
dimetiarsina (CHajaAsH
trimetiarsina (CHAs
acido arsanllico, HaN-CaHaASO(OH)z
4cido p-aminabenceno-arsénico

&cido d-nitrofenilarsénico, OaN-CsHeASO(OH):
4cido p-nitrofenilarsénico

arsencbetaina (CHaAS CHCOOH: -
arsenocolina (CHa)sAS'CH:CH:OH
dialquicloroarsina RaASCH
alquidicloroarsina RASCl

Tomado de: Carbonell ef al.. 1995.
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Durante la Edad Media, las propiedades toxicas de! arsénico fueron muy utiizadas
y el arsénico blanco (triéxido de arsénico) fue el veneno de eleccién, por su alta
toxicidad. Durante la Primera Guerra Mundial, se desarrollaron y utilizaron como
amas quimicas los gases arsenicales, entre ellos el gas Lewisita (clorovinil-
dicloroarsina), que es un potente agente vesicante, irritante local y téxico
sistémico. A principios de este siglo, los arsenicales organicos se emplearon para
combatir enfermedades como la tripanosomiasis y la sifilis y, algunos compuestos
de arsénico inorganico, para el tratamiento de enfermedades cutaneas crénicas,
anemia, leucemia y enfermedades pulmonares (Sambu y Wilson, 2008)

Actualmente, alrededor del 90% de todos los compuestos de arsénico producidos
por el humano se ulilizan como conservantes de la madera, donde el arsenato
cromado de cobre es el més utiizado. EI 10% restante se usa en inseclicidas,
fertiizantes, herbicidas, fungicidas, produccion de vidrio, semiconductores y
produccién de aleaciones de metales; también se utliza como ingrediente en
medicamentos para el tratamiento de algunas enfermedades (por ejemplo,
enfermedad del suefio y leucemia cronica mieloide) (Mateos ef ar., 2006).

1.2 CONTAMINACION POR ARSENICO

Las fuentes naturales del arsénico presente en ef ambiente incluyen el vulcanismo,
la actividad hidrotérmica y la erosion de las rocas sedimentarias e igneas que
contienen minerales de arsénico en su composicion (Figura *). Las actividades

antropogenicas, tales como la fundicion de minerales, quema de combustibles
fésiles y el uso de agroquimicos también representan una fuente importante de

arsénico en el ambiente (Oremland y Stolz, 2003). -

Este metaloide se encuentra ampliamente distribuido de forma desigual en la
atmosfera terrestre, hidrosfera, suelos, sedimentos, y organismos vivos (Cullen y
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Reimer, 1989). Su contenido en la corteza terrestre oscila entre 1.5y 2 mgikg y es
el nimero 20 en la lista de los elementos mas abundantes (N. A. S., 1977). Se
encuentran altas concentraciones de arsénico en las areas donde se presenta una
actividad geotérmica notable, asi como en suelos procedentes de roca madre de

origen volcanico (Carbonell et al., 1995).

Salesinaotubies

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del arsénico. Se muestra la implicacion de los
miccoorganismos en la formacién de las especies quimicas del arsénico. Traducido de
Jones, 2007

Su ciclo es aitamente iente de la 6n bacteriana

la que consiste en metilar, reducic ylo oxidar el metaloide. Dichas
tienen un rol en la movilidad y la disfribucion de

arsénico en el ambiente (Silver y Phung, 2005).
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1.3 REGULACION

La regulaci6n del arsénico esta a cargo de diversas dependencias (Cuadro 2). EI
valor limite actual de arsénico en agua potable establecido por la OMS es de 10
1g AS/L (WHO, 2004). Esta concentracién también fue adoplada en México camo
limite maximo permisible en agua de toma domiciliaria, segin lo estipula la NOM-
127-S5A1-1994, que establece los limites maximos permisibles en agua para uso
¥ consumo humano.

La dosis de referencia LOAEL (nivel mas bajo de efectos adversos observables)
calculada para el arsénico a partir del valor de 0.17 mgiL de arsénico en el agua
con una estimacian de la ingestion de arsénico a través de los alimentos de 0.002
mg/dfa, un consumo de 4.5 litros de agua al dia y un peso corporal promedio de
55 kg en las personas expuestas, es de 0.014 mg/kg-dia (ATSDR, 2009).

Cuadro 2. Normas y regulaciones para el arsénico inorganico.

Organismo Enfasis | Nivel
ACGIH Aire - lugar de trabajo 10 ygim®
NIOSH Aite - lugar de trabajo 2 ugim?
osHA Ate —lugar de trabajo 10 pgim®
Aire - ambiente No Aplica,
EPA Agua - agua de bebida 10 partes por bilén
FDA Alimentos 0.5 -2 partes por bilsn

ACGIH: Conf Higienistas Industrial
EPA: Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU.

FDA: Administracién de Alimentos y Famacas de EE. UU. -
NIOSH: Institoto Nacional para la Seguridad y la Salud Ocupacional
OSHA: Administrecién de Seguridad y Salud Ocupacional de EE. UL

Tomado de: ATSDR, 2009.
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1.4 EXPOSICION AL ARSENICO

El arsénico, al iguat que otros metales pesados, no puede ser destruido en el
ambiente, por lo cual puede propagarse y causar efectos perjudiciales en los seres
humanos, animales y otros organismos (Mateos ef af., 2006).

Las principales rutas de exposicion al arsénico son la ingesta de alimentos y de
agua de bebida, asi como la inhalacion de particulas. El nivel de absorcion esta
influido por la ruta de exposicion y la especie quimica de arsénico. Las plantas
pueden absorber arsénico del suelo o de la materia depositada sobre sus hojas.
Generalmente, la absorcion de las formas organicas de arsénico es muy superior
ala absorcion de las inorganicas, aunque las enlas

plantas son bajas (Moreno-Grau, 2003). El arsenato y arsenito, ai entrar al agua
de consumo humano desde fuentes naturales, han causado envenenamientos en
paises de América y Asia (Nordstrom, 2002; Ravenscroft ef al, 2006). Ademas, en
otros paises se ha reportado contaminacién por arsénico deoida a actividades
antropagénicas como la minerla (Smedley y Kinniburgh, 2002)

El principal aporte de As a la dieta son los alimentos de origen marino, pues los
crustaceos y peces marinos comestibles tienen las concentraciones mas altas (0.1
290 ug/g). Sin embargo, el As presente en este tipo de alimentos es organico, el
cual es menos téxico. La ingestion en el agua de bebida (principalmente arsénico
inorganico) es una importante fuente de exposicién, que puede flegar a ser un
problema grave de salud piblica. Este problema ha sido descrito en varios paises,
donde las concentraciones rebasan varias veces el limite maximé permitido
establecido por la OMS para agua de consumo humano. El ingreso al organismo a
través del aire y suelo es mucho menor, pero puede llegar a ser importante en
poblaciones aledanas a las fuentes de emision (Pimparker y Bhave, 2010).
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€1 arsénico resufta toxico para la mayoria de formas de vida (Cullen y Reimer,
1989). Debido a su similtud estructural con el fosfato, el arsenato ejerce su
toxicidad por desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa, con lo que interrumpe
ia sintesis de ATP. Por su parté, el arsenito forma fuertes enlaces con grupos
funcionales como los grupos tiol de los residuos de cistelna & imidazol de residuos
de histidina de proteinas celulares, motivo por el cual ejerce una fuerte inhibicion
enzimatica (Oremland y Stofz, 2003).

Ello da lugar 2 procesos de toxicidad aguda y créica; la ingestion de dosis
grandes provoca problemas  gastrointestinales, trastornos en funciones de
sistemas cardiovascular, nervioso y finaimente, muerte. También depresion de

médula bsea, hemdlisis, melanosis, iay
(Bokt, 2013).
La exposicion cronica se ha relacionado con una variedad de sintomas de

afectaciones dérmicas como dermalitis exfoliativa, queratosis, vitiigo y cancer de
piel, asi como con neuropatia periférica, encefaiopatia, bronquilis, fibrosis

pulmonar, i6n  portal, vascular
periférica del pie negro’, cancer y diabetes mellitus
(Bolt, 2013)

Seglin informes de la OMS, la exposicion prolongada al arsénico en el agua
potable esta causalmente relacionada con un mayor riesgo de cancer en piel,
pulmones, vejiga y finones, asi como con cambios de la piel (hiperqueratosis y
cambios en la pigmentacién). A partir de concentraciones 2 50 g AsiL de agua
potable se han observado refaciones de exposicion-respuesta para una variedad
de patologias, con un riesgo mayor de cancer de pulmon y vejiga y e lesiones en
la piel (Bolt, 2013)
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1.5 CLASIFICACION Y NORMATIVA

En el 2002, o arsénico fue clasificado por la Agencia Intemacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) dentro del grupo 1 de
carcinogenicidad. Esta misma descripcién le alribuyd el programa nacional de
toxicologia de Estados Unidos (NTP, por sus siglas en inglés), y la Agencia de
Proteccion al Ambiente (EPA. por sus siglas en inglés) lo clasiiico en el grupo A,

que ala on de humano conocido. Ademas,

bajo la autorizacién de la Ley del Aire Limpio, la EPA clasifica al arsénico como un
contaminante aéreo peligroso, y to define como una sustancia que puede provocar
una mortalidad creciente o enfermedades serias en seres humanos que hayan
estado expuestos a niveles significativos de este contaminante. En 1986, la EPA
promulgé las Normas Nacionales para la Emision de Contaminantes Peligrosos en
el Aire, las cuales aplican en 3 categorias de fuentes estacionarias: fabricas de
arsénico, fundidoras primarias de cobre, y fabricas de manufactura de vidrio. Sin
embargo, no existe un estndar de aire ambiental para el arsénico (ATSDR, 2009).

€l nivel permisible de arsénico en el agua de bebida establecido por la EPA es 10
ppb (nivel maximo contaminante), valor que igualmente la Organizacién Mundiel
de la Salud recomienda como criterio provisional para el agua de bebida. La
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) ha establecido los niveles de
tolerancia de arsénico presente en los subproductos de animales que fueron
tratados con medicamentos veterinarios. Estos niveles oscilan entre las 0.5 ppm
en huevos y en los tejidos comestibles crudos de pollos y pavos y las 2 ppm en
ciertos subproductas crudos de cerdos. Los mariscos (especialments los moluscos
¥ los crustaceos) tienden a concentrar el arsénico disuelto en el agua de mar. Sin
embargo, éste esta presente en la forma organica, la cual no produce efectos
adversos en los consumidores humanos, ademas de que se excreta rapidamente
del cuerpo (ATSDR, 2009).
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1.6 INTERACCION CON MICROORGANISMOS

Las bacterias fian un rol enla 6n y movil del
arsénico en el ambiente (Oremland y Stolz, 2005). Esta funcién resulta favorecida

por su versat
ecoldgicos meséfilos o terméfilos (Inskeep of al, 2007; Quéméneur et al, 2008;
Quémeéneur et al., 2010; Rhine of al, 2005), asi como subterréneos subarticos

jad para crecer en distintos habitats, pueden ocupar nichos

(donde 1a temperatura fluctia entre 4 y 10 °C) (Osborne et af., 2010).

Los microorganismos se involucran en el ciclo del arsénico mediante reacciones
de reduccion, oxidacion y meliacién (Bhattacharies y Rosen, 2007;
Mukhopadhyay ef al, 2002; Oremland y Stolz, 2003). Para ella se valen de Ia
expresion de genes especlficos que les confieren capacidad de resistir
concentraciones elevadas del metaloide, lo cual supone una ventaja con respecto
aaquéllas que carecen de los mismos (Enrlich, 1997).

Los mecanismos de resistencia hasta hoy descritos estan codificados
genéticamente en microorganismos de distintos géneros. La reduccion del
arsenato se ha descrito como un mecanismo de resistencia bacteriana al arsénico
mediado por la presencia del operon arsCBAR, que implica la entrada del As(V) a
la célula por la via del fosfato. Una vez en el citoplasma es reducido a As(ll) por la
arsenito reductasa codificada por el gen arsC, y luego es bombeado fuera de la
célula por proteinas codificadas por los genes arsAB, que se ubican en la
membrana citoplasmatica, Finalmente, el gen arsR cumple una funcién reguladora
aunque se ha descrito que puede estar ausente en algunas bacterias reductoras
{Xu y Rosen, 1997) :

Otro mecanismo involucra los miembros de la familia de transportadores tipo
Acr3p, que realizan una funcion simitar a arsB, pero no presentan una similitud
significativa en su secuencia por lo que ha sido reportado en especies
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fiogenélicamente mas distantes que ArsB. Acr3p puede agruparse en dos
subfamilias en base a sus disimilitudes filogenéticas: Acrdpl y Acrdpll. Ambas
subfamilias han sido descritas en bacterias de suelo, pero no se ha establecido
una correlacién entre el genotipo y la resistencia a arsenito (Cai e af., 2009a)

Por otra parte, se ha descrito la oxidacién de arsenito principalmente como un
mecanismo de detoxificacion. ya que transforma el As (Il ubicado en el exterior
de la membrana celular, a una especie quimica menos toxica, As (V). Sin
embargo, en los ditimos arios se han descrito bacterias quimioltotraficas capaces
de oxidar arsenito mediante un mecanismo que permite la obtencion de energia
Ensayos in vitro indican que en el proceso se transfieren electrones obtenidos
desde la oxidacion del arsenito a la cadena transportadora de electrones, donde
se utiliza el oxigeno como aceptor final y diéxido de carbono como fuente de
carbono (Salmassi et al., 2005).

1.7 LA ENZIMA ARSENITO OXIDASA

La arsenito oxidasa es una proteina periplésmica que se encuentra acoplada a la
superficie externa de fa membrana intema, esta asociada funcionalmente a la
cadena respiratoria (Ells et al,, 2001) y ha sido descrita en una seria de aislados
pertenecientes tanto a Bacteria como Archaea (Cai et al., 2009b)

La oxidacion del arsenito a arsenato ocurre a nivel del periplasma bacteriano,
donde es catalizada por una enzima denaminada arsenito oxidasa, la cual exhibe
actividad arsenito oxidante en presencia de oxigeno, azurina o citocromo ¢ como
aceplores de electrones (Anderson et al, 1992; Ahmann, 1894; Mukhapadhyay et
a1, 2002; Elis of at., 2001).

Esla enzima es heleradimérica con una subunidad mayor de 88 kDa (~825
aminaacidos) (AoxB] que contiene una Mo-plerina y un grupo 3Fe-4S, y una
subunidad menor de 14 kDa (~135 amincécidos) (AoxA) que contiene el dominio
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Rieske 2Fe-2S (Figura 2). AoxA posee un péplido TAT (Twin-Arginine Transporter)
en el extremo amino terminal como sefial para que la proteina heterodimérica
plegada sea transportada del citoplasma al espacio periplasmico (Muller ef al.
2003). EI cofactor Mo-pterina contiene dos ptefinas orientadas una hacia arriba y
otra abajo, de manera similar a lo que se ha encontrado en olros cofactores Mo-
pterina de Ia familia de enzimas dimetisulféxido (DMSO) reductasas (Ells et af.,
2001; Mukhopadhyay et af,, 2002)

Arsenito Oxidasa
o o,

s
S

rasde (3741 i pernn 88 0|

Figura 2. Estructura y ciclo catalitico propuesto para la enzima arsenito o

asa. Los
pasos son (i) unién del arsenito, HASOy a la enzima, (i) transferencia de dos electrones
al cofactor molibdeno (Mo). (i) salida de arsenato (HaASOL), (iv) transferencia e los dos
electranes del Mo(IV) al grupo 3Fe-4S. (v) transferencia de los dos electrones del grupo
3Fe-4S de Ja subunidad mayor al Rieske 2Fe-2S de la subunidad pequefa, y (vi)
transferencia de los electrones dei Rieske de la arsenito oxidasa ai oxigeno en la cadena
respiratoria. Traducido de: Mukhopadhyay et al. 2002

El ciclo catalitico propuesto de la arsenito oxidasa involucra el ingreso del arsenito
al interior de la proteina a través de un orificio cénico en la superficie de Ia enzima
(posiblemente coordinado por los residuos His-195, Glu-203, Arg-419 y His-423).
Después, el arsenito entra en contacto directo por ataque nucleafflico con el
molibdeno (V1) del cofactor Mo-plerina oxdado, lo que origina la lransferencia de
dos electrones. EI arsenato es liberado a través del mismo orificio de entrada y el
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molibdeno es reducido a Mo (IV). Después, los electrones se transfieren primero al
9rupo [3Fe-4S] situado a unos 1.5 nm de distancia del Mo, dentro de la subunidad
grande Mo-pterina de Ia proteina, y después a un grupo [2Fe-2S] situado en la
subunidad pequefia. A partir de ese silio, los electrones se transfieren a la cadena
respiratoria de la membrana interna, posiblemente primero a una azurina o un
citocromo y eventualmente al oxigeno, el aceptor lerminal de electrones
(Mukhopadhyay ef al., 2002; Anderson et al., 1992, Ellis ef al,, 2001 y Hoke et al.,
2004 citados en- Silver y Phung, 2005)

1.8 ASPECTOS MOLECULARES DE LA ENZIMA

El analisis de la subunidad mayor de la enzima arsenito oxidasa por cristalografia
v de la secuencia aminoacidica han deferminado que se compone de una serie de
hojas beta y hélices alfa que en conjunto dan lugar a la existencia de cuatro
dominios (Figura 3) (Ellis et al., 2001; Quéméneur et al.. 2008). Los alineamientos
muliples entre secuencias obtenidas de diferentes especies bacterianas han
mostrado la existencia del motivo C-Xz-C-Xx-C-X1e-S que corresponde al inicio de
dos de los cuatro dominios conservados.

Figura 3. Estructura cristalina de la arsenito oxidasa de A. faecalis. Dominios I-IV de
la subunidad mayor se muestran en color azul, verde, amarillo y naranja respectivamente.
La subunidad menor de color rojo. Tomado de: Ellis ef af., 2001
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En cepas de Qchrobactrum titici al igual que en cepas de Herminimonas
arsenicoxydans, se reporté la presencia de todos los genes anleriores dentro del
operdn aox (Branco et al., 2009). Ensayos de mutagénesis con el transpasan TnS
en dicha cepa, revelaron que existen otras protefnas que participan en el control
de Ia oxidacién del arsenito, como son RpoN y DnaJ. RpoN es un factor a5
alternativo de la ARN polimerasa y DnaJ interacciona con la chaperona DNA-K
(Hsp-70-like) y regulan tanto la transcripcion como la estabilidad del MRNA de aox
o en la conformacion de AoxR respectivamente (Koechler et al,, 2010). Por ltimo,
rio abajo de todos los genes anteriores, se encuentra el gen denominado aoxX, el
cual codifica para una proteina peripiasmica de unién a oxianiones. Su expresion
esta determinada por arsenito, regula la expresion de los genes 20xAB y, por
consecuencia, la actividad arsenito-oxidante (Cai et al., 2009b: Liu et af,, 2012)

La regulacion de la expresion del operdn aox responde a seiiales quorum sensing
cuyas particularidades se desconocen (Kashyap et af., 2008; Li et 1., 2013), pero
podrian consistir en cambios conformacionales inducidos por arsenito, como en el
caso de Agrobacterium tumefaciens (Zhang et af., 2002)

Se ha demostrado que los genes de este operdn se localizan en una sola copia en
los genomas bacterianos, a menudo como parte de islas genéticas con otros
genes de resistencia a arsénico (ars y ACR3 tipos | y 1), transporte de fosfato
(operones Pst1) y transporte de fosfonato (operones phnt). Asi mismo se ha
determinado que los genes se encuentran en contextos genéticos variables
(Figura 4), y con frecuencia forman parte de plasmidos (Li et al., 2013)
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Las islas de arsénico transferidas por plasmidos son frecuentes en a-
proteobacterias, a menudo en arreglos genéticos conservados, lo que habla de
procesos de transferencia genética horizontal de genes (HGT, por sus siglas en
inglés) (Li et al., 2013). Dentro de estas islas un elemento genético que podria
desempenar un papel importante en la distribucién de genes de resistencia a
compuestos de arsénico es el integron

Los integrones son elementos moviles de ADN que contienen un gen de integrasa
(una recombinasa especializada) que les permite adquiri o intercambiar genes de
resistencia a través de eventos de recombinacion especifica de sitio (intf) y un sitio
de integracion de casettes (at)) en el que se integran los genes de resistencia
(principalmente a antibioticos, aunque la resistencia a arsénico s una posibilidad
fehaciente). Un casette de genes contiene un gen de resistencia, un elemento de
59 pb y un elemento corto invertido repetido con un sitio nicleo de recombinacion
Se han descrito al menos cinco clases de integrones cromosémicos y ligados a
plésmidos en bacterias Gram-negativas. Los Integrones clase 1 se consideran los
mas comunes en los aislados clinicos y contienen los genes de resistencia a sales
cuaternarias de amonio gacED1 y resistencia a sulfonamida sulf en la region
conservada 3' (Bass ef al., 1999. Li ot al.. 2006).

1.10 EL GEN aoxB

De todos los genes que integran al operon aox, el gen aox8 ha sido el mas
estudiado, dado que en su secuencia se localiza el sitio catalitico de la enzima.
Este gen consta de alrededor de 2,475 nucleotidos (Ellis et al., 2001). Varias
investigaciones concuerdan en que se trata de un gen cuya secuencia nucleotidica
s muy variable. Las secuencias que conforman el sitio catalitico de la enzima son
las unicas que guardan relacion entre distintas especies, lo cual ha sido
aprovechado para la bisqueda del gen gracias a la ventaja que la constancia de
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esta region otorga (Inskeep et a/.. 2007; Branco et al., 2009, Escalante et af., 2009;
Hamamura ef af,, 2009, Quéméneur et al., 2008; van Lis et ai., 2012). Con base en
los resultados de dichos estudios, se sabe que el gen aoxA: (a) se encuentra en
numerosos microorganismos filogenéticamente distantes (b) se presenta en
bacterias que provienen de diversos sitios geograficamente aislados con amplio
rango en el nivel de la contaminacion por arsénico y (c) se presenta y expresa en
bacterias con actividad arsenito oxidante (Inskeep st al., 2007).

£l gen a0xB tiene las principales caracterfsticas de un marcador molecular: (i) Se
ha encontrado en todas las bacterias aerobicas arsenito-oxidantes estudiadas
hasta ahora (Pseudomonas spp., Achromobacter spp. Thiomonas Spp..
Rhizobium spp., Agrobacterium spp., etc.), (i Las regiones conservadas de este
gen, que corresponden al sitio catalitico de la enzima, han pemitido el diseio de
cebadores, y (ii) La region amplificada con dichos cebadores es suficientemente
grande y cubre las variaciones genéticas dentro del gen, lo que permite la

entre grupos ¢ Estos datos son para el uso
del gen aox8 como un marcador de resistencia especifico funcional de los
microorganismos ~ arsenito-oxidantes aerobicos en estudios de  diversidad
ambiental (Quémeéneur et af,, 2008),

Asi mismo, se ha demostrado que los andlisis de reiacion flogenética basados en
el gen aoxB muestran de manera general resultados similares a los obtenidos tras
los analisis de secuencias de rADN 16S. Esto indica un origen comun de la
enzima arsenito oxidasa presente en microorganismos desde etapas evolutivas
iniciales, aunque es claro también que los eventos de HGT han desempedado un
papel importante en estos procesos (Figura 5) (Quémeneur o al,, 2008).

Htassieia an Canaias Hioltgica Ageapacuaias  esguacas Pagina 17



(€102 “/2 19 11) S91 NQV3 U0 0pesauab [3 & gxoy

SeaIpjoBOUIE SEIIUANI3S UOD OpEIaUaD 03112UBB0lY OWE 10 3AUD BIPUBISISUCDU! €] 1a S0peseq ojsandaid uey as

(uabeuw e Us sopEdIEWLD)

)

LM 9p someind s0)ush3 ‘81 NQVI 2P A gx0z Seuanaas op eluabojis ' einbl3

Pigina 18

[ SR S ————r——




Las regiones conservadas del gen hicieron posible flanquear fragmentos
especificos y disefar ofigonucledtidos para el estudio de Ia enzima (Quéméneur et
al., 2008)

Los oligonucieétidos utiizados por Quéméneur et al., 2008 son: aoxBM1-2F: 5'
CCACTTCTGCATCGTGGGNTGYGGNTA y 20xBM3-2R 5
TGTCGTTGCCCCAGATGADNCCYTTYTC. Estos se disefiaron a partir de nueve
secuencias de proteinas AoxB de las bacterias A. faecalis (No. de acceso
AY297781), H. arsenicoxydans (No. de acceso AF509588), Thiomonas
arsenivorans (No. de acceso EU304260), Agrobacterium tumefaciens (No. de
acceso DQ151549), Rhizobium sp. cepa NT26 (No. de acceso AY345225),
Chioroflexus ~ aurantiacus (No. de acceso NZ_AAAH01000321), Thermus
thermophilus (No. de acceso NC_000854). las Archaea Aeropyrum pernix (No. de
acceso NC_000854) y Sulfolobus tokodaii (No. de acceso NC_003106). Dichos
oligonuclestidos flanquean una regién de 1,100 pb en la primera mitad de la
secuencia del gen aoxB. Ello coresponde a la secuencia desde la primera parte
(aminoacidos 22 al 32 en AoxB de H. arsenicoxydans) del motivo CX2CXaCXreS
(CHFCIVGCGYH) necesario para unir el grupo [3Fe-4S] y el motivo consenso
YEKGIIWGN (aminoacidos 383 al 391) (figura 6) (Quéméneur et al., 2008)
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Inskeep y colaboradores en el 2007, reportaron un par de oligonucledtidos
(AoxBF: GTSGGBTGYGGMTAYCABGYCTA y a0xBR 5
TTGTASGCBGGNCGRTTRTGRAT) (Figura 7) que flanquean un fragmento de
500 pb en el primer cuarto del gen aoxB que codifica la subunidad Mo-pterina de
la enzima arsenito oxidasa. Las secuencias usadas fueron las cepas: Rhizobium
sp. Cepa NT26 (AAROSG56), Thermus thermophilus cepa HBS (BAD71923),
Chloroflexus  aurantiacus  (ZP_00356732), Herminiimonas  arsenicoxydans
(ULPAs1) (AANOS581). Alcaligenes faecalis (AAQ19838), Thiomonas sp. Cepa
VB-2002 (CAD53341) y cepa 5A

Figura 7. Alineamiento de secuencias nucleotidicas de siete genes aoxB, que
muestra las regiones usadas por Inskeep of al, 2007 para el disefio de oligonucledtidos
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2. ANTECEDENTES

El rio Mololoa se localiza en la regi6n hidrolégica No.12 (Lerma-Santiago), cuenca
F, subcuenca C y es el cuerpo de agua més importante que pasa por la ciudad de
Tepic, capial del Estado de Nayarit (Figura 8). Nace en la vertiente sur y oeste del
volcan Sangangiey a una altitud aproximada de 2,200 metros sobre el nivel del
mar (msnm) y desemboca en el rio Grande Santiago a una elevacién de 265
msnm. Tiene un desarrollo de 70 km aproximadamente, ubicado entre las
coordenadas geograficas 21° 33"y 21° 44' de latitud norte y 104° 54'y 104° 58" de.
fongitud oeste (SEMARNAT, 2002).

PN

Figura 8. Ubicacion geografica del rio Mololoa, Tomado de: SEMARNAT, 2002
El agua en la subcuenca del rio Mololoa presenta un deterioro general producto de
Ia actividad antropogénica en esta zona. La Region Centro de Nayarit (7.4% de la
superficie total del estado) concentra el 37.26% del total de la poblacién en
Nayarit lo cual ocasiona un fuerte impacto en el indice de calidad del agua del rio
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tras su paso por la ciudad de Tepic. Esto, sumado a la insuficiencia de los
sistemas de tratamiento de aguas residuales, derivan en un marcado deterioro
ecalégico (Jauregui ef ., 2007)

A su paso por la ciudad de Tepic, el rio Mololoa recibe descargas de aguas
residuates provenientes de la actividad municipal, descargas de tipo industrial, asi
como provenientes de la actividad pecuaria (Rodriguez et af, 2008). Aunado a lo
anterior, el rlo recibe las aguas de retormo agricola de su cuenca, asi como
liiviados del basurero municipal “El Ixtete” (Mondragén et af., 2008), por lo que se
considera que potencialmente podria ser afectado en sus aguas y sedimentos
(Rodriguez et al., 2008)

En la cuenca del rio Mololoa se ha determinado la existencia de arsénico. Esto
puede atribuirse a un aporte natural del entorno, principaimente de origen
volcanico (Gonzalez, 2005; Vivanco et al,, 2010) en concentraciones promedio de
1081 ppm, superiores al contenido promedio de la corteza continental (1.8 ppm)
(Gonzalez, 2005). En consideracion a lo anterior, las aportaciones de arsénico de
origen antropogénico en la zona de estudio serian despreciables en comparacion
alas de origen natural

Esta problematica general ha dado lugar a que investigaciones efectuadas en el
sitio hayan determinado la presencia de baclerias de importancia médica y
veterinaria como Enterococcus faecalis, E. faecium. E. galfnarum, E. durans,
Kiesiella pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter cloacas, Pseudomonas
aeruginosa, P. stutzeri, entre otras especies (Mondragon et af, 2011). En estos
aislados se ha detectado resistencia a arsénico y MP como mercurio, cromo,
cadmio y a antibioticos como kanamicina, ciprofloxacino, gentamicina y beta-
lactémicos.

La contaminacion ambiental generada por metales pesados (MP), antibioticos y
ofros contaminantes contribuye a la permanencia y extension de genes de
resistencia (Goni-Urriza ef al, 2000). Esto Gltimo puede ocurrir mediante
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transferencia horizontal (como es el intercambio de plasmidos) entre bacterias no
relacionadas en ambientes naturales (Kruse y Sorum, 1994). Ello da lugar a la
existencia de procesos de co-seleccion, tales como co-resistencia (un organismo
con resistencia a elementos diferentes) y resistencia cruzada (el mismo
determinante genético es responsable tanto de la resistencia a antibioticos como a
metales). Por lo anterior, este tipo de contaminacion representa un proceso de
presion selectiva persistente y generalizado que potencialmente contribuye a
mantener y expandir los factores de resistencia (Baker-Austin et al. 2006,
Mondragén et al., 2011).

En los microorganismos aislados de la zona contaminada del rio Mololoa se
demostrs ademas la presencia de los genes arsA, B y C (Mondragén ef al., 2012),
que cuando se expresan en un microorganismo le confieren Ia capacidad de
sobrevi

y proliferar ain en concentraciones elevadas de arsénico (Cai ef al,
2009a). Algunos de ellos resultaron capaces de transferir la caracteristica de
resistencia al arsénico a cepas sensibles por medio de conjugacion (Mondragon et
al, 2010; Mondragén et al., 2011; Mondragén et al., 2012), lo cual concuerda con
estudios previos en cepas de Corynebacterium flaccumfaciens (Hendrick et al.,
1984). Con el conocimiento de este fenomeno, se explica el hecho de que se
encuentren cepas bacterianas con capacidad de resistencia a metales y
antibiéticos en ambientes nunca antes expuestos de manera directa a estos
contaminantes (Morozzi et al., 1986). Incluso se ha demostrado que su presencia
puede estar condicionada por los gradientes de concentracion en las zonas
contaminadas (Quéméneur et al., 2010)

En este estudio, se trabajo con 15 cepas obtenidas en investigaciones previas
realizadas en el laboratorio de Resistencia Bacteriana de la Unidad Académica de
Ciencias Quimico Biologicas y Farmacéuticas de la Universidad Autonoma de
Nayarit (Mondragn et al, 2009, Mondragén et al, 2010, Mondragon et al., 2011,
Mondragén et al, 2012). Dichas cepas pertenecen a una coleccion de 300
aislados que fueron obtenidos de tres puntos distintos en la periferia del rio
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Mololoa. Las fuentes de colecta fueron las aguas del rio (R) en las coordenadas
21°32'47.13" latitud norte y 104°53'36.35" longitud oeste, aguas negras (AN)
(21°32'48.23" latitud norte y 104°53'43.04" longitud oeste) y lixiviados del basurero
municipal “El Ixtete" de la ciudad de Tepic, Nayarit (Lx) (21°3305.33" latitud norte
y 104°53'30.65" longitud oeste) (Figura 9)

e

Figura 9. Sitios de muestreo. Se muestra el cauce del rio Mololoz (flecha vertical). Se
sefialan los sitios muestreados de donde se aislaron las bacterias arsenito resistentes:
AN: sitio de colecta de las aguas negras, Lx. zona de escurrimiento de lixiviados
provenientes del confinamiento de basura al o, R: punto de colecta de aguas del cauce
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3. JUSTIFICACION

La presencia de arsénico en el ambiente afecta negativamente la salud humana y
alos organismos que alll se encuentren. La existencia de bacterias con resistencia
a arsenito y arsenato en'el rio Mololoa sugiere Ia ocurrencia de un grave problema
de contaminacién. Con base en esta siluacion, se debe visualizar la zona entera
como un sistema dindmico con alta movilidad de elementos en el cual todos los
organismos vivos son susceptibles de padecer los efectas adversos de eslos
contaminantes, lo que representa un seric problema de salud piblica y ambiental
Por ello, resulta perinente la generacion de conocimiento acerca de los
mecanismos biolégicos por los cuales las bacterias han adquirido y desarroliado
capacidad de resistencia, dado que poseen polencial para ser aplicados como
biorremediadores en tareas que consideren el saneamiento y rescate del cauce
En este sentido, |a presente investigacién buscé fa identificacion y analisis del gen
a0xB en bacterias aisladas del lugar bajo la premisa de que dicho gen es
responsable del fenotipo arsenito-resistente
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4. HIPOTESIS

Las proteobacterias resistentes a arsénico aisiadas del rio Molo'oa poseen el gen

2018, homologo a las secuencias ya reportadas.

5. OBJETIVO GENERAL

Identificar y analizar las secuenclas del gen aoxB en una coleccion de

proteobacterias resistentes a arsénico

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar ia presencia del gen aoxB en protecbacterias arsenito-resistentes.

Secuenciar los productos amplificados por los cebadores para el gen aox8

Analizar Ias secuencias obtenidas con las reportadas en las bases de datos.

para determinar el grado de similitud

6. MATERIALES Y METODOS

61 MATERIAL BIOLOGICO

En esta investigacion se estudiaron 14 cepas de las reportadas con caracteristicas
fenotipicas y genotipicas de resistencia tanto a arsenato como a arsenito
(Mondragon et af, 2012). La identificacion bacteriana de estos aislados se realizo

por el sistema (Cuadro 3) on et at, 2009;
Rodriguez, 2010).
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Cuadro 3. Identificacién y sitios de alsiamiento de las especles bacterianas
utilizadas en eate estudlo.

Cepa Especie - Sitode Cepa Especie Sitio de.

€ nimero de cepa es e asignado en fa coleccion de respaldo del Laboratari de
Resistencia Bacteriana (AN: Aguas Negras, L Lixiviados del basurero municipal “El
Ixtete” y R: Agua corriente del rio)

6.2 CRECIMTENTO Y MANTENIMIENTO DF LAS CEPAS

Para el crecimiento y mantenimiento de las cepas se tomaron muestras a partir del
stock congelada con puntila estéril, se crecieron en 3.0 mL de caldo Luria Bertani
(LB, marca Difco® a 37 °C con agitacion constante por 18 horas y se inocularon
en agar nutitivo con NaAsO: 3 mM para corroborar que se tratara de cultivos
axénicos. Para su conservacion se tomaron colonias aisladas, se erecieron y
mantuvieron en caldo LB con 20% glicerol a -20 °C hasta su uso,

6.3 ESTRATEGIA DE TRABAJO

Se realizaron pruebas fenotipicas consistentes en la evaluacién de

a
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) en placas de agar nutiitivo, y-capacidad
arsenito-oxidante con el método de AGNO {Figura 10) (Branco e at., 2009).
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Figura 10. Esquema de la estrategia experimental utilizada en este estudio.

6.3.1 PRUEBAS FENOTIPICAS Y EXTRACCION DE ADN

@) PRUEBAS DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

La concentracién minima inhibitoria (CMI) es la concentracién mas baja de un
compuesto que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de su
incubacién (Madigan et al. 2004). Mediante esta prueba se evalué el fenotipo
arsenito-resistente e las 15 cepas en estudio en téminos cuantiativos.

Cada una de las cepas fue cultivada en caldo Luria Bertani (LB) adicionado con
NaAsOz 3 mM a 37 °C por 18 h de incubacion con agitacion constante a 125 rpm
(Incubator Digital Microprocessor Model 10-140E QuincyLab®). Se prepararon
cajas de agar nutrifvo adicionadas con arsenito de sodio (NaAsO:) a las
siguientes concentraciones: O (control). 2, 6, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 mM. Cada
caja fue inoculada con 10 L del cultivo en caldo previamente descrito-(crecido a
una densidad 6ptica de 0.7) de cada una de las 15 cepas (diluciones previas 1:100
en LB estéril) con la ayuda de plantilas (Figura 1) y se incubaron a 37 °C
durante 24 horas.
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Figura 11. Plantilla empleada en la técnica de CMI. Se coloca debajo de la caja de agar
nutrtivo como referencia al inocular, para lo cual se aprovecha la transparencia del medio

b) PRUEBA DE CAPACIDAD ARSENTTO-OXIDANTE

Esta prueba se realizé con la finalidad de evaluar la capacidad de las cepas de
estudio para oxidar el arsenito a arsenato. Para ello, se empled el método de
AgNO; descrito por Branco ef al, 2009, el cual se detalla a continuacién: se
sembraron las cepas en caldo nutritivo estéril con NaAsOz 3 mM y se crecieron
hasta una DO de 0.7 a 37 °C a 125 rpm y se inocularon 10 uL de cada cuitivo en
placas de agar nutritivo con NaAsOz 3 mM, se incubaron 24 horas a 37 °C y se
embebieron de forma homogénea con 1 mL de solucion 0.1 M de AgNOs, se
incubaron por olras 24 horas a 37 °C y se refiraron de la estufa para visualizar el
resultado. Un color marrén reveld la presencia de arsenato, mientras un color paja
indico que el arsenito no se oxidd. Como controles se prepararon cajas con
NaAsOz 3 mM y AGNO3 0.1 M sin inéculo bacteriano y cajas con NaAsOz 3 mM sin
AgNO3 con indculo.

) ANALISIS DE RESULTADOS
Los resultados de las pruebas fenotipicas fueron analizados mediante las pruebas
de Kruskal-Wallis y 77, para lo cual se utiizo el programa stata® version 8.1y el
analizador de datos PSPP version 0.7.8 820110902 de IBM®, respectivamente. Se
evaluaron las variables: sitio de aislamiento y actividad arsenito-oxidante, sitio de
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aislamiento y CMI, sitio de aislamiento y especie y actividad arsenito-oxidante y
grado de resistencia, respectivamente. Para las evaluaciones se fij6 un nivel de
significancia P(a) de 0.05

d) EXTRACCION DE ADN BACTERIANO

Se realiz6 la extraccion de ADN total bacteriano de todas las cepas por el método
de chogue térmico, descrito a continuacion. En un tubo eppendorf de 1.5 mL, se
colocaron 50 kL de agua inyectable, se agregé una asada de tres colonias
aisladas y se agito en vortex. La muestra se mantuvo a 96 °C por diez minutos,
seguido de cinco minutos a -20 °C (se repitieron ambos pasos dos veces).
Posteriommente, se centrifugé durante tres minutos a 12,000 rpm y se recuperé el
sobrenadante. Se hizo una dilucién 1110, y se almaceno a -20 °C hasta su uso.
Para la realizacion de las pruebas de PCR se trabajé con grupos de ADN de 3

cepas a la vez
6.3.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las cepas que mostraron fenotipo de oxidacion del arsentto, se usaron en la
busqueda del gen aoxB coma respuesta genol

ica del comportamiento. Con base
en lo anterior, se llevaron a cabo los ensayos de biologia molecular consistentes
especificamente en pruebas de PCR, con una estrategia planteada en dos etapas
(Figura 10). El cuadro 4 muestra los oligonuclectidos empleados para tal efecto y
el tamaio de los fragmentos esperados.
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Cuadro 4. Caracteristicas de los oligonuclestidos empleados en esta investigacion.

Oligonucleétido Secuencia pb I Referencia
AoxBF GTSGGBTGYGGMTAYCABGYCTA
500 inskeep 6t
AoxBR TTGTASGCBGGNCGRTTRTGRAT al, 2007
| aoxBM1-2F CCACTTCTGCATCGTGGGNTGYGGNTA
| 1,100 Quéméneur
BxBM3-2R TGTCGTTGCCCCAGATGADNCCYTTYTC stal, 2008
iny1F CCTCCCGCACGATGATC Variable  Listal. 2006
qacEDIR AAAGGCAGCAATTATGAG Variable Bass ot al,
1999
TADN 165 pA ACAGTTTGATCCTGGGTCAG
~15kpb  Hutson et al.
TADN 188 pH" AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 1993
* ETAPAUNO

Comprendié las pruebas de PCR enfocadas a la identificacion directa del gen

a0xB mediante el uso de dos distintos pares de oligonuclestidos:

) Empleo de los Oligonuclestidos diseiados por Inskeep et al,, 2007

Se evalus Ia presencia del gen aox8 por PCR, para lo cual se emplearon los

oligonucledtidos diseniados por Inskeep et al, 2007. Cada reaccion de PCR

contenia en un volumen final de 25 pi: 3 uL de ADN de 3 cepas distintas (1ul

P =,
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Icepa), 2.5 ul de buffer 10X (Tris-HCI 10 mM pH 8 y KCI 50 mM), 2 L de MgClz
25mM, 2 uL de dNTP's 2.5 mM, 0.1 L de Taq polimerasa Invitrogen® (5U/ L) y
2.5 i de cada iniciador en una concentracién de 10 pM, ajustados a 25 L con
agua destilada desionizada estéril (HzOdde).

Las condiciones en que estas pruebas se realizaron comprendieron a) un ciclo
inicial de desnaturalizacién de 4 min a 95 °C b) 9 ciclos de: 45 segundos de
desnaturalizacion a 95 °C, 45 segundos de hibridacién a 50 °C, y 50 segundos de
extension a 72 °C, seguidos de c) 25 ciclos con 45 segundos de desnaturalizacion
95 °C, 45 segundos de hibridacion a 46 °C y 50 segundos de extension a 72 °C,
con un paso final de d) extension de 5 minutos a 72 °C que disminuyo a 4 °C hasta
que los tubos fueron retirados del termociciador (eppendorf® AG 22331 Hamburg).

b) Empleo de los Oligonuclestidos diseiiados por Quéméneur et al., 2008

Se realizaron ensayos de PCR con empleo de los oligonucledtidos disenados por
Quéméneur et al,, 2008. El volumen final de cada reaccién (preparadas en tubos
eppendorf® de 0.2 mL) fue de 25 uL: 3 uL de ADN de 3 cepas (1 ul/cepa), 2.5 uL
de buffer 10X de la Taq polimerasa (Tris-HCI 10 mM pH 8 y KCI 50 mM), 2 uL de
MgClz 25 mM, 2 pL de dNTP's (Invitrogen®) 2.5 mM, 0.1 uL de Taq polimerasa
Invitrogen® (5 U/ pL) y 2.5 uL de cada iniciador 10 pM, ajustados a 25 uL con agua
destilada desionizada estéril (H2Odde)

Las condiciones de temperatura en que se llevaron a cabo las pruebas de PCR
constaron de 4 minutos a 95 °C, seguidos de 35 ciclos de 45 segundos a 95 °C,
45 segundos a 52 °C y 1 minuto y diez segundos a 72 °C, seguidos de una
extension final de 72 °C por 5 minutos, para finalmente bajar a 4 °C hasta retirar
los tubos del termociciador

Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al 1 % en TAE a
100 V durante 90 min en camara de electroforesis Thermo Scientific 240616 con

[ — T E——————— Pigna 33



utilizacién de TAE 1X coma buffer y el marcador de peso molecular de 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invilrogen®). Las muestras se corrieron en volimenes de 15 uL
mezclados con 1.5 ul de Nucleic Acid Sample Loading Buffer® 5X de BioRad® y
Visualizadas en un transiluminador de luz UV BENCHTOP UV 011810-001° con
previa tincién con bromuro de etidio (0.5 ug/mL). Tras su visualizacion la imagen
del gel fue digitalizada para efectos de archivo can el equipo fotografico propio del
transiluminador. Como control de las pruebas de PCR se amplifics el gen arsC en
€l ADN de la cepa £ coli C23, que forms parte del grupo de prueba de este
estudio y cuya posesion de genes ars se determind en estudios previos

{Mondragan et al., 2012).

Los amplicones generados tras la amplificacion fueron cortados del gel de agarosa
con ayuda de una espatula. EI amplicon se purifics de acuerdo al procediniento
del High Pure PCR Product Purification Kit® de Roche®en base a las instrucciones
del fabricante. La concentracion de los amplicones purificados se determinG en el
analizador Biotek® en la modalidad Take3® para posteriormente ser secuenciados
en la unidad UBIPRO de la Escuela de Estudios Superiores de Iztacala (UNAM)

= ETAPADOS

) BUSQUEDA DEL GEN aoxB EN INTEGRONES CLASE I

Estas pruebas se llevaron a cabo con base en el siguiente razonamiento: si el gen
a0xB se situa dentro de una secuencia integrénica, su amplificacion serfa posible
con los oligenucledticos dirigidos a dicho gen en combinacion con los que se
aparean con regiones constantes conservadas del integrén. La hipdlesis anterior
se esquematiza en la Figura 12
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nto de las pruebas de PCR realizadas con los

Figura 12. Plantea

oligonuclestidos dirigidos a las secuencias conservadas ¢l y qacED de! Integron

Clase 1 en combinacion con los oligonucledtidos para el gen aoxB,

De acuerdo al planteamiento referido se utiizaron los oligonucledtidos de Inskeep
et al, 2007 y Quéméneur ef al, 2008 en combinacion con los dirigidos a la
integrasa tipo | y la region de resistencia a compuestos cuaterarios de amonio de
secuencias integronicas (Li et al., 2006; Bass ef al,, 1999). Lo anterior se realizo
con el fin de determinar la presencia del gen como parte de la estructura de
Integrones clase 1, de manera simiiar a fo que se ha reportado con los genes del
operon mer (Bass et al, 1999), los cuales se pueden enconlrar en regiones
genéticas inmedialas a Integrones dentro de un transposén, como Tr21 (Liebert ef
a1, 1999)

Se utilizé el oligonucleatido i/t Fw (Li ot al., 2006) y el oligonucledtido gacEDIR
descritos por Bass 6t al., 1999 en combinacion con los oligonucledtidos dirigidos al
gen aoxB. Eslo con el fin de abtener fragmentos que brindaran informacién acerca
de Ia presencia del gen aoxB, asl como de su contexto genético dentro del

Integron Clase |.

Se evaluaron distintas condiciones de temperatura de alineamiento con objeto de
ampliar las probabilidades de éxito en la amplificacién de algin fragmento: a) las
condiciones iniciales constaron de 4 minutos de desnaturalizacién a 84 °C,
seguidos de b) 35 ciclos de 40 segundos de desnaluralizacion a 94 °C, 40
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segundos de alineamiento a 57 *C y 3 minutos de extensian a 72 “C, can una
extensién final de c) 5 minutos a 72 °C, hasta descender a 4 °C hasta que los
tubos se retiraron del termaciclador. Otras condiciones constaran de un gradiente
de temperatura de alineamiento desde 55 a 62 °C, ademas de que se realizaron
pruebas con fampa, las cuales consistieron en a) una temperatura inicial de
desnaturalizacion a 94 °C por 4 minutos, seguidos de b) 5 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizacion a 94 °C, 1 minuto de alineamiento a 56 °C y 2 minutos de
extension a 72 °C, que de ahi pas6 a ) 35 ciclds de 1 minuto de desnaturalizacion
294 °C, 1 minute de alineamiento a 58 °C y 2 minutos de extension a 72 °C (a
pesar de desconocerse el lamano de fragmento, se fijaron 2 minutas, uno por
cada mil pb), can extensién final de d) 4 minutos a 72 °C que finalmente disminuyé
24 °C hasta retirar los tubos del termociclador.

b) SELECCION DE CEPAS PARA ANALISIS DE rADN 165

Se seleccionaron cuatro cepas para determinar su especie mediante el analisis de
sus secuencias de rADN 16S. Las cepas seleccionadas se habian identificado
previamente por MicroScan® como £. cloacae C4, K. pneumoniae C12, E
serogenes C16, y K. pneumoniae C81. Estas presentaron actividad arsenito-
oxidante y los valores mas elevados de CMI de Aslll, por lo cual se aislaron en
medio solido y se les extrajo ADN total mediante €l empleo del kit ZR
Fungal/Bacterial DNA Miniprep®.

) ANALISIS DE SECUENCIAS DE ADN RIBOSOMAL 165
Se wtilizaron los aligonucleotidos pA y pH" publicados por Hutson ot af, 1993. La
concentracién final de cada reactivo fue: buffer de la Taq polimerasa {Invitrogen®)
X, MgClz 1.5 mM, dNTP's mix 0.2 mM, oligo pA 0.5 mM, oligo pH 0.5 mi, Taq
polimerasa (invitrogen®) 0.03 UL, templado de ADN 1 ng/ul y el resto fue

completada con agua inyectable para un volumen final de 25 L
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Las condiciones en que se llevaron a cabo las reacciones constaron de a) 95 °C
por cuatro minutos seguidos de b) 35 ciclos de 94 °C por 45 segundas, 56 °C por
45 segundos y 72 °C por un minuto con una extension final de c) 72 °C por 5
minutos, para finalmente disminuir a 4 °C hasta que los tubos fueron retirados. El
fragmento esperado era de alrededor de 1.6 kb, y una vez obtenidos los praductos
amplificados se enviaron a la empresa Macrogen en Sedl, Corea del Sur para su
secuenciacion

Una vez recibidos los resultados de la secuenciacion, fueron analizados y tratados
con el programa Chromas version 2.4.1% para la depuracion de extremos erroneos
con base en los ferogramas recibidos. Las secuencias anotadas fueron
comparadas de acuerdo al BlastN de la base de datos del NCBI en los seis
marcos abiertos de lectura (httpi/blast.ncbi.nlm nin.gov/Blast cai).

7. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se trabajo un total de 14 protecbacterias con fenotipo
resistente a arsenito. Esta caracterfstica también ha sido reportada en cepas del
género Pseudomonas, el cual pertenece a las proteobacterias, pero se ubica en
una unidad taxonémicamente distinta a las enterobacterias. la familia
Pseudomonadaceas (Quéméneur et al, 2008; Cai et al, 2009b; Heinrich-
Salmeron et al., 2011). Lo anterior se corresponde con el hecho de que la inmensa
mayoria de las bacterias arsenito oxidantes aisladas de sitios mesofilos
pertenecen al phylum Proteobacteria (Quémeéneur et al., 2008)

7.1 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CM1)
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Los resultados de esta prueba mostraron que los valores de CMI de arsenito de
sadio (NaAsQz) en las cepas de estudio se encuentran entre 2 y 15 mM (Cuadro
5). las 15 cepas crecieron en As(lll) 2mM, mientras que de las mismas 15 s6lo
doce crecieron en As(lll) 6mM, de las cuales nueve en As{lll) 10mM y seis en
As(lll) 12mM, tres en As(lll) 14 mM y de estas tres, Gnicamente dos en As(ll) 15
mM. Las cepas £ coli C23 y K. pneumoniae CB1 resultaron ser las mas

resistentes a arsenito de sadio en todo el grupo de prueba (Figura 13)

Cuadro 6. Resultados de las pruebas de CMI de arsenito y actividad
arsenito- oxidante.

copa Eapecle Siode | cmoe Actividad
alslamionto | arsenito arsanito-
oxidante
o Entarabacter cioacan R 2mm si
a5 Entarctactar sp R 2mM si
s Achrarabctar5p. R 6w No
c1o Enterotseter 5 R 10 si
€12 Kebsila proumenias R “amm si
c1a Kiabsista axytoca R 6mm No
16 Entercbacter ssrogenas R 2mm si
Cis Kbsiata praumaniae AN 2mm No
€20 Kibsiel peumsnice an 10m si
= Actinabacillus ureao [ 2mm o
23 Escharicnis co AN 15mm No
81 Kisbsiets pisumonias an 15 mit si
Cos  Kisbsiala prsumonias R/ 10 mit si
57 isbsiata preumonian an 2mi Mo
cia Kiobsial xyiocs an s o |

(AN: Agias Negras; Lx: Lixwiados el basurero municipal "l IXtete’”
R: Agua carriente del rla). E1 nimero de cepa es el asignado en Ia coleccion
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Figura 13. Pruebas de CMI de arsenito realizadas a las 15 cepas de estudio. Circulos,

en amarillo sefialan los inbculos que dejaron de presentar crecimiento conforme auments
la concentracién de arsento. 4) 2 mM. B) 6 Mm y C) 10mM. Las ensayas se efectuaron
por riplicado

7.2 ACTIVIDAD ARSENITO-OXIDANTE

Las cepas con actividad arsenilo-oxidante (Figura 14) fueron: £ cloacae C4.

sp. C5. sp. C10, K. C12, E aerogenes
C18. K. €20, CBIyK €95 (Cuadro 5)

Se realizo un analisis de Kruskal-Wallis para establecer si hay diferencia en la
capacidad de resistencia entre las baclerias arsenito-oxidantes y las que no o son
0177) entre los
grupos. Esto sugiere que pudiera haber una relacion fenotipica en la cual la

Se encontro que hay diferencia esladisticamente significativa (p=

actividad arsenito-oxidante esta implicada en la capacidad de resistencia al As(lll)

Figura 14. Cultivos con NaAsO: y AgNO; para evaluar actividad arsenito-oxidante.
La coloracion café de las indculos indica la conversion de arsenito a arsenato
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Por otro lado, las cepas que alcanzaron un nivel de resistencia 2 10 mM (E.
cloacae C4, E. sp. C5, E sp. C10, K. pneumoniae C12, E. aerogenes C16, K
pneumonise C20, E. coli G23, K. pneumoniae C81 y K. pneumoniae C95)

también actividad idante, con excepcion de la cepa E. coli

c23,

La implicacién de la actividad id: en el fenotipo

observado en este estudio concuerda con los resultados descritos en H.
arsenicoxydans cepa ULPAs1 A*, la cual disminuye su capacidad de resistencia
al arsenito de 5 mM a 2.66 mM debido al silenciamiento de aoxB con un
transposon reportero basado en /acZ (Muler et al., 2003)

La capacidad de oxidar el arsenito a arsenato no es condicion esencial para que
se presente resistencia a elevadas concentraciones de arsénico, dado que existen
cepas que no oxidan ni reducen al arsenito, ni lo convierten en arsenicales
organicos (Phillips y Taylor, 1976). Estos comportamientos tienen lugar gracias a
sistemas transmembranales expulsores de arsenito que no involucran cambio
alguno del estado de oxidacion, tales como los productos de la expresion de los
genes Ay B del operdn ars (Dey y Rosen, 1995; Saltikov y Olson, 2002; Ordéfiez
et al,, 2005), asi como los transportadores Acr3p tipo | y Il (Rosen, 1999; Cai et al.,
2009a)

En el caso particular de la cepa £ coli C23, que al igual que la cepa K
pneumoniae C81 presents el maximo valor de resistencia al arsenito (15 mM) pero
no mostré actividad de arsenito-oxidasa, la resistencia puede atribuirse a la
presencia previamente determinada de los genes arsABC (Mondragén et al.,
2012). Sin embargo, este valor maximo se encuentra por debajo al reportado por
Butt y Rehman, 2011, para la cepa K. pneumoniae y K. variicola resistentes a
concentraciones 26 y 24 mM de arsenito respectivamente con resultado positivo a
la prueba de determinacion de actividad arsenito oxidante de AGNO:.
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Tras realizar las pruebas de 7, no se encontré evidencia estadistica significativa
de que la actividad arsenito oxidante, los valores de CMI o Ia predominancia de
alguna especie en particular tengan alguna variacion conforme al sitio de
aislamiento (yxecusds = 3.62 < yPavia = 5.99, (Peacunts = 12.50 < zhowa = 1831y
Heaiulada = 21.98 < y7aia = 23,68, respectivamente)

7.3 IDENTIFICACION DEL GEN aoxB

7.3.1 BUSQUEDA DEL GEN CON LOS OLIGONUCLEOTIDOS
DESCRITOS POR INSKEEP et al,, 2007

Las pruebas de PCR llevadas a cabo con este par de oligonuclelidos en las
condiciones descritas por Inskeep et al,, 2007 no resultaron en la amplificacion de
algun fragmento. Por ello se realizé una serie de modificaciones con la finalidad de

favorecer la 6n. Dichos cambios en 1a realizacion de

pruebas con gradiente de MgClz y uso de DMSO al 05 %, variacién de las
temperaturas de alineamiento (48, 50, y 52 °C), ademas de que se llevo a cabo un
gradiente de temperatura de alineamiento desde 48 hasta 62 °C.

Estas modificaciones dieron lugar a la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 1,900 pb que se geners con temperaturas de alineamiento que
fueron desde los 52 °C hasta los 65 °C (Figura 15) y que fue persistente aun
cuando se utilizaron templados distintos de ADN. Sin embargo, cuando se sometio
a reamplificacién ya no se obtuvo. Esta consideracion aunada a la diferencia de
tamaiio con el fragmento esperado, el resultado se considers un artificio de la
PCR
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de fos productos amplificados por PCR

con ADN de la cepa 16. Carril 1: marcador de peso molecular (MPM) 1 Kb Plus DNA.

Ladder. Carril 2: Banda de 1.8 kb generada a 60°C. Carril 3: Banda de 1.9 kb generada a

62°C. Carril 4. Banda de 1.9 kb generada a 65°C.

732 BUSQUEDA DEL GEN CON UTILIZACION DE LOS
OLIGONUCLEOTIDOS DESCRITOS POR QUEMENEUR et al., 2008.

Las condiciones de PCR descritas en la metodologia para este par de
oligonucleatidos no dieron lugar a la amplificacion de fragmento alguno. Por ello,
al igual que con el par anterior de se realizaron

en las pruebas con el fin de propiciar el alineamiento. Los cambios consistieron en
Ia realizacion de curvas de MaClz (1, 1.25, 1.5, 2y 2.5 mM), uso de Taq Platinum®
y uso del kit Platinum® Blue PCR Super Mix, con las temperaturas de
alineamiento: 48, 52, 54, 56, 58 y 62 °C.

En las pruebas de PCR donde se emples el kit Platinum® Blue PCR Super Mix no
se obtuvo bandeo alguno. En las realizadas de manera convencional a 58 °C con
aumento en la cantidad de Taq Platinum® de 1 U a 2 U por cada 50 uL de
reaccion en el grupo de ADN de las cepas £ cloacae C4, E. sp C5y A. sp. C8
como templado, se obtuvieron productos con tamanos de menos de 100, 470 y
670 pb aproximadamente (Figura 16A). Estas bandas fueron extiaidas y
purificadas del gel de agarosa mediante el empleo del kit High Pure PCR Product
Purification Kit® de Roche® (Figura 16B) y posteriormente reamplificadas por PCR
en las mismas condiciones, donde results amplificada solo la banda de
aproximadamente 670 pb (Figura 16C).
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Figura 16: Corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1% en TAE. A: Carril 1
marcador de peso molecular (MPM) 1 Kb Plus DNA Ladder. Carril 2 Bandas de 100, 470
¥ 670 pb lificadas con e Quémeneur et al.
2008: B: Carril 1 marcador de peso mu\eculav (MPM) 1 Ko Plus DNA Ladder. Carril 2
Purificacién del ADN de la banda de 470 pb. Carril 3: Purificacién del ADN de Ia banda de
670 pb; C: Carril tnico: Reamplificacién por PCR de Ia banda de 670 pb.

Como resuitado de la secuenciacion del producto amplificado por PCR de
aproximadamente 670 pb se obluvo una secuencia de 640 pb. Dicha secuencia se
convirtié a secuencia de aminocidos con el programa ClustalW y se compar con
las reportadas en la base de datos Non-redundant protein sequences del NCBI®.
El porcentaje maximo de identidad fue de 80 % con un e-value de 2-10%7 y un
coverage de 30 % para un dominio de corte/metilacion N-terminal de una proteina
tipo prepilina de Enterobacter cloacae subespecie NCTC 9394 y en menor grado

con otras secuencias afines (Figura 17)

5595999y

Figura 17. Resuitado del BLASTp® entre Ia secuencia de aminodcidos obtenida de la
secuencia de 640 pb y las secuencias reportadas en la base de datos Non-
redundant proteln sequances del NCBI. Andlisis realizado con la secuencia ORF-1. El
analisis de la secuencia ORF-2 indica relacién con la misma proteina
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Esta secuencia (640 pb) se alined mediante el uso del programa ClustalW2 con la
secuencia reportada por Cai et al., 2009b para el gen aoxB (subunidad Mo-pterina,
827 aa) de 2484 nucledtidos en Achromobacter sp. Cepa SY8 (Numero de acceso
NCBI: ABP63660.1. GI: 145321185) y mostré escasas regiones cortas con un
minimo grado de conservacion a lo largo de los 2484 nuclestidos de la secuencia
con la cual se comparé. La secuencia empleada como referencia fue elegida por
su homologla con la mayorla de secuencias reportadas para aox8.

Dada la escasa identidad entre la secuencia obtenida y la secuencia aox8 usada
como referencia para el alineamiento, la faita de relacion estructural y metabolica
de la proleina tipo prepilina con la enzima arsenito oxidasa y la diferencia de
tamario entre el fragmento obtenido (640 pb) y el esperado al emplear los

onuclestidos descritos por Quémeéneur et al., 2008 (1,100 pb). se pudo afimmar
que el bandeo obtenido en la PCR carecia de relacién con secuencias tipo a0xB o
relacionadas.

Aun cuando las evidencias fenoipicas de resistencia a arsenito, arsenato y
actividad arsenito-oxidante en las cepas de estudio sugieren la existencia de Ia
enzima arsenito oxidasa, no se identifico el gen aox8 con los oligonucledtidos
reportados para tal proposite. Sin embargo, existen reportes de cepas arsenito-
oxidantes en cuyo genoma no se encontraron los genes or, como las cepas
arsenito oxidantes Alkalilimnicofa ehrlichii-MLHE-1 y Azoarcus sp. DAO1 (Rhine et
al., 2007). En base a ello, se sugirio que la capacidad arsenito oxidante de A
ehrichii se debia probablemente a fa presencia de una proteina semejante a la
arsenato raductasa respiratoria (ArrA) (Hosf of af, 2007). Se propone que AA
presenta capacidad oxidadora a través de un flujo de electrones reverso, cualidad
opuesta a la forma conocida. Posteriormente, Kulp et al., 2008 reports un aislado
con capacidad arsenito-oxidante en ausencia del gen aoxB y alribuye fa funcion
oxidadora a AfrA, ya que obtuvo Un amplican con un ~68 % de identidad a la
secuencia de su gen correspondiente descrito en A, enrichi.
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Otra evidencia de mecanismos de oxidacién ajenos a la presencia del gen aox8
es la reportada en A. ehriichii cepa MLHE-1 por Zargar et al., 2010, quien identifico
un "nuevo” tipo de arsenito oxidasa con mayor refacion filogenética a las enzimas
arsenato reductasas respiratorias AITAB que a las arsenito oxidasas AoxAB, cuyos
genes inicialmente denomind mig_0216 y posteriormente arxA. La identificacion
de estos genes como una arsenito oxidasa alternativa abrio nuevas posibilidades
para reexaminar por qué ciertas cepas arsenito oxidantes han eiudido la deteccion
por PCR de arsenito oxidasas tipo aox8 (Zargar et al., 2010)

Los analisis fiogenéticos de las secuencias nucleotidicas de dicho operén
confirman que pertenecen a un grupo de arsenito oxidasas distinto de AOXAB y
ArAB dentro de fa misma familia de enzimas DMSO reductasas, y se cree que
podrian haber estado sujetas a procesos de transferencia genética horizontal
(Zargar et al,, 2012).

Para la oxidacién del arsenito en condiciones anxicas las bacterias han acoplado
tanto la reduccion como oxidacion de compuestos de arsénico para su

yla 6n de energia y (Zargar et al., 2010). No
obstante, el desarrollo de tales mecanismos podria estar limitado a condiciones

especificas como una medida adaptativa en ese grupo de microorganismos en
particular

Resulta improbable que la falta de ampliicacion en las pruebas de PCR sea
consecuencia de variaciones en la secuencia genética del gen aoxB. Aun cuando
las secuencias codificantes han estado sujetas a variaciones como una respuesta
2 las condiciones del entomo, existe un grado variable de conservacion entre
diferentes especies (38.4 a 968 % de identidad segun resultados de Quéméneur
et al., 2008; resultados de: Santini y Vanden Hoven, 2004, Inskeep et al., 2007,
Branco et al, 2009, Cai e al,, 2009b, Clingenpeel of al,, 2009 y Osborne ot af,
2013 manejan porcentajes de identidad dentro de este rango)
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La aseveracién de que la falta de amplificacion no obedece a variaciones en ia
secuencia de aoxB se robustece si ademas del grado de conservacién se
considera que el primer set de oligonuclestidos empleado en esta investigacion
(publicado por Inskeep et al., 2007) fue disefiado dada la conservacion de
secuencias especificas de aoxB con diferenciacion de los demas miembros de la
familia DMSO reductasas, y que el segundo set utilizado (publicados por
Queéméneur ot al., 2008) fue probado en el mismo estudio en ensayos de PCR con
ADN de 10 cepas no arsenito-oxidantes, de las cuales 6 poseian una
molibdoenzima de la familia DMSO.

7.4 BUSQUEDA DEL GEN aoxB INMERSO EN INTEGRONES CLASE 1

Los pruebas de identificacion del gen aox8 dentro del contexto genético de un
Integron Clase | cuando se utilizaron los oligonucledtidos Inti1Fw + AoxBRv no
gieron lugar a la amplificacion de algin fragmento de ADN relacionado a aoxB.

Las pruebas realizadas con el oligonuclectido qacEDRv (Bass et al., 1999) en
combinacion con aoxBFw no amplificaron fragmento alguno, por lo cual se realizo
un gradiente de temperatura de alineamiento de 55, 58, 60 y 62 °C asi como una
rampa de temperatura con los mismos reactivos y templados de ADN y no se tuvo
&xito en la amplificacién de algun fragmento de ADN en las cepas de estudio

En este sentido, el tnico estudio en el cual se ha determinado un marco abierto de
lectura parcial para integrasa en el mismo contexto genético que el gen a0xB lo
comprende los trabajos de Osbore et al., 2013, quienes encontraron secuencias
que comparten homologia con integrasas de fago putativas de varias
betaprofeobacterias, aunque es poco probable que fueran funcionales (Osborne et
a1, 2013)
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Los resultados oblenidos en esta investigacion sugieren que en el ADN de las
cepas en estudio el gen a0xB no se encuentra inmerso en un integron, o cual no

implica que el gen no esté presente en su genoma

La ausencia de amplificacion podria deberse a que estos microorganismos
empleen un mecanismo enzimético distinto del sistema aox para la oxidacion de
arsenito. Estudios recientes de expresion de genes en concentraciones elevadas
de arsénico demuestran la posibiidad de que se lleven a cabo procesos
exaptativos que involucren diferentes mecanismos con proteinas propias para
lograr Ia resistencia bacteriana a arsénico. Ejemplos de estos procesos son:
transporte (miembros de la famiia de transportadores MFS), biogénesis de
membrana (diacyl-gigerolkinasa (DAGK) y fosfolipido fosfatasa  (PAP)).

P de tRNAs (Q respuesta al estrés
(chaperona ClpB) y reparacion de ADN (ADN glucosilasa) (Morgante y Gonzalez,
2013).

7.5 ANALISIS DE SECUENCIAS DE rADN 168

Como ya se mencions, de las 15 cepas utilizadas en este estudio (las cuales
presentan grados variables de resistencia a Aslli y AsV), 8 mostraron capacidad
arsenito oxidante. A pesar de esto, en las pruebas de PCR no se identifico el gen
a0xB como responsable de dicha actividad. Es preciso conocer el sistema
biolégico por el cual se observa este comportamiento. Una opcién metodologica
por Ia cual se podrla abordar esta cuestion seria la secuenciacién de geaoma y
posterior comparacion con las bases de datos de genomas completos reportados
Para elfo, es necesario la determinacion especifica de la especie cuyo genoma
sera secuenciado, para, de esta forma, asegurar que el genoma anotado
carresponda a especies reportadas previamente. Lo anterior para tener un punto
de comparacion y enconirar la o las secuencias que pudieran ser responsables de
Ia oxidacién de arsenito
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Por esta razén, ss seleccionaron las cepas C4, C12, C16 y C81. por ser las que
presentaron actividad arsenito-oxidante y los valores mas altos de CMI de

arsenita. Se analizaron sus secuencias de rADN 168 con la finalidad de llevar a

cabo en investigaciones posteriores la secuenciacién del genoma completo de una
de ellas y buscar secuencias refacionadas al gen aoxB o a proteinas conocidas o

nuevas con facultad de llevar a cabo Ia oxidacién del arsenito -

El corrimiento electroforético de los productos de las pruebas de PCR con los
oligonuclestidos dirigidos a secuencias de ADN ribosomal 16S se muestran en la
figura 18. Las secuencias resultadas de la secuenciacion de 738 y 693 pb
correspondientes a las cepas C4 y C16 respectivamente presentaron un
porcentaje de identidad del 99 % con Enterobacter cloacae cepa 29 No. de acceso
KF429496.1 y 97 % con Enterobacter hormaechei cepa PS53C No. de acceso
JUX294308.1. Esto es, ambas cepas corresponden al género Enterobacter (cuadro
6).

Los analisis de las secuencias para C12 y G81, mostraron una identidad del 99 y
2% respectvamente con K. pneumonias (Cepas SW, No. de acceso
AB641122.1) y NW115, (No. de acceso JF915362.1) (cuadro 6). Esto se logré
mediante comparacion con las secuencias reportadas en las bases de datos
Nucleotide coliection, NCBI Genomes (Chromosome), Reference  genomic
sequences (refseq_genomic), 165 Ribosomal RNA sequences (Bacteria and
Archea) y Reference RNA sequences (refseq_ma) del National Center for
Biotechnalogy Information (NCBIS).
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los productos de PCR. Carril 1
marcador de peso molecular (MPM) 100 pb. Carril 2: ADN cepa 4. Caril 3: ADN cepa 12.
Carril 4: ADN cepa 16. Carril 5: ADN cepa 81. Caril 6: control negativo (-ADN). Carril 7:
contro positivo.

Cuadro 6. Tamafio y porcentaje de los fragmentos rADN 166 secuenciados. Se
muestran los porcentajes de los fragmentos anotados, respecto a la longitud del
amplicén (1,500 pb)

Cepa

Tamaio esuado de a | 7 respecto o tamara l Porcartale d

secuenciacion esperada identidad
E cloacae C4 738 482 %
K. pneumoniae C12 76 650 EY
£ aerogenes C16 683 462 o
K. pneumoniae C81 1015 676 o2

La confimacién de especie de las cuatro cepas seleccionadas resuta de mucha
utilidad para decidir el genoma a secuenciar en investigaciones posteriores. Sin
embargo, el hecho de que los porcentajes de recuperacion con respecto al
amplicén hayan sido tan bajos es un inconveniente. Esto porque si se considera
que la estrategia de amplificacian produjo fragmentos de 1,500 pb (que representa
un §7 % aproximadamente del total de la secuencia primaria de rARN 168 (Hutson
et al., 1993)) y de los mismos se recuperaron parcentajes de entre 49 y 67 %,
pudieron haberse perdido fragmentos determinantes en la diferenciacion de

especies

Lo anterior podria representar un importante sesgo de los resullados, por lo cual
sera necesario efectuar otras pruebas de amplificacion de rADN 16S para tener
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porcentajes de recuperacién mas elevados. Otra posibiidad seria utilizar los

oligonucledtidos complementarios descritos por el mismo Hutson et al.. 1993, los

cuales flanquean dos regicnes traslapadas de aproximadamente 1,000 pb cada

una, lo que disminuiria Ia posibilidad de resultados erroneos.

8, CONCLUSIONES

EI60 % de las 15 cepas de estudio mostraron valores de CMI entre 10y 15

mM de arsenito de sodio.

Hay diferencia en cuanto a la resistencia a arsenito entre las bacterias
arsenito-oxidantes y las que no lo son. el 88.8 % de Ias cepas cuyos valores
de CMi fueron > 10 Mm mostraron actividad arsenito-oxidante en las
pruebas de nitrato de plata 0.1 M

Probablemente las cepas en estudio presentan un mecanismo de
resistencia a arsenito alterno al sistema ars.

En las cepas uiizadas en este estudio no se identific el gen aoxB, por o
que el fenotipo abservado puede ser resultado de un mecanismo distinto a
a0x8

No se identifics el gen aox8 como parte de Integrones Clasé | con la
metodologia utilizada para este fin

Se confirmé Ia especie de las cuatro cepas evaluadas por analisis de

secuencia de rADN 16S
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9. PRODUCTOS DE LA INVESTIGACION

Capitulo titulado “Microbial arsenite biotransformation and its potential

in " en: Velazquez-Fernandez JB y cols., 2013.
“Bioremediation: Processes, Challenges and Future Prospects’. ISBN: 978-
1-62048-513-3.

Presentacion de resultados del proyecto en el Tercer Congreso
Internacional de la Rama de Bioquimica y Biologia Molecular de Bacterias
del 3 al 7 de octubre del 2013 en Cuatro Ciénegas, Coahuila.

10. PROSPECTIVAS

Cuantificacion de la conversion de arsenito Para tener informacion de la
medida en fa que las cepas objeto de estudio realizan la conversion de
arsenito a arsenato, resultaria conveniente determinar de la velocidad del
proceso, en un medio controlado, dado que el objetivo a largo plazo seria
aprovechar estas caracteristicas en un dispositivo que asegure la mayor
eficiencia y eficacia posibles

Purificacién de la enzima. Otra accion importante a considerar seria fa
purificacién de la enzima arsenito oxidasa a partir de cultvos puros con el
fin de evaluar su uso en la descontaminacién de aguas en lugar de emplear
microorganismos completos. Ademds, esta purificacion permitiria su
cristalizacién y caracterizacion
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«  Caracterizar molecularmente Ia enzima. It de proteina al DNA para obtener

la secuencia del gen de la arsenito oxidasa,
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ANEXO 1 SOLUCIONES Y REACTIVOS EMPLEADOS

- Agarasa al 1% en TAE/TBE
Pesar la cantidad necesaria de agarosa en una proporcion pfy del 1% respecto at
volumen final deseado. Disolver en el buffer TAE o TBE (uno u otro, depende del
tamario del fragmenta), calentar hasta su completa disolucion. Vaciar en el molde,
previa colocacién del peine para pocillos y esperar hasta la polimerizacion para
montar el corimiento electroforético

- Arsenito de sodio (NaAs02) 0.1 M
Pesar 1.2991 grs de NaAsOz y aforar en 100 mL de agua destilada estéril

- Nitrato de plata (AgNO3) 1M

Pesar 0.849 grs y aforar en 5 mL de agua destilada estéil

- TAE1X
Realizar Ia dilucion de 20 mL de TAE (Tris + Acido Acético + EDTA) 50X de BIO-
RAO® en 980 mL de agua destilada estéril y homogenizar.

- TBEIX

- Disolver 108 grs de Tris Base, 55 grs de Acido Bérico y 40 mL de EDTA
disédico (pH 8.0) en 800 mL de agua destilada esteril y aforar a un litro para
obtener el buffer TBE 10X. De éste, tomar 100 mL y diluir a un litro con
agua destilada estéril para llegar asi al buffer TBE 1X.
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