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1.-RESUJVIEN 

Se han reportado diversas cepas bacterianas que poseen pJásn1idos responsables de la 

resistencia a cromato. aunque sólo Jos plásnlidos pLij\1505 y p1\t0L28 de cepas de Pse1u.lu"1ona.\· 

aeruginosu y AlcaligenL•s ,.-u1rnphus .. respectivamentc. se han anaJi7...ado a nivel n1olccular. En eJ 

detenninante de P. aeruginosasc identificó el gen chr.·1 que codifica una proteína hidrofóbica de 4 J 6 

residuos .. denominada ChrA. Con base en su con1posición Lh: aminoácidos y ~n su perfil hidropático. 

se ha postulado que ChrA es una proteína de.: la n1cn1brana que consta de 12 dominios 

transmen1branaJcs. La <:xpresión de Chr.~\. en P. at.:ruginosa causa una disrninución significativa en 

la acumulación de cromato. lo cual indica una función relacionada con cl transporte de: cron1ato que 

ha llevado a sugerir que se trata de un sistema di: c:xpuJsión del o:-.:ianión. En otras bactc.:ria.s se ha 

encontrJdo que Ja n:sistcncia a cron1ato tan1hién involucra una baja acun1ulación del ion tóxico. pero 

el mecanismo preciso de Ja tolerancia no ha sido aún descrito. El objetivo principul de este trahajo 

fue dilucidar el mecanismo n1cdiantt: el cual la proteina Chrr-\ de P. aeru~inosa confiere.: n:sistcncia 

a cron1ato. 

Las cdulas compktas de P. a.: ruginosa PAO 1 con el plasmido rccombinantc pCR06 l 6. que 
contiene el gen chrA del plásmido pLíl\:1505. acun1ularon de 2 a JO Ycces nH:nos'l 1CrO,::-qut: células 

de la cepa PAO 1 sin el plasmido. Vesículas de membrana in,·enidas de PAO 1(pCR06l6) captaron 

de 3 a 5 veces más ~ 1 Cr0.a1 · que las "·csiculas <le P...-\.01. La captación de cron1ato fue dependiente 

de NADH y n1ostró una cinética de saturación con una Kn1 aparente de O. J ~ ml\.-f c..lc: croma to y una 

Vmax de 0.5 nmol Cro,'·1mg protcina!min. El transpone de "Cro,'· fue ahatido por inhihidorces de 

la cadena respir.:uoria y por dcsacopJantes del potencial de mcn1brana. Se concJuyó que \!I n1ccanismo 

de resistencia dctenninado por Chrr\ está basado en Ja expulsión deJ cron1ato energizada por el 

potencial de n1cn1brana. 

1.1.-ABSTRACT 
"Elucidation of" the Mechanism of" Resistancc to Ch roma te in Pseudo11zonas 
aerugi11osa .. 

Se\'cral diverse bacterial strains ha\'c bcen reponed that posscss plasmids confcrring 

chromate resistance. but only plasmids pUi\·1505 and pi\·10L:28 from strains of Pseudomonas 

aeruginosa and ,.4/ca/igenes eutrophus_ respectivcly. havc been analizcd to the molecular leve l. In 

the P. aeruginosa determinant_ the clzr.:·1 gene \Vas identified and it \Vas found to code for a 

hydrophobic protein of 416 amino acids. named ChrA. Based on its amino acid composition and its 

hydropathic profile. it was proposcd that ChrA is a membrane protcin with 1 :2 transmembranc spans. 

Express ion of ChrA in P. aeruginosa causes a significan! decrease in thc accumulation of chromate. 

which indicates a function related to chromate transpon. and suggests a role ofChrA in the effiux 



ol chron1atc. A dccreased accun1ulation of chron1ate \-Vas also found in othcr chromate-resistant 
bacteria. but the precise tolerance mechanism has not been described. The main objective of this 
'-Vork \Vas to elucidatc thc mcchanism by \.Vhich the P. aeru~inosa ChrA protcin confcrs rcsistancc 
to chromate. 

lntact eells of"strain P. acruginosa PAOI harboring recombinant plasmid pCR06 l 6. which 
contains the chrA gene cloned from plasmid pUi\.1505. accumulated 2 to 1 O times less''Cro,'· than 

cells from strain PAOI without plasmid. Everted mcmbrane vcsicles from PAOl(pCR0616l took 
up 3 to 5 times more "Cr04 '· than vesiclcs from PAOI strain. Chromate uptake was NADI-1-
depcndent and showcd a saturation kinetics with an apparent Km of0.12 mJ\,t chrornatc anda Vmax 
of"0.5 nn1ol Cro,'-/mg protein/min. Chromatc transport was abolished by respiratory cha in inhibitors 
and by nlcmbrane potential uncouplers. lt was eoncluded that the mcchanisrn of rcsistancc 

dctcrn1incd by ChrA is based on an cftlux systcm that extrudes chromatc energized by the memhranc 
potential. 



2.-INTRODUCCION 

INTERACCIONES DEL CROMO CON LAS BACTERIAS 

El cron10 es un n1etal abundante.: qut.: se.: c.:ncuc.:ntra en Ja naturaleza principalmente en los 

estados de oxidación -r3 y +-6. sic.:ndo cst~1s fonnas intt.:rconvcrtiblcs. Los efectos biológicos del 

cromo están estrechan1cntc n:lncionados con su c.:stado de oxidación. La forn1a hexavalente (corno 

el cromato. CrO./") es la n1ás tóxica. puc:s es Ja especie permeable del crorno a travt!s de las 

n1crnbranas biológicas; su pcrn1cabilidad radica en su similitud quín1ica con el anión esencial sulfato 

(SO_/·). Por otra parte. los derivados del Crc 111) son muy insolubles cn agua y mucho 1ncnos 

permeables que: cl Cr (\'I) en las membranas biológicas . .r\.unqui.: el crorno se.: considera un 

micronutriente esencial en mamíferos. es sumamente tóxico para la n1ayoria de los organismos vivos. 

Por su amplia utilización en diversos ámbitos de la industria. t:l cromo se cataloga como un serio 

contruninante del runbiente. La presencia de este metal en el entorno ha propiciado una gran variedad 

de interacciones con los seres vivos. 

En el ANEXO 1 se presentan los aspectos geno:rales de las interacciones del cromo con los 

microorganismos y las plantas. 
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Abstract 

Chromium is a highly toxic noncsscntial metal for microorganisms and plants. Duc to 

its widcspread industrial use, chromium (Cr) has bccome a scrious pollutant in divcrsc 

environmcntal scttings. Tht: hexavalent form ofthc metal. Cr(V!). is considcrcd a more toxic 

spccics than thc relativcly innocuous and Icss mobile Cr(III) form. Thc prcscncc of Crin the 

environment has sclected microbial and plan! variants ablc to tolcrate high lcvcls of Cr 

compounds. The di verse Cr-rcsistance mechanisms displaycd by microorganisms. and probably 

by plants. include biosorption. diminishcd accumulation. pr.:cipitation. rcduction ofCr(VI) to 

Cr(Ill). and chromatc cfflux. Somc of th.:se systems havc been proposed as potcntial 

biotechnological too Is for the biorcmcdiation of Cr pollution. 
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J. lnrroduction 
Living organisms continuously 

interact in the environmcnt \\.·ith n \\ride . 
variety of chernical elcrncnts and its 
inorganic derivativcs. mainJy in ionized 
Corn1s. ·rhcsc ions n1ay be assin1ilatt:d as 
essential or usl!ful ccll con1poncnts or may 

instead be toxic for thc organism. Thc 
former includc anions such as sulfate and 
phosphatc and the cations sodium. 
potassium. and n1agncsiu111 .. ~\n1ong thc 
noxius agcnts. thc hcff\"Y nlt!L:J.ls cadn1iun1. 

mercury. lead and sil ver and thc oxyanions 
derivcd from arscnic. chrornium and 
tellurium have bcen dcscribed. Toxic ions 
exen theireffects at different cellular levels 
and by severa) biochcmical mcchanistns. 
which depend both on thcir panicular 
ehemical propenies and on thc spccific 
organism. On the othcr hand. rnicrobes and 
plants have developcd biochcrnical systerns 
that allow thcm to rcsist the toxic effccts of 
inorganic ions to \Vhich thcy are exposcd. 

In thc Jast fc,v years n1icroorganisn1s and 
plants able to resist high lcvcls of toxic 
metals havc bccn proposed as 
biotechnological tools for thc rernediation 
of environmental metal pollution. In this 
revie\v \\."e summarize the intcractions of 
bacteria. alga. fungi and plants with Cr and 
its compounds cmphasizing their potcntial 
application for bioremcdiation purposes. 
\Ve also highlight thosc research areas 
where substantial knowledge is rnissing. 

.z. Chcmical properties ofchromium 
Chrornium is a transition metal 

3 

located in the group Vl-B of th<: periodic 
table. Although it is able to exist in severa! 
oxidation statcs. the rnost stablc and 

cornmon fonns are thc trivalent Cr( 111) and 
the hcxavalent Cr(\'IJ spccies. which 
display qui t.: differ.:nt chcmical propenics 
(.l'"kGrath and Srnith. 1990). Cr(VI). 
considcrcd thc n1ost toxic fOm1 of Cr. is 

usuaJly a.ssociatcd \Vith oxygcn as chromatc 

(CrO~~-) or dichron13.tc.." (Cr:O:-:.) Ú"lns. \.\"ith 

chrornatc pn:don1inating at pf-1 aho\'t: 6.0 

(;\kGr,llh and Smith. 1990). In contrast. 
Cr(lll) in the ti.>m1 of nxidcs. hydroxidcs or 
sulfates. is n1uch lcss rnobilc and cxists 
n1ostly bound to organic mattcr in soil and 

aquatic cnvironmcnts. Cr(llJ) dcri\'atives 
are insoluble at pH abovc 5.5 ( Losi ._,¡ al.. 
1994). Cr(V"I) is a strong o.xillizing agcnt 

and in the pn:scncc of organic n1attcr is 
reduccd to CrClll ): this transJormation is 
faster in acid cnvironn1cnt.s such as acidic 
soils (l\kGrath and Smith. 1990). In 
addition. Cr(lll) may be also oxidized to 

Cr(VI) in the prcscnct: of cxccss oxygen. 
being transforrncd again to tht: more toxic 
form (Vajpay.:e et al.. 1999). 

3. Chromium 
pollution 

abundancc and 

Being the scvcnth most abundan! 
cJement on earth_ Cr is.::? I ' 1 in abundance in 
the crustal rocks (lVlcGrath and Srnith. 
1990). Cr is cornn1ercially extracted mainly 
from the mineral ore chrornite. Rcsistance 

of Cr to oxidation has lcd to its use in 
corrosion-resistant alloys far more than a 
century. \Vorld production of Cr is in the 



order of 107 tons pcr )'ear and 60-70°/o is 
used in alloys. including stainless steel; 
15% is used in chcmical industrial 
processes mainly Jeathcr tanning. pignH!nts 

and electroplating (Stern. 1982; Papp. 
1985; McGrath and Smith. 1990). Its 
'videspread use has convcncd Cr in a 
serious air. soil and water pollutant 
(Khasirn et al.. 1989; .·'\m1ienw-Hernandcz 
and Rodríguez-Castillo. 1995). 

Cr(VI) is rapidly reduccd biotically 
or abio.tically to Cr(JI!); howcvcr. high 
levcls of Cr(V!) may ovcrcorne the 
reducing capacity of thc cnvironn1ent and 
thus persistas a pollutant. Cr abundance in 
Earth's crust ranges frorn 1 00 to 300 µg/g. 
Soils rnay contain bctwc.:n 5 ::md 3.000 µg 
of chrornium per grarn <Shcwry and 
Peterson. 1976). Cr conccntrations in non
polluted waters vary from 0.1 to 0.5 ppm in 

fresh waters and from 0.0016 to 0.05 ppm 
in oceanic waters (Oc Filippis and 
Pallaghy. 1994 ). In gcothcrmal dischargcs 
in New Zeland. 2-3 ppm. and in scdirnents 
in estuaries in the U.K. 30-800 ppm Cr 
have bcen rccorded (De Filippis and 
Pallaghy. 1994). In Parma Valley. Italy. 0.4 
pprn were .found in an unpolluted lake, 
whereas in a polluted river downstream 4.4 
ppm were quantified. Average Cr levcls in 
the Great Lakes are 0.001 -0.002 ppm. but 
Cr as high as 0.005 ppm has been reponed 
in Canadian polluted strearns (\Vong and 
Trevors. 1988). In polluted waters from an 

electroplating effluent in India 40,000-
56.000 pprn were .found (De Filippis and 
Pallaghy, 1994). 
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4. Biological 
chron1ium 

significance uf 

In J 959 C'"r \\'as recognizcd as an 

csscntiaJ trucc elcn1cnt in hun1ans bccaust: 
of its role in glucosc utilization (;\.·lc:nz. 
1969, 1 982). La ter. it was sho" n that 
Cr(Ill) interacts with insulin rcct:ptors 
inducing an incrt:asc in thc.:ir aftinity for thc 
hormone (Cham:y. 1986; ;\,lorris et al.. 
1995 ). On thc oth..:r ham.I. Cr <:omp<.:t.:s with 

Fc(lll) Íor binding !<' plasmatic transforrin 
(Offenbachcry Pi-Sunycr. 1988). A rok of 
Cr in the mctabolism of lipids. such as 
choh:stcrol. has bt:en suggcstcd (Tcissedrc 

et al.~ I 996). ~o protcin or cnzyme is 

kno\\TI in \\"hich Cr is a constitutivc 
elcmt:nt for plant rn<!tabolism. Similarly. Cr 
rcquircmenls by bacteria~ algaL- and fungi 
havc not bccn documcntcd ( \\"ong and 
Trcvors. 1 988). 

5. Chromium transport and 
accumulation 
Chromnte [Cro,0

•• 

actively transponed by 
Cr(Vl)J is 
biological 

membranes in both procaryotes (Drey.fuss. 
1964) and eucaryotes (\Vit:gand et al..1985; 
Alexander and Aashet. 1 995 ). Once inside 
the cells. Cr(VJ) is rcduced to Cr(JJI) 
probably via thc unstablc Cr(Vl and Cr(IV) 
states (Arslan et al.. 1987: Liu et al.. 1995, 
see however Zayed et al.. 1 998 for an 
opposite result). In contras!. most cells are 
impermeable to Cr(III) probably because it 
.forms water insoluble compounds in non
acidic aqueous solutions (Cary. 1982; Levis · 
and Bianchi. 1982: Alcedo and Wetterhahn, 



1990). 

5. J. .,¡\/icrobial chron1iun1 transport and 

accun1ulatio11 

The transport of chromate through 
the sulfate transpon systc1n \vas first 

dernonstratcd in Sa/111011~·1/a typhin1uriun1 

(Dreyfuss. 196-1: Pardee et al.. 1966). Later. 

a similar mcchanisn1 '\Vas dcscribcd in 
Escherichia coli (Karhono\vska et al._ 

1977: Sirko et al.. 1990). The sulfate 
transport systcn1 of S. typhilnuriunz and E. 
coli (CysPT\\'.~'\) con1priscs an outer 

membrane porin. a pcriplasmic sulti:1tc

binding protcin~ t'\VO inncr-n1ernbranc 

sulfate/thiosulfate binding polypeptides. 

and a men1brane-associatcd cytoplasmic 
A TPasc. This protein complex catalyzes thc 

active transport of sulfate ::md it is couplcd 

to the cystcinc biosynthetic patlv.vay 
(Hryniewicz et al.. 1990). Chromate is a 

competitive inhibitor of the sulfate 

transpon system in Pseudo111onas 

j711orescens (Ohtake et al.. 1987) and 

Alca/igenes eurroplms (Nies et al.. 1989). 

The analogy between sulfate and chromatc 
lies upon the fact that both oxyanions are 

tetrahedric moleculcs ·with comparable 

ionic and hydration radii (Pardee et al.. 

1966). 

Energy-depcndent transport ofCr03 

[Cr(Vl)] was found in the cyanobacteriurn 
Anabaena do/iolum (Rai et al.. 1992): Cr 

uptake showcd a biphasic behavior and was 
dependent on Cr conccntration. 

In contrast to other mctals. which 

predorninantly fonn cationic species. Cr 

5 

exists n1ainly in thc oxyanion türn1 ( i.c:. 

CrO/"l an<l thus can not be trappcd by thc 
anionic con1poncnts of hacterial cn,·cl~...,pcs 
(Volesky ::m<l J lolan. 1995 ). Cationic Cr(lll) 
dcrivativt:s~ ho,._,·c.:vcr~ hind tightly to 
... C.. .. u/111onella lipopolysaccharidt:s (Snydc.:r et 

al.. 1978 ). Bacillus suhrilis and E. coli ccll 

"·alis (Flcmming et al.. 1990 ). an<l capsular 
polyn1crs of JJ. /icln·11~for111is (!\.te Lean et 

al.. 1990). 

Taxa diff\:rcnccs in Cr 
accun1ulation ratcs ha ... ·c hccn rcportcd in 

algac: green algac rctain n1on: C.. .. r (as \vcll 

as Al and Fe) than brown or red algac (De 

Filippis an<l Pallaghy. 199-1 ). Data on 
chron1ium transport in algat: are scarce 

(Schroll. 1978 ). 

In ycasts. Cr(Vl) may entcr ce lis via 

a nonspecific anion carricr. thc pcnncasc 

systcm. "·hich transports differcnt anions 

such as sulfate and phosphatc (Borst

Pauwels.198 1 ). Sorne chromat<.:-rcsistant 
mutants of ~Vcurospvra crassa sho'\ved 

strongly rcduccd sulfatt.: transpon 

propcrtics (:-..tarzluf. 1 970). Further studies 
revealed that Cr(Vl) toxicity "·as dueto its 

specific antagonism to sulfate uptake. 
'-Vhcreas Cr(Ill) toxicity rcsulted from 

antagonism with iron transport (Ramana 

and Sastry. 1 99-1). By using culture media 

'-Vith difícrcnt sulfur sourccs. it """ªs shO\\.'TI 

that the sulfate transport system is also used 

for chrornatc uptakc in Candida sp .• and to 
sorne degrec in Saccharo111_vces cerevisiae 

and Cundida fama/a (Pepi and Baldi. 
1992). 



5.2. c:hrotniun1 rransport and 
acc1111111/arion in JJ/ants 

There are conflicting results 
regarding which form ofCr is accumulated 

by plants. Thc intcrconvcrsion ofdiftCrcnt 
Cr torrns is quitc frcqucnt in soil and 
hydroponic n1cdia during Jong-tcrn1 
experimcnts. making thc analyscs difficult. 

In studics ,,·ith bcan (I'haseolus vul.._c:aris 

L.) and '\Vheat ( Tritic11111 ue ... ·1il·111n L.) no 
diffcrences in thc uptake of cithcr C<(lll) or 

er(VJ) werc dctectcd after nine days of 

incubation with 0.044 ppm Cr (0.89 µMJ 

(Hu1Tman and Allaway. 1973). Howevcr. 

' 1Cr compounds '\Vere not anaJyzed in thc 
medium and thus. no information on Cr 

interconvl!rsion '\vas pro,·ided. Roots of 
barley (Ilordc111n \·11/gare L.) plants gro'\\"ll 
in 1 O µ1"1 Cr(lll) showed higher Cr lcvcls 

than roots of plants grown in Cr(VI). 

although in shoots thc oppositc was 

obscrvcd (Skcffington et al.. 1976). In 

contrasc in seven out of ten crop spccic:s 
analyzed. more er was accumulatcd \vhcn 

grown with er(VI) than with er(lll) (Zayed 

et al.. 1998). Bascd on thcsc rcsults. it is 

clear that prcferenccs on Cr uptakc dcpend 

on the kind ofthe studicd plan!. 

l\1easurements of 51 Cr uptake rate 
by barley roots showcd thc follov .. ·ing 

values: 190 µrnol/g dry weight (D\V) per h 

in 1 rnM er(Ill) and 45 µmol/g DW per h 

in 1 rnM er(VI) (Skcffington et al. 1976). 

Rates ofer uptake for other crops have not 

been reponed. 

er complexation with organic 

cornpounds is involved in facilitating Cr 
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availability to plants (Srivastava et al.. 

1999). For instance. wheat ( 7i·iticum 

\"U/gare) plants grown in hydroponic 

cultures with ::! ppm (38.4 µMJ CrCI, and 

J 98 ppm of oxalic acid. malate. or glycine 

accumulatcd more Cr <578. 477 or 360 

µglg D\\'. n:spcctivc.:ly> in thcir roots than 
plants exposed to Cr alone (94.8 µg/g 

D\V ). 

Evidcncc for indcpcndcnt uptakc 
mechanisms for Cr'· and Cro/· in plants 

has bccn prcscntcd. By using n1etaholic 
inhibitors. such as azidc: or dinitrophcnol. a 
substantial dccrcasc in Cr04 :. but not in 
er· uptake was obscn·cd in barley 

seedlings. Thesc rcsults indicate that 

Cr(VJ) uptake dc:pends on metabolic encrgy 

whcrcas Cr( 111) uptak..: do..:s not 

(Skcffington et ::il.. 1976). However. an 

active uptakc of both Cr specics. slightly 

higher for Cr'" than for ero/·. has also 

becn rcportcd in barley seedlings 

(Ramach::indran et al.. 1980). 

.r\s in n1icroorganisni.s. thc sulfate 
transpon systern is apparently involved in 

ero.=· upt::ikc by plants. sincc sulfate 

inhibits compctitively ero,=· uptake in 

barlcy sccdlings (Shcwry and Pcterson, 

1974). 

The translocation of Cr inside the 

plant depends on thc oxidation state of"the 

supply (l'vlishra et al.. 1995) as well as on 

the plant species. By feeding barley 

scedlings with "Cr1
• or "ero/·. a higher 

contcnt of "Cr was found in shoots when 

providcd as Cro/- (Skeffington et al.. 

1976). Thc results showed that only 0.5% 



ofthe Cr'· absorbed by thc basal pan ofthc 
root moved up,vards aftcr 4h. '"hl.!'n:as 
3.-1ª/Ó of absorhcd Cr<)-1:- n1oved undcr thc 

san1e con<litions. Thcsc rcsults sug.gcst that 
Cr is transportcd largcly hy thc xyh:n1. 

1-lo\Vevcr. thc ions an: quite n1obilc '\\'hcn 

fed to thc hase of cut sh:n1s; ::!40: O Cr1· and 
531}0 ero/· absorbed \.'\:ere transportcd 

bcyond thc basal 0.5 cn1. lt sccn1s that both 
forms hardly cnh:r tht..• Yascubr tissuc but 
once therc thcy can be rcadily transponed. 
CrO/- movcs fastcr in thc xylcm than ci'· 
prcsun1ably bc:causc tht: lattc:r is h~l<l up by 

clectrostatic intcraction '\vith thc vesscl 
walls. as occurs for Ca'· (Skcftington et al.. 

1976). The low ratcs of transpon can 

explain the low levcls of Cr in shoots 
compared to roots. as it has bccn obscrvcd 

in all the studicd plants (sce bclow). 
In a rcccnt study using X ray 

absorption spectroscopy (XAS ). only 

Cr(lll) was found in tissucs ofplants grown 
";th eithcr Cr(lll) or Cr(VJ) (Zayed et al.. 

1998). From thesc rcsults .:mcrge the 
follo,ving qucstion: sincc any fr""lnn of Cr 

taken up by plants is convcncd to Cr(lll). 
hoVw· a diffcrcnce in translocation bct\vccn 
Cr(lll) and Cr(Vl) fcd plants can occur? 

One possibility is that only if thc Cr(VI) 

supply is vcry high and cxceeds thc 

capacity ofroots cortcx cclls to reduce and 

to accumulate it. the Cr eonccntration in 
aerial parts of plants increases. Other 
explanation is that a small fraction o:f 

Cr(VI) is transponed to the aerial pans of 
the plant 'vithout being transformed to 
Cr(lll) by root or aerial tissues. 
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Lcvels ofCr in plant tissues dcpend 

on the plant spccics and are corn:latcd 'vith 
thc concc:ntration and thc forn1 of Cr 
supplicd in thc culture n1c:dia (:'\.1ishro. et al.. 

1995; Kleiman and Cogliatti. 19'18). In 
barlcy SCcdlings. c_~r COllCCJltrations \\'Crt: 

0.03 and 0.05 mg'g ()\\' in shoots and 0.12 

an<l 0.8 n1g..'g I)\\' in roots cxposcd to l O 
µl\I Cr(lll) or Cr(VIJ. resp.:cliv.:ly. 'l.\'h.:n 

1 nt.'\'1 Cr was supplied. 0.5 and 0.8 mg.'g 
D\V in shoots and 6 and 4 mg,g D\\º in 

roots 'vcrc dctcctL"d in n:spnnsc: to (~r( 111) or 

Cr(\:'I). respccti,·cly (Skcffin~tt."lll et al.. 

1976). In spinach grcn.víng in thc prc:sencc 

of 100 µ1\1 Cr(llll. 0.014 mg Cr;g D\\' 
\Vere dctcrmincd in stcms and 0.038 mg/g 

D\V in roots. For 100 µM Cr(VI). 
conccntrations of 5.7 µg Cr/g [)\V v.·cre 

observcd in stcrns and l Q µg Cr:g D\\' in 
roots (Sri,-;.1stava et al.. 1998). In lcavcs 

and stcms of rape (Bra.<••sica napus L). Cr 
conccntrations \Ven: 3 -5 n1g/g D\V in 
plants treatcd with 1. Q m~ 1 Cr(VI) during 7 

to 14 days. \\:hcn:as in plants trcatcd \Vith 

thc samc conci.:ntration of Cr( 111 ). tt:n tin1es 

lower Cr was found (1-lauschild. 1993 ). 

Diffcrcntial accumulation of Cr in 
plant organs has be.:n observcd. Roots 

accumulatc 1 O to 1 00 times more Cr than 

shoots and othcr tissues; this difference 

depends on thc plant spccics and on thc Cr 

fom1 supplicd in the culture media 
(Skeffington et al.. 1976; Srivastava et al.. 

1998; Zayed et al.. 1998; Srivastava et al.. 
1999). In bcan. as few as 0.1 °/o of total Cr 
accumulated is found in sceds, v .. ·hereas . 

roots concentrate 98% of total Cr uptake 



(Hufihmn and Allav1.-ay. 1973 ). 
Hugc values of Cr accurnulation 

wcre observed for caulil1ower. kale. and 
cabbage. plants known as sulfur-loving 

species. and not for peas. stra,vbcrry. ar 
lettuce: 350 n1g Cr/Kg D\V in roots~ :! 111g 

Cr/Kg D\V in shoots for plants growing in 
Cr(Vl) and 160 mg/Kg D\V in roots and 
lcss than 1 .67 mg/Kg D\V in shoots for 

plants growing in Cr(Illl (Zayed et al.. 

1998). It should be notcd that a Brassica 

spp. showed a highcr ahility to take up and 

accun1ulate Cr and othcr ht:avy 111etals than 
other plant species (Kumar et al.. 1995). 

The mechanisms underlying this 
. hyperaccurnulating ability ofhcav~y· rnetals 
by Brassica have not been defincd. 

It has no! becn establisht:d which 

subcellular comparrncnts stores Crin plant 

tissucs. Lytlc et al. ( 1998) dctennined by 
XAS that in roots of 'vater hyacynth 
(Eichhornia crassipcs l\1art) Cr(Ill) was 

hydrated by water. but in pctiolc. and more 

markedly in leaf. a fraction of Cr(Ill) was 

bound to oxalate and 
organic acids. 

compartmentation for 

probably to othcr 
Subcellular 

Cr(lll) storage in 
roots may be at the vacuolcs of the conex 

cells. However. there is no infonnation on 

the mechanism accounting for Cr 
compounds entrance to the vacuole. 

6. Chromium toxicity 
The biological cffects ofCr depend 

on its oxidation state: Cr(Vl) is highly toxic 
to most organisms whereas Cr(llI) is 

relatively innocuous (Katz and Salem. 
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1993 ). Chromatc has becn largdy identified 
as a toxic n1olcculc and it is considcrcd a 
carcinogcn in hun1ans (Entcrlinc. 1974: 

Lconard and Lau'\VCI")'S. 1 980; Langcr\vcrf 
et al.. 1985; Langard. 1990: Costa. 1997 ). 
On th<: othcr hand. Cr( 111) compkxcs with 
n1ost of thc rclcvant hiologicaJ n10Icculcs 

(Snow. 1991:1\·lillerct al..1991: Zhitkovich 
et al.. 1996). Cr toxicity is n:latcd to the 
process of rcduction of Cr( \'I) to lower 

oxidation statcs. not ncccssa.rily to Cr(lll) 
(Kawanishi et al.. 1986 ). in which free 

radicals an: gcncratcd ( Kadiiska et al... 
1994 ). Reduction of Cr( VI) to Cr(!II) has 

bccn rcportcd in many biological systcms: 
however. the fonnation of Cr(V) during 

this proccss is thc n1ost likcly rnt.!chanism 

invol\'cd in Cr toxicity ( Ka"~·anishi et al.. 
1986). Cr(V) cornplcxcs are forn1cd frorn 

Cr(VI) by physiological reducing agcnts 

such as NAD(l')l-1. FADl-1:. severa! 
pentoses. and glutathionc (Shi ::md Dala!. 

1990a. b). Thesc complcx<:s react with 

H.:'!O.:'! to gcncratc significant amounts of 
·Ol-1 radicals '\VÍth no associated gcneration 
of O;. The ·OH radicals may trigger 

dircctly DN.--\. altcrations as \VCll as other 
toxic effects (Shi and Dala!. l 990a). 

Additional intracellular chromate 

rcducers are vitamins C and 8 1:: .. 

cytochrome P-450. and thc mitochondrial 
respiratory chain (Alcedo and \Vcttcrhahn. 

1990). Intracellular Cr(Ill) may be 
sequcstercd by phosphate groups in DNA 
affecting replication.. transcription and 
causing mutagcncsis (Nishio and Uyeki, 

1985; Costa. 1991: Konenkamp et al.. 



1991; Bridgcwatcret al.. 1994). Oxidativc 

damage on DN.r-\. is considt:rcd thc basis of 
the genotoxic effccts produccd hy Cr (Aiyar 

et al.. 1991; ltoh et al., 1995: Luo et al.. 

1996). Cr(lll) may also react with carhoxyl 
and suJfuydryl groups of protc:ins causing 

alterations in their structurc and catalytic 

activities (Levis and Bianchi. 1982). 

Jl.1odification of the DNA polymerase and 

other enz)·n1c activities may be caused by 
the displaccn1cnt of magnt:sium ions by 
Cr(IIJ) (Snow. 1994 ). 

6.J. Chron1iun1 toxicity in 

nzicroorganisl'ns 

Severa! toxic cffects of Cr on 

bacteria and algae have heen reported 

(reviewed by \\'ong and Trevors, 1988). A 

major toxic alteration caused by chromate 

in bacteria is the competitive inhibition of 

the sulfate transport pathway (Pardee et al.. 

1966; Ohtake et al.. 1987: Nics t:t al.. 

1989). In S. f>phimurium. E. coli and B. 
subtilis, chromate effects range from 

mutagenic to inhibitor~y dcpcnding on the 

concentration used (Venitt and Levy.1974; 

Nishioka. 1975; Petrilli and De Flora. 

1977; Arluskas et al.. 1985). In addition. 

La V elle ( 1986) f'ound that chromate 

potentiates the mutagenic damage of 

acridine dyes in E. coli and S. 
typhimurium, inferring that the mutagenic 

effects of Cr derive from a disfunction of 

the DNA repair systems. 

in vivo generation of Cr(V) from 

Cr(VI) by the algae Spirogyra and 

Mougeotia has been described (Liu et al., 
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1995). Different toxic effects on growth 

rate. photosynthcsis and n1orphology urc 
induced on aJgac.: by conccntro.Hions of Cr 
ranging from 0.02 tol O ppm (0.4-200 µl\.1)_ 

1-hc n1ost obvious cffect is an inhihition of 

gro\vth in a varicty of algac spc.:cies 
including Ch/ore/la spp. C "h/orella 

pyrc.?noidosa. c·1adophora g/onlt.'rt:lla .. 

Scenede~··;11111s spp. .\licroc.:1·s1is spp. 
Thalassiosira pse11c./011a11a. ~'\"kelero11e11u1 

capricorn11111n1 and l_ '/otlrrix ji111hriara 
(\Vong and Tn:vors. 1988 ). Growth of 

Ch/ore/la \•u/garis \Vas unaffcctt:d by ...tS-
100 ppm Cr(!ll) or Cr(VI). whereas no 

gro\.:vth of Sce11edesr1111s ac11111s \.Vas 

dctected at conct:ntr;.itions ofCr highcr than 

15 ppm (Tr;_n-i.:so et al.. 1999 ). 1-lowever. 

Brady et al. ( 1 994 J r.:poncd al gal colony 

gro\\."th ofScc:nedes11111s and Selenastr11111 in 

agar platcs \.\.'hcn cclls \Vcrc pn:viously 
strcakcd with 1 00 ppm Cri 111) hut not with 

100 ppm Cr(Vll. lnhihition of growth by 

50% for the diaton1 .\·il=chia clos1eri11n1 and 
the green alga Dunadh:lla tertio/ecta hy .'.2.4 

and 17.8 ppm Cr( Vil. r.:spcctively. ,\·as 

reponed (P..:tcrson and Staubcr. 1996). The 

mcchanism undcrlying tht: different 

sensitivity to Cr in algac rcn1ains to be 
elucidatcd. Ho\vever. as \.vith othcr metals., 

the differcnces could be relatcd to the size 

of the organism, the rate of metal uptake. 

and the dcnsity ofbinding sites (\Vong and 

Trevors. 1988). 

In Euglena gracilis, a lenghtening 

in the lag growth phase was induced by 0.2-

1 mJl..1 Cr(VI), whereas Cr(Ill) decreased 

the rate and extent of gro\vth (Brochiero et 



al.. 1 984 ). Jnhibition of growth in Eugt..>110 
correJatt!s \.Vith the arrcst ofct!lls in thc G-::2 

phasc of ccll cyclc and inhibition of 

respiration and photosynthcsis (Fasulo et 

al.. 1983 ). Light-grown E11gle11a cdls wcre 

more sensitivc to Cr( VI) than dark-gro\vn 

cells (Fig. J ): thcre was a strong (90°/o) 

inhibition ofgro\\"lh in photosyntht:tic cclls 

incubated with 1 ml\I Cr( VI); in 

heterotrophic cells thc inhibition ofgrowth 

\.\.'as 76%. Lo\\·cr concc.:ntrations ofCr \\'Cn.! 

well tolerated in both culture conditions 

(Fig. J ). This observation places Euglcna 

among the rnost Cr-tolerant algac spccic.:s. 

Cr(VI) also induces altcrations in the 

C)'toskeleton of E. gracilis. which may be 

involved in the Joss of motility (Bassi and 

Donini. 1984). Inhibition ofphotosynthcsis 

by 1 .5 ppm Cr was rcportcd for Ch/ore/la 

(Wong and Trcvors. 1988). Euglena 

(Fasulo et al.. 1 983) and Scenedesmus 

(Corradi et al.. 1995b). 

Salinity. pH. sulfate concentration 

and organic ligands affrct Cr toxicity in 

algae. In estuarine algac. Cr(VI) toxicity is 

inversely proportional to salinity (Frey et 

al.. 1983; De Filippis and Pallaghy. I 994). 

Similarly to bacteria. a cornpetition 

bet·ween Cr and sulfate has bccn proposcd 

(\Vong and Trcvors. 1988). In S. 

capricormaum. Cr toxicity is highcr at pH 

4 than at pH 6-12 (\Vong and Trevors. 

1988). The presencc of other rnetals rnay 

also influence Cr toxicity. In Scenedesmus. 

Cr and Cu sho"ved a syncrgystic effect with 

Cd for grov.'th inhibition (Lasheen et al.. 

1990). 
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In fungal cclls. Cr(VI) cornpounds 

are ulso more toxic than thost: containing 

Cr(llI) ( Babich et al.. 1 982: Ramana and 

Sastry. 1994). Thc most obvious cffcct of 

toxicity by Cr(VI) in fung::il cclls is growth 

inhibition (Hcndcrson. 1 CJS9: Bah.Ii et ::il.. 

1 CJ90; Baldi and Pcpi. 1991 ). In .\·. 

cere\•isiae~ chrornate toxiciry \\:as strongc.:r 

in cclls gro\vn in non-fcrn1cntublc- carbon 

sourccs than in thosc gn:l\vn in fermentable 

substratcs ( Hcndcrson. 1 989 J: othcr effccts 

includcd inhibition of o.'ygcn uptakc 

(Kharab and Sing. 1987; 1 Jendcrson. 1989) 

and inJuction of pelire rnutations. Thesc 

rcsults suggcst rhar chron1atc targcts 

spccifically the rnitochondria of S 

cercl"isiue (Hcndcrson. 1989). !\dditional 

cffects of Cr in 5; ccr,__•\·isiae cc.:Jls include 

gcnotox:ic altcrations such as gene 

convcrsion (.Kharab and Singh. 1985; Galli 

et al.. 1985) and rnutation (Kharab and 

Singh. 1985: Galli et al.. 1985: Cheng et 

al.. 1998). 

6.2. c·11ronli11111 toxicir_i• in planrs 
\Vhereas Cr(VI) has been clearly 

dcrnonstrated to produce serious damage to 

living cells and also to be a poten! 

carcinogen agcnt. it is ,.,,·idely considered 

that Cr(III) is Jcss toxic bccause of its 

extremcly low solubility. which prevents its 

lcaching into ground water or its uptake by 

plants. However. studies in plants have 

sho"vn that Cr(III) also produces serious 

problems in living tissucs although at 

higher concentrations than Cr(VI). 

The effects of Cr on gro"vth and 
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Figure 1.-Effect ofchromate on the growth of Euglena. E. graci/is strain Z was cultured under white 
fluorescent light-dark (12h/12h) regirne (A) or in complete darkness (B). Cultures were 

incubated at 25ºC without shaking (A) or under orbital shaking (B) with the indicated 

K 2CrO. concentrations. Cells were counted with a Neubauer chamber (n=3, mean ±S.D.). 
Cell viability: (A) control 98%, 1 O µM 96%, 100 µM 91 %, 1 ,000 µM 76%; (B) control 
99%, 1 O µM 99%, 100 µM 93%, 1,000 µM 81 %. Devars et al., unpublished data. 
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developrnent have bl!cn studied in severa! 
plants and under diffcrcnt conditions. The 
rnost evident Cr effcct in plants is also thc 
inhibition of grov~;th. Barley St!edlings 
grown for 7 days in 1 or 1 O µl\t of cithcr 
fom1 ofCr sho\vcd a din1inution of:!0-30'?/o 

in growth. Plants supplied "·ith l 00 µl\t 

Cr(III) showcd 40~ó of growth inhibition 
and in plants supplicd with Cr(VJ) growth 

inhibition reachcd up to 75° o in shoots and 
90% in roots. One ml\ ! Cr stoppcd root 
grov.rth and inhibited shoot growth by 70 

and 90~ó when supplicd as Cr(lll) and 
Cr(Vl). respectively (Skcffington et al.. 

1 976). Thus a consisten! result in ali 

published works is that Cr(VI) inhibits the 

growth of roots and shoots to a greatcr 
extent than Cr(III). 

Symptoms of Cr toxicity in plants 
have becn described as progressivc stages 

of chlorosis and necrosis. which intensify 
\vith increasing concentrations and time 
exposure. Barley plants cxposed to 50 ppm 

(0.96 rnM) Cr(VI). rcmaim:d vital although 

with altered appearance: 100 ppm ( 1 .9 
mM) Cr(VI) causcd a strcsscd appearance 

after two days of exposurc. but after 7 to 1 O 
days. ali barley plants dicd. Toxic 

symptoms produced by Cr(VJ) are stronger 

than those caused by Cr(Ill), and occur 

earlier and at lo\ver concentrntions 
(Hauschild. 1 993 ). 

Studics on thc biochcmical effcct of 
Cr in plants have shown that chlorophyll 

content, and catalasc and peroxidase 
activities are reduced. \\'hereas acidic 

phosphatase and ribonuclease activities 

I:? 

increascd. \Vhen Tritic111n aesth·u111 \Vas 

cxposed to increasing concentrations ufCr 
(Sharma and Sharrna. 1996). Lbik-Nowak 
and Gabara ( 1 997) ooscrv.:d that trcating 
Piszun sati\•z1111 roots \\·ith Cr fOr 144 h 

prornoted the IO"\\'cring in thc contcnt of 

nucJcolar RN.•\ togcthcr "\\'ith cnhanccd 

lcvels of" nuclear and cytoplasrnic RN.-\ .. 
rcsulting in an incn.:a.st: in total RN..-'\.. 

Rcduction in protc:in l.:untcnt amJ in nitratc 

rcductasc activity anal~7t..•li in l"itro has also 

been reponed ( Vajpayec et al.. 1 999). Cr 

aJso clicitatcs thc syntht..·sis of polya1nint:s 

in barley. Putrcscint.: lt:vcls \\·ere.! incrcascd 
up to JO times in plants grown cithcr with 

100 ppm ( 1.9 ml\! J Cr\ VI) or Cr(IJJ). 

Cr(Vl) was a fastcr and morc cfficicnt 
induccr ofputrcscine increasc than Cr(IJI). 

Shortly aftcr putrcscine indu<..:tion. dccrcase 
in gro"\vth. chlorosis. induction of leaf 
chitinasc acth:ity and latcly rc<luction of 
shoot grO"\\.-'lh and Jo"\\:cn:d "\\"atcr contcnt in 

lea ves wcrc observcd ( Hauschi Id. 1 993 ). 

l\ticronuclci formation and 

chromosomc aberrations havc bccn 
observcd in l·ºicia .faba and Allium cepa 

root tips "\Vhcn thcy are cxposcd to toxic 
levels of hcavy n1ctals and organic 

contaminants (l\!inissi et al.. 1998; Rank 

and Nielsen, 1998). lt "'as rcccntly found 

that the Jevcls of micronuclei forrnation 
directly correlated with the Cr Jevels 

detected in contan1inatcd soils (\Vang, 
1 999). Ho~vever. Jcvels of othcr heavy 

metals present in thc soil samples were not 

measured. and hence the possibility that the · 

nuclcus aberrations observed could be due 



to the presence of other heavy metals 

rernains. 

7. Resistan ce 
compounds 

to chromium 

Environmental pollution by Cr is 
considcred as the 111ain cause for the 

appearance ofmicrobial and plant resistant 
variants: Cr exposurc n1ay sclc-ct those 
strains abk to tolcratc toxic levels of the 

ion. Resistance to chromate rnainly results 

from alterations in thc sulfatl.! transport 
path\.vay or by an increased rcduction of 
Cr(VI) to less toxic Cr(lll). although othcr 

mechanisn1s may function in different 

organisms. For examplc. capsular polymcrs 
are kno\.vn to protcct bacteria! cclls from 
the toxic effocts of h.:avy nletals (Gecsey 
and Jang. 1989). Nonmucoid variants fron1 

a coryneform bacteriun1 isolated from a Cr
polluted marine scdiment \Vcre more 
sensitive to Cr(III) than a mucoid wild type 

strain (Aislabie and Loutit. 1986). The 

capsulated strain accumulatcd more Crthan 

the nonmucoid variant: moreovcr .. higher 
than 80°/o of Cr was in the exopolymcr. 

Since the initial reports showing 

that the' sulfate transpon system in S. 

1Jphin1urium ""'as involved in chromate 
uptake. it ""as clear that mutations in this 
system may confer rcsistance to chromate 
(Pardee et al.. 1966; Ohta et al.. 1971 ). 

Ho"vever .. it is not kno\vn thc frequency or 
the significance ofthese type ofmutations 
in the tolerance to chromate in bacteria! 

populations of different cnvironments. 
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7.1. Bacteria/ 
resistanc,~ 

pi as 111 i d-111 edia red 

A varicty of chrornatt:-rcsistant 
bactcrial isolatcs ha'\.·c been reponed. 
including strains fror11 environrncntal (Luli 
et al.. 1983; DcViccntc et al .. 1990) anJ 
clinical (Summcrs an<l Jacoby. 1978; 

Cervantes-,/cga et al.~ 1986) scttings. In 
thcse natural isolatcs chro111ate toh:rancc is 
usually associatcd \Vith plasmids 
(Cervantes an<l SilYcr. 1992 ). l'lasmid

n1ediatc:d rc:sistancc has bccn found in 
spccics of Strcptococcus (Efstathiou and 
!VlcKay. 1977). P.H!llllomonas (Summers 

an<l Jacoby. 1978: Bopp et al.. 1983; 

Cervantes-\l cga et al... 1 986: C crvantcs and 
Ohtakc. 1988: Dhakcphalkar et al.. 1996). 

and Alcalig<!nes (Ni.:s et al.. 1990¡ (Table 

1). 

Thc i nvolvcn1cnt of sulfate 

transpon in plasmid-confcrred chromatc 

resistance has been ruled out in both 
Pseudonunzas _tluon:.···ocens (Ohtake et al.~ 

1987) and .·llcaligenes e11tropl111s (Nies et 

al.. .1989): resistan! strains with plasmids 
transportcd sulfate with a similar kinetics to 

that shown by plasrnidlcss chromate
sensitive strains. Bopp and Ehrlich ( 1988) 

also showed that Cr(VI) reduction is 
independent of tht: chromatc resistance 

mechanism confcrrcd by plasmid pLI-IB 1 of 

P. fluorescens. Dhakephalkar et al. ( 1996) 

reported that plasmid pARI 180. from a 
Pseudon1onas 111endocina strain., 
determined both chromate resistance and 

reduction; ho"':cvcr. no conclusive data ~ 

were provided and further analysis of this 



Table 1. Resisiancc to chron1aic confcrrcd by bacterial plasrnids 

Bacicri.a Plasn1id (}rigin Rcfcrcncc 

Streptoc.·occu .... - /actis oL:>-13001 Lactic formcntation EIStathiou & 1\·lcJ..;:av J 977 

Pscudonu>nas aer11gi1105a oll.IG6 Clinical Sunrn1<:rs & Jacobv 1978 

P. /luoresccn ... .- oLI-IBJ Ri,·t:r scJim<:nt Boon et al. 1 983 

P. ac..•ru~inosa nUM505 Clinical Ccrnrntcs & Oht'1kc 1988 

Alcaligenes t:utrovlzus n.'.\IOL28 Pollutcd soil Nics et al. 1 989 

.J •• ~·' T.>TJ S!f) 
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strain has not bcen published. 
T'"º plasn1id-a~sucinted chron1ate 

resistancc dc:tc.~rn1inants havc becn analyzed 
to th-: molecular lcvcl: thost: fron1 plasn1ids 

pUl\.-1505 of /'. aeruginosa ( Ccn·.antes et al.~ 

1990) and pl'>IOL28 of A. <'lltroplm.•· (Nics 
et al., l 990). Thc chromatc n:sistancc chrA 

genes \Verc cloncd and scquenccd. From thc 

nuclcotidc sequcncc: it '':as dcduced that 
pUMS05 and pl\IOL28 cncode 
hydrophobic proteins. named Chr.'\. of-116 

and 41 O amino acid rcsiducs .. rcspccti"·ely 
(Cervantes et al.. J 990: Nies et al.. J 990). 

ChrA from both f'st!11du111onas and 
Alca/igenes \.ven: exprcsscd in E. coli but 

they did not confer Cr resistancc in this 

host (Cen.·antcs et al.. 1990: Nies et al.. 
l 990). The ChrA polypcptides sharcd 29°/o 

of identical residucs (Table 2). A second 
gene .. chrB .. \vas found in thc Alcalibenes 

determinant but not in that of Pse11c/0;11011as 

and \Vas assig:ned a role in thc rcgulation 

(induction) by chromate of the resistance 

phenotype (Nies et al.. 1990). Based on 

their amino acid 
hydropathic profiles. 

con1position 

Chr/\ from 
and 

both 

Pseudon1onus and Alcaligcne.•; are 

considered as membrane proteins probably 
having l2 transmcmbrane spans (Ccn.•antes 

and Silver. 1 992). as has been shown for 

other inncr membranc transport proteins 
(Nikaido and Saier. 1 992): in contrast. 
Nies et al. ( 1998) suggested thnt the ChrA 
proteins shov.· only 1 O transmembrane 

spans. Funher GhrA homologs have bcen 
found from protein scquence databases 

(Table 2). including protcins deduced from 
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the sequcnccd gt:nomcs of thr.!' Lyn1c 

disl.!asc agcnt Borrelia hurgclor.A·ri (Frascr 

et al.. J 997). thc Ciran1 positiYt..~ hactcriun1 

Baci/111.\· suhtilis ( Presccan et a L. J '>97 ). the 

cyanohactt:riurn .C.,)·n..:chocy.His ( 1'.anc.:ko et 

al.. 1996) ¡1nd c,·cn t}1c archac.:a 
.\lethanoc.:occus jannaschi t Bulr et al.. 

1996). The rok of these putati,·e ChrA 

hon1ologs in chr0n1::itc n:sistancc has not 

becn estahlished. On thc other hand. sulfur

n:g.ulatcd protc:in SrpC frun1 a pl~1~n1id of 

anothcr cyanobactc.:ri unl. .\:\ ·11(,_·,:huco1.·cus. 

also sho\.vcd sin1ilarity to .-1 /ca/igt.:nt:s C"hr .. ..\. 

(Table 2); SrpC sccms ID be irn·Dlved in 

sulfate transport. but not in c.:hromate 

rcsistance. in .".inL·chocuc..:cus (~"icholson 

and Laudcnbach. 1 995). 

In accordance \Vith its apparcnt 

mcmbrane location. ChrA causcd a 
diminished chromatc uptake in 

I'sc11do111u11as rcsistant strains (Ccr\'antcs et 

al.. 1990; Ah·arez et al.. J <J99) ( Fi,::. 2A). 

Similar rcsults ,,·c.:n.: alsn found in 

Alca/igencs (:-;i.:s et ::il.. 1990¡. /'\. rcduced 

chrcimatc uptakc has also hccn obscrvcd in 

plasrnid-containing cc..:lls of P. _tluorescens 

(Ohtakc et al.. 1987) and E111crobacter 

c/oacae (Ohtak<.: et al.. 1 990c). Nics et al. 
( 1998) suggestcd that ChrA. proteins may 

Function as chron1atc/sulfate antiporters 

although no ~xpcrin1cntal cvidcncc has 

been obtained in that direction. 

Both amino acid composition and 
hydropathic pro files of ChrA are similar to 

those from ArsB. the inncr membrane 

protein of thc arsenic rcsistance operons 

which extrudes the oxyanion arsenite in 



Table 2. Similarit)• of ChrA protcin homologs 

Protcin (bacteria) Sizc(aa) 0/o idcntical 0/o hydrophobic Rcf"ercnce 
aminoucidsª aminoacids 

ChrA (P. ª"ruginosa) 416 - 63 Cervantes et al. 1990 

ChrA (A. curroplms) 401 29 63 Nies et al. 1990 

SrpC (Syneclwcoccus) 393 23" 58 Nicholson & Laudenbach 
1995 

X'" ( .. '._\•nechoc..:vsris) 399 31• 60 Kaneko et al. 1996 

MJ0718 ( Al<!thanococcus) 40.2 26 60 Bult et al. 1996 

ArsB (E. co/i)c 4.29 20 62 Chen et al. 1 986 

•As compared with P. aeruginosa ChrA protein. 

" Shares 6.2').ó identity with A. currophus ChrA protein. 

e !V1embrane protein from the arsenic-resistance operan of E. coli plasmid R773. 
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Figure 2.-Chromate uptake by Pseudomonas aeruginosa. Intact cells (A) or evened membrane 

vesicles (B) of chromate-sensitive PAOI strain • and chromate-resistant 

PAO 1 (pCR06 ! 6) strain C•) were tested. A, bacteria] suspensions oflog phase cultures were 

incubated at 37ºC with 50 µ!VI Na,''Cr04 and the radioactivity incorporated to cells was 

measured after filtration. B, evencd membrane vcsicles wcre incubated with 1 O µM 
Na,' 1Cr04 and proccssed as in (A). Alvarez et al., unpublished data. 
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severa! bacteria! species (\Vu et al.. 1992) 

(Tnble2). ArsB has becn shown to possess 

12 transmembrane segments (\.Vu et al.. 

l 992), as suggcstcd for Chr ,\ ( Fig. 3). 

Thus. a chron1ate cfflux systcrn \\"as 
postulatcd as thc n1cchanisn1 of chron1atc 

resistance by ChrA ( Cc.:r,·antcs and Silver~ 
J 99:! ). Using e verted mcmbranc vcsiclcs it 
\.Vas recently dcn1onstr.:ited that rcsistancc to 

chromate confcrred by ChrA in P. 

aeruginosa is bascd on an cftlux system 
that extrudes chromatc fron1 thc cytoplasm 
(Alvarcz et al.. 1999). Vcsicks obtained 

from thc rcsistant strain accun1ulatcd 
significantly more chromate than those 

frorn the sensitivc onc (Fig. 2B). Cr 

accumulation followcd a !\lichaclis-!\ !cntcn 

kinctics with a Km of 0.12 m:'l.I chrom:Jtc; 
interestingly_ this Km Yaluc \Vas similar to 
that of 0.14 ml'.1 reponed for the efflux of 
arsenite by ArsB (Kuroda et al.. 1 997). lt 
\.vas also shov .. n that chrotnate cfflux is 

dependen! on NADH addition :Jnd it w3s 

abolished by rcspiratory-chain inhibitors 

and uncouplers. suggesting that chromate 

effiux depends on thc n1embrane potential 

(Alvarcz et al.. 1999). Chrom:Jte efflux by 
mernbrane vesicles was also inhibited by 
sulfate. suggesting th:Jt ChrA binds sulfate. 

7.2. Bacteria/ Cr(F/) reduction 

Bacteria! redox transfonnations or 
metals have been ·widcly studied (Surnrners 
and Silver. 1978; Lovley. ! 993: \Vakatsuki. 

1995). Reduction of Cr(VI) to less-toxic 
Cr(III) has been suggested asan additional 

chrornosome-encoded Cr(VI)-resistance 
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n1cchanisn1. in addition to thc plasn1id

cncoded tolcrancc (1 loritsu et al.. l 987: 

Cervantes :Jnd Silver. 1992. Ohtakc and 
Sil ver. 1 994 ). Thc first examplc ofbactcrial 
chron1ate rcduction v1:as reponed by 
Romanenko and Korcr,-k<w ( 1977). They 
described a bactcrü1I culture that utilizcs 

chromatcs and dichromatt:s as hydrogen 
acccptors only undc:r anaerobic conditions: 

by this ability thc strain \vas nan1cd as 

Pseudonronas dc.:chrontaticans . . ·\ sin1ilar 

bacteria) spccic.:s \\'as dcscrihcd by 
Lcbcdc\'a :Jnd Lyaliko\·a ( 1979); this no\'el 
species \vas dcsigncd Pseudonzonas 

chrornatophila~ and \vas ablc to reduce 
Cr(Vl) to Cr(Ill) from crocoitc ore undcr 
anal.!robic conditions. 

In 1984. Bopp submi11.:J thc first 
patcnted Cr(Vl)-reducing bacteria. In this 

patent it \vas dcscribcd tht: use of 
PL\'C~udo11uHu1 .... ·jl11c>rcsccns strain LB300 for 
the rcrnoval of Cr fron1 contaminated 
\\'astc\vaters. The- chnractcristics of this 

n1icroorganism incJudr.: n.:sistance to 
chromatc and thc ability to reduce Cr(Vl) 
to Cr(III) in aqucous mcdium in the 

prcsence of an organic rcductant in both 
acrobic and :Jnacrobic conditions (Bopp 

and Ehrlich. 1988). A novel b:Jctcrium. 
isolated from Cr-containing industrial 

\vaste\Vaters .. \vas discovcred by Kvasnikov 
et al. (1985). For its ability to reduce 

Cr(VI) to Cr(III) under anaerobic 
conditions \.vas named as Aero111onas 

dechronzatica. 

Enterobacter c/oacae HO 1 strain, . 

described as a Cr(VI)-resistant bacteriurn 
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Figure 3.-Topological model of the ChrA chromate resistance protein from Pseudomonas 
aeruginosa. The scheme shows the aminoacid sequence ofChrA (416 aa) and its probable 
location within the inner membrane (according to hydropathy profiles obtained with the 
DNAstar software). The model proposes 12 transmembrane spans (circled residues). 
Cytoplasmic (C) and periplasmic (P) numbered regions and the N and C ends are also shown. 
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(Wang et al.. 1989). it is the most studied 
exarnple of Cr(Vl)-rcducing bacteria. 
Resistance to chromate occurrcd under both 
acrobic and anacrobic conditions. \\'hcrcas 
reduction ofCr(VI) to Cr(III) was ohservcd 
only undcr anacrobic conditions (Ohtakc c:t 

al.. 1990a. b). Tht: Cr(Vl)-reducing activity 
was NADH-dependcnt and was aholished 
by respiratory-chain inhibitors and 
uncouplers. :\.ssays using n1en1branc 

vesicles of HO 1 suggcsted that thc Cr(VJ) 

reductase \.Vas Jocatcd at thc inncr side of 

the ccll memhrane ( \Vang et al.. 1989). 
Ho\.vever. reduced Cr \Vas prccipitated in 

the externa] mediun1. suggesting that the 

reductasc catalyt.ic sitc \.\°as located at the 

outer side ofthe ccll membranc. lt was also 
found that thc ratc ofCr(VI) reduction was 

controlled hy the rcdox potcntial.that a 

c548 cytochrome was involved. and that 

this activity may require clt: no\'o protein 

synthesis (\Vang et al.. 1990). 

Pseudomonas amhigua G-1 was 

described as a bact<!rium with both 
chromate-resistance and Cr(Vl)-reducing 
capabilities. The Cr(Vl)-rcducing ability 

\.vas observed only under aerobic conditions 
(Horitsu et al.. 1987). The Cr(VI)-reducing 

activity was located in the soluble fraction 

of cell-free extracts of P. ambigua. Suzuki 

et al. ( 1992) further reported the 

purification of a NAD(P)H-dependent 
Cr(VI) reductasc from P. amhigua G- 1. 

The estimated molecular mass for thc intact 
enzyme was 65 kDa on gel filtration 

chromatography. and a subunit mass of 25 
kDa under denaturing conditions. The 

:!O 

enzyrnc \vas active \Vithin a \.vide rangc of 

tempcratures ( 40 to 70ºC) and pl-I values (6 

to 9). showing a Km of 13 µl\.1 CrO, 0 •• 

Thesc authors proposcd a cataJytic 
1ncchanism of C"r( '\.'I) rcduction: first. 
Cr(VI) takes onc clcctron from NADH and 

gcncratcs Cr('\') asan intcnnediatc: second. 
the Cr( \t) intcrmcdiatc acccpts l\\'O 

clectrons fron1 NADI 1 to produce Cr(lll). 

The first step procccds faster and hoth stcps 

are carried out by a single cnzyn1c ( Suzuki 

et al.. 1992). 
Baci//us sp. QC 1-2. a strain isolated 

fron1 a Cr~pollutcc.J zonc. \.Vas sclccted by its 

ability to both toleratc chromate and reduce 

Cr(YIJ to Cr(III) (Fif.!:. 4) (Campos et al.. 

1995). C<!ll suspensions of QC I-2 rapidly 

reduced Cr(Vl) in hoth '".:rabie and 

anacrobic conditions. lcaving thc Cr 
reduced in the supcrnat::rnt. /Jaci/lus sp. 

QC I-2 was ahlc to rcduce Cr(Vl) in the 

prcsencc of toxic conccntrations of heavy 

metals Hg. Ag. Cu. 11.10. Zn. 11.ln. and As 
(Campos-Garcia et al.. unpuhlishcd data). 

Cr(VI) rcduction by QC 1-2 ccll 
suspensions occurrcd at a tcn1perature 

interval of 1 O to 40ºC. with 37ºC as 
optima]. and at pl-I bctwc:cn 6 to 9 with an 

optima! of7. The Cr(VIJ-rcducing activity 

was NADH-dependent ::md was associated 

to thc soluble fraction of cell-free cxtracts. 

In 1997. Campos-García et al. reportcd the 

purification and partial characterization of 
the chromatc rcductasc from QC 1-2. The 

enzyme showcd a molecular mass of 24 
kDa under denaturing conditions and 44 · 

kDa in native conditions. The partially 
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Figure 4.-Chromate reduction by Bacil/us sp QC l -2. Ce!! suspensions (ca. J x 109 cells/ml) 
containing 0.3 ml\-1 chromate ~vere incubated at 30ºC for the indicated times. After 
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using diphenylcarbazide, respectively; Cr(Ill) was obtaincd by thc differcnce betwcen total 
chromiurn and Cr(Vl). Adapted from Campos et al. ( 1995} with perrnission. 
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purified enzyrne showcd a Km of0.35 n1l\1 
for era/· and a Vmax of 50 nmol ero/· 
/rnin per mg ot-protcin. 

Pse11clon1onas .fluort!SC:L'ns LB300. 
reponed as a plasmid-cncodcd chromate
resistant strain. also showcd thc ability to 
reduce er(VI) (Bopp et al.. 1983). Bopp 
and Ehrlich ( 1988) detccted thc er(Vl)
reducing activity in both acrobic and 
anaerobic conditions. In acrobic conditions. 
the er(Vl)-rcducing activity was NADH

dcpcndent. whcreas under anaerobic 
conditions it \Vas 1nc1nbranc-associatcd. 
suggcsting the utilization of er(VI) as an 

clectron acecptor. Thesc authors did not 
find significative diffcrences in er(Vl)

reducing activity bct\Vccn Cr(\7 1)-resistant 
P. .fluorescens LB300 and a er(Vl)

scnsitivc dcrivati'\·e~ concluding that this 
activity \Vas constitutivc and indcpcndent 
of plasmid-encoded chromate resistance. 

Ishibashi et al. ( 1990) reported 
Cr(VI) rcduction to Cr(llI) under aerobie 

eonditions by cell suspensions and ccll-free 

supernatants from chrornatc-sensitivc 
Pscudomonas putida PRS2000 strain. 

Cr(VI) reduction requircd NAD(P)H for 
ma..ximum activity and \\'as associatcd to 
the soluble fraetion. The crude cell-free 
Cr(Vl)-rcducing activity was heat-labile 

and showed a Km of 46 µl\.1 CrO/· and an 
optima! pH of 6.5 to 7.5. In addition. 

neithcr sulfate. molibdate. vanadate. 
phosphate or nitrate affected Cr(Vl) 
reduction cither in vitro or '\.Vith intact P. 

pulida eells. while Hg0
• and Ag· ions were 

strong non-cornpetitive inhibitors (lshibashi 
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et al.. 1990). suggesting thc pn:sc-nct: of 
esscntial thiol groups in non-cataJytic sitcs. 

The Cr(Vl¡-rcducing ability of 

Des11(/0,·ibrio \'ulgaris "'"ªs shln\"n undcr 

anacrobic con<litions and "'"ªs 11:-<lc.:pcn<lcnt 

\.vhcn Cr(VI) '\\"US usec..i as clcctron donor 

(Lovlcy and Phillips. 1994). This Cr(Vl)
rcducing activity ,,·as found in both soluble 
and rncn1branc fractions. although the 
former rcduced chron1atc fas ter. 
Cytochromc c3 '\.vas rcportcd to catalyze 
uranium [U(VI)) reduction in D. \ 011/garis 

(Lovley et al.. 1993 ). It was f<.,und that thc 

Cr(Vl)-rcducing activity rcmained in the 

soluble fraction and that was also 
cytochrome c3-dcpendcnt. Thcsc rcsults 

suggest that c:ytochron1c c3 n1a:y function as 
both U(VI) and Cr(VI) reductasc (Lovley 

and Phillips. 1994 ). Cr( VI) rcduction in D. 

vulgaris '\VUS not inhibitc:d by thc hca\.·y 
metals Ni. l'vln. Co. Cu. Zn. l\tg. V. Mo and 
Se al 1 00 µM each. 

Cr(Vl)-reduction by Esd1erichia 

coli ATCC 33456 was reponed under both 

acrobic and anaerobic conditions. involving 
a soluble NADH-dependent reductase 

activity (Shcn and \Vang. 1993). This 

activity '\\.·as not inhibitcd undcr aerobic or 
anacrobic conditions by cyanidc. azide~ or 
rotenone in both intact cells and the soluble 

fraction. Respiratory-chain-linked ckctron 
transpon to Cr(VI) was also involved in 

Cr(VI) reduction. although it rcquircd the 
presence of soluble reductase activity to 

mediate electron transport to Cr(VI) (Shen 
and \Vang. 1993). 

Gvozdyak et al. ( 1986) reported the 



reduction ofCr(VI) by a group ofcolkction 
strains. This group was constituted by P. 
aeruginosa. P. fluorescens. P. putida, B. 

subtilis, B. cereus. F/al'ohacteril1111 

del'orans 33~ Sarcina _/la\•a. Arthrohacter 

sp. 654 .. E. coli K-1 ~. Achron1vhacrer 

eurydice. Arthrohacter varitJhili.,· and 

Aficrococcus roseus. lt \.Vas found that thc 

Cr(VI)-reduction ability in thcsc bact<!ria 

"vas associated '\VÍth nonspecific activities. 

rnainly cell"s rcdox potcntial-depcndcnt. or 

depended on thc use ofthc Cr(VI) ion as 

thc clectron acccptor. A consortium of 

sulfate-rcducing bacteria that tolerated high 

concentrations of chromatc and other toxic 

heavy metals. removed 80 to 95~ó of Cr at 

concentrations ranging from 50 to 2000 

ppm :from n1ctal-rcfinishing. '-Vaste\vaters 

(Fude et al.. 1994). 1t was suggcsted that 

Cr(VI) reduction was carricd out by the H:S 

produced by sulfatc-rcducing bacteria. 

accurnulating a prccipitatc ofCr(lll) on thc 

bacteria! surfaccs (Fudc et al.. 1994). Table 

3 surnrnarizes thc properties of sorne 

bacterial reductases. 

After the pionccr discoveries and 

the more complete studics dcscribcd above. 

severa! Cr(VI)-reducing rnicroorganisrns 

have been reported. For instance. 

Pse11domonas K21 strain reduced chromate 

under aerobic conditions (Shimada and 

Matsushima. 1983): Das and Chandra 

( 1990) reported that Cr(VI) was reduccd in 

the presence ofNAD(P)H in ccll extracts of 

Strepto111yccs species: U overa et al. ( 1993) 

showed Cr(VI) reduction by Agrobacterium 

radiobacter. In an Enterohacter aerogenes 
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strain. Cr(VI) reduction was carricd out 

nonspccifically by a nitritc-reductase 

activity (Clark. 1994 ). Dhakcphalkar et al. 

( 1996) apparcntly found the association of 

chron1ate rcsistance and rt!duction '\.Vith a 

pJas111id in Pse11don1onas 111c11doc:i11a. but 

thcir data '\Vas not cunclusivc.: .. ~\. sporc

íorming sulfatc-n:ducing hactc.!riu1n 

Desu(fbron1ac11/u111 reducen.,· sp. !\11-1 

strain. rcduccd both Cr<VI) ;ind l.'(VI) 

undcr anacrobic conditions using thc:rn as 

clcctron acccptors (Bradlcy and 

Obraztsova. 1998 ). Plasmid-bcaring hcavy 

n1ctal-resistant A lculige11cs eutrophus 

CH34 was also able to reduce Cr(VI) under 

acrobic conditions (Pcitzsch et al.. 1998). 

;:-_J. Chro11zi11111 resisrance in algae 

Scenedes11111s acurus deYelops 

tolcrancc to Cr(Vll alter being trcated for 

three months with 1 pprn potassiurn 

chromate. lcading to a Cr-tolerant progcny 

by sexual rcproduction~ ... vith chromate. 

asexual rcproduction doc:s not occur in 

Scenedesmus \ Corradi et al.. 1995a). 

lnduction of plastid-dcprivcd gan1etes is 

íavorcd in thc prcsc.:ncc of Cr (Corradi et 

al.. 1995b). Such intcrfcrcncc of Cr with 

plastidial mctabolism has bcen dcscribed in 

Scenedcsmus (Corradi et al.. 1993). 

Ch/ore/la (\Vong and Chang. 1991). and 

Euglena (Fasulo et al.. 1983 ). lntcrestingly. 

tolerancc to Cr(VI) in Scenedcsn1u.•.; is not 

rclated to a decreascd metal uptake (Gorbi 

et al.. 1996). The Cr-tolcrant strain is less 

sensitive to copper ( 1.5 pprn) but not to 

zinc (Abd-El-rvtonem et al.. 1998) 



Table 3.- Properties of bacteria! Cr(VI) rcductascs 

Reduction Enz:i-·me Electron ll.1olccular 
Bacteria conditions location donar mass (kDa) Refcrcnce 

En1erobac1er cloacae Ana M NADH ND 1 \.\'ang et al. 1989 

Pseudomonas ambigua Acr s NAD(P)H 65 Suzuki et al. J 99::! 

Baci/lus sp. Aer& Ana s NADH 44 Catnpos~Garcia et al. 1997 

P. jluoresccns Acr c..~ Ana M ND ND Bopp and Ehrlich 1988 

P.put1da Acr s NAD(P)H ND Jshibashi et al. 1990 

Eschcrichia coli Aer& Ana s ND ND Shcn and Wang 1993 

Desu/fo'l•ibrio vulgaris Ana S&M H, ND Lo .... ·ley and Phillips 1994 

Abbreviations: Ana., anaerobic; Aer,. aerobic; ~1. membr.inc; S. soluble; ND. non dctermincd. 
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Scenedesn111s acurus culturcd in thc 
prescncc of ppm Cr( VI) forms 

aggrcgates~ 'vhen thc aggrc-gatcs hrcak up. 
biflagcllated ce lis are rclcascd. allowing thc 
cell to survivc (Corrndi et al.. 1995a). 

Analysis of metal pollution in a 
river. recciving '\Vastc fron1 a papt:r n1ill. 
revealed that Cr n:achcd toxic valuc:s of20-
80 ppm either at thc point of discharge and 
1 Km away ( Sudhakar et al.. 1991 ). 

Severa! algae showed tolcrnncc to these Cr 

levels.. "vhich pron1ot\.!'d cnhanccd 
populations, particularly of Oscillatoria. 

Phorn1idi11111. Sceneclesn1us· and Pandorina 

(Sudhakar et al.. 1991 ). Epiphytic 
(organisms which live on plants) algae are 

considered to have a high affinity for 
armosphcric pollutants and thc ability to 

accumulatc heavy metals from the air. Cr 
and Pb contcnts were cJe,·ated in the 

epiphytic alga Pleurococcus sp in siles 
close to a motorway in England (Sims and 

Reynolds, 1 999). 

7.-1. Chron1iun1 resistance in.fungí 

Chron1ium resistance has bccn 
described in filamentous fungi and yeasts. 
either by mutagenic induction oflaboratory 

strains (Marzluf, 1970; Czakó-Vér et al.. 
1999) or through the isolation of Cr

resistant organisms from Cr-contaminated 

environments (Baldi et al.. 1990; Baldi and 
Pepi, 1991; Pepi and Baldi. 1992; Ramirez

Rarnirez et al.. 1998). In the filamentous 
fungus ]'\/eurospora crassa.. chromate
resistant mutants induced by UV treatment 

were defective in sulfate transport 

(l\1arzluf. 1970). In .'>'chi=osaccharomyc<'-' 

po111be. UV and nitrosoguanidine 
n1utagcncsis lcd to the isolation of 
chromatc-sensitivc and tolc:rant tnutants 
(Czakó-Voer et al.. 1999). Growing cclls of 
the scnsitive n1utant cxhibitcd high 
accurnulation of total Cr .. '\\ hcn:as those of 
thc n:sistant n1utant sho,vc.:d a significantly 
lo"vcr accun1ulation of thc n1ctal. as 
cumparcd to the wild-type strain. These 

obscrvations suggcsted that chromate 
scnsiti\'ity and r\!sistancc '\Vc:n: duc to 
increascd and rc<luced uptakc ofthe metal. 

respcctivcly <Czakó-V..:r et al.. 1999). The 

analysis of chron1atc-scnsitivc n1utants of 
Sacclu1ron1.i·ces cere\·isiae 

in,.:olvcrnc-nt of at lcast six 
n1aintcnanct.: of ,,·ild-typc 

showcd the 

loci in thc 
lcvcls of 

rcsistancc to chron1atc (Ono and \\'cng .. 
1982). One of thcsc loci was identified as 
Lrs-; (Ono and \\"eng. 1982). which is the 

structural gc.:ne far hon1ocitric c..lehydrase. 
an enzyrnc in\'olvcd in lysine hiosynthcsis: 
ho,vcvcr .. thc rolc- of this enzyn1c in Cr 
detoxification is unkno'\vn. 

(\tutants of S. cere1·isiae devoid of 
vacuolar structurcs or deficicnt in specific 
protcin subunits of thc vacuolar (V)-H(+) 

A TPase sho'\vcd increased scnsitivity to 
chromatc and tcllurite: such scnsitivity '\Vas 
a..«;sociatcd toan incrcascd accurnulation of 
Cr and Te (Gharicb and Gadd. 1998). The 

accumulation of both Cr and Te occurred 
mainly in the cytosol. whereas 

dctoxification '"ªs influcnced by the 
presence of a functionally-active vacuole · 
(Gharieb and Gadd. 1998). 



Scheibcl et al. ( 1 997) found that S. 

cere,·isiae protcins havc a significantly 
lo\""er cystcinc contt:nt con1parcd to other 

eukaryotcs. Previous obscrvations linkt:d a 
defect in sulfate uptakc of S. cerel'isiae to 
an incrcased rcsistancc to thc 
environn1cntal pollutants chro1natc and 
selenatc:. ions that sharc.: the sarnc 
pern1cases (Brcton an<l Surdin-Kcrjan. 

1977; Smith et al.. 1995; L'1chancc and 

Pang. 1997). It was proposed that this 

environmcntal problcm causcd .f..,·. 

cerevisiae to dff\Vn-n:gulatc its sulfate 

uptake systern; this lowcn.:d availablc sulfur 

led to the replacernent ofdispcnsablc sulfur 
amino acids in proteins (Scheibel et al.. 

1997). 
Yeast strains iso1"ted frorn Cr

contaminated cnvironmcnts includc the 
genus Candi da ( Baldi et al.. 1990; Baldi 
and Pepi. 1991; Pepi and Baldi. 1992; 

Ramirez-Rarnírcz et al.. 1998) and to a 

rninor extent other spccies. such as 
Rhodosporidium (Pcpi and Baldi. 1992). 

These yeasts have shO\\TI to be n:sistant to 
high concentrations (0.5-8.0 m:>.·I; l A 70-

2.350 µg/ml)) ofchromate. as compared to 

the most common ycast spccics S. 
cerevisiae~ \.vhich is scnsitivc to 0.05 miv1 
chrornate or lower (Baldi et al.. 1990; Baldi 

and Pepi. 1 991; Pepi and Baldi. 1 992: 
Ramírez-Rarnirez. 1998). In sorne species 

of Candida and Rhodo.,poridiwn. the 
general mech'1nisrn of chrornate rcsistance 

has been related to rcduccd uptake of the 
ion. rather than to biological reduction of 

Cr(VI) to Cr(III). since Cr accumulation 
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\.Vas much highcr in chron1ate-sensitivc 
yt!asts S. cere\'isiae and C""'undidu .fan1ara 

(Baldi et al.. 1990; Pcpi and Baldi. 1992) 

(Fig. 5). 

Strain RR 1 of Cundida sp. isolated 

frorn a lcathcr tanning plant. was ablc to 
grov..· in the prcscncc of.:?. n1rv1 chron1atc. 
RR 1 caused thc disappearancc of about 
60'% ofthe total Cr(VI) initially prcscnt in 

thc medium aftcr 14 h incubation 

(Ramirez-Ramirez et al.. 1998) (Fig. 6A). 

Laboratory strains of thc zygon1ycete 
fungus ,\fucor rozo.·ii and the ycasts 
Cºandida alhicans. S. ccre,·isiae and 
}'arrowia lipulyricu "'·ere unablc to gro\v in 

thesc conditions and showed no cffect on 

the conccntration of chronullc in the 
mcdium (Ramirez-Ramircz et al.. 1998). 

\Vhcn Cundida strain RR 1 was culturcd for 

Iongcr pcriods \vith chrotnatc. thcrc \-vas a 
furthcr incrcasc in the disappareance ofthis 
ion from the mcdiurn that corrclated with 

the appearancc of Cr( III) ( Fig. 6A). These 

observations indicatcd that in strain RR 1 
cxists a corrclation bctwcn Cr(VI) 
rcduction and Cr(VI) rcsistancc. 

7.5. Chron1iun1 resistance in plants 

Natural resistance to hcavy metals 
has been observcd in liven.vorts growing in 

contaminatcd soils and in aquatic 

rnacrophytes growing in polluted waters 

(Sarnecka-Cymcm>an and Kcmpers. 1996; 
Sarnecka-Cymcrrnan et al.. 1997; Mallick 

et al.. 1996; Shallari et al.. 1998). Frorn 

these studies, a correlation between · 
contents of Cr in soil and the presence of 
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Figure 5.-Chromate uptake by yeasts. Cultures of Rhodospiridium sp. ( A ). Candida sp. ( • ), 

Candidafamara 6016 ( D) and Saccharomyces cerevisiae (A) were grown in minimal 

medium with the indicated arnounts ofCr(VI) for 18 h at 28ºC -.vith shaking. Chromate was 

measured by atomic absorption spectrophotometry. Adapted from Pepi and Baldi (1992) with 

permission. 
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Figure 6.-Interactions of Candida cells with chrornium. A. distribution of chromiurn during the 

growth of Candi da sp. strain RR 1. ( e). Cr(VI) or ( + ). Cr(lll) rernaining in the spent 

rnediurn; ( ..A.). total Cr in the biornass. B. decrease of Cr(VI) in Cr-contarninated soil 

inoculated with strain RR 1. ( O ), non inoculated control; ( L:>. ), inoculated soil; ( D ) 

inoculated soil with 2 mM sodiurn azide. Chromium was measured as described in Figure 
4. Ramirez-Rarnirez et al.. unpublished results. 
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the n1acrophyte c·on1oceplzalun1 conicun1 
has been established. suggesting that this 

plant may be useful in monitoring soil 
contamination by mctals (Sa1nccka
Cymen11an et al.. l 'l97 J. Shallari et al. 
( 1998). collccting plants growing in 

serpentine soils. found that llerniaria 
hirusta '\\'3.S a Cr hig.h-accun1ulator~ 

sho'\ving concentrations of :!75 µg Cr/g 
D\V. A)so '\Valer hyacynth (Eichhornia 

crassipcs) has shO\\'Il a high capacity to 
accumulate Cr: 6 mg'g O\\º havc been 

detected in roots ofthis plan! growing in 1 O 

ppm Cr(VJ) (Lytlc et al.. 1998). 

Plants n1ay also be able to reduce 

toxic Cr(VI) to Cr(lll) as a Cr tolerance 

mechanisn1~ a convcrsion that vcry likcly 
occurs in roots. -rhc n:duction of ero .. ;:. to 

Cr" may be catalyzcd by Fc(Ill)-reductase 

enzymes (Zayed et al.. 1 998). 

Thc mcchanisn1s ofCr rcsistancc in 
plants havo: not becn con1pktely identified. 

The observation that mcmbers of the 

Brassicacea family are high Cr 

accumulators rnakes these plants suitable 

models for the analysis of Cr resistancc 
mechanisms (Zaycd et al. I 998). The 

sulfate transport system n1ay be responsible 

for the high Cr uptake of thcse plants. but 

how they deal "l.Vith oxidation stress is still 

unknown; a probable rnechanism may be 

related to the storing of Crin a subcellular 

compartmcnt. 

8. Bioremcdiation 

pollution 

Increase of 

of chromium 

environmental 

::?9 

contamination lead to u progrcssive 
deterioration ofcnvironmcntal quality. This 
condition challcngc.:s our global socicty to 
find cíficicnt proccsscs of rcn1ediation to 
reverse thc ncgativc: conditions that 
scvcrcly thrl!atc.:n hu111~n and cn,:ironn1cntal 
health (Bona ventura an<l Johnson. ! 997 ). 

Bioremediation 
divcrsity and 
rnicroorganisn1s 

cxploits thc.: gcnctic 
mctabolic vcrsatility oí 

and plants for the 

transforn1ation of conta1ninants into lcss 

ham1ful end-pro<lucts. which ar" then 

integratcd into natural biogcochen1ical 
cycles. Understanding the ccology. 

physiology and cvolution ofthc potcntially 

uscful organistns is critica} for thc 
successful considcration and 
implcmcntation ofbiorcn1cdiation (Liu and 
Su!lita. 1993). 

Chron1iun1. \vith its grcat economic 
importancc in industrial grounds~ is n major 
metal pollutant of the environmcnt 

(Pillichshammer et al .. 1 995 ). As airead y 

discusscd~ thc c.:nvironmcntal bchavior of 
Cr is largely a function of its oxidation 
state: Cr(VI) compounds an: highly toxic to 

a varicty of tcrrcstrial and aquatic 
organisms and are mobilc in soil/v"·atcr 
systerns, much more so than Cr(lll) 

compounds (Losi et al.. 1994). Thus. 

among other possiblc Cr transformations. 

biological reduction of Cr(VI) to Cr(lll) is 

a potentially useful mechanism to detoxify 

Cr pollution and to bioremediate 

contruninated arcas ("\Vakatsuki. J 995). 

However, as Cr(lll) is also harmful :for · 

severa! organisms. the reduction of Cr(Vl) 



together \Vith Cr(Ill) compartmentation 
could be a useful strategy to control Cr 
dispersion. Subcellular compartmentation 
may probably be carricd out more 

efficiently by plants. 
Microorganisn1s are capablc of 

actively and passivcly conccntrating n1ctals 
to levcls substantially high"r than thosc 
found in their in1n1cdiatc cnvironn1cnt (lJnz 
and Shuttlcworth. 1996). Thc proccssc:s of 

active (cnergy-dt:pcndcnt) anU passi\·c 

(energy-indcpendent) metal uptakc havc 

been describcd as bioaccun1ulation and 
biosorption. rcspecti\'cly (Blackwcll et al.. 
1995). The utilization ofmicrobial biomass 
for the rcmo\'al of mctals from industrial 

waste\vaters and pollutcd \\'aters has bc.:cn 
already rccognizcd (Al-.-'1.shch and 

Du\'njak. 1995). Thc biomass has to satisf)· 

thc follo,ving. rcquirc111cnts to be 
considered as a good adsorben!: ( 1) An 
efficient and rapid uptakc and relcasc of 
metals; (2) A low production cost of the 

biosorbent and the possibility of its 

rcutilization: (3) An cfficicnt. rapid. and 
cheap separation ofthe biosorbcnt from the 
solution; and (4) A high sclcctivity ofmetal 

adsorption and dcsorption. If thesc points 

are fulfilled. the utili=tion of the biomass 
would make thc biosorption process more 
attractive compared to processcs '\Vhich use 
other types of adsorption (Al-Asheh and 

Du\'njak. 1995). Preliminar~; calculations 
suggest that biosorption may be 

economically competitive with ion 
exchange or chemical prccipitation for 

treating sorne waste streams (Lovley and 
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Coates. 1997). lt has also bccn suggcstcd 
that StÍmuJating thc gro\.Vth Of natÍ'\'C 

n1icroorganisn1s \\.'ith rnctal hiosorpth:c 

ability rnay be a uscful stratc:gy for 
imn1obilizing n1ctals in soíls thus 
prcvcnting contllTlination of undcrlying 
ground'\,·atcr suppl ic:s. Furthern1on:. it is 

possiblt: to t:nvision that a barricr of 
microorganisms "vith hiosorpti,·c.: abilities 
could be establish..:d in subsurfocc 

enYironmcnts in on.:h:r to n:nhn e: n1ctals 
frorn ground\vatt:r flo\ving through thC" 

biobarri..:r ( Lo\'lcy and Coa tes. 1 997 ). Also. 

thc chen1ical propcrtics of microbial 
cnvc1opc co1nponcnts n1ay be used to trap 
Cr,. resulting from Cr(Ill) poi lution or from 

cxtraccllular Cr(VI) rcduction. 

8.1. Biorcnu.•cliatio11 u·ith hacteria 

Thc Cr(VI¡-rc:ducing ability found 

in sorne bacteria has raiscd thc possibility 
of using thcst: n1icroorganisms as a 
biotcchnological tool for n:n1cdiation of 
chromate-pollutcd zoncs ( Sil\'cr and 

\Villiams. 1984; Lo,·lcy. 1993: Ohtake and 

Sil\'er. 1994; \Vakatsuki. 1995). Figure 7 

sho,vs thc varicty of Cr rcduction systems 
present in bacteria. Thc n1ain advantages of 
using bacteria! Cr(VI) rcduction are: 1) lt 

does not require high cncrgy input nor toxic 
chcmical reagents: 2) The possibility of 

using native. non-pathogenic. and non
hazardous strains. 

Se\'eral microbiological stratcgies 

to remove chromate involving Cr(VI) 

reduction have been described (Bopp, · 
1984; Komori et al.. 1989; Komori et al.. 
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Figure 7.-Schematic summary ofCr(VI) reduction systems in bacteria. Chromate is transported into 
the cell by the sulfate transport system. A, reduction by membrane-associated components, 
may use Cr(VI) as an electron acceptor for respiration under anaerobic conditions; an efflux 
mechanism may function to extrude Cr(III). B, reduction by specific chromate reductases or 
by other reductases, usually found in the cytosol, couplcd with NAD(P)H coenzymes. C, 
chromate reduction by nonspecific cytoplasmic components (e.g. H 2S. H,. H 2 0 2 • FADH2 , 

NAD(P)H, cytochrome P-450, glutathione, cysteine, etc.) that can function under both 
aerobic and anaerobic conditions. 
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1990; Ohtake et al.. 1990a: Fujii et al., 
1990: Fude et al.. 1994: Lovky and 
Phillips, 1994; Ohtake and Silver. 1994; 
Campos et ni.. 1995; Shen and "Vang. 
1995). Bopp ( 1984) patented the use of P. 

.fluorescens LB300 as a tool for thc n.:rnoval 
ofchron1att!' fron1 \Vastc\vatcrs. Thcn:aftcr .. 

ot.her bacteria! strains \\'en: proposed as 

biological tools far bioremc:diation of 
chromate '\Vastcs. For instancc: .. E. c/oacae 

H O 1 'vas proposcd as thc has is o fa proccss 

for reduction of Cr(VI) from chromatc:

polluted industry c:ft1ucnts ( Komori et al.. 
1989; Komori et al.. 1990: Ohtake et al.. 

1990a; Fujii et al.. 1990: Ohtake and Silver. 
1994 ). In such a systcm. two chambc:rs 

\Vere separatcd by anion-cxchangc 
mernbranes .. \Vith onc chan1bcr containing 

a chromate solution ami the other an 

anaerobic suspension of the HO 1 strain. 
The removal of95%, Cr from '.! ml\1 Cr(VI) 

was reached within 50 h (Komori et al.. 
1989). This systcm also allows the 

insoluble form of rc:duccd Cr(Ill) be 

removed by conventional separation 

technologies .. ..\. related systcm .. consisting 
of' an E. c/oacae culture in a dialysis sac 
submerged in a chromatc solution. was also 

successful. The dialysis sac allowed Cr( VI) 
to diffuse into the culture .. \Vhcre it \Vas 

reduced anaerobically by the cells: the 
impermeable Cr(Ill) prccipitate produced 

\.Vas then retained insidc the sac (Komori et 
al.. 1 990). "Vith this method it was possible 

to remove about 90o/o of total Cr (200 

ppm) from contaminated water within 7 
days. Fuj ii et al. ( 1 990) proposed the 
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utilization of frd-bateh cultures of' HO 1 
strain. which enabled to reduce thc Cr( VI) 

continuously addcd '\Vith a specific fccding 
rate of'.!5 mn1ol chromatc.'g dry c.:11 'h. This 
proccss provcd an c.:ffi.:cth·i: biological 
method for dctoxifj;ing Cr( VI) in aqu.:ous 
solutions (Fujii .:tal.. 1990). 

Bacil/us sp. QC" 1-2 strain \va.salso 
testcd for its Cr(\,.l)-n.:nHlYal ~1hility using 

thc dialysis sac systc.:n1 (Can1pos et al.. 
J 995). In adúition. QC 1-'.! strain was able 

to r..:duc.: Cr1VIJ. in both acrobic and 

anacrobic conditiuns. in tht.: prt.:sencc of 

toxic chrornate concentrations. and can use 
severa} substrates as so Je carbon and energy 

sources. Bacil/us sp. QC 1-'.! has the 
advantagc that it is a non-pathogc.:nic 

sporulatcd soil hactcriun1 that can sun:ive 

in unfavorablc cnvironn1c-ntal conditions. 

1-\.lso. this strain can tolcratc high 

conccntrations of uthcr hca\.·y nictals 

con1n1only found in ""·aste'\vatcrs (Carnpos
Garcia et al.. 1997 ). 

For its ability to utilize a \vide range 

of aromatic pollutants for Cr( V]) rcduction. 
thc: use of a co-culturt: of Cr(Vl)-resistant 

E. culi A TCC 33456 and phenol-degrading 

Pseudomunus putida Dl\-IP-1 

suggcstcd as a potential too! 
has been 

for the 
simultancous dctoxifieation of Cr and 

aromatic contaminants (Shcn and Wang. 
1995). 

A distinct type of bacteria! 
interaction with Cr is extracellular 

precipitation. Since insoluble metallic 

complexes are usually less toxic than ionic . 

forms. precipitation is considered a 



detoxification mcchanism (Unz and 
Shuttlcworth. 1996). Pn:cipitation <,fer has 
bcen rcported in anaL~robic C-./osrridila11 

(Fr.incis and Dodgc. 1990) and by su\fatc
reducing bacteria (Dn>rnk et al.. 1992). 

Biorcn1cdiation proccsst:s nlay first 
require dctccting an<l n1casuring pollutant 
concentrations in thc sitcs intcndcd to 

dccontan1inatc. Bioscnsors haYc bccn 

reportcd as good candidatcs fL-,r 111onitoring 

heavy metal pollution (Ramanathan et al.. 
1997). Bioscnsors utilizt: organisms~ 

including bacteria~ "vhich posscss 

biological compont:nts to provide 

selectivity for monitoring compounds of 
environmcntal conccrn. Engint!cring of 

bacteria\ hca"'y-metal rcsistancc genes havc 
resulted in the gcncration ofbiosensors for 

severa\ toxic metals (Ramanathan et al.. 
1997). Peitzsch et al. ( 1998) rcportcd a 
chromatc sensor consisting. of thc 

transcriptional fusion of chr chromate
resistance genes and lux rcportcr genes. 
These fusions._ expresscd in A. cutrophus. 

responded to micron1olar conct:ntrations of 
chromatc and dichromatc ions but '\Vt:rc 1 O 

times less scnsitive to Cr(lll) compounds: 
no signa\ was obscrvcd with other 
oxyanions. The authors proposed that this 
biosensor may be uscd to monitor chromate 
levels in industrial sev~·age '\Vatcrs 
(Peitzsch et al.. 1998). 

8.2. Biorentediation l\'ith ulgae 

The absencc of biomagnification of 
Cr by different algae has been documcnted 
(De Fi\ippis and Pallaghy. 1994). 
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Bion1agnification is thc procl.!ss by \.Vhich a 
substance cnhanccs its conccntration in 
highl!r trophic le veis. /\dsorption of Cr( 111) 
by hc~n-dric..:d hiomass (lf thi: 
cyanobactcriuni. /'J11,r111úli111n /a111i110.,111n 

has bc.:n reported (Sampedro ct al.. 1995 ): 
the adsorption found \.vas 66~/~ '"·ith an 
initial dosc of :!5 ppn1 Cr. Tht.: hiosorption 
of Cr rc.!'quin:d 45 n1in~ in contrast. thc 

biosorption or otht:r ll1Cta1~ (~uch as Fe. 
Pb. Cd) was compt..:ted in 15 min. 
Biosorption of all n1t.!tals "'"ªs l.?nhanccd at 
pl-1 values of 6-7 in comparison to acidic 
pH (4-5) values. and was also enhanced by 
alkalinc pre-tr~atmcnt of thC" bion1ass 

(Sampcdro et al.. 1995 ). Binding of Cr( 111) 
by microalgae '\\.·as cnhanccd at lo,,·cr pl-I 
valucs (from 3.5 to 5.5) than that ofCr(VI). 

which was favorcd at pl-1 2.0 or \owcr 
( \Vildcaml Bcnemann. 1993 ). Thest: rcsults 
dcmonstratc that optin1al pH for 
bioremoval a\so dcpends on the oxidation 
statc ofCr. Reduction ofCr(VI) to Cr(lll) 
was incrcascd from 25 to 55ºC (\'.'i\dc and 
Bcn.:rnann. 1993 l. 

Thc filan1c.:ntous algn ( "/adophora 

accurnulatcd 169 ppm Cr ( µg/g dry 
wcight). 159 ppm Pb. 1 19 ppm Cd. and 87 
ppm Co after 6 h incubation with 0.2 ppm 
of each metal (Vymazal. 1990). Cr was the 
metal with thc highcr accumulation and thc 
faster uptakc rate (72°/o aftter 1 S min). 
Selenastrzun removed 39~-ó of the Cr in 

solution from samplcs of a post-anaerobic 
digestcr in a tanncry cffluent (Brady et al.. 
1994 ). Cr(Ill) was effcctive\y removed (83-

99o/o) in laborntory tests by Scenedesmus. 



.. 'iL·lenas1n1n1 and (_ ·1z1orc....,lla. \\:hcrcas Cr(Vl) 
\Vas removed in a surprisingly 10'\\"er dcgrec 
( 18-22%) (Brady et al.. 199-l ). The Jowcr 
Cr rcmoval from \Vastc'\.Vatcr in comparison 
to artificial solutions n1ay bl." duc- to 
competition '\.Vith chclating con1pounds 
including organic n1attcr. Using 
immobilized cclls in columns with kappa
carragenan (11uidized bed) or polyun:thane 
foam (packcd bcd). Chlon.:lla ndgaris 

removed 48 and 34'?'0 of Cr. rc.:-spcctivcly. 
'\.Vhercas Sceneth.•sn111s acutus removed 36 
and 3 J ~·ó (Travieso et al.. 1999). Both 
n1icroalgac also sho,vcd a significant 
removal of Zn (85 and 91 ~-ó. respcctively). 
Since the concentration ofmctals uscd \vas 
well abovc thc leve! of industrial et1ucnts. 
then a possiblc use ofimmobilizcd algae in 
\Vaste\vater treauncnt sccn1s viable. 

The removal of Cu. Ni. i\I and Cr 
by the red alga c--.yanidilun cu/dariurn from 
acidic mine '\.Vastes occurs by cell surface 
precipitation ofmetal-sulfide microcrystals 
(\.Vood and \.Vang. J 983). Thus. this alga 

may be a suitable organisn1 for removal or 
recovery of metals from hea·vy metal
polluted wastcwaters. 

8.3. Bioremediacion withfimgi 

Yeasts and filamcntous fungi also 
offer a viable alternative for the 
bioremediation ofwaters and soils polluted 
by Cr. !vtany fungi contain chitin. the 
homopolymer ofN-acetylglucosamine, and 
chitosan. a heteropolymcr of N
acetylglucosamine and glucosamine, asan 
integral pan ofthcir cell wall structure. The 
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dcacctylatcd an1ino groups of glucosarninc 
mny act as bindinc sitcs far nlctals 
(Pillichshammcr et al.. 1995). In addition. 
a nc"v sidcrophorc typl!. nan1cd rhizoft:rrin. 
"vhich sho\v incrc~1sc<l Cr( 111) hiosorption~ 
has bcl.!n it.lcntificd in !\1ucoralcs. 

Rhizofcrrin is a polycarboxylate 
sidcrophore that is ablc to bind Fc(Ill). 
Cr(IJI). and Al(lll). Trivalcm Cr and Al 
should not he rcduccd undc:r physiolog.ical 
conditions. i-hcsi.: nlctals n.:111ain hound to 
thc sidcrophon: and n1ay be accu111ulatcd by 
thc cclls in a further stagc~ tOr sorne 
microorganisms this can be a mcchanisrn of 
resistance to toxic mctals (Pillichshamn1er 
et al.. 1995). 

Thc bion1asscs of .\luc.:or 1nucedo 

and Rhi=o11111cor nlichei. aftcr treatmcnt 
with hydroxidc to cxpose the 
chitin/chitosan cell wall componcnts. were 
effectivc in the capture of n1ctal ions. 
Chemically-trcatcd mycclia cfticicntly bind 
Cr(\Vales<Jnd Sagar. 1990). Thc biomasses 
obtaincd fron1 Rhi=on111cor arrhi=u. 

Candida rropicalis and Penici//un1 

chrysogenzan \\·ere exccllcnt biosorbcnts 
for Cr (Volcsky and Holan. 1995). 

A~pergillus carh01wrius NRC-lOl 121 

adsorbs Cr from solution and thc amount of 
adsorbed metal pcr unit of biomass 
incrcascd \vith a decrcase in thc biomass 
conccntration (Al-Asheh and Duvnjak, 
1995). Al. hiemalis l\1P/92/3/-l "'as also 
ablc to accumulate substantial amounts of 
Cr. Cr(lll) ... vas enrichcd best at pH 5.5 and 
Cr(Vl) at pH 1; the enrichrnent ofCr(lll) by. 

1'-f. hiemalis seemed to be mainly a passive 



biosorption to thc ccll wall. whcrcas for thc 
uptake ofCr(VI) intraccllular accumulation 

as '"cll as biosorption are possible 
(Pillichshammcr et al.. 1995). Ce lis from S. 

cerevisiae and (.·anclidu uri/is ha,·c thc 
ability to sorb Cr(Vl) and the sorption 

capacity ofd.:hydrated cclls is considcrably 
higher than th:it of thc intact cclls 
(Rapoport and Mutcr. 1995 ). 

Recent for 
improving thc biosorption proccss includt: 

thc use of pulscd clcctrical ficlds: th.: 
engineering of a spiral hion:actor that 

requires less volun'c than suspcnded cell 

systems and has a bcttt:r binding capacity 

than reactors cmploying cntrapped cells: 

various physical and chcn1ical treatmcnts of 
the biomass:. the use oft1otation systcn1s to 
enhance the subscquent collcction of the 

biomass and sorbed n1ctal: and g.ro"ving the 
biomass in thc forn1 of microbial 1nats 

(Lovley and Coates. 1997 ). 
A strategy tqr cnhancing the 

applicability ofbiosorption OYer alternative 

metal rernoval techniques is the 
employment of organisn1s rcsistant to high 

concentrations ofthe n1etal. Several studies 

have reported the isolation of CrCVl)

rcsistant fungal strains. cithcr from 
laboratory strains (lVlarzluf. 1970; Czakó

Vér et al.. 1999) or from Cr-contaminated 
environments (Baldi et al.. 1990: Baldi and 

Pepi. 1991: Pepi and Baldi. 1992; Paknikar 
and Bhide. 1993: Ran,irez-Ramircz et al.. 

1998). Although in most cases Cr 

accumulation in the Cr(Vl)-resi.stant strains 
was lower than in Cr(VI)-sensitivc strains. 
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thc biosorption and hioac'-·un1ulation 
processes 'vcrc similar. In onc case: it '"'ªs 
obscrvcd that non gro,ving cc:lls ofCr(\.'1)
rcsistant and -scnsith·c n1utants cxhibitcd 
nearly thc same Cr uptakc ability (Czakó
Vér et al.. 1999). In thc contcxt of 

biorc1ncdiation. thc biosorption ability of 
Cr(\.'l)-rcsistant n1utants could be 

con1bincd \VÍth thc:ir ability to reduce 
chron1ate. Cr( '\'l )-n:si='tant strains of 
.-lspo!rgillus spp ( Paknikar and 13hiJc. 1993) 

and C.~"ndida spp ( Ra111írcz-Ramin:z et al.. 

1998). isolatcd from Cr-polluted 
cnviroruncnts. ha,·c- sho,,-n Cr( ~-1 )-n.:ducing 

activity. 1-hc lattcr strain causc<l a dt.:crease 
in Cr(Vl) from the culture mcdium which 

\Vas accornpanicd by thc appcarancc of 
Cr(llJ) (l·-ig. 6A). This C. ·andida spp strain 

also dccn:ascd in ·-HV-~ U thc an1ount of 
Cr(Vl) whcn incubatcd in Cr-contaminated 

soil (Fig. 6B: Ramircz-Ramircz et al.. 
unpublishcd rcsults). This obscrvation 

suggcsts that Cr-n:sistant fungi v"·ith 
Cr("\/l)-rcducing acti,·ity haYc a good 

potential far biorcmediation of Cr-polluted 
soils. 

8 . ../._ Biorc111ediation \t·ith plants 

Although the use of plants to 

rcn1ediate contarninated soils 
(phytoremcdiation) is in its initial stages of 

research and dcvelopment. it is becoming a 

promising possibility far cleaning and 
detoxification of heavy-metal polluted 

arcas. This tcchnology is based on the 
ability of the plant to absorb. scquester •. 

and/or transform a contaminant 



(Cunningham and Ow. 

possibility of clcaning 

1996). The 

hcavy-metal 

contaminated \\'aters or soils by using 

plants n1ay be of grcater advantagt.: than by 

the use ofmicroorganisn1s. Plants. because 

of thcir size .. can be casily nlanagcd .. thcir 

distribution can be controlh:d. and thcy can 

be processed for r~covcring valuablc 

n1etals. 

]n markcd contrast to cadtniurn and 

rnercU.t')' .. in '\vhich scvcral strategies havc 

becn successfully applicd to gcncrate plants 

able to accutnulatc or transforn1 thcsr.: 

conta.rninants (Cunningham and Ow. 1996). 

there are only a t\:'\v n:ports on Cr 

phytorcmcdiation. Rccent works providc 

evidcncc that sorne n1en1bcrs of thc 

Brassicacca farnily (Kumar et al.. 1995; 

Zayed et al.. 1998 ). as wcll as water 

hyacynt (Lytle et al.. 1998). could be high 

Cr accurnulators. Although thcsc plants do 

not fulfill the hyperaccumulator critcria. 

sincc-they do not accumulate higher lcvels 

of Cr in their shoots. thcy sccm currcntly 

the bcst option availahlc as Cr 

phytoremcdiators. The rcduction ofCr(VI) 

to Cr(lll) by these plants (Zayed et al.. 

1998) will obviously not termínate thc 

problem ofCr contamination. since Cr(lll) 

is also detrimental for plant growth; 

however. their use will produce a less 

harmful and more managcable compound. 

9. Concluding remarks 

Bacteria! interactions with Cr have 

been widely studied. in sorne cases with 

great detail. Plasmid-encoded chromate 
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rcsistance genes havc- bccn cloncd and 

scqucnced. 1-hc n1cchanism of toh:rancc 

confcrrcd by the ChrA protcin is bascd in 

an cftlux of chron1atc ions. chrA gene 

hon1ologs havc bccn dcscribcd for otht:r 

bacteria! spccics. including .·\rchacae .. 

suggcsting that a chrornatc cxtrusion 

mechanisn1 is '-':idc.:sprcad in rnicrohcs. In 
addition. scvcr~1J bactL·rial C~rt '\/])-rcduction 

systcrns ha.ve hccn studicd to diffcn:nt 

levels. ScYcral chrornatc rcductast:s '-'-·ere 

purificd ami furthcr analyz.:d but their 

physiological role: is still unknov·•n . .r'\lso. 

no genes fL"lr bacteria! Cr(V 1) rcductascs 

havc bccn n:portcd <lcspite continuous 

cfforts in that dircction. Non . ....-ithstandíng. 

Cr(VI) rcduction by hactcri<i has bcen 

Iargcly postulatcd as a good candidate to be 

used as a biotcchnologi..:al tool tOr 

biorcn1cdiation of chrornatc pollution. 

~rhc kno'.\"dlcdgc n.:garding the 

mcchanisms of Cr( VI) uptakc and 

resistancc in algac and fungi is rclatively 

scarcc. f\.·tost of the rc.:ports link chron1ate 

rcsistancc to diffcn:ncc.:s in uptake or 

accu111ulation ofthc ion. Only a ti:'-\" studics 

describe Cr(\.'n-reducing actiYities in fungí 

(but not in algac yct) and thc possible 

rclationship of this process with chromate 

resistancc. Thcn: is also a lin1itcd amount 

of molecular studies regarding genes 

involved in Cr detoxification in fungi and 

no countcrpart analyses ha ve been 

conducted in algae. 1-lo\veYcr .. algal and 

fungal bion1asses havc preven uscful in 

biosorption studies for the rccovcry of Cr . 

from contaminated sources. This property, 



and the ability of son1e species of fungi to 
reduce Cr(VI). indicatc that these 

microrganisms also havc potcntial 

applications in the biorcn1cdiation of 
pollutcd cnvironn1cnts. Furthcr studics 'vith 

thesc organisn1s '"·ill open ne'" pcrspectivcs 
íor undcrstanding Cr rl.!sistancc 

rnechanisn1s. 

In the case ofplants. littlc is kno""Il 

'\.Vith rcspcct to thc intcractions \\.'ith Cr. 

including plant tolcrancc rnl:chanisn1s. Thc 

transpon of Cr has not been addressed in 

plants and only a limitcd numbcr ofreports 

concerning the use of plants far Cr 

phytoren1ediation proccss(.!S ha,·e bcen 

published. A deeper understanding ofplant 

rnetabolie pathways involn:d in Cr uptake. 

Cr rcduction and accurnulation .. together 

with the use of n10Iecular gcnetics 

approaches. will allow to gencraic plant 

phenotypes able to be used in the 

rernediation of Cr pollution. 
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3.-HIPOTESIS 

La proteína ChrA de Pseudo111011as aer11gi11osa confiere resistencia a 
cromato mediante un mecanismo que expulsa el ion tóxico del citoplasma. 

4.-0BJETIVO 

Determinar el mecanismo ele resistencia a cromato conferido por Ja 
proteína ChrA de Pse11do111011as aer11gi11osa. 



... 

5.-RESUL TA DOS 

l\'IECANISMO DE RESISTENCIA A CROJ'HA TO EN Pseudomonas 
aeruginos~• 

.A.unquc se han n:port:J.do varias ccpas h~1ctcrianas que poseen plásmidos que confieren 

resistencia a cromato. solan1cntc los plásrnidos plY:'\.·1505 y pi\.10L:!8 de cepas de I'seudo111onas 

aeruginosu y Alcaligc111. .. •s eutruphus. rcspcctivan1cntt:. sc han estudiado a nivel n1olccular. En el 

determinante de P. ueru¡:inosa se encuentra el gen chrA que codifica una proteína hidrofóbica de 416 

residuos. denominada ChrA. Por su con1posición de an1inoácidos y su perfil hidropático. se ha 

propuesto que ChrA c:s una proteína de la membrana que presenta 12 dominios transmembranales. 

Chr .... \. dc P. ar:ruginosa c.::iusa una disminución significativa en la acun1ulación de cromo.to. lo cual 

sugiere una función rl!lacionada con el transporte de cro111ato .. Aunque en otras bacterias se sabe que 

la rcsistc:ncia a cromato también radica en una baja acun1ulación del ion. el n1ccanismo detallado de 

la tolerancia a este anión no ha sido aún descrito. El objetivo principal de este trabajo fue dilucidar 

el mccanisn10 bioquímico mediante el cual la proteína ChrA confiere resistencia a cron1ato en P. 

acruginosa. 

El ANEXO 2 resume los resultados obtenidos acerca de este mecanismo de resistencia. 
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Chromate Effiux by Means of the ChrA Chromate Resistance 
Protein frorn Pseudonionas aeniginosa 

ANGEL H. ALVAREZ.' RAFAEL MORENO-SÁNCHEZ.' AND CARLOS CERVANrES'" 
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de Bioquin11ca, /TUllluto J\lacional de Cardiolob"Ía, /40..'iO Aláico. D.F.,:! ~laico 
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Ch~~e':~o::r;;b;;s~:,;~s:;•;~~r::~:~;:i;.~,~";~::';~~:e~ºn!o1;:r~c"~':.f~ª::::i~ ~r<;~~! 1r6.:o:'p~sssr!i~~I~~= 
cclls. lndicatlng that a chromatc cftlux sy!!lllC'PI (unctions in the rel\lst.unt !.lruin. Chromate uptake showed 
saturation k.indics "'1th an apparrnt K_ o( 0.12 mM ch roma le anda v ..... of 0..5 nmol or chromate/min pcr mg 
ur prolein. Uptake or chromalc by vcsiclrs was dependenl on NADll oxídution and was abolished by cncrgy 
inhibitors and by the chromale analog sulfate. The mechanism of re~ist.ance to ch roma le drtcrmined by ChrA 
appenrs to be based on the acth·e efttux or chromute driven by the mrmbrune polcnlial. 

Plasmid-detcrmincd resistance to chromate ions has been 
found in thc genera Streprococcus (5), Pseudonwnas (1. 2, 17), 
and Alcaligenes (9). ?\folecular analysis of ch roma te rcsistancc 
detcrminants frorn plasmad pU!\1505 from Fseudo1nonas 
aerugsnosa (3) and pla.c;mid p~101...:?8 from Alca/Igenes t.•utro· 
phus ( 10) revealcd that thc deduced product of thc chr.4 gene. 
the hydrophobic protem ChrA (416 and 401 amino acad rcsi
ducs. rcspectivcly). was rcsponsiblc for thc rcsistancc phcno
typc. Chromate tolcrancc confcrrcd by the ChrA protem was 
associated with rcduccd accumulation of !'>

1 Cro,.=- in both P. 
aeruginosa and A. eurrophus. and it was hypothcsized that 
ChrA was involved in the extrusion of chromate ions (3, 10). 
Neverthcless. dírect cvidcncc for efilux was missing:. Hcrc we 
show that evcrtcd membranc ves.icles from chromate-resistant 
P. at!ru~nosa cclls expressing the ChrA protein accumulatc 
more ~'CrO_.:::- than vesicles prepared from a plasrnidless 
chromale•sensitive derivative. 

Bacterial slrains and chromnle susceptihility. Chromatc· 
sensitive P. aeruginosa PAOl and chromatc-resistanl PAOl 
(pCR0616), which contains the chrA gene from plasmid 
pUl\.1505 (:?.) cloncd in the pK¡-'1-30 vector. havc been prcvi
ously described (3). Ce11s wcre grown in nutrient broth (Bi
ox:on. f\.1ex.ico City. ~1éxico) and incubated at 37"C with shak· 
ing. The prescnce of pla.smid pCR0616 allowed strain PAOl 
to tolera[c about six times more chromate than the plasmid
lcss derivativc or thc isogenic str-ain bearing the pKT2..~0 clon
ing vector (data not shown). 

Accumulatlon oí ~11 cr0,.:i:- by whole ccUs. Cultures of 
PA0l(pCR0616) accumulated about 2.5 times lcss chromate 
than thc sensitive PAOl strain aftcr an S·h incubation in thc 
presencc of 10 µJ\.1 chromatc (data not shown). lnitial rates of 
chromate uptakc wcrc dctcnnined with suspcnsions of cxpo· 

~~~~:1(~~ª;~0c>c~·~thºlom~r;i!l~7o:i~g~;J~~~ ~;si:rf:t~tJ1c~:~~ 
Corp .• Bastan. f\.-1ass.; specific activiry, 400 to 1,:?.00 mCi/mg). 
Aliquots (0.1 mi) werc fiJtcred through 0.45-µ..m·porc·diamcter 
membranes (?l.tillipore Corp .• Bedford, Mass.) and washcd 
twice v..·ith 5 mi of distillcd water. The radioactivity on the 
filtcrs v.;as quantified in a Packard ~fulti·Prias gamma radia-

• Corrcsponding author. Mailing addrcss: lns1i1uto de Jnvc:stigacio
ncs Químico-Biológicas, Universidad Michoacana, Edificio B-3. 
Ciudad Universitaria. 58030 ?rri.forclia, Mich .• l\.féxico. Phonc/fax: 52 
(43) :!6-5788. E·ma1J: C"'cga~!.·zcus.ccu.umich.m.x. 

tion counter. Ccll suspcn~ions from PAOl(pCR0616) showcd 
a dccreased initial ratc of ~ 1 Cro_.:i:- uptakc comparcd with that 
from the plasmidlc~s strain (data not shown). Resistance to 
chrumate was also rclated to diminished chromatc accumula-
11on in Pseudomonas a1nbigua (6). Ps~udomonas ftuorescens 
( 11). and Enterohacsercloacae ( l::!), although the precise mcch· 
anism of reststancc ""'ªS not clucidatcd in these bacteria. De· 
creascd chromate uptake by resistanl cclls may be: caused ei
ther by an efflux systc:m. by a blockagc in chromate uptakc. or 
by both proccsscs. To distinguish bctv.'een thcsc tv.ro possibil
ities, thc uptake of chromate by in::.idc-out mcmbranc vcsiclcs 
was measurcd. The propcrties of ChrA suggcstcd that it might 
function as a mcmbrane transportcr involved in the cxtrusion 
of chromate (3). 

Uptakc or 5 •cr0,.2
- by vesicles. Evcrted mcmbranc vcsicles 

from P.seudornonas strains .... ·ere prcpared as follows. Cultures 
( 1 liler) grown for 16 to 18 h at 37ºC with shaking wcrc 
harvcstcd (1:?..000 x g, 15 min. 4ºC). and thcn the ccJls wcre 
washed tv.·ice in 0.1 f'..1 phosphate buffer. suspended in :?O to 25 
ml of the same buffer containing 1 mJ\.1 dithiothreitol. and 
disrupted by passagc N.·ice through an Aminco French pres· 
sure ccll at l:?..000 lb/in:!. lntact cells ..... ere removed by rcpcat
ing thc centrifugation Mcp. 1'.1cmbranc vcsiclcs wcrc rccovcrcd 
by centrifugation at 200.000 x g for 45 min at 4ºC. suspended 
in SHE buffer (:?..50 mr..f sucrose. 10 rn1'.1 HEPES. 1 m!\.1 EGTA 
[pH 7.4 ]). and storcd at - 70ºC until uscd. The activity of 
insidc·Out vesicles was asscsscd as reportcd by Roucnberg and 
Moreno·Sánchcz. (13). Protein was dctcrmined by a modifica· 
tion of thc mcthod of Lowry el al. (8) by using bovinc serum 
albumin as a :!>tandard. Transporl assays were carried out at 
:?.SºC in 0.1 1\.f phosphate buffer (pH 7.0) containing ::?. m~1 
Nl\..DH. 5 m~f 1'1gCJ2 , and :?.00 µtv1 ~ 1 Cr0_.2 - and werc initi· 
atcd by thc addition of membrane vesicles (0.15-mg/ml final 
concentration). SampJcs (0.4 mi) wcre filtered through 0.22· 
µ.m·porc·diamcter .f\..1illipore membrancs and processcd as 
dcscribed abovc. Chromate uptakc by vcsicles from 
PAOl(pCR0616) was four times higher than that of its chro
matc-scnsitive dcrivative (Fig. lA). Thcse data support thc 
notion thal a chromatc cfilux systcm is prcscnt in the plasmid· 
containing chromatc·resistant strain. In experimcnts witti 
whole cells, 20·fold excess sulfate. an ana!og of chromate, 
inhibitcd 50 to 60% 51 Cro,.:!- uptakc by PAOl (data. not 
shown). Apparently, chromate uptake by PA01(pCR0616) 
was unaffccted by cxcess sulfate. since this strain accumulated 
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PAOl(pCR0616),...•••Aa~d 1n the atK.cnc-eor SADH C•). (B) K.ince~ofchromale uprakc ~vcsicJcs of PAOJ(pCR0616). Thc upt.aL.e cond11ion,,...crc óls d~i.crihc-d 
•bovc. C"-Cl:Pt th•r v•riou' a~nc-cn1ri11u.:.n.." or chroma1c -ere tcJOlc.J and ahquou ...-ere tiherc-d aítcr • IO..rn1n 1nc-ubatJOn Thc- solid lmr represc-nh lhc t>c-1.1 fit 10 the 
~tichaclis-Mcntcn (hypcrflohc) cqu•t1on Thc 1ns.c1 sho(1Vo-"$ a hncar lrltnlformauon of rhe 1'-ftehachs-1\.fcnlcn cquat1on hy ui.1ng rhc H.tnes-"-oolí p/01 (l~J. Data arc
~prcsc-ntatrve of 1h~c as.u,.-s 1n duphcatc 

an amount of chromare similar ro that accumulated bv the 
sensirive one in rhe prescnce of l ml\of sulfate (data nor shOwn). 
Hence. thcsc data suggestcd that chromarc cflwt was not func
tioning in the presence of high concenrratjons of sultacc. Ac
cordingly. 51 Cro .. 2 - uprakc by mcmbranc vesicles of PAOl 
(pCR0616) was scvcrcly inhibited by suJfatc (Table 1 ). Thus. 
it .appears ch.ar sulfate competes ""'ith chromate for extrusion by 
rhc ChrA protein. This is not surprising. since ir has been 
esrablished rhat chromarc is a cornpetirive inhibiror of sulfate 
transpon in Pseudomonas (3. J 1 ). 

KincUcs or chn>mare uptake. For the detcrminarion of ki
netics constants. 51 Cro .. 2 - uptake by membrane vesicJes from 
strain PAOl(pCR0616) was measured with various concen
trations of chromate after a 10-min incubation. 51 Cro .. ~- was 
taken up by rhe vesicles of PA0l(pCR0616) according: ro 
substrare saruration kinetics (Fig. l B). A.n apparcnt K,.... of 
0.12 ~ O.OS (n = 3) mM chromatc anda V"'ª"' of 0.5 = 0.23 
(n = 3) nmol o! chromate/min per mg of prorcin "·ere calcu
Jated (Fig. IB). 'lñis K.,... valuc is similar ro rhat of 0.1.; mi\.f 

TABLE J. Effccr of cnergy inhibiton;; on ch roma te uptakc by 
cvcrtcd membranc vcsicles 

Jn1nal rale of chromale upla.ke 
(nmol of " 1cr0,l-1mg of protcin.rmin)"" 

+NAOH .............................................................. J.59 =O.JO 
No NADH ..•..........•..•.......................................... 0.52 = 0.06 
+4 mM NaCN ................................ --·-·· 0.34 = o.za 
+50 µ.M HQNO ................................................. 0.54::: 0.26 
+20 mM NaN:1············································-······· 0.60::: 0.26 
+50 µ..M Carbonyl cyanide 

rn<hlorophenylhydrazone ....•......................... 0.66 : O. JO 
+5 µ..M Nigericin .•••••••••••••••••.••••••••••..••.•.•••••.••.••. O.SS = 0 . .20 
+ J mM Na~o .................................................... 0.4B ::: O.J3 

• Chromacc uptake by ~iclcs frorn PAOl(pCR06J6) -.s -.sa.yc:d in phos
pharc bufrcr "dth ;? mM NADH •nd .&00 µM ehromacc. as dcsc-ribcd in thc ten. 
Thc VJ1Jues are the mcan = st•ndard dCV\lltion of lhr-c:e as.5Jl)'S 1n duplic.lire. 

reported for thc accumulation of arscnitc by everted mem
br¡¡ne vesicles of fuchen"chia cofl cclls cxpressing rhe ArsB 
protein from plasmid R 773 (7). ChrA and ArsB are hydropho
bic proteins of about 400 amino acid residues. with no signif
icanr identity at thc amino acid sequence levcJ. but with similar 
amino acid composition and hydropathy prc>fiJcs (4). Both pro
teins scem to he in\."o)ved in simil.ar an1on extrusion sysrems. 

EnergeUcs or chromate uprakc . ..,;icro. 2 - uptake by mem
brane vesicles of strain PAOI(pCR06J6) was much lower in 
the abscnce of NAOH (Fig. lA .and Table l ), suggesting that 
a trunsmembranc H ... gradienr is required far chromare trans
pon. AccordingJy. the rcspiratof)' chain inhibirors NaCN. 
HQNO. and NaN_, were rcsted and signifi~ntly lowered chro
mate uptake by vcsiclcs (Table 1 ); norabJ)·, cyanidc dimjnished 
uptake by almosr 80~. Trea[ment of vesicles wirh ionophorcs 
also caused a signiticant jnhibition of chromatc uptake (TabJe 
l ); nigcricin abolished chromarc uptake by 65%. These data 
suggest that ChrA functions as a secondary rransport sysrem 
using the membrane porenriaJ as an energy sourcc for rhe 
exrrusion of chromarc ions:. Moreover. rhe addition of 50 mM 

~-;:~et ~~~~~:u~~!; adne~~~::~:e ri~esP~3~.:z"~~~~~~o~~~s~~~:~ ~~ 
PAOl(pCR0616) (data nor shown). aJso implying rhe lnvolve
ment of prorons in chromare transpon. Arsenire extrusion by 
vesicles from E. coli cxprcssing: the ArsB protein also dc
creased ar alk.aJinc pH (7). 

\.Vhereas several bacterial deferminants for the .active efflux 
of diversc inorganic cations have been described (16). effiux of 
chromatc by rhe ChrA protein represents rhe second example 
of an inorganic anion translocation sysrem reponed in bacte· 
ria. the first one being the already mentioned ars operen for 
rhe cxtrusion of arsenite (15). 
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6.- DISCUSION Y PERSPECTIVAS 

El gen de resistencia a cromato chrA. originalmente identificado en el plasmido pUl\.1505 ( 100 

kb) de una cepa clínica de Pseudo1no1u1s acrugi11osa (Ccr ... ·antcs y l)htakc. J 988). sc clonó en el 

vector pK T230 dando origen al pl:ismido r"comhinante pCR06 I 6 (Cervantes y col.. 1990 >- !'-lcdiantc 

experimentos de transporte de cron1ato radioactivo cncontran1os que la tolerancia a cromato se dchc 

a una captación disminuida del ion~ por lo que se hipotctizc) que Chr.-\ funciona con10 un sistcma de 

expulsión de cromato (Ct:r.·antes y Ohtake. 1 988: Ccn·antcs y col.. 1990). La proteína di:ducida de 

la secuencia de nuclc.:ótidos de" chr.-1. l.h:non1inada Chr .... \.. es un polipC..:ptido hidrofiShico de 416 

arninodcidos que es necesario y suficiente para conferir la rcsistcncia a crornato L~n P acruginosa. En 

el presente trabajo sc planteó con10 principal objetivo conocc-r t.:I r11t.:canisn10 hioquirnic«..> qut: cn1ph:a 

ChrA para confCrir n.:sistencia a cron1ato en P. aeruginosa. 

La resistencia a cromato fue aproxi111adan1cntc l O Ycccs n1ayor c.:n la cepa de P. aer11ginosa 

PAOl(pCR0616) que en la cepa PAOI s"nsible sin plüsmido. Los niveles de toh:ram:ia a cromato 

encontrados concuerdan con los obscn:ados por Ccrvanh.:s y col. ( 1990) l.!n la cepa P.·\.01 con el 

plásmido pU!\,1505. de donde se clonó el gen chrA: estos nin:lc.:s ta111bit.!n tienen similitud con los 

conferidos por los plüsmidos pLHB 1 y pl\ IOL 28 de F.H'11</u111011ll'·.tlllur<'.'."<'lls ( Ohtakc y col.. 1987) 

y Alcaligenes eutrophus (Nics y col.. 1989). n.:spcctivarncnte. bacterias cn las que también se ha 

propuesto un sistcn1a de expulsión de cron1ato como responsable dc.:l ft.:notipo de- resistencia. En estos 

casos. sin embargo. no existe evidencia cxpcrin1cntal dc un rnccanisrno de.: t.:xpulsión. 

En cultivos incubados durante.: 6-8 h en pn:scncia dc.: "' 1CrO.:. =·~se obscr,·ú un distinto patrón de 

acumulación del anión: la cepa resistt.:ntc P . ..\.0 l (pCR0616) ac.:urnuJó dt: 2 a 1 O vt:cc.:s mt.:"nos crornato 

que la cepa sensible PAO 1. Estos datos concuerdan con los obtenidos por Ct:n·ant<.:s y col. ( 1 990) en 

P. aeruginosa PAO 1 (pUIY1505 ). y son sin1ilarcs a los reportados para cepas resistentes a croma to de 

A. ewrophus (Nies y col.. 1989) y Ent..:rohactcr cloacac.' (Ohtak<: y col.. 1990). Estos resultados 

nuevamente sugirieron la posibilidad de que un sistema de c:xpulsión sea la base de la resistencia a 

ero mato. 

Cuando se incubaron suspensiones celulares en presencia de "'CrO.:. =-durante 15 n1in y se midió 

la captación del ion. se observó que la velocidad inicial del transpon~ de cromato es aproximadamente 

2.7 veces menor en la cepa resistente PAOl(pCR0616) que en la cepa sensible PAOI (ver Figura lA 

del anexo 1 ): este dato muestra que el sistema de resistencia funciona aun en tiempos cortos de 

exposición bacteriana al cromato. Ohtake y col. ( 1 987) encontraron una captación :2.2 veces menor de 
51 Cro."- en la cepa de P . .fluorcscens LB300(pLHB 1) resist<=nte a cromato. que en una <:epa s<=nsible 

sin el plásmido; estos autores propusieron que la acumulación disminuida de cron1ato en Pscudo1nonas 

era debida a un sistema de expulsión del ion. Aunque el plasmido pLHB 1 no mostró similitud con el 

DNA del gen chrA del plásmido pCR0616 (Cervantes y col., datos no publicados). no se descarta l¡i 



posibilidad de que se trate de un sistema de resistencia sin1ilar. 

La. acunullación distninuida de iones inorgánicos tóxicos en bacterias resistentes puede dcbcrst: 

a la presencia de sistetnas de expulsión. corno los encontrados en algunos determinantes plasrnídicos 

de resistencia a Ag» As'". Cd'". Co'·. Cu'". Ni'". Pb'" y Zn'" (Cervantes y Sil ver. 1996: Vargas y col.. 

J 998). La baja acun1ulación puede tarribién obedecer a un bloqu.:o en la captación dd ion. causado por 

una alteración en el sistema de transporte por el cual ingresa a Ja ct.:Julil. Por ejemplo. la resistencia 

bacteriana a arsenato (Aso./-) puede relacionarse con una rnutación que atl:cta la '\.·ía de captación de 

su anil.logo esencial fosfato (PO/"} (Cervantes y col.. 1994 ); de n1ancra sin1il.:ir. Ja resistencia a 

cromato se ha asociado con n1utacioncs que alteran la via de c:ntrada de sult:tto tanto en bacterias 

(Cervantes y Silver. 1992) como en levaduras (Scheibel y col.. 19971. 

La hipótesis de la expulsión de cromato con10 la hase del n1ccanisrno de resistencia conferido 

por Chr:\ fue tan1bien apoyada inicialnu~ntc por la similitud que existe entre la protcina ..-\rsB. de los 

opcroncs bacterianos que confieren resistencia a arsénico (Ccn:antes y col.. J 99..:J. ). y Ja proteína ChrA 

de P. aeruginosa (Cervantes y Sih·cr. 1992) . ..-\.rsB es un transportador de 1nc111brana que: expulsa al 

anión arsenito (r'\.sO:::·) del citopJasrn.:i. ya sea actuando con10 una subunidad de la .r\. ·rPasa /\.rs.1\ (Tisa 

y Rosen. 1990>. o con10 un transportador secundario c1npleando el potencial de n1er11hrana cnn10 fuente 

de energía (D.:y y Rosen. J 995: Kuroda y col.. 1997)( ver Figura 3.:?. del anexo .3J. ChrA y r\rsB son 

proteinas hidrofóbicas de aproxin1adamcntc ..JOO amino.:icidos. sin rclaci(Hl significati\·a a nivel de Ja 

secuencia. pero con una gran similitud c:n cuanto a su coniposición de an1inotlci<los y a sus perfiles 

hidropáticos (Cervantes y Silver. 1992). La similitud entre Chr/\ y ArsB incluye los 12 segmentos 

transmernbranaJes. motivos a.parcntcmcntc conservados en diversos transportadores bacterianos 

(Nikaido y Saier. 1992: \\'u y col.. 1 992: Ni es y col.. 1998) e ver Figura .3 del anexo J ). Estas 

semejanzas rcforLaron la posibilidad de qut: C'hrA. funcionara tan1hit.:n corno un transponador de 

membrana involucrado en la expulsión del anión cro111ato del citoplasn1a celular. 

Para probar la hipótesis de la c:xpulsión de cromato como r.:sponsable del mecanismo de 

resistencia. inicialmente se intentó cuantificar la salida del cron1ato radioactivo en suspensiones 

celulares previamente incubadas con el anión. La n1edición de la expulsión de iones inorgánicos 

utilizando células intactas se ha descrito para iones fisiológicos como el Na~ (Rosen. 1986) pt:ro. salvo 

el caso de arsenito. oxianión derivado del mctaloidc arsénico (Brücr y col.. J 993 ). no existen reportes 

donde se haya dilucidado un sistema de expulsión de metales pesados utilizando células completas 

(Vargas y col.. 1998). El diseño experimental consistió en "cargar'" suspensiones bacterianas con 
51CrO/· incubándolas durante 2 horas en presencia del ion; posteriormente. la suspensión se diluyó 100 

veces y se cuantificó Ja salida del cromato intracelular. Los resultados fut:ron negati~·os: la salida de 
51 CrO/· fue similar en la cepa resistente PAO 1(pCR0616) que en la cepa sensible PAOJ. Aunque se 

modificaron diversas variables experin1entaJcs .. como el ticn1po y l.a temperatura de incubación .. la 

concentración de cromato y la tonicidad del medio. no se detectaron diferencias significativas en la 
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pérdida de la radioactividad acumulada en las cepas sensible y resistente. No se tiene una explicación 

para este problcn1a .. pero tal vez se relacione con nuestro hallazgo posterior de que lu presencia de 

sulfato (proveniente del medio de cultivo) en los ensayos de trnnspnrte inhibe la expulsión dt.! croma to 

(ver más adelante). 

r\.un cuando que no fue posible detectar la salida del crornato en suspcnsioncs celulares. no se 

descartó la posibilidad de que la expulsión fuera responsable de la acumulación disminuida del ion. 

En virtud de que los sistemas de expulsión para metales como plata. cobn:. cadrnio. e incluso arsénico .. 
se han dilucidado n1C"diantc el uso de ,·csiculas de: tncrnhrana in'\·cnid;.1s (Tsai y col.. 1 99~: Solioz y 

Odennatt .. 1995~ Kuroda y col.. 1997). se decidió crnplca.r esta altcrnath·a para estudiar~) transporte.!' 

de cromato. Los resultados obtenidos con las n:siculas dc r11cn1hrana in...-crtidas curn .. "'horaron la 

hipótesis de expulsión plantt.:ada inicialn1cnte: las '\·csiculas de la cepa P.·\.O l ( pCR0616) acun1ularon 

de 2 a 5 ''eces más cromato que las de la cepa P:-\.01 (ver Figura 1.·\. del anexo 2). l.lna n1ayor 

acumulación de cromato en las vesículas in'\·crtidas dc.: la cc.:pa resistente indica quc ..:sta funcionando 

un sistema de expulsión y den1ucstra que éste es el n1c.:canisn10 n:sponsablc de la n:sistencia al anión. 

Con el fin de ahondar en las propiedades dd sistt:n1a de expulsión de cro111ato. se detern1inaron 

las constantes cinéticas dt:I transporte.: t:n l~s \'csiculas de 111e111brana invt.:ni<...ias dt.: la cepa 

PAOI (pCR06 l 6). La expulsión d.: ' 1CrO/· n'ostró una cintÓtica típica d.: i\·lichadis-l\knt<:n con una 

Km aparente de 0.1 ::!±0.05 n1l\·t de cron1ato y una \.~n1ax de 0.5=0.:!.3 nn1ol dt: cron1ato/Jnin/n1g de 

proteína (ver Figura 1 B del anexo 2 ). Es intc.:n:santc que este valor de K.111 fue sirnilar al n:portado 

(0.14 mM) para la acumulación de otro oxianión. arsenito. en '\·csículas dt: E. co/i '-""las que st.: expresó 

la proteína ArsB del plásmido R773 (Kumda y col.. 1997): comn se mencionó antes. :'l.rsB y ChrA 

muestran también similitud a ni,·cl estructural. 

La captación d.: cromato por las vesículas de la cepa PAO 1(pCR06l6) se abatió hasta <:n un 

67o/o en ausencia del sustrato rt:spiratorio !'-:.ADI 1 ( Ycr Figura 1.-\. ~· Tabla 1 del anexo 2). La 

participación del gradiente de protones generado por la cadena respiratoria en los procesos de 

transporte membrana( ha sido ampliamente documentada (Ramos y col.. 1976 ). y es la base de algunos 

sistemas de expulsión de sustancias tóxicas en bacterias (l'aulsen y col.. 1996: Lolkema y col.. 1998), 

incluyendo arsenito (Broer y col.. 1993: Dt:y y Rosen. J 995: Kuroda y col.. 1997). El requerimiento 

de NADH por las vesículas de PAOl(pCR0616) para la captación de cromato indica qut: la fuerza 

protomotriz que genera el potencial de n1cn1brana es necesaria para la expulsión del anión por la 

proteína ChrA. 

El tratamiento de las vesículas con los ionóforos desacoplantes CCCP y nigericina disminuyó 

significativamente la captac1on de cromato por las vesículas de membrana de la cepa 

PAO 1(pCR06l6)(ver Tabla 1 del anexo 2). Por otra parte. los inhibidorcs respiratorios NaCN. NaN3 

y HQNO trunbién redujeron la captación de cromiJ!o por las vesículas de la cepa resistente (ver Tabla 

1 del anexo 2). Así, con la participación de la cadena respiratoria en la formación de la fuerza 
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protomotriz, se confirmó la intervención del potencial de membrana como base de la expulsión 

membrana) de cromato por la proteína ChrA. 
Con base en Jos resultados 1nostrados. en este trabajo se concluye que la proteína Chr.·'\ de/'. 

aeruginosa funciona con10 un transportador secundario de croma to que utiliza el gradicntc dt: protones 
como fuente de energía para expulsar este anión del citoplasma (Figura 1 ). Este es el primer reporte 

que define las bases de un n1ccanismo plasmídico de resistencia a cromato en bacterias (Alvarez y col.. 

1999). 
Se ha propuc.!sto que Chr/\ y sus hon1ólogos posihlcn1cntc funcionen corno sistcn1as de 

intcrcan1bio sulfato/cron1ato. expulsando el crornato hajo condiciones fisiológicas (~ics y col.. 1998). 

No existen datos cxpcrin1cntalt.!s que apoyen dicha hipótesis. pt!ro el hecho de que las vesículas de 

membrana de P. aeru>:inosa empleadas en este trabajo fucron capaces de translocar al cron1ato .. aun 

en ausencia de sulfato. parece indicar que tal intcrcan1bio no ocurre. !\1ás aún .. Ohtakc y col. ( 1987) 

encontraron que no hay altcraciont:s en la cinética del transporte de sulfato en una cepa de P. 
fluorcscens que posee un plásn1ido de rcsistcncia a cron1ato. en con1paración con la ci.:pa scnsiblc sin 

el plásmido. Nut!stros resultados pen11itcn cClncluir que la expulsión de.: crornato. causada por la 

proteína ChrA de P. aeruginosa. no se encuentra rL·lacionada con el tr.:1n~portc de sulfato. 

Por otra parte .. en este trabajo se encontró que el sulfato sí ejerce un efecto inhibitorio sobre la 

captación d.: cromato por las vesículas de mcmhrana d..: la cepa PAOlípCR0616)(vcr Tabla 1 del 

anexo 2): el transporte de cromato disn1inuyó 69 a 82º·0 a conccntracioni.:s de 0.25 a l O n1l\ 1 de sulfato. 

Como Chr. .. \ no expulsa el ion cst:ncial sulfato. estos datos sugieren que la proti.:ína posc.:e sitios de 

unión para cromato que pueden ser reconocidos por el sulfato. En .'-,"a/111011ellu typhin1uri11n1 se ha 

reportado que el sulfato se une a su transportador de la n1cn1hrana. la proteína Sbp. por n1cdio de 

puentes de hidrógeno (Pllugrath y Quiocho. 1985 ): con base en la analogía del sulfato con el cromato. 

es probable que la unión del cron1ato a la proteína Chr.t\. ocurra por este misn10 tipo de interacciones. 

Por medio de rnutagénesis se podría conocer cuáles son los <.1111inoácidos de Chr1\. inYolucrados en la 

unión del croma to. '\/arios residuos polares (principaln1cntc de carácter básico) presentes en ChrA son 

candidatos para estos sitios de unión (':cr Fi:.:ura 3 del anexo 1 ). El anó.lisis del efecto dcl sulfato sobre 

la cinética de transporte de cron1ato por Chr1-\.. en cClulas intactas o en vesículas de n1cn1brana. podría 

ser una estrategia experimental útil para el cntcnditnic:nto dt.! las interacciones dt: Chr.;\ con estos 

ox.ianiones. 

Nies y col. ( 1990) identificaron un homólogo de ChrA (29~ó d.: identidad a nivel de 

aminoácidos) en el determinante de resistencia a cromato del plásmido pl\IOL'.!8 de la bact.:ria Grarn 

negativa A. eutrophus (ver Figura 3. 7 del anexo 3). Dada la gran similitud de los perfiles hidropáticos 

de las proteínas ChrA de P. aeruginosa y de A. eutrophus .. se puede inferir que ésta última confiere 

resistencia a cromato por un n1ecanisrno de expulsión similar al descrito en este trabajo. Por otra parte .. 

Nicholson y Laudcnbach ( 1995) encontraron hon1ología .:ntrc la proteína SrpC, codificada por el 
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Figura 1.-Mecruiismo de resistencia a cromato conferido por la proteína ChrA de 

Ps_eudoTnonas aeruginosa. E.I esquema muestra a ChrA como un trruisponador de la membrana que 

expulsa cromato del citoplasma. Trunbién se indica la participación del gradiente de protones. 

formado por la cadena respiratoria, en el mecanismo de expulsión. 
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plásmido pANL en la cianobacteria --~\.·11eclrococc11.\'. y las proteínas Chr.t\. dC" A. eurrophu.\· (63<!U de! 

identidad) y P. aeruginosa (23'% de identidad)( ver Tabla 2 del anexo 1 ): a SrpC se le asignó una 

función en el tr..inspone de sulfato y no se considera un dctC"rminante dt.: resistencia a cron1ato. l\-1ás 

genes similares a los genes chrA plasn1ídicos se han encontrado en lo.1 secuencia de los gC'non1as de la 

arquea .;\/cthanococcusjanaschii (Bult y col.. 1996). la cianoho.11..:tt:ria S)·11ccho,:1·sris (Kant:ko y col.. 

1996) .. la bacteria Gran1 positiva Bacillus suhtilis ( Pn:sccan y col.. 1997) y c:l agentl.!' n.:sponsahh: de 

la enfermedad de Lyn1c Borrclia hurgdor.fi.•ri ( Frascr y col..1997 )( '\'Cr Tahla 2 del ;.1ncxo l J: sin 

embargo .. en todos estos casos la función del gen relacionado con chr.-l es hasta ahora c.h:sconocida. En 

un análisis por PCR. c:n1plc..:ando oligonuclcótidos disctladl'S a partir de la st:cut:ncia t..h.: chrA de.: P. 

aC'ruginusa. recic:ntcn1cntc localizamos posihh:s hon1úlogos del gt:n chrA t:n t:I [)~.·\. total di.: hactcrias 

ambientales resistentes a cron1ato (García y Cer'\'antt:s. cn pn.:paraciún l. Estos hallazgos indican que 

los genes chrA se encuentran aJTiplian1cntc distribuidos c.:ntrc los n1icroorganis1nos. situación que 

probablemente se relaciona con la presencia de cron1atos en el an1bicntc: una extensa distribución de 

los genes bacterianos ars .. que confieren resistencia a arsc.!nico. ha sido tan1hit.!n Lh:scrita (Sih:cr y col. .. 

1993). 

l-lemos encontrado que ChL·\ de P ai.:ruginosa Ct.Hllicnc varios an1ino;.icidos b<.isicos que se 

consen.-·an en los homólogos citados arriba y qui.: podrían participar en la unión del crornato (ver 

Figura 3 del anexo 1 ). La alteración di.: dichos rt.:siduo.s por 1nutagCncsis dirigida es una estrategia 

accesible para corroborarlo. Por otra parte .. para localizar aminoácidos in'\'olucrados en la resistencia .. 

el gen chrA puede transferirse a una cepa de E. coli que c.:iusa n1utaciones al azar ( Str~nagcne). Los 

segmentos mutados serían recuperados por PCR. suhclonadoo.; y st: seleccionarí~n rnutantc.:s sensibles 

a cromato. Los genes clzrA de las mutantt.:s scrian scc.:ucnciados y los can1bios en la proteína 

anali=dos. 

Se han reportado varios dcti.:rminantcs bacterianos qut.: confieren n:sistt:ncia n1cdiantc sistemas 

de expulsión de cationes inorganicos. como Ag'. Cd'". Co'". Cu'·. Pb'". ::--:i'" y Zn'" (Cervant.:s y Sil ver. 

1996; Silver y Phung. 1996): no obstante. la expulsión de cromato por la prot.:ína ChrA de P. 

aeruginosa es apenas el segundo ejemplo rt.:portado en bactt.!'rias de un sistema dt: translocación de un 

anión inorgánico (el primer sisten1a descrito fue la familia di.: los ya mencionados genes ars qut: causan 

la expulsión de arsenito; Sil ver y ce•!.. 1993 ). 

En este trabajo se ha demostrado que la proteína ChrA de Pseudomonas aeru¡;:inosa confiere 

resistencia a cromato mediante la expulsión de este oxianión tóxico del citoplasma. Sin embargo. 

varios aspectos imponantes de la estructura y la función de ChrA quedan aún por resolver con el fin 

de comprender con detalle este sistema de transporte. 
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7.-APENDICES 

7 .1.-MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA A METALES 
TOXICOS 

Las bacterias han tenido que coexistir en el ambiente con los metales (y metaloides) 

tóxicos. El desprendimiento de iones a partir de los sucios y rocas debido a causas geológicas. o 

por la rnisn1a actividad gcomicrobiana. ha sido una fuente importante de Ja presencia de n1ctales 

en el habitat microbiano. Sin embargo .. más rccicntcn1cntc. son las actividades hun1an.:1s las que 

han modificado considerablemente los niveles de iones met:ilicos tóxicos en el ambiente debido 

al amplio uso industrial de los derivados de metales y metaloides. la extensa explotación de los 

recursos ni.inerales ... Y el vasto empico de pesticidas de origen inorgánico. Por su parte .. las 

bacterias han desarrollado diversos rncc=ismos que les pcm1itcn tolerar los efectos tóxicos de 

los metales. Los determinantes bacterianos de resistencia a metales pueden residir en el 

cromosoma~ aunque con frecuencia se encuentran localizados en plásmidos. 

En el ANEXO 3 se resumen las características generales de estos mecanismos de 

resistencia. 
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cc;ru CD u u to rJ CD 

Resistencia bacteriana a 
los metales pesados 

Introducción 
Lo presct'IC10 c1e ,';'lc:a'.:::s ;:::-·c,c.:::cs -=-:n ..:;I cr--'.:: --.--::;~ s,,.:::..:· . .:_·: _ -·- · .. ~ ..!..'2cc 1:""'n1b·~o

r:o sobre los m.croorccin:S.'T<:;-:, .~-:ro. pGr C'-~:r8 k::c::: .=:·~s·o.r~:o lo-:-.,·: ,-~cr>:.:..n ::_·:;: vc.;.orres 
resistentes ol efecto- ror.::o c•cl 10: Por io c;~ncrci. '-::..s dc.~::rr:11r·:.::-'"'·:c-> gc,,~:::co'.> que 
confieren rcs1stcrK10 o \os 1or.c~ 1norc;:::.r.;::cs se io,,:oi:zo:-1 en ;:::QS•-:i.CGS. y no cri -2.l cro
mosoma boctcna.""lo €stcs p!osm1d0s sen 0l-2.rn..:::r.:.:::·s g2n.z:1ccs e.x:•acromo::;ó:n1.:::os 
que se tlon e-ncontrcC.o en lo '"'r.Cyorio de los cs~c1c.s bocrcr1cnos cs~udiodos hasta 
lo fecha. estos molcct..:las de 01'\.!A cc.Y'IS:1:vvcn un ccr:-ip~crr.cnro Ce.! pctr;mor110 gen~:1-
co que pcse~n los. bor.tcncs :::!.1 su ucrTiosoma Lo> f;.._;.-,c1cnc<::. co::i f::.:cdas por los p!ós· 
m1dos son d1spcnsobl~s. p.zro por lo com0n rcprcsenta1""'1 prop1cdoC.cs vcnto10-::;os pc~o 
lo sobrc.v1v~1..:10 d~ les 00(.i.:;;r,cs en s.1~uoc.10•1cs cJi?. cr..c..:-c¡cncio y f:/Or eilc s~ cons1de· 
ron elementos importar.te~ en Jo evolu<:1-:)n de !es c6lu!o5' b-::ict-2..,Cncs Lo !ocol1zoc1ón 
de los detcrmir.ontes de rcs1s::cnc10 o los mc~olc~. ¡::>esodo~ ,c:('""'I p!;:;s"':'l·C:os ho fcct11to· 
do lo clonoc1ón molecular de varios Ce elfos. en oigunos cosos se. hC'. d0tcrm1ncdo 
adc:r.ós su seccencio oc íH .. 1cle.0:1c1os 1?1 :.0 no c1c,o,x1c'o !o sc.-<uc.'""l:: :.::; d.:-: orn1:-iocc1dos 
de sus. prodvc:--:::os 9cnrccs (CervO.'"'l~c:; e: o! l ~ 1 5,;..,,.c:-- v LUo!::-Jc,~.'"1::-:u·;). l 092) Fi con· 
t1nuoc1on se prcszn::a.'"'l ros rr.c;a~.-;s (y rn..3~o:c::LG.-:s) C<:. ::::s q_;.:;:. s.:: r,c .. o,:-. ma:.,.;or 1nfor
moc1on Cf"l cuoílto o sus 1ritcrcccro.-;~s ce tox.c1d..:-:.l v o.z tofvrcnc:o con !os bo:terias. 

Aluminio (Al) 
En ccmporc: ron con las plo,'itas. se han drng.do pocos. csti....•dios de manero drrec· 

ta hacia los efcGC$ del t'=l1 ~n los boctcrros. o p-?-:.or ce. C',uc los microorgonrsm..:>s 
pueden rcprcscnror un modelo experimental mvv 1rn;::-ortonte poro et estudio de los 
mecon1smos de tox1c1dod y toleronc10 de sustonc1os nocivos (Gorc1ducños·P1ño y 
Cervantes. 1906) 

Gurdo et ol. (1091) estud:oron ':J toxicidad dzl Al en €schcr1ch10 co/1, y encon
traron que lo 1nhrb1c1on del cre<:1m1ento depcr1dc n~tob!c:ncntc del ;::iH. registrando 
sens1bd1dod o 0.9 y 2 25 m/\.Ji oc Al. o pH 5.4 v 6 ó. respecnvamentc Tomb1e.n obser-
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voron que oumenc:::: lo toxic1dod cuando se omite el Fe. del medio o por el uso de cui. 
r 1vos en fose. exponencial de cre<1m1enco. o~ e-::.cos resultados concluyeron que el 
transporte de Al hacia d interior de lo ce.lulo. 1mpl1co las vio~ de tronspcrte del Fe(IJI) 

En Lino cepo de Pseudomonos fh;orescens se ha encontrado qu.z. !o e:z:pos1c1ón et 
Al provcxo la producc1ori de sustan(1Cs !1pid1cos exuoce!ulorcs Qu"'", proooblernente 
unen o! meto! (Appanno eco! .. 1904) Sin embargo. rcc1cnccrncntc se ooscrvo que 
baccerios to.""lto S..:!no;.1bl~~s como res1:,rcnrcs ot Al. secretan sustancies l:pid c:::::is S•mt
lares (Gorc1duci"1os-Pd'10 y Cervontzs. en prepcroc1on) Ciertos ce;::ios oe 
Pseudornonos osociodos con piar.tes y rc~1stenrcs. al Cu. c.cumulc.ri Cu y Al. pero no 
otros metales. c1...:ondo se rnduccn con Cu (Cook:,ey y A,~od. 1092) En algunos de 
estos cepos. el EDTA. un compu-zsto quclonre de cationes rncrohcos. no remueve al 
AL. lo que suq1crc que el m..::tc! tiene; una u'.J1Coc1on 1r:tracclulcr 

Se hon cOrnuni-:::ado ef~ctos 1nh1b1ror10-:. del Hl sobre et ucc1:i'1c:-.:::::i. ~o foto~ínte
sis y lo f1;CC1óf"'. e!..::; 11:~r-::-><;_¡c:10 d.:; lo c:o:·-.ob·.:;.:::er1::; íf,)0-=1:.J~n:= .:·~ .'.n.:in._·.,.::. y SG. Cf"ICOrltró 
que el ion se cccto v ccumula ró.'.:l1don·1~.1te. en grónu!::::',; de ¡.)0U0sro~:::- v c:r los pare
des cc!ul::i.res A ce~:: .. oc ~.:::,.:os c-:.;:;,..1G1c:.. se su91c.r....:. c._,.¿:::: t~x1c1d::..:J se debe o: Al 
1ntroce1u!or v no o sus 1r.~.3rocc10n(:'S con lo:~ nurr:cn~cs c.-i e! m;::cJ10 de cul:1vo 
(Pc.ttersson .zt e/. l <;'3.::.-) Husc1ni 1,...· R:.:-:1 ( 1 QQ:2) cnc.=..-1rror·:::n qvc curTicr1to Ja tox1c1-
dod del F.: en lo c.onooc:~cno f'~os:;:;...: J;n:h,=i. ol 01s;-ni.1u;r e: pH Ge 7 5 o 4 S. y ~ue 
el con:erndo de ATP 1,,1 o~rcs prc<:csc·; f.s:o!ógicos s..z v0n s.::.·.:- 10..-.entc c.fc.::tcdos por 
uno cornt:-.nocron dz, A! y boJO pH 

¿s:ud1os e.-, An1z:;)L°>·u1;. hori rnc":.:ro::J:::> que e! Ai se 1.-.::-::o~;:>Or'::'L o.ié'.:J ·::e.iuio y se ur.~ 
al DNA de los ce~as ~o--.r:::> sc:ns1:::::cs cc..-·:-10 :olcrori~cs el io ........ -:.:n ;-.:;ibor:~o. ri::> Se'" cf:zi:
tc lo rcpl1coc1on del Di'~A e.n los ccpcs toic:rontcs (Jvhnson y t .. l.Jooo. 1900). Lo nodu· 
loc:ón oorccc ser un proc.::":so muv S•..?..ns,Ole a !o prcsc.oc10 C:el AJ P.ichcrOson et o/, 
( 1988) han encontrodo que conccnucc:oncs ron OoJCS cor.-.o 7 5 µ!V1 ce Rl inhiben lo 
expresión de los gene:; nod a~ Jo nod..;ioc16n 

Arsénico (As) ---- --------- - ------ -- ---------
Lo resrstenc10 al crs.zr.o~o resulto por io gene.rol de oltcroc;oncs en e: transporte 

de fosfato. Los boctcr1as captar-: er orser.oto m8.d1onte los s1srcrn8s de tronsport& de 
fosfato. algunos de c!ios poscc.n oos vías d1sr:n~os C:e transporte Ce fosfato 
(RoscnbC!"Q. 1937) un sistc:T-.c cc:::~o ton:o fo~fo:o co.-n::. c.r:::.s.noto ccn cf1n1dodes 
s1mllores (1-lomcdo el siste""::i Pit c.n é C::;J!1). m\C:itro':-. CJ'.JC le. o:.ro vio (e~ s.rsrcmo Psr) 
es muy c:.pec.f1co pero fcsf:::.:c y uonsp::>::o (".r::.c"lo:::> ce.--, r.i'-'Y b:J¡o ofi:11dod. los 
r.:.urantzs cltcrcc1 :::: 1 ""~ e;. ~~; s::.tc...-:o Pi: ;:.ior fo corn0n -:.o-: res1sten:cs al or::,,;~nc1to 

Lo ox:dociór. d-2: Rs(l:I) o As(\() es un procc.so Ce c:cstcx1frcoc1ón q·Jc les permite 
o los m1crocrgc·•:smos. tolerar c!ev:=.cJos co1•ccr.:ro:::1oncs C..:! c~s.C?.n.to Se han co:n1_;n1-
ccdo •.1or10:~ e,1e.-:-i;:i!c5 de. ox.doc•ón bo..:tc.r•ono d·~ orscr-:1:0 o or:..cnoto (Su.'T\mers y 
Silvcr. l 078. Ncwmon et el. 1907) De maricro rcc1c.'"'::c. Anc.·crson el ol (1992) 
pvr1f1coror·) y• corcctcr:zo•o:1 uro crscri:to o:z:i::.:osa o pa:t1r .:e u:i.:::1 cepo de A!;:ol19cnrzs 
foccol:s. Esta enz~mo se i0co!1z:::i en lo pone c:x.rcr1c:.r de lo membro:;o interno v oxido 
al orsenr:o en presen-:10 de ozunnc y c1tocromo e como oceptores electrónicos Orros 
tronsfor.-no.::::1cnes b101ógicos del As 1mpl1con mett!oción y dcsmetilcc1ón (Summers y 
Silver. 1978. Cro•g. 1989) y aunque estos procesos no son mecarusrnos de resisten- . 
c10. se cons1de:-o que tienen uno función importante en el rec1clomrc.--ito b1ogeoquimi
co dct metaloide. (Cervantes et o! . l Qoa.) 
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La:; c1onoboctenos parecen ser re~1stentes de mo:1cra natural al crsenoto (Th:el. 
1988): o d1ferenc10 de lo que sucede en ocros bactcrics. en. los cionobocrencs el cr
senot:o podría no se:- transportado por la-s vios del fostoco En Anoooe.-:o \l"Onobil1s. el 
orsenoro es ro.uco o rnuy altos concentro:::1on12.s. pero a vc/O!CS bc1os sólo se: rnhie>e.n 
los céluros dCS,'.'.)rov1stcs de fosfato (Thrcl. 1088) Se cree que les c.cnot::ccter!oS tole· 
ron el arsenoto porque paseen m.zcan1srnos cf.¿:. rcs1-:.tenc10 Qui.?. 1n..:luych (c,n~o sis· 
remos r.iembro11afcs de c:rpuls.1on como v1os rn...-!~obóftcos 1ncrocciulorcs (T.r·ue:. i 988) 

Nov1ck l,J Roen ( 1 Qó8) descubrieren to ~cs.s~cncro boct..:-.nono o los 1:::-ncs oc As 
conferido por plwsmicos en Stoohvto::occL·s c:...J.~eus Los determinantes oc res1stct'lc10 
o As son muy comunes ~n los plósm1dos Ce cs~ofr:oco..:cs. pero rcmoicn se han 10.e.n· 
t1f1codo en bocrcrros qrom11~qot1vcs Los ptc:,rnidos de resistencia o! As ccnf1.z.rcn ro
leronc10 al or:.cnoto. Ürscr11tO v onc1r.ion1to (l\:cvick v Rottl. l 968. Sdver et o! l 98 l . 
Cervantes y (havcz. l 092) lo r~~s1sccnc10 o los :::-es :c0cs es •no.._•c1bic; '.,,J codo uno de 
ellos es coooz de rnduc1r rcs1s~cnc1:::i e Jos dc:~as (S1h:.::.:- e: el. : :;'S;) los detcr:ni· 
nantes oe resrstcl"'lc1c o Fls d<.:.": € co11 v d.'"! S ou.~cus S.:! ~c:n cioncc'::i t..; s..:::,::u,::ncrodo 
{Chen e: e,/ 1936. P.:..:•-:.~::•""'c.~G1;--. e; o/. l <";Q2) Ei c¡:».~ro•< crs o..:::./ p:osmioo R. 773 oe € 
colt consto de cnco gcn-.;'.S ccncrn1nodos orsH. o·sD. orsA. orsB 1.,J c.~sc Eri c:::::i.-~t~cstc. 

los opcroncs ors cc:J plCS:il1do pl:C'SS ce S ou:·cus r,,.' dc.1 p!csm.do pSX2ó7 de S xi.,.::c
sus sólo t1~ncn tres c;.:::n-0s or5~. crst.3 1.,.1 ~YsC (Ji •,; s~ivcr. J 9920· Ros.cnstein et o/. 
1992) Lo figura 3 l - r;)L:.;~strc) Jo <·::01ocroc1c-.n v-n::rc tes o~~~on~s C"S c'c. E. cob y de 
Sroph1.,,.1lc."><:occ•.:s 

Stllphylococcus spp. 

104 lllJ 

0/P llrsR 
429 ªª 

arsO 

0/P arsR ~rsD 

117aa 1 20 an 

REGULACION 

Escherichia coli 

t :JI nn 

arsC 

583 ªª 
ATPlJ~n CANll.L 

IONICO 

141 ªª 
ARSENATO 

REDUCTAS ... "'.. 

Figura 3 .. 1 .. Comporacrorr de les opcrones de resistencia o As de Jos plosrnrdos de 
Stophvlcxoccus y €schench10 co/1 Se muc.stron los genes ors en el orden de trons
crtpctón. los tamaños de. sus productos (no. de om1noóc1dos. oa). el porcentaje de 
homologio de los se<:uencios de. aa 1.,.1 lo función de cc.cfo uno de los ;:roteinos. OIP. 
operador/promotor Adaptado de Cc:-vonccs et o! ( i QQ.¡) 
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En las bocrenas ;;:"omne9at1vos v gramoos1t1vos. los operones ors son regulados 
por el gen o~ QL.'C cod1f1co un represor d1ménco: ors oucde inducirse m vivo por 
orsenoto. arsenito. onr1rnonito o bismuto ()1 y S1lvcr. 19920: Aosensrc1n et ol .. 1992) 
Además de orsR. el opcrón ors de €. coh tiene un segundo gen regufcdor. orsD. ArsD 
porec.:e ser uno prorc1nc reguladora 1ndcpcn01e,nte del inductor que cont¡oJo el nivel 
de expresión de los qcncs ors (Wu v Rosc.1. 1093) 

Lo proteína ArsA de € coi1 cod;hco vno ATPasc. corno se rnf1nó al ¡:;:r1nc1p10 por su 
hornologfo s19nif1ccl1va con ocres proteínas que- unen ATP. esto homolog:c sólo se pre
sento en las reo1onc~ de union o/ f=iTP y no en el resto oe fe cadena polrocp<:id1ca (Chen 
et o!.. 1986). ArsA ha sido pu11ficodc y se ha dcmos<:rodo que se e(')('ucncro fuerte
mente urudo o la proterna memDronol Ar!:.B (ver mós O·":ie:iontc) (Rosz.'"l ce o!. i 988) 
ArsA expulso or:.~iro. pc'o es incapaz de elan1nor crscnc:o C·ucs. c.< (CS.;::. co . ....,:ror10. 
lo ATPosa expul.,-,:::ir.a t(.1.rn:::)1.:-.n el onól090 escnc1ol tosfc:;to. con series c:::nse.:uenc;os 
metabólicos poro lo ce.lulo 

Le proteína r~rs8 oc € co/1 consra de i~2Q cminoac:c:o-::;_ fo:-;;r.o porrc :n:eqrcl de 
la membrana rnterna v posee ! 2 SC"qm;;~.ros tronsmerr.t:: ... oriales c;uc lo caooc1tOn ooro 
octua¡ como un pero 1onrco (Wu et Ú/. 1992)_ odemós. ArsB funciono como un anclo 
en lo membro00 poro la ATPcso ArsA (T1sa y Rosen. l 989) (figure 3 2) El comote10 
ArsA.ArsB. prrrncr c1emplo d~ una ATPasa que rronsporto aniones. r0ric1ono como uno 
bomba pr1mano poro lo crp"J!S1ón de c~scn1~0 (Srh:.::!r e: o!.. J 9930~ Como se veró 

CITOSOL 

ADP 

ATP 

MEMBRANA 

+ + + + + + + + + + + 

Escherichia coli 

Asaz 
Staphylococcus spp. 

EXTERIOR 

Figura 3.2. Func1onomicnto de las proteínas del operón ors de plósm1dos bacteria· 
nos. Lo proteína membrana/ ArsB expulso los iones arsenito (AsOZ, empleando lo 
energía del potencio/ de membrana (S. ourcus) o de lo ATPosa ArsA (€. coh). El orse
noro (AsO]·J es transformado a orseruro por la reductoso ArsC. Mod1f1codo de 
Cervantes et al. (1994) 
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rnós odc!oñte. la resistencia o (d conferido por plósmrdos cambien se baso en un 
mecanismo de expuls.1on por una ATPas.o. pero no er:~~c homologto entre esto enz1· 
mo que elimino cationes y lo ATPoso ArsA que expulso ors-e.n1to (Stlvcr e; o/. l 980) 

El qen orsB de S 01..xCL':O cod,frcu uno protc1no mu!,,) h1drofób1ca que es 58':'.~ 1cJCn· 
c-1co a IÓ proteína Ars8 de E co/1 (J1 v Sdvcr_ 19920). la homologia e:r.~rc ambos pro
tc1nos es unrforme o Jo lc.rgo de todo lo SCC~"..n,::10 de o:n1rioóc1dos Eri S ovr~"?.us. só~o 
es necesonc lo prore1no ArsB para lo rcsrster:c10 al As v poro fa cxpu1~.:Cl'1 o.el crse
n1to. sin rcquer.r de ATPoso (cuvo ge,., no s;z encuentro en el opcron C.'S de los est-::i
f1/ococos). en es.ce ca~~o. el pot,"!r.c1al de memorar.o pro¡::Y::>~ciono lo cnc--q10 pe.ro lo 
c:xpuls•on (Jr y Sdvcr. 1 Q92c. Broer et o!.. 1903) (figuro 3 2) -

El ült1rno gCl'1 del opcrori. orsC. codifico en ambos oo:tenos uno pr.:xe1na soluble 
(de. 14 J orn1nooc1dos en€ col1 y de 131 en 5 ourcu:;)_ c,uc es u:10 ors..z.tioto rcduc
roso capaz de transformar el ors .. !noto 1nuoceJu1c.r o orse."'11~0. el cu:::.~ se. c:::oulso 
entonces de los células por la bor.1ba cr..cnico (Jr v Sdvc..-. l 992b) (f;~Jura 3.2) Ai 
contrario dG lo qu..:! SL•G-:oe co,., lo c~".:',c~nrrD ox1oc:,:::-•. io rc:..:Ju:::tc.3.o ccr."'·:zr::.::;. wn 1011 r~

lctn.,'Otnen::c: poco ~ux.co (orscno!o) o uno formo mucho n1cs tóxico ::c.rs~n:ro~ o:;.:n G•'7'· 
boroo. le ropido croul'.:.iéin c'cl C'.::''.:·~"!-r-::o pOt Í2. MTP.:!s~. 1.~~¡::: )~ q:....z ourn12.-i:.z. -=~ve.lores 
cJcn7ncs su co.'lcc.ntroc1on citop 1o'.:.m:co 

Genes crornosotnicos que cont'1cre.n r~srstcr.c1c1 e As fueron 1c.k~nt1fic'.:'Klc.s en f 
colr. Estcs g~ncs fuero·• ocn:::n"111ncc'os orsR. t3 y C por S•J s1md1CL.'d con ~,._,-:, t"ic:nó:oqas 
en el plósmic!o R773 v cvnfien.~,..., un nivel bOJO de rcs:stcnc10 o Fis (Cor:1n e: o/ ; 905. 
D1or:o cr al. J QQS) Sccucr,-:::1as s1.T.1lcrc-:; han s~c!::> 1occd1.?C.idas en cr uomc$orno O:?

orros especie$ bclct'2'.r1onos (Tohcmc:-u et o!. 1905; l"v1,z·..;no ..::::: .::i!. J QOO. Es.:::::rvn .. c,I e: 
ol . en prcpo:-ación) 

Cadmio (Cd) 

En S ourcus. el Cd pcne~ra a lo célula por lo vio de trcnspor~c del ion csc.n.::10! 
manganeso, mrcncros que en € co/I lo hoce fJC)r el sistema de transporte del Zn En 
boctc.nos 9rompcs1r1vos 1,1 9romnc.got1vos existen sis~ernoo:> de rcs1stenc1a al Cd cod1f1-
cados por pfc.sm1dos que se han estudiado co11 detalle. ( Jr :.,..r Si/ver. 1 c;'QS) .:::r. tonto 
que poro el Hg h~y uri solo mt:;.:;:Q,...,rsmo boctencino de rcs1srcnc10 (ver mós odc:cnte). 
son diversos los mecanismos b1oquím1cos de resrstcnc1a e Cd 

EI sistctna plosrnidico méis conoc1d-:> es el c!ct oocr-::in ccc!Cf de S o ...... ~.-:-us (l'.:uciforo 
et ol .. J 98Q) Lo rcs1stcnc18 o (d en estas. bcctc.rras qrc:rnpo:.1rrvcs resulto de ro c:::
puls1ón del Cd por Cc:.cR. u.-:o ATí';:;:.o ocf r1po P cc:.!1~.~c..:Jc. p~r el p:c:srnido (r...!uc1fcrC1 
et al .. 1089. S1!vc:- et o! J Q80) Esto prot,;:;;n.::l rnuc.suo t·.C:.-r.olV~):c, s•9rnf1(ot1vo con 
otras ATPosos del tipo P. ranro boctcr;onas cor";"';.=' cJ.~ or.;a,,.smcs sv~":)cr:c..rcs Lo eri
z1mo Coor-::i cons:a cJ;::.. ó a 3 dorn:n1os uonsrnc.:ibrono12s que fu,1;:10.-,on cor.1;:i un poro 
poro lo expu's1C.n del Cd (S1:\~r v WofdcrhoLi0. 1902) (f19:..;ro 3 3). Lo ATPcsa posee 
además regiones Crs-X-X-C1s en el c::.:crcm.J orn1no au~ orob.::.t:dcm2.;;;:c pa:-ric:pon en 
la LJn1ón del mc.~ol (Solio.:: y \.'ul;:::-c. J OQó) 

las bactcnos gromncgo~rvo.s tienen d1."crcn~cs m~con1srnos de rcsistcncro el Cd. 
El plósmido pGU l OO. de un 01slodo de Psevdomcnos pu: ido o partir del sucio. con
fiere lo rcs1srenc10 por un mecanismo QL'C rmpl1co uno copcoc1on d1smrnu1do. oparente· 
mente debida o lo expulsión cccferodo del Cd (Hcnt5u eral.. J 986) 

Un tipo d1fere<1te de re.s1srcnc10 o Cd se encontró en Alcol19cncs e{.,.·trophus CH34. 
lo cual posee el op'2..rón c:zc en el plósm1do p/'V'\OL30 Este operón czc: confiere 
resistencia o lo vez al Cd. Zn •,.1 Co (í'J1es e; o/. l Q89. D1cls et al. 1 095) y consta de 

-4s-----
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Unión al Cd2 .-

Figura 3.3. ,·. ·.~' _ ·. · 
muco::.:r,:Y1 ·e~, e 
func:J-" ·s ;_::: .. :--·. 
~c·nc.s. ~.H,i .·~·-=-· .,, -: :=> .e,~ .. 
cist;::..~,o. D c.;:.::1:- ..... : .. ;:·.:-ir>:::: 
no. T. ~a:.,::.; ..... .:. T-:._--...--;.:.-.::•::. -::;._~. :_,·, _.. .. ::-

Fosfatasa 

•'._; ._···~,~,_· - s 

~:~e~c;;-;u!~~:~~~~~~r~
1

~~o~~zc:~~~s ~~cc~~o:·~,~~~w~~¡'.·~~·: ci~-~~·.ci~~ ~1: ~~~ f'9~~~ 
Los protcine::. c:u':! pc~trc1r.-'::i;"I en lo cxpul:.:on de le'.:". cc:.un .. :s ~·..::i.1 c:l trorrs;:;.ortodor de lo 
membrono 10tcrna. Cz':.A. la r.:rctcino de lo rnc.-r.brona c'rtc.rna CzcC 1.,1 L:n poiq:',...,:>tido que:: 
otrov1cso !es dos n-·crr,i.xancs CzcB (t1c;u~a 3 .-; ) . -::¡ue. en z! modelo cY.:tual f._111c1ono como 
un puente. qu-2 ose~u10 que los ca~1ori"es. 5eon ~xr:>visc1°:Jos al cxrc.nor de. lo céiulo v no 
sólo al esoac10 (-:l<'..r;¡~lé'.<:.rr.JCO. dor.cJc poc'rion 5Cr ccoturcdos por los. sis:cmos Oc trans
porte de cot10.•..2S dr-w·o!cntcs f1c,1oiC~:)!CCS (D:ci:. e: el. l 9QS) Rui'>~uc no SI?, ciene.n 
dotos d1rC":tcs occr,::o ck.: le lc-cc.l1zccron ce!u1cr C:G cs~o'.:> pto.:c1nos. ~>e h:::.i cs.:obíc:1do 
que: lo cxouls:on del C::.t ocurre p0r un sis~ctr,;:; on~:;:-c·::::-o::~ ce:~1::;i.-./p~ct::Jn,"'.:::. (N1cs. 19G'5. 
N1.zs y S1ivcr. J 9q5) Ei ·~)en czcD fo:oJ,zodo c.'l:::cs e:~ lo::, 0~ri.2.:. C":"",rn .. 1c,_1{c.ilcs c.zcCB/=t 
1unto con otr:::i~s.) ge;1(es) rcgu'1:-idortes) (N:cs. l 092. r-:.cs y S11vcr. J <;<;'IS. D;cJs et al_ 
J 995) controla 81 fu,-v:1oncim1cnto c'-31 s•src.rno (~,: c!c rr:cnc.:-a O•.Jn d<:<:".c::>r.0.:1clo 

Otro mecanismo de resrstcr.cio boctcriona o~ Cd. 00 co,,..,Fcrido pc.r p:ósm1d0s. se 
basa en lo 5;n:cs.1s de p~otc1rics rn:os en ciste.in::i ccpo::es efe copcor Cd. qi..te s.c han 
erxoritrodc en P put1do (H·ghom cr o!_ 1 Q&:) €stcs p:-o~cín-.::is. s1m,Jorcc; o los. meto
lot1oninos .:::i~csentcs en cé1u!os a . .--.,,rri':lfcs (v~r ccpi~u10 ~). son copoccs tomb1en de 
copc.uror rones. drsminuv..z:ndo asi s.u efecto tóxico 

Cobalto, níquel y zinc (Co, Ni y Zn) 

Lo moyoria de las especies boctenonos requ1e:-12: de los rones metó!;cos Co. N1 y 
Zn como m1cronu<.nentes esenciales. sin e."Tiborgo. conccntroc1ones elevados de estos 



Res1stenc10 bocteoana o tos metales pesados 

Figura 3.4. Modelo dc:I si~r.;?rro (¡•e e:.: Flicc:·i~'JL":nc~-. .-:;:¡__:r·co ... 1vs ;~~ro le c.:::q~.1s;c.1 d:::!. Ce. 
Zn y Cd. El rnecon1s.mo consiste Ce: ur: on:.,::;.o:rccicr oroc~n/c:o~10i'l fcxrnooo por p.:-ot<..:~inos 
de los n'lembranos 1nrvno ((z::H) v c.:tc:.¡o (Czc() Y' oc: uno p:-ote;r.o tronsrr~::..:n'.:.ronc11 
(Czc8). que func1crion como d;.rncrcs Tomodo cíe. CCl"\,,onres v Sdvc~ ( l 996) 

IT\oetales e1ercen efectos tóxic:::i-s sobr(": les rn;croorgon:smos Estc•s r:::-ncs :>8 1n:cr,?Oran 
al c1toplosmo bactcri::mo rncc'1on~c :,.stc.rnos es¡:>ccrhcos de coptccion o b1cr, por tos 
vías de tronspcr~c del /'v1g (N1cs t,.1 SdVl.'::.-.....r. 1 Q8Q) Los de~c..rminoritcs de rcs:stcnc10 mós 
esr:ud1odos son los de los olo-:::.rnidos Ce A cutrop ... ,us CH34. t,.,'C'l r.-.cnc1oriod.:is Es.ro 
cepo contiene dos p;osrn1Cos .'.:}i\/',OL2S. qu:.:! confic.rc res1stenc10 of r·J1 y o Co. y 

~~~~~se~~ ~r~~~~~~~,~~r ~~to~d ~·e~~¡,~~~,--~~~~~~ ~~f 1c~~~o~~~0':~~~u·:~~~s~~(~~ 
cationes r.;enc1onodos r>er c·:i r.--.;:::...:c . .,~::,:no s1m1b.'" at u~•!:zcc'o. pc~o e! Cd (;"\J.cs e: o: 
l 989). Un ch3tc..r1TI1nQ,.,~2. cr.::irnos0.;-.1::0 C:.J2. ccnf1crc res1s:0n:::1ei o N• fu~. c2::,:n;:o en uno 
cepo de h'fcbs!¿;;'=:i (St-::r::iocl et e:. l OQS) f.-kcor.::J et e;,' ( 1 Q07) l..:Je.n:rf:co~o.1 U·'> 
ATPosa. cod1fo:::adc ::>or e~! crc.rnc-sc-.c:io c 1c € coí1. qvc po~~·cipo en !e, C1'.;':)Lt1s,on dcr z,., 

Cobre (Cu) 

En virtud de fo fur.c:on b,o:ogr::o dL'cl d2i Cu. corno un mc:or cs~.1c1C'l y tó::-1::0 a !a \/ZZ. 

los 00.::::te:ios debc.1 po::..~r dcl1cccJos rncco:J•Srr10S pc,ro conscr~·ar el Cu int:-oi:clulor o va
lores coles que no 1ntc.rf1cron con Jo horne.ostasrs del rn.2.-i:ol. n1 que rcprc.sentcn un nesgo 
de r:ox1c1dod (Cervantes y Gut1crrcz.(ororia. l c:;x;>4). Las cor<C.ntrociones cle\/Odos de Cu 
eJcrcen una pre.sien sc!e.::r:rvo sobre Jos m1croorgonrsrnos. que puede rc5ultar e.n lo opon· 
c1ón de vonantes que tengan dcterm1r.onces genéticos de res1stcnc10 o! metal. Los genes 
reJoc10f"Jados con el f"'rletabofismo del Cu residen en el cro.-nosOma mrentr::is que les genes 
de res1stenc10 o este efem.2;n:::o se Jocahzon en plosm1dos (Rouch et al. 1 989). 

--·------ 47 ~ 
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Lee e( al. ( 1 QQ()) 01sloron mutonces de € colt alterados en el tronsoort:c de Cu e 1den· 
t1f1coron dos s1stcrnc:is de coptoc16n de Cu. designados CucA y Cut8 Tomb1cn se desc:n
b1cron dos proteínas q....e ¡:::iomc1pa.n e.n el olmo<Cf)()IT'11ento y/o el U-Of'"tscortc. dei Cu (Cut"!: 
v CutF) (lee crol. 1 990) y que tal vez ongu"'IOn lo protección de tos celulas boctenancs 
o lo toxicidad del (u(I). y transportan el nlCtol o los s1r1os de 5;nces1s de las proteínas que 
contiene.o Cu (8rOUJn ero/ .. 1 QQ4) (figuro 3.5) t1 los genes cstructt.;ro!e:s cvrC y cutO se 
les ha asignado una funciétn en lo expulsión del Cu los prote.1nc::i5 CutC y CutD son probci
blemente ATPasas que expuison Cu (8rOUJ.n et ol _ 1 OQ4) (f1gvro 3 5) 

Figura 3.5. Tronsportc y ocumu!oc1ón de Cu en Pseudom~nos t-..'\ode-fo hipotético de 
lo co¡:...tac1ór. (Cu:U) y cxt-Juls10:0 (Cur~) por ATPosos tipo P segun resultados de Solloz 
y Odermott ( 1 995) en €nte/ocaccus h1roe y datos mós hm~r.oaos e.1 ceras boc[erias. 
También se muestran Cu:B. propu.zsta corno uno prorcií'O que une Cu (Brown er al.. 
1994). y CopABCD. los productos del srste.mo p!osmid1co de rcs1stcnc10 a Cu de P. 
svrmgoe (Cookscy. 1994) 

El transporte y la reszsrenc1a al Cu en los boctenas se han relocionodo con 
ATPosos del npo P (yo menc1onodos para lo res1srenc10 al Cd) (S1lver et al .. l QQ3b). 
Estos enzrmos constrtuyen uno fomll10 de proteínas mcmbronoles capaces de tronslo-
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cor cot1one.s v se han ubicado. tanto en procariontes como en cucononres. mostran
do una conservación s1gn1f1cot1vo de sus se<uenc1os de om1noóc1dos (Silve.r er ol .. 
JQQ3b). Ode.rmott et al (1993) 1dent1f;coron en uno cepo de. Jo bocreno 9rompos1-

t.1vo €nteroccxcus h1ro.;_': los. ge.,cs poro dos ATPoscs. del tlpc P. cc.--JA v ccpB. lo 
olteroc1ón de cualquiera de csros genes produce sens1bd1dad el Cu. St..:g1r1cndo que 
cochfu::on poro ATPosas que expulsan el metal Enzrmos s1rn11crcs fucr-::in lo-::c/1Zados 
en la bocreno qro.--:1ncqot1v.:-i Hc;1i..-oooac ... py!on (Ge ce o!. 1 QQS) 

Los bocrcn~~ rcdwC:tcras de sulfato . . Ocsullov1bno spp . tOl-0ron elevados concen
troc1oncs de Cu o! producir sulfuro que f~rma complc1os con el m..;~tol (Temple V 
LeRoux. 1964) Se ho dcr:iostrodo que Jos cepos copsulocic.·::. de k/cbs1ella aero
genes toleran mo•yorcs concenuoc1oncs de Cu que !cs. vor1ar1tc:s no capsulados 
(81tton c.,.• Fre1hofer. ! 978). se con:;.o~-::r!J CLJC los pol.SO((.:;;n.:Jos. c~psuJ21~2s secuestrar. 
los iones tó:w:os 

En c1onobocrcr:o~ s.-~ r.c. ('.:'rr.i_1:--.1cc::.'2, e'.;::. \o. ocun1u!;:·,c1-.."">n 1r.~Joc.ziular G..--,;.~ Cu por una 
prote1no srmdor o los n1crok.1~iornnc~ (f' •. ~.T. mcnc1onaocs o~u?:s pcr:. Jo rcs1ste.nc10 o 
Cd. vc.r cc.r::Au!:::- 2~ le·~ ::;-. .:·ncs c'c. L.~1c:: r.,·,T c'c.l crc:r~csorno cJc lo c1onoboc=:crio 
Svncchococc:vs se clonaron (HucL..le et o/ 1003) v se enco.'""'";tro civc '.1cr,os 1=:o..1cs 
(notablemente Z.'1. Cu y (d) c-:.t:rnulon cspc>:1f.-::o•r.~nr2 !o trcr.s-:r.;:i:::ion Ce! Cetcrm1-
nonte de lo f\/1T. Hor!.l.lood-Scars V GordCJ,• ( 1 Q90) h21:1 dGr:-•os:roC::o q,__,c ~o b0Gcr10 
marino V1bno ol91no/r.,;lKVS s1nt0t1zo ptot~inos cxt.rocclu!cvcs qvz ur1c;, Cu ~n respues· 
to o fo C.%;pcs1::rón el m,zr.:il. se D'OpL:SO !:::, quc.!oc1on oc! Cu ccr-.o el rnccornsr.--:o de 
Ccs:oxif1co;:1ón de los 1::::in.::~. :.:»J;.X1.::os l.-:i ,..,_ ::.•:::.tcr.(.10 clos:i'.id1co oi CL• se nG c:iconttO-

~°s,s~~ni;·7~~~; y ~;;~e~~~ h;~ e;~~~~~~~ ~º~::~~~~~·~~:- 'I cc•s c12:cr.~rnofites de 
Al amplio uso de s..:::iiuc1oncs de Cu pe.re co..-'l;rolor cnf.~r:--:1c.oo..:::cs micob.cncs 

en vegetales. s.z IG consJdc.ro camo el focor svlect1vo poro lo opor•ClC:'l de rcs.~-.tcr1-
c10 o/ Cu c.n bocr¿rios r~.!cc1onodos co<1 plc.,.ros E! pr1m~r dctcrm•r.c,r:v ~octenono de 
resrstenc10 o! Cu estudiado. se or191no de. un pfa:;m:Co 1dcnrd1c:ccJo en uno cepo 
del porogc.. \O de.l [Q.TIO[C. Ps2u::fomono5, s;...•""1r.go~ pv torn:::iro (G.::r,cJcr ·~ Cooksey. 
J 986). Es.ce. plosm.:::;o. ck:=.nomrnodo pPT23. conf1;::.rc rcsrsrenc10 1nduc1l.Jk::. o Cu u se 
encucnrro conse.rvoc!o e'.-:.. MG.ic:rc C~\"Ji1.::i c:""":~~c ::..:.pe::. e'..:. P svr:.19ce (Coo~sev. 1 QQO) 
v en otros P5cudorncrios (Vorsos e: o! l 995) El dc.t.:::.rm1no.'it.Z. de res1stc:'iC10 o Cu 
de pPT23. de.nominado cap. sz he cicnodo y deterrn1ncdo su sc.::ucnc10 cJ0 nucleoti
dos (Me/lona v (Qoksev. 1988) Croo v Coo~s.z.v ( J Q91) c.:::prc::.c:-on el cperón cop 1.,1 

cnconrrcron que Copn i,.1 (oc»:: so,-, prc·:....;ir.cis ;:;r~r1::::>!0-::.rn.cc.: ... co:::::>-:.·.:~:» d.:: t_..11~ 1 l y l 
e.tomos de Cu por po!1p.:.0!p~1do. rcspcct1vcr.;.zntc CopB es L't''.::'1 ;:::,~::-.:c.;.-.c: de :o mc.."T•· 
brono cxtcr"i':'I to:·nt;i.;., cc8::: • .:.. -:::::-::"'. un1~ ol. Cv (·.:r10 v Coo~s..::.i..,;. i 0':;' l) v que P-'Cdc. estor 
1mpllcodo en el rro'""'~,p::::>r::e oc Cu (f;g·....r~o 3 S) lo qvz1oc1ó.-i de! Cu z...:s Jo b..:::;se del 
rnecon1smo de rcs1s~cnc1c al Cu r.n J.;::::s : .:=::::te; os rclcc1c-t'lOcJo::. :::o.""l p!a:-:ro::. (Cho 1,..i 

Cooksey. 1991) 
El plósm1:.:.lo pR.1 l COC.. qvc ccr.~·c~c .. p2s•s: z:..,c.ci al Cu. se. 1C.:;n:1~::::0 .:::.-.n :...:0C'l. cep--:i de 

€. col! oislac.Jo del drcnc,;c. Ce. une zcihurda dand~ se e.-r:pfc-...:ibo su:."o~o c'c Cu como 
complemento ofJment1c10 (V que pcsib!cmcntc onuó cerno oqcn:c sc'..-:;:.-:t1v-=.>; Tz.roz v 
Luke.. J 983) Luego se cncontro qt_;c. es 1r,d·_:c1'::i!e Jo res:s:cnc;;:, o Cu corifcricJo por el 
plósm1do pR.J l O~ v c¡u~ se clebe o uno coptac1ó,, d1sm1r.: .. 11do del metal (Aouch et o/.. 
1985) Lee et ol ( 1905) clonaron el decermtnor.te peo del p!ósrrndo pRJ 1004. El sis· 
cerna peo es el equ1volentc. en € co/1 del sis:ema cop de Pscudornonos; los genes se 
encuentran en el mismo orden pcoABCDRS€ (lee e< al .. 1 995) (figuro 3 6) '.,J son casi 
del mismo tomoño los productos géniccs de peo prese:ncon homorogíc s:gn1f1ca~".10 
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..:on los del opcróri cap. p..:=:ro ~>or~rcoocnrernc~....,tc. el sis.temo de 6 c:oh oor0-Cc conferir 
res1stenc10 o Cu p<.:ir un rnccccusrno de c:rpul:,.Jón de lns 1or1e;'j c0pr1c0~; (Sdv.:-_·r e< o/. 
J Q93b. 8rOUJn ..:: of. 11-?:.>.1.1 y no mco1on~e sv o.::v1?1u'oc1;~-; le -:.1rnil1t·~;-:-J .._~.---.Je.:_, s.-.::.:•_icrci8 

~~~~~~~~~-~~~~~~ e~~,'.~~· ~-~~~-·~~·~!.~'..~)~:~:~~s0 ~:~7~~.'i\~0:;_. ~~ ~~::-;~/~~~:ll~;'~~~~~ t_)~8P[~PccB. 

f$Cl'l<•r1crua coh 

~·.:•!•:•::•;•:•:•:•:•:•:<r>:•:•:•:•: ... :•:•:•:•;o';"".:.:•:•:•:•:•:•:•:•:-• 
0/P p..:oA p .. ::cR 0-x:<:":: p:oD peo;.> ;_..:::;:;. Po.:<.€ 

O/P 

OO~cu :;><;o0 a J :'.óü<..J Jü9o<..J ';:°::'.&-lo ..!45cu 1 J.::.;;;a 

CC'P6 
;:. =:~:..: .'l 

c-::>;:::.C cor-.D copó? cc;::.S 
1:-:...,.,~1 J10.,u :':'.>_;u -!.:~ce 

Figura 3.6. (0·~1:-j_--;·,_1~ .:.•1 ::.:,,_· --:-·,~.··~ -·~: ':_"_,. :::-,:~.·re,~,_·~.,_ •. ,, c2 c-s: . .-,.;.,_ ..... ,o c;::;!1 v ce.? 
de /='seuc'orn.::Jr-::c:,, 5,__,·,.~- ... -:,_: '.~,,._· - _,_,,;~·::r~ ''· '.., -,·-"·'.·, .::··-1 ;:', (;•e;,-:,·-, e,; t·::,1s;:r ,:-..::i:::._'>:1. 105 

tamaños c1c sus ¡::·.::x:::: ... -::c"", ·,-hl ;:_..::: c-.. ~1.:-1,-"_,.,i::-_<·-.'s c.-_)) 1,J e:~.::·::--:·.-::::..,''-; e'._ rc,.,.:-f...">C,•O d3 
los se..cuenc•cs. e;;_·. --~.2 ~y;~ ..:: .. ,.;;•.·:.:-::-:o':',:..•o··;""'l.:..·:or H_:'ci;:;ro,_-!c :::~. :3· =·LL''"· ,.,.~ .::;• l qc;..:. 

La p:-otc1no Pcofl conscr-.'8 e! d'2<T11,'"")rO po~~ri.:101 o~:. L.ri·::,.:-'1 e< Cu Ce Ccpn. pe-:- !o 
que po<.Jr,-o funcior..ar corno L'nc.~ prcxc1no ouc urc~ c.::d :nc~:eir 10 prc~c·no Pco3 no retiene 
los s1r1os de union ol Cu y t.:::ndrio uno funcion no r,?.lc..>:1onC'l..:to (:cr. fo u'"l•o,1 ar metal 
(&own et o!. l QQ..:) El dom:n:o de urnén o! Cv de ro protc;ino Pee( es s.mdcr o! de 
(opB. sugrnendo uno función c.> lo unión del Cu poro P.:-oC EJ onofl-:-.1s d-:: ro--~ c;ccuen
c1os de nuclcót;dos ho ~o::.~rocJo .:.;u..: PcoO ri~nz. scg·Tl:.:.-i:os ~rorsr.-,cm!:.-ronof..;:s pa~en. 
c1oles 1,.1 residuos Ce rr.c.r1on1no e h1s.t1dino iocoi!.?Odos c-.o lo co·o c::~cr,--:o oo& :o mem
brana 1r1te.rno. que torr.b1-<::n cx1s.tcr: en (opD (Brown e:- a/. 1994) 

Aec1eriterncr.tc ~ .. e encontro que cepo<:> de F'scodomonos oislod.:-is de zoncis conta· 
minados con metales o.:;soc!os en el ccn~ro de f..!'1cr1co. v scic,,:c1or.odcs por pos.:;er 
res1stenc10 1nduc1bJe o (L•. rnt..JCstron hornoiog;0 con c.1 dc:c'.---n:non~G cop en e.I Of\JA 
cromos.ómico (Vargas et o/. J QOS) Més. oún. los ccoos cs~on~or ele P c:cru91noso 
denvodos de lo PAO. prcscnr::.yo,• torr.b1cn •..Jn rw .... c.\ roCc:r::ido de rc.s.1s~cnc10 1r.duc1ble 
o Cu e hrbndoron o bo1::.i cs.::-cc;frc1cJod con ios. genes c.::;:; (\/ergos ._--::- c1 J 9QS) 

Cromo (Cr) 

El cromato penetro foc;lmente las memoronos b10!091cos v puede funcionar como 
un enólogo del sulfato debido o su srmtl1tud quim1ca Se no de.moscrodo en 
Pseudomonos. que el cromoto es un 1nhrbrdor competitrvo del transporte de sulfato 
(Ohcake et o/ .. 1987). Una vez en el c1toplasmo. el Cr(VJ) es reducido a Cr(lll). que 
interactúo con el DNA c1erciendo sus efectos tóxicos. En contraste. el Cr(/11) extrocclu
Jor no sólo es una sustancio relot1vamente inocuo (en porte parque los membranas 

=SO~ 
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Figura 3.7. Cornparoc1ór1 c1c les 9~ncs oc rcs1stcnc1e: o u.:::n;;::.to GG P:.c:vdomonos 
oerug1noso y A!coh9e-ncs ev(r.;::,:::-h:..;s s~-:! f!'°':l:CStron ios gcnr.s en el orcL2.n Ge ~ra--.scr,p. 
ción. los tor:ionos cJo2', sus prCX:iL:~o:. (n.:> Oc amr.•oóc:dc:s. oo) v el pc-::e .. :-.:::-·;c de 
homología de Jos sccucnc1os de.: C<1 Torr-:o:Jo de Ccrv~.r.~cs •,.i Sdv~·-:r ( 1 ~x·2:. 

b10/óg1cas son 1rnpermcc.blcs o/ Cr tr1vciicnrc). 51no que. se.;, te coi''.s1clcra como un 
micronutrientc cscnciol (Offenoocher 1.,1 Pi ·Surn,.1cr. J 988) 

Lo presencio de airas conccn:roc1·::.ncs d0 cromoco en el orr.O•cr>\.c c¡crcc un efec· 
to 1nh1b1t.ono sobre los m1croorgcnr::-.rn,-:-;:-.. pcrc• pucc!c sel2::cJo•:or variantes resistentes 
al ion. lo resrstcnc10 bocterra~o o! uorn-:ito pucd'-:!. dcbc:--s.z o r..u::e:::10;-..cs crcmoso
m1cos (quC':. ofc-eto;1 P•:>r 1_ . .,:, g....:.ncrc! el trcnsport•:! de sulfo~o) o a la prc-:.enc10 de plós
m1dos. Ha quedado esrabtec1c'o qu.~ lo rcs1srcnc1c al cromoro se baso en uno 
ocvmuloc•ón re..duodo del ion por por~e d·-.:. les cclulos rc.s1stcn~.-:::s (Ohtoke et 01 .. 
J 987. Cervantes y Ohtakc. 1 Q88) 

Los dc.rcrm1r.ontcs de rcsistcncro ele plósfTl1.:Jos ci.z.-.. ~eud=>.-nonc-s ocrv;}lnoso 
(C~rvc.ntes et o!. 1 Q90) y Alco:.9cn.:::s cvUc:p/-:us (N1GS e~ o!. 1 QQQ) s~ hon clonocJo 
v <:.~cucnc1odo (figuro 3 7) lo c:::::.-:ircs:ón c:0 lo-:;. c.~ctcrrrní'.~.-..~c.s C.:2. ~e~rsrericio pcrm1-
c10 1dcnr1f1ca- une prot~ino de lo mGmbronc. dcnom:nodo Cn:-H. que se cJ1ce Oílgrna la 
rranslococ1on de los 1or.e:;. cromoro (Cc~.ton:cs. v S: 1vc:-. l G·O~) lo protcino (hrA de 
í=SCL'dornonos mostro un 29~~ d2. c.r..1n.:..••.::i..::rdos 1C1Gn:1-;:;:)s cori respcc<:o o fo proteino 
de Fl:col19encs (i\ncs et o!. 1 QQQ) 

lo reducción del Cr(V!) pcr los. boctc-_r;os puede cons1d:.;.rcrs.e como un rnccorusmo 
cromosómico de rcsisrcnCJo al cromolo v parece ser ur.o rcccc1on sccundOC!º de una 
via mecobo!ico aún dcsccncc1da (lshrbash1 et ol. i 990) En ()umcrosas especies boc
cenonos se ha 1denrrf1cado lo copocrdad de reducrr (r(\/1) o Cr(Jll) (Cervantes V Sdver. 
JQQ2). Se han corocterizado (,..' pur1f1ccdo rcductosos de cromoto. solubles y depen

dientes de ,..JAD(P)H en P put1do (lsh1bosh1 et o/. 1990). P. ambiguo (Suzuk1 et al.. 
1992) y Boolíus sp. (Campos et o!. J 995. 1997)_ Reductoso diferentes. unidos o lo 
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membrana. se 1dent1f1caron en P fluorescens (Bopp v Ehrl1ch. l 988) v en €ntcrobocrer 
cloocoe (Wang e< o/. 1 08Q) la reducción b1ológ1co de Cr(VI) a Cr(/11) representa un 
p<oceso de destor1f1Coc16n j'.:)Otenc1alrnenre útil paro lo recuperación de aguas resi
duales v otros desechos contom1nodos con cr0tnato (Cervantes y S1!vcr. l 99<2. Ontoke 
y Sllver. 1 994) ( ver capitulo 7) 

Mercurio (Hg) 

De los mecanismos de rcs1srcnc10 boctenono a fos 1on2s 1norgón1cos. el mós 
estudiado es el de Hg lo rcs1srcnc1a se debe o la reducción del mercurio 1nor0ón1co 
(Hgl:'·) a lo formo rnctólico. menos tot:ico y vo!ótd. Hg" Esto rrcnsformcc1on const1-
tuve un eficiente proceso mcchcntc ~¡ cuol !os m1croorgon:srnos se deshacen def 10.1 

tóxico (Summcrs y Stlver. J 978). 
Se non c/or,ado y sc.cuenc1odo Jos genes plo<-,r.'1i1j1c-:::i':. que cor.f•crcr. ~~s·<:~ccnc10 ol 

Hg de muy o;vcrsos fuentes. 1nclui.,.i.~ndo los oos primeros cotc-.n•dos del tronsposor"'l 
Tn501 de Pscudornonos v ck,.! oiD~~ ... ·.:•o R l 00 (a,_e~ cor:1~·'''! :;.1 rro -::;;:.ioson --:- r.!:' i j c/,z 
Sh1geJio (Srown ero/. l Q8.~). Todc:s. los S!SU;mcs bocrcrrc.nos cscvd1oc1os crro,::ilco,1 un 
mismo mecon1srno de rcs1s:c:.nc10 la n.:.ciu::_c1on cn.:rmctico de! Hg-:· o Hg" í=>Or la red; .. ,;c. 

toso mercúnco cod1frcodo por el g~n n-:o:.--:rF! Todos I·~'?. sistzr.;c~s de:. rcsrstcncrc. ·,-:ir:"'lb1cn 
codrf1con prote.incs e;u~ rrans.Do~c.::~n •~spc.:ífrcomcnt'2- el H;:") hoc1::i c1 c1:op!0sr.-. ..._, bacte
riano. doncJe se encuentro lo rc .. du,;:tos::i (Sdvcr y Wald~~rnot-·<'). 1 C'92) -

los determinantes me.~ 1n1c1cin co.1 l1n gc.n rcgu'orc•~10. ,7Jcd=;. c,•.JG e<:. ':ronsen:o o 
port1r de lo codc."'>o üpucs.:ci co0 ~~~s,::-cc:~ C1 íos d~~mós g.~n:_:s. mcr La p•ct;:;1na fv"1erR 
se une como un hornodimcro o~ S1t10 :::'J('Jyc.::en~c opcrL~c..1or/promc~c~ d.::..! o¡:>e•ón rr.er 
(Summcrs. 1992). func1ononcio tonto corno un rcprc::.vr (en ous~n<•O ·::!C Hg) como en 
formo de 1nducror (en orc5cnc10 de Hg) -En los dcr.zrm:nonres mcr. lo rcg!ón ope. 
rodar/promotor es seguido po• !os c;,c-.ncs 1rnµln::odos en el :~or.spc.•r:z del Hg eil 1nte
nor de ros célu!os_ En el coso del rron:-~poson Tn50/ y dd o!asm100 pDUl 358. es.tos 
genes son merTy rr:crP. quG or191na."l uno pro~eino de Je mcmbronc interno t,..' uno pro
teína penplósm1co que un,:! rnc.~.::ur10. rcsocc{ivarrcn~e (f,~u~::' 3 8) 

A cont1nuacion se encuentro el gen rncrA que cod1f1co fo rcducto'.'>o rncrc0nco (figu
ro 3 8). uno enzima hornod1rncrico q; ..... e ccnt1en8 FAD l,J que es dcpcno1cn~c de NADPH 
El func1onom1enco de! sistema e::. s1mp•c un por d·?- crsr~1n;:1-:. de lo prcteino ¡::;-cnplós
m1co f'/lc•P o:.ropa el f'-'gi.>· del c.::~cr1or v :o trcrsf1e:c o c:ro pcir de c1s::c1ncs de lo pro. 
teína mernbronol f\11.crT. c.sr:::i lo p::-,s:) e ::::::. c:~;~z!.-.os e\.~· !c:i .-cdu;::tC'lso que. o su vez. lo 
transfieren f1no!mcnt~ al s1t:o 0C:1\. .. ::;. Ce lo cnz,mo (figur..:; 3 8) En cstz modc!o. el Hg-:· 
1ntrocelu!ar nunca se cncuc("ltrc !;~Ye. sino ql,.)c c:s :r~n-,f..:;.:1:::0 ck:. un ;::-or de cistei,"lOS o 
otro. protegiendo así el otr.b1cnrc c1topl:::-.sm1co etc lo rc:::icdod oc! ion 

El plósm:Co pOU 1 358 cont1eric e! gen mere que cod1f1co poro uno enzima lioso 
organomercur10! (que orr.oi:·a e: cspcct·o de rcs1~:c1-:.:1a de Hg 1nor.;¡on1co o com
puestos orgo.-1omercuri0Jcs) lo !1c~a ~ornpc.. el enlace. entre el cort::-ono 1,.1 el Hg del 
organomcrcuna/. liberando el Hg 1on1co. que luego se destoxrfico por lo reductoso. Se 
considero que los genes mcrB son comunes. yo que se na encontrado oct1v1dad de 
Ja lioso organomercuriol Cn mós de Jo mitad de los determinantes mer de los 
Psevdornonos analizados rn1c1olmente (Clork et o!.. 1977) 
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Hg 

Ac;s1stcnc10 ba:::tcrior.o o los ,"TK;tc.les ocsoc'os 

SH SH 
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SH 

Figura 3.8. f.licco . ......,::-.rno c.i.:_•, r.--::',:-,.-:,cc!nc:o bo;::tc;:ono o Hg El c~c¡uc.~r:-·.o r.-ivc:;tra un.=l cclu'o 
boctenono qu.:::. pc.s;::c los p;oc\...'..:::ros c'c les gc.'iCS- r.-ic ..... los cuo!'2s cont:1cr.c.r: g~uµos 
su/fhrdrl/o qL•G -::op~;::;1 c.i Hg lo proc.¡::.lr'O l\.tierP _del espoc10 pc-npiósrn1co tran~porto 1nr
c1a/rne.'"ltC ol ion mcoci.:.~·.:o el cicoolosrrc_ donde f'./1cri lo un.::. y lo 11cvo o fo rvc!uctoso 
M~ que. f:no!r;;:_--,r~c._ !e c:::in·.':c.r<:2 e;¡ H;:-, mctol•co fcrm:-i vorc.r.! c. 1:-:;::-rt·~ 

Plata (Ag) ==--=-=-=-=--~--=~~=-~-~--=-=--=-=-=-====~==~=~==~ 

Dado qu~ ronco .'es b::1c;: ... --:r1os -sensibles corno l:JS r~sisrcntcs son c.:lpw.-::cs de reducir 
lo Ag 10n1ca (Ag·) o lo for.-rv.:i mc.tó~ico m..::y1os té:x:1co. Ag--·. se ha c.Jcscortodo o lo rcdu.:
cion c0<no cf rnecon:srno de rcs1SL2.í'lc1a plosmid1co. Ac.i.1c;uc se ha •í'.fcrrr.odo de res1sten
c10 a lo plato conf:znoo por plos.T:1dos C.'! Ó;\..-crsas es,"'.A!<.n.'!S boctcrianos (Summcrs et 
ot. 1978; Sdvcr. 1931. Haefc!• ce al. 1984). en ni.19Un ce~.::::. s~ conoce su mccot11smo. 

Befly V Kydd ( J 982) descnbrcron un 01slodo de PscudomonQS res1srenrc o Ag. 
sugmendo que cestox¡f1caba el ion por redu.::cron o Ag 0 o mcd1of1re su uruón o com· 
ponentes celulares. Sin cm~or90. no se ha comun1codo de fas beses gcnét:ccs de lo 
resistencia. Se localizó un sistctno Ce rcs1st8.r!c10 o Ag e;"l el pfosm1do pKKJ de uno 
cepa de P. stuczen aislado de uno mino de Ag. Slowson et o/. ( 19920) estudiaron lo 
resistencia y la coptoc1ón de Ag en cepos que poseían pKK l . pero no lograron com
prender el mecon1smo c!e resistencia. SJ/vcr (198 J) informó qu~ la res1stenc10 o Ag 
eo uno cepo de € co/1 con un plósmrdo (01slodo ongu1clmcnte de Crrobacter). podría 
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deberse o uno boJO cxtroccicn de los iones tóucos Ag· de' RgCI del medio po1 los 
células re5•5tcntes. en comparoción con lo avidez con lo que las bacterias -sensibles. 
corences del plósmido. extraen los iones tóxicos. 

De.shponde y (hopodc ( IQQ4) ocscnb1eron un dct~rm1ncrirc de res1sterx10 o Ag 
de un plósm1do de Ac;nctobocrc.r boun10nn11 que puede tener corno bc:.e lo expu!s1on 
de lo Ag ce los celulos rcs:st~ntc~. Otro sistema de expulsión d~ Rg. en es.te coso 
cod1f1codo Por genes cromosom1cos. sz ha 1dcnt1f1codo en lo boc~e.r10 9rornpos1tP .... o 
€nteroc:occus h1roe cuont1ficondo lo coptoL1on de Aq en vcs1cu!os mcmbronoles (So!1oz 
v C'.ldermatt. 1095) tsrc es GI conoc1m1ento más o~onzc-.do occ.:co de, un sistema boc
tcnano de transporte etc Ag El gen que controlo lo expuls..on de lo Ag coclif1ca uno 
ATPosa del t1¡'.:l0 P. que tornb•en expi...Jlso Cu. y do origen o uno rcs1~.tcnc.a rnoccrodo o 
ambos car1one5. Esto A7Poso crornosóm1co muestro vno gran s1rnil1tl.:d con Jo RTPoso 
que expulso (d cod1f1codo por plosm:dos en otros boct ... --..r1cs c,_¡r0rr1pa..::.1t1•..ros Tornb1cn 
existe cvidcnc.10 de uno 1n::.;:rocc:.:::in e!.:.; los ~rst .. -:..'T'las de rrcn:,-.¡:x:ir:c ce Rg y de Cv en 
boctenos g:-cmncgccivos (GilonCcur e: el. l 088) Un c;x-..rcn r.--iult1c:;cn1co. Ccnorrnna
do si. fuo2; rc.:1entc•nentc. sc,::u{:',.!C1odo do:! un plé::":.m1So C 1<2 ¿ col1 (S St1v.::r. corr-uí'1Coc1on 
personal) Los dotos pre l1rn1norcs sugieren qvl!. s-.; t:-o~o Ce un S!-::.tcrno de rco:,1stcnc10 
basad::..> en ATPasos que c:::pulson los iones. tox1cos Ag· del c1roplcsmo 

Otros sistemas de tolerancia a metales 
Se ho 1nformodo c:k:! Ja rco::.1~tcnc1c o o~ro·::. metales rn.znos cstuc10Cos eri 01versos 

especies bacterianos. 1r.clliy.:;.ncio lo ~0J~ron-c10 al boro (Su.T11..~~rs y Jo::.oby. i 07.'3). ger
manio (Slawson ero!. i OQ2b). 00110 (1-':::iJ.Aout..or..._, e: oi 1992). estor)o (f\.·'\dle.r et of .. 
1 QQS)_ plomo (01cls e: o/. 1 QQS). tollo (Dicls et o! 1905) y tungsteno (Premokurnor 
et o! .. 1 QQ6) Es muy clc!'"O que ociemos cJc los ~ ... isccmcs de. rcs1stenc10 dctcrm1nodos 
por los plósmidos V cor-nprcnd1dos con de.talle existen 1ritcrcsontcs CJetn¡:)10S od1-
c1onoles de :o!cro.'""lcio a m:2tolcs poro los que no se. ticncri O(tuolrPe..-1tc cv1dc.nc1os 
suf1c1entcs qL'c pc..rrniton <oncx.~r l.-y; rnc<on1s.rr.os d.::: rc.~.1stcnc10 1rv.1ch;crodos 
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7.2.-SISTEMAS BACTERIANOS QUE EXPULSAN METALES TOXICOS 

Los sistemas de resistencia bacteriana a metales pesados tóxicos pueden dividirse en cuatro 

grupos de mecanismos que incluyen: 1) Ja actividad de enzimas que convierten las formas tóxicas 

de los metales en especies químicas menos tóxicas; 2) el atrapamiento de los iones nocivos en Ja 

cubierta bacteriana o rnediantc componc-ntes intracelulares: 3) la precipitación de: los metales 

tóxicos por medio de sustancias cxtracc::lularcs: Y- 4) la expulsión de los mctalc:s del interior 

celular una vez que aquellos han ingresado al citoplasma. En los últimos años s..: ha o:stablecido 

que las estrategias bacterianas más eficientes para resistir a Jos metales tóxicos son las que 

promueven la expulsión del ion metálico_ disminuyendo su acumulación y reduciendo así su 

toxicidad. Las bacterias poseen en las n1en1branas .. además de las di'\·crsas '\"Ías de trJnsporte para 

capturar los nutrientes inorgánicos .. sistemas igualmente eficaces para expulsar iones inorgánicos 

tóxicos. 

El ANEXO 4 muestra las propiedades generales de los sistemas bacterianos de expulsión. 
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INTRODUCCIÓN 

Para Jlevar a e.abo sus funciones meta
bólicas los rnicroorgnnisrnos requieren de Ja 
presencia de ciertos iones inorgá.n.icos esen
ciales. como Jos metales calcio. magnesio. 
sodio. potasio y manganeso. Algunos meta
les presentes tambiCn c:n el ambiente. sin 
embargo. son intrin.sccarnente tóxicos y ca
recen de acri,;dad biológica {como los deno
minados metales pesados: plomo. mercurio. 
cadmio. plata), o bien son =cnciales pero 
presentan toxicidad cunndo se encuentrnn en 
cone<...-ntraciones relari"\·nrnente ele\.·adas. co
mo cobre .. zinc. cobalto. niqueL .... "\.unque los 
mecanismos de toxicidad de los metales son 
diversos. los sisterrta.s más comunes involu
cran una interferencia con el transporte y In 
función de los Iones fisiológicos eS<..-nciales. 
o la interacción con las macromoléculas ce
lulares tales como las enzimas y los ácidos 
nucleicos. 

Los meta.les tóxicos se encuentran 
de manera natural en Ja bios"fera normalmen
te en niveles bajos. de tal manera que no re
pres<...antan un "factor de toxicidad para los or
ganismos ";vos. Sin ctnbargo. en ciertas 
áreas. como algunos yacimientos minerales 
o en zonas con una eleva.da actividad indus
trial. los niveles de dichos metales pueden 
llegar a ser e]c"\'ados. En esta última c;itua
ción .. los organismos son afectados.. )' sólo 
aquellos que desarrollan mecanismos efica
oe:s de resistencia permanecen en Jos arnb1en
tes alterados por la presencia de los metales 
nocivos. 
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Los principales mecaniSITios me
diante los cuales las bacterias intcrnctúan 
con los metales tóx.icos son: u.n a) la preci
pitación extracclular de los iones tóxicos 
por sustancias excrcta.da.s por las bacterias; 
b) la unión de los cationes rnetfilicos en las 
cubicnas celulares. por lo general basada en 
las cargas negativas de los consntuyentes d.c: 
la pared celular: e) la acumulación intracelu
lar mediante la wiión de los n1etales a com
ponentes citoplásmicos; d) las transforma
ciones rcdox que convierten a algunos iones 
en especies qui.micas menos tóxicas~ Y~ e) 
los sistanas de expulsión de la membrana 
que Unpiden la acumulación de los iones 
nocivos. 

Estos sistemas con frecuencia pro
porcionan a las bactenas tolerancia a con
centraciones ele"-adas de los rnctales tóxi
cos. aunque se han postulado otras funcio
nes adaptativas para ellos~ corno su partici
pación en propiedades de ,..;ru..1encia.. 1 Los 
genes responsa.bles de los mecanismos de 
interacción bacterias-meta1es pueden estar 
codificados en el cromosoma o en plásrni
dos. "' En los últimos años.. vnrios sistcrnas 
bacterianos de expulsión de mctaJes se han 
descrito a nivel molecular. dilucidándose en 
algunos caños los mecanismos bioquímicos 
involucrados. 11 • 1 :;:· 14 •4 ~-61 En este trabajo se re
sumen los aspectos relacionaños con los 
mecanismos bactcriaños de expuJsión de 
metales tóxicos. con énfasis en los sistemas 
que han sido analizai\os con mayor detalle 
(Tabla!). 

EXPULSIÓN DE COBRE 

1.-Papcl biológico del cobre en hu 
bacterias 

El cobre es un micronutricnte esen
cial para todos los microorganismo~ ya que 
es constituyente de muchas mctalocnzimas 
y de proteinas involucradas en el transporte 
de electrones, transformaciones rcdox y 
otras reacciones importantes. 11

•
14 Debido a 

la capacidad del cobre para sufrir transicio
nes entre las especies Cu(!) y Cu(Il). este 

metal puede actuar como donador o aceptar 
de electrones en las cadenas transportadoras 
de clc:ct:rones. 

La toxicidad del cobre se debe pnr•
cipalrnentc a la alteración de sitios activos de 
enzimas y a la oxidación de componentes de 
mc:Tilhnlnas... procesos relacionados con su 
capacidad para generar radicales libres 
hidróxido mediante una reacción tipo 
Fenton; estos rudicales pueden inducir la 
pcr-oxidación de lípidos.. causando interrup
ción en las membranas.. oxidación de proteí
nas v otros daños cclulares.K El cobre tarn
bien- puede l1llll= y modificar grupos fun
cionales en proteinas. H.cidos nucleicos. poli
sacáridos y Jipidos. alterando la estructura y 
función de estas rnacromoléculas."' 

El cobre tiene un papel dual en los 
organismos '\.;vos: es esencial en bajas con
centraciones pero a concentraciones elevadas 
es tóxico; debido a esto. las bacterias deben 
poseer mecanismos que les permitan mante
ner el cobre intracelular dentro de cienos ni
veles que no intcrfier.:m con su homeostasis 
pero que no produzcan daño celular. Por 
estas razones los microor-ganismos han 
desarrollado delicados sistemas que les per
miten mantener las concentraciones adecua
das de cobre en el interior celular; algunos 
de ellos se basan en la captación ) otros en 
la expulsión del metal. 17 

2.- A TPasas tipo P 

Las A TPasas tipo P son una clase 
importante de proteinas involucra.das en el 
transporte de iones y cuya función se rela
ciona con el mantenimiento de concentracio
nes iónicas adecuadas en el interior celular. 
Se han identificado mas de 100 A TPasas ti
po P que participan en la horncostasis de io
nes en organismos tan diversos corno bacte
rias y humanos. donde conservan elevados 
granos de similitud en secuencia y probable
mente cn función.ha Existen tres característi
cas importantes que se encuentran en todas 
las ATPasas tipo P: 1) Estan formadas por 
un monómero de 70-200 kDa; 2) Se inhiben 
a concentraciones micrornolares de avanza-
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TABLA J. Sistema• h•cterianos de Cll.pubión de mea...Les. 

Especie . 
~·· 

'-: ·s~ · Mdalcs-· .. M,......;icrno ' 
· (1 «-'irw=iáll) •· ·~. . ·.. . •. ·• .. · .. ·. · •.c><J>ulsi. . · ·oo 

~ 
No::' 

•·· .._.,,..,._ "~· . " -- -
Escher1chia coll Cut (C) Cu A TPasa? 31 

E. coll 

He/Jcobacter p;,../ori 

Enterococcus h1rae 

.. ~)7wchococus sp. 

E. cob 

A. eutrophus 

E. coli 

•C. cromosorruon. P. Pl•srnH.hoo 
., Gupc.a rl al .. CZJ''l.Ado pua pubúcac1óa. 

Peo (P) 

Hpcop (C) 

Coo(C) 

Pa.c (C) 

CadA (P) 

Czc (P) 

ZntA(C) 

Car (P) 

Sil (P) 

do y. 3) Durante su funcionamiento, se fbr
ma un intennediario acilfosfato por la trans
lerencia de un grupo fosfato del A TP a un 
residuo de ácido aspilrtico de la c:nzima 01 

Todas las ATPasas tipo P f'uncionan 
como bombas de cationes. ya sea para la 
captación.. la expulsión o el intercambio de 
los iones. !§.4 En esta revisión sólo se t::ratanin 
las A TPasas involucradas en sistemas de ex
pulsión. Estas enzimas. ya sea de procarion
tes o de eucariontes. muestran varios domi
nios conservados. como son los involucra
dos en la función de fosfatasa. en la trans
ducción del ion. en la fosforilación. y en la 
unión al ATP. La región de transducción del 
ion contiene un residuo de prolina localiza
do en un dominio hidrofóbico y conservado 
en todas las A TPasas tipo P; en algunas en
zimas. como en la ATPasa de cadmio. esta 
prolina se encuentra flanqueada por cisteí
nas.00 La deslosforilación del acillosfato 
por Ja actividad del dominio de fosfatasa 

Cu 

Cu 

Cu (Ag) 

Cu (Ag) 

Cd 

CdZnCo 

ZnCd 

CoNi 

3:!. 

ATPas.a P 2 

ATPasa P 59 

ATPasa P 27 

ATPasa P 

Antiponadorll-r 39 

ATPasaP 3 

Anti porta.dorlfr 4 

Antiportadorlfr 

ATPasa P 

coincide con un cambio confonnacionaJ y 
con el transporte de uno o dos iones a través 
de la membrana 61 

Existen dos enfennedades heredita
rias en humanos causadas por deíectos en el 
metabolistno del cobre. el síndrome de Men
kes y Ja enfermodad de Wilson. • 7 El gen 
alectado en el síndrome de Menkes codifica 
para ura A TPasa tipo P que ha sido d=rita 
como una proteína que transporta cobre. 57

·
60 

La deficiencia de esta enzima causa una acu
mulación del metal en diversos tejidos. El 
gen responsable de Ja enfermedad de Wilson 
también codifica para una ATPasa tipo P.º""º 
La alteración de esta A TPasa produce una 
excesiva acwnulación de cobre en el hig.:ido. 
Estas ATPasas tienen la característica de que 
en su extrC'tTlo anUno tenninal contienen seis 
copias de una secuencia muy similar a las se
cuencias previmnente encontradas en A TPa
sas tipo P de origen bacteriano que confieren 
resistencia a metales (por ejemplo. cada de 
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S1aphylococcus aureus) y en A TPasas tipo 
P del sistema bacteriano homcostático del 
cobre (como las enzimas CopA y CopB de 
Enlerococcus h1rae61 (ver más adelante). 
Estas dos A TPasas hlllllan" .on las prime
ras proteínas transp0rtadoras de metales tó
xicos descritas en eucariontcs. 10 

3.-l'\tccani.smos de expulsión de cobre 

ME 

MI 

Peri plasma 

mosoma en cepas de l:..~. co/1 resistentes al 
metal; este sistema fue denominado cut. In
duciendo rnuta.ciones que causan hipers.c...-nsi
bilidad a cobre, se identificaron ocho genes: 
culABCDEFRS. Mediante el analisis de las 
funciones de las proteínas codificadas por 
este operón. se concluyó que el mecan.istno 
de resistencia a cobre consiste en la expul
sión del catión (Figura 1 ). 

Figura t. Modelo propuesto para el sistcm.a Cut de caplac:ión. u-anspon.c y cxplusión de cobre: cod.ifie3do por el 
cromosom.a de &chenchla co/1. El cobre es in.icialmcntc captado por las pon.nas de la membrana cxt.c:rna. Las pro-
tcínas CutA y CutB transpon.nn el cobre tuacia el r.ntenor celular y Jo ceden a las prol.cinas ciLOplásnucas CutE y 
CutF .. las cuales a su vez uansportan el metal a los sitios de sint.cs1s de potcinns. El ex.e.eso del rnct..al es cxpulsDdo 
hacia et ex.tenor celular modJantc la.s proteínas CutC ~· CutD que t.al vez ÍWJC:10l1Jln como A TPa.sa_ ME-membrana 
c:xt.c:rna; MI- rncmbnma mt.c:rna.. Adaptado de Lo: el al. ll 

a) Sistema cut de Escherichia co/L Lec el 

a/_ 31 identificaron un sistema de transporte y 
utilización de cobre codificado por el ero-

CutA y CutB son proteínas rncmbra
nales involucradas en la captación de cobre; 
CutA transpona cobre y zinc mientras que 
CutB sólo transporta cobre.9 La expresión de 
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MI 

__., Efecto nocivo 

Figura 2 .. f\.1.odclo propuesto para el func1onanuc:oto de las protciaas Peo de plAs.rrudos de Eschench1a co/1. El co
bre es in"=ialmcnte c.apUldo por las ponnas de la mcmbnsna C""IC.tana. PcoS es un.a prot.eina de la membrana interru1 
que funciona como un sensoc de la c:oncc:ntracion de cobre. PcoC pnrt.ic1pa en c:I .3.lmaccnanuento y tnU\Spoctc: de co
bre hacia lugares de smteslS de met.aloprotein.as FUUllmentc. PcoA. y PcoB son responsables de l:t c:~pulsión del me
tal. ME• membrana cx.tern4. MI- mcrnebrana ant.ana.. Ada.pt.3do de B~TI et o/.~ 

CutA se induce por la exposición a sales de 
cobre. zinc. níquel. cobalto y. en menor gra
do. por cadmio .. manganeso y p1ata . .: 1 Se 
postula que las protcinas citoplñsmicas Cu
tE y CutF secuestran al cobre y lo llevan a 
los sirios de sintesis de proteinas que contie
nen cobre• (FigUia 1 ). La secuencta de CutE 
ha sido determinad.a; contiene 5 12 aminoá
cidos (aa). con una región de siete residuos 
(His-Fcn-Gli-Met-Ala-Arg-Met) que se cree 
es un dominio para unión de cobre.~ 

Las proteinas CutC y CutD expul
san el exceso de cobre del interior celular; 
probablemente son /\ TPasas que translocan 
el rnetal. La secuencia de aminoácidos de 
CutC ( 146 aa) indica que es una proteina hi
drofilica que presenta en su extrCTTIO amino 
terminal Wl dominio de unión a cobre simi
lar al de la A TPasa CopB de Entervcoccus 
h1rae (ver más adelante). 

Finalmente. las prot.:inas CutS y 
CutR regulan la expresión del operón cut 
manteniendo las concentraciones adecuadas 
de cobre en el interior celular. CutS es una 

proteína scnsora de la concentración de co
bre en la mCTllbrana citoplásmica y CutR re
gula la transcripción de los genes cut.·' 1 CutS 
y CutR pcneneccn a los sistemas regulado
res de: dos componentes comunes en diver
sos organismos. corno las parejas PcoS/ 
PcoR. CopS/CopR (ver mas adelante), en 
los cuales la proteina scnsora (CutS) res
ponde a un estimulo externo (la concentra
ción de cobre) con la autofosforilación de un 
residuo específico de histidin~ el cual se en
cuentra conscn.·ado en estas proteínas s.cnso
ras de la membrana. La proteína sensora. 
una vez fosforilada. transfiere el grupo fos
fato a un residuo específico de aspartato de 
la proteína transductora CutR_ El transductor 
es activado por la fosforilación y entonces se 
une a la región del operador en el DNA para 
iniciar la transLTipción del operón. ~ 

b) Sisr.· ~a peo de Eschcrichia coli 

Lec et al. 3 ~ clonaron un detenn..inan
te de resistencia a cobre. denominado peo. a 

57 



58 
Eai:Nt>l::R.A V.uo..u. ÁNOl1 H Ál..._·AJC.EZ y CAIU.DS CDtvA.."'1'ES. SM&r--.. a.c-wra.- ck E1pu..lalóa d.r MrCU- TOtJ.r.o.. R-· 
/.ol . ..A-~r .• \l1c-rob10/ .a.o: 51-71. 1998 

partir del plásmido conjugativo pRJ 1004 
(122 kilobases; kb) identificado en una cepa 
de E. coll aislad.a de una granja de c=dos en 
Australia. 6S Las cepas que contienen el phi.s
mido acumulan menos cobre que las cepas 
que: no lo contienen, indicando que el meca
nismo de resistencia podría consistir en la 
expulsión del metal.~ 1 

Por análisis acnético-molecular. se 
identificaron inicialm~te cuatro genes.. de
nominados pcoABC."'R; estudios posterlores 
dCD'lostraron la presencia de genes peo 
adicionales. originando el operón 
pcoABCDRSE' Se ha propuesto que el me
canismo de resistencia a cobre consiste c:n Ja 
unión intracelular del cobre seguida por un 
incremento en la velocidad de expulsión del 
metal de la celula (Figura 2). 

La función de las proreinas Peo no 
se conoce coa ex.actitud, sin CTTlbargo. por 
su similitud con las proteínas Cop de Pseu
domonas .~yrrn.r.:ae (que acumulan cobre en 
la mC'ITlbrana externa y el espacio periplás
mico 15). se puede inferir acere.a de sus posi
bles funciones. La proteína PcoD tiene seg
mentos uansmernbranales y residuos con
SC1'Vados de metionina e hisridina locahza
dos en la cara externa de la membrana inter
n~ por Jo que se cree que su función está 
relacionada con el transporte de cobre" ( Fi
gura 2). La secuencia del producto del gen 
pcoE sugiere que PcoE es una proteína peri
plásm.ica con una región señal en el extremo 
amino-terminal y que posee similitud con 
las secuencias de octap<:ptidos repetidos en 
PcoA y PcoB (ver mas adelame). La protei
na PcoC (126 aa) es probablemente una 
prote-ina citoplásrnica que panicipa en el 
transporte y almacenamiento del cobre 
(Figura 2). 

Por otra pane. se sugiere que las 
proteínas de Ja mC111brana interna PcoA 
(605 aa) y PcoB (296 aa) están involucradas 
en la expulsión del cobre: estas proteínas 
tienen un octapéptido conservado (Asp-His
XrMet-Xz-Met) que se postula funciona 
como un dominio que une aJ cobre8 

(Figura 2). 
Los productos de los genes pcoS y 

pcoR participan en la regulación de Ja expre
sión de los genes peo. ' 7 La secuencia de 
PcoS sugiere que se trata de una proteína 
que se fosforila al detectar concenu-acioncs 
elevadas de cobre; esta proteína.. a su vez.. 
fosforita a la proteína PcoR. la cu.al actúa 
como un actJvador de la expresión de Jos ge
nes peo. PcoS/PcoR perten=en a los siste
mas de dos componentes como Jos ya men
cionados CutS/CutR. 7 

Et sistCtlla peo de E:.-. colt es equiva
Jente aJ sistL"'tlla cap de /->_ieudan1onas 17 y Jos 
genes se encuentran org.aniz.años en et mis
mo orden: pcoABCDll'>E. 8 La sim.ilitud en
tre las secuencias de arrünoácidos de los pa
res de proteinas es: Pco....VCopA 76~0: 

PcoB/CopB. 54%; PcoC/CopC. 66% y 
PcopD/CopD, 38% .. " Sin embargo. a pesar 
de esta semejanza. el -mecanismo de resisten
cia del sistema peo de E. co/¡ difiC"T"e nota
bJcrncnte del sistema cap de Ps1.•udon1onas, 
ya que el prirncro confiere resistencia a co
bre mediante un mecanismo de expulsión 
(Figura 2) mientras que el se~undo lo ha= 
por la acumulación del metal 1 

_ El hecho de 
que proteínas tan parecidas íuncionen en for
ma diferente no ha sido aU.n entendido: una 
posible: explicación es que los determinantes 
cap y peo tienen un origen comUn pero han 
divergido despuCs de su diSL~inación a es
pecies bacterianas de distintos ambientes. 
onginando un diferente mecanismo de inte
r;iccíón con el cobrc. 11 

e) Sistema hpcop.48 de Helicohacter py/ori 

En un fragmento de 2.7 kb del cro
mosoma de la baclcria Gnun negativa.. pató
gena de hwnanos. Hellcohactcr P..Vlorr se en
contraron tres marcos de lectura abiertos de
signados ORF 1.2 y 3"'°. La secuencia de 
amínoacidos deducida del ORF 1 mostró que 
éste origina una A TPasa ripo P denominada 
hpCopA (61 1 aa) que contiene regiones con
servadas ti picas de las A TPa.sas encontradas 
desde bacterias hasta humanos. La interrup
ción del ORFI produce mutantes de H. py/o
rr susceptibles a cobre~:!.-1 en estas mutantc:s 
no se encontró alteración de Ja susccptibiJi-

1 
1 

1 
1 

1 

1 
1 
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dad a níquel. cadmio. o mercurio. ORF2 co
difica para una proteína de 66 aa designada 
hpCopP; esta proteina muestra similitud c~m 
1'.1erP. la proteína periplá.sm..ica involucrada 
en la resistencia a mCTcurio. hpCopP contie
ne tambiCn una región de unión a metales 
pesados. Los resultados obtenidos indican 
que ORFI y ORF2 fonnan un sistema de 
transpone de cationes asociado con In ex
pulsión de C<)bre en cClulas de H. /~'1.'!on. ~ 

Recientemente .. Bayle el al. - clona
ron los operones cop de: las especies relacio
nadas H. pylon y H. .fe!JS. mediante el es
cn.itinio de bancos de genes. Ambos opero
nes contienen un marco de lectura abicno 
para una ATPasa tipo P. CopA.. Ja cual 
muestra similitud con las A TPasas tipo P de 
cadmio. CadA.. y de cobre. CopA y CopB. 
Tarrtbién se encontró un marco de Iecrura 
abieno que codifica para CopP. que presen
ta similitud con la proteína CopZ del operón 
cop't'Z4.B de Entt:rococcus h1rae (ver mas 
adelante). Estas ATPasas contienen una re
gión ainino tenn.inal que Wle al cobre. Se 
determ.inó. por otra pane. que CopA contie
ne cuatro pares de segmentos transmernbra
nales. adem:is de las reg.iones de unión del 
A TP y de fosf'orilación .. H Estos daños su
gieren que la resistencia a cobre en H. p):lo
r1 y H. _/Chs OCUITC por un mecanismo con
servado de expulsión. que: es dependiente de 
ATPasas. 

d) Sistema cop de EnterocOL·cus hirae 

Odcnnan el al.4 s describieron un 
mecanismo homeostárico para cobre codifi
cado en el cromosoma de la bacteria Grarn 
positiva 1:.·n1t!rococc-a-1s h1rae. Este sistema es 
dependiente de la actividad de dos A TPasas 
tipo P. CopA y CopB. cuya e><presión es re
gulada por la concentración de cobre. Aun
que CopA y CopB son muy similares en su 
secuencia de aminoácidos .. los primeros l 00 
residuos del extremo amino terminal son di
ferentes. La porción amino tenninal de 
CopB contiene tres secuencias consenso re
petidas: Met-X-His-X-X-Met-Ser-Gli-Met
X-His-Ser.-15.Estas secuencias se encuentran 

también en Ja proteína CopA de P. syrmgae 
que une al cobre. Jo que sugiere que Ja re
g.ión amino terminal de CopB es un dominio 
que participa en la unión del meta..l. 11 

CopA y CopB muestran un 33°/o de 
a.rninoñ.cidos idCnticos y tienen un bajo con
tenido de cisteínas: CopA tiene cuan-o. 
mientras que CopB presenta sólo una 4 !> Los 
perfiles hidroparicos de CopA y CopB son 
muv similares; basa.dos en estos perfiles 
y ~ la distribución de los residuos cargados 
en las dos caras de Ja membrana. Oderman 
et ar~~ propusieron un modelo topológico 
para CopB. con ocho héli= transrnembra
nales y Jos extremos C y N tCTtTtinales en la 
región de la proteina expuesta al citoplasma 
(Figura 4). Estos autores concluyeron que las 
proteínas CopA y CopB de E. h•rae son AT
Pasas que llevan a cabo la translocación del 
cobre y de otros iones metálicos. como plata 
y cadmio. a través de la membrana celular. 

Empleando vesiculas membranales in
vertidas de E.-. h1rae. se demostró Ja acwnu
lación de cobre por CopB, por Jo que se 
concluyó que CopB es una A TPasa que fun
ciona como una bomba que puede expulsar 
cobre del ettoplasma;'9 así. el papel fisioló
gico de CopB parece ser el control de la 
concentración de cobre citopl3srnlco. expul
sando el exceso aJ exterior celular. 

C'opA. por otra pane. muestra gran 
similitud (43~ó) con Ja proteina humana cuya 
deficiencia produce el sindrome de l\1en
kes"" (Figura 3). C'opA posee una región 
consen:ada en el extrCTllo amino-terminal. 
Gli-X-Tre-Cis-X-X-Cis. que se encuentra re
petido seis veces en Ja región amino tenninal 
en la proteína de la enfermedad de I\.1en
kes. 60 Esta región parece ser un sirio general 
de unión a metales tóxicos. También rela
cionada con CopA se encuentra la A TPasa 
de cadmio CadA de ... \"1aphylococcus aurcus. 
con un 35°/0 de similitud: CopB tiene un 
26~ó de similitud con Cad.~. 45 

Para identificar las regiones regula
doras involucradas en Ja inducción del opc
rón cop de E. hirae~ fue clonada y secuencial 
Ja rc:g.ión 3• de copA. 44 Se encontró una re
gión que contiene dos genes. cupY y copZ. 
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que codifican para proteínas de 145 y 69 aa. 
respcctivmncntc. Ambas proteínas contie
nen dominios de unión al metal y muestran 
similitud de secuencia con protcinas regula
doras conocidas. La interrupción del gen 
copY produce una sobreexpresión de CopA 
y CopB generando un fenotipo dependiente 
de cobre. por lo que: se deduce que CopY 
actúa como un represor 1nducible de] ope
rón cop. En contraste. la interrupción de 
copZ suprime la expresión de las dos A TPa
sas genC'J'"3IldO cClulas sensibles a cobre, ya 
que CopZ es un acrivador del opcrón cop.b3 

Ambas mutaciones pueden ser complrmcn
tadas en 1rans con plásmidos que contienen 
copY o copZ. Asi. copY y copZ codifican 
para protcinas metalorreguladoras que son 
requeridas para la inducción por cobre del 
operón cap. La expresión de los cuatro ge
nes está regulad.a a su vez por la concentra
ción extracelular del rnetal.t>_l 

·-·-· - ::· 

disei\ados a partir de secuencias conscn.·adas 
en otras A TPasas. fueron clonados dos genes 
que codifican para ATPasas tipo P especifi
cas para cobre; estas enzimas lucran deno
minadas PacS y PacL.=7 

PacS (747 aa) muestra similitud con 
las A TPa.sa.s npo P procariónticas. mientras 
que PacL (926 aa) es similar a la.s ATPa.s.a.s 
eucariónticas. panicularrnente a Ja A TPa.sa 
de calcio. Las secuencias de a.rn1noác1dos de 
PacS y PacL sug:jeren que son proteín::i.s lnte
g.ra.les de la n1ernbrana. ya que contienen 
múltiples reglones hidrofóbicas capaces de 
atravesar la membrana varias veces. como 
sucede: en todas las ATPasas.=7 

Kanarnaru et al.:: 8 encontraron que la 
síntesis del RNA mensajero de pacs· aumen
ta con la exposición de cClulas de .\).necho
coccus al cobre y que la interrupción de ese 
gen causa una hipersensibilidad al metal. 
confirmando c:I papel de la ATPasa en la ex
pulsión de cobre inducida por éste. Estos au-

Fi¡:ura 3. Comparac1on de l4S estructuras de la proteína CopA de F-:n1c:rococ:c.,u· h1rat.!'-' ~- la pi-olc1na de la enfcnne
dad humana de Mcnkc:s. La m.a~or panc de las prote1n.:1s se cncucnira en la cnrn c1topJásm3t1c.a de Ja membrana 
CXXC indica los sitios de uruon a cobre. TGE El domm10 de fosfotasa: TGTKD el dominio de asparul canasa. 
VGrx::; el donun10 de umón del A TP y CPC la rcg1on de transducción del ion. Tomado de Sohs et al. !'ID 

e) Sistema pac de ~).·nechoc<>ccus 
Synechococcu.,. es una cianobacteria 

que tiene un aparato íotos1~it.trico (tilacoide) 
similar en estructura y función al localizado 
en los cloroplastos. Mediante la amplifica
ción por PCR del cromosoma de una cepa 
de .1'_vnechococcu.'> con olig.onucleótidos 

tores demostraron también que Ja proteína 
PacS se encuentra localizada en la membra
na tilacoide. donde probablernente actúa co
mo una bomba de expulsión de cobre y cuya 
función es proteger aJ tiJacoide de las con
centraciones elevadas del metaJ. 2 H Este es el 
primer ejemplo descrito de una ATPasa 
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Frgura 4: Est.ruc.luna tcnUtlJ\o.n de la A TPAS.a CopB de En1erococc-us h1rae en su perfil tudropAllco. Se mucsuan las 
ocho hChccs tran.smembran.alcs (nwnc:r.nd.:ts 1-8)· ~ r-cgtonc:s H.M.Gl\1 rndic.:m tres s1tJos prQb:sblcs de uzuoo a co
bre. La rrgaon cuDCtcrist.Jca a todas la.s A TPas.n tipo P esLA mdtcada como TGES. que es parte del dom.uuo de íos
fata.s:s. TGTK.D C5 el su10 de form..ac1on dcl A.."i"pa.MJI fosfato y VGrx::irNDAP es pmte del dom1ruo de aspara) cmas.a. 
En la bChcc nU:mero seis se muestra Ja región consc:rvad:a de uru1 prolina flanqw.edn. por- tustJdm.n y c1steina (HPC). 
Tornado de Odcnnan et al.~' 

de expulsión que controla la concentra
ción de iones en un companimento tntra
celular. 

EXPULSIÓN DE CADMIO 

1 .. - Toxicidad del cadmio en la.5 bactrrias 

El cadmio es un metal pesado urili
z.ado ampliamente en la industria para una 
variedad de aplicaciones. En las últimas dé
cadas ha aumenta.do su uso industriaJ. pro
duciéndose contaminación por cadmio en el 
arr1biente, incluyendo suelos, agu"-. plantas, 
animales y productos alimenticios. El cad
mio carece de función biológica y en su íor
ma de catión divalente es altamente tóxico 
para las bacterias y los organisnios superio
res. El principal efecto tóxico del cadmio es 
la inhibición de la respiración bacteriana 
causada por su gran afinidad por los grupos 
sulfh.idrilo de la cisteina en proteinas esen
ciales. 

2 .. -Sistrmas de expul:dón de cadmio 

Varios silstemas bacterianos que 
confieren resistencia a cadmio han sido es
tudiados con detalle. encontrándose que los 

mecanismos bioquimicos para esta resisten
cia son muy diversos. La rnayoria de los me
canismos de tolerancia a cadmio conocidos. 
s1n embargo. se basan en la expulsión del ca
tión. aunque también se han descrito siste
mas relacionados con el secuestro del cad
mio por proteinas similares a las metalorio
ninas. '8 
a) Sis.tema cad.A de ... \"taph_1,./ococcus aureus 

La resistencia a cadmio es la carac
terística más comü.n entre los determinantes 
de resistencia codificados por plB.srnidos de 
S. aureus; esta resistencia ha sido encontrada 
con una fi-ccuencin del 80'?-ó o más en algu
nas colecciones de estafilococos de origen 
clínico.t>9 En S. aureu.'i, et cadmio penetra a 
la cCJula por et sistema de transpone ncrivo 
del manganeso46

·
67 y es un inhibidor compe

titivo de esta via.·'1 
En el p1ásrn.ido pl.258 de S. aurru.'i, 

la resistencia a cadmio es conferida por el 
sistema cadA que codifica para una A I Pasa 
tipo P de 727 aa. El mecanismo de resisten
cia consiste en la expulsión de cadmio que 
evita Ja acumulación del catión en el cno
plasma.""'·1 En vesiculas rnernbranales inverri-
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Fipra S: ~fodelo de la esvuctur:a del a ATPasa Ca.d.A ~ficad.a poc- eJ pllilsmido pl.258 de .\"1aph_ ... '/ocnc- / 
c:us au"us. Se muestrml la reglon mmno t.c::rnUn.al de uruon a ~o. Ja CUAi conuc:nc un par de c1stcinas : 
(C·SH). y Jas sets ~ tnmsmcmbns:rulles (n~ J-6). Eo Ja región 4 se encuentra el tnpCptido ' 
consc:n.·ado Cis-PTo-C1s (C-P-C>. parte de Ja ruJ..a de tr.ansJocac1on de callones Tamb1c:n se muestnln las 
rqponcs intnlieelu.lan:::s comunes a todas las A TP.asa... incluyendo los dormmos de fosfaiasa y de a.span.il ci
nasa. Tomado de Silvcr y Phtmg. "'' 

das de S. aureu .... la proteína Cad..A acumula 
cadmio en un proceso dependiente de A TP. 
lo cual es equivalente a la expulsión del ca
tión en células inta.ctas.71 

CadA es una A TPasa ti pica del tipo 
P; la proteína empieza con un dominio de 
wUón al metal relacionado con las regiones 
que unen cobre y mercurio en las A TPasas 
de expulsión y en otras proteinas (Figura 5); 
este dominio contiene un par de residuos de 
cisteina (Cis-23 y Cis-26) que se ha postula
do son los sitios de unión inicial del cad
mio. El siguiente segmento (residuos 70-
105) es muy hidrofilico y conecta el extre
mo amino tenninaJ con la primera de seis 
regiones transinernbranales que muestran si
militud con ATPasas ripo P de bacterias. 
an.llnales y plantas. Se cree que la cuarta re
gión es pane de la ruta de rranslocación de 
cationes. que incluye un tripéptido conser
vado Cis-Pro-Cis. 'ª Las dos regiones intra-

celulares. comunes a las A TPasas ripo P. 
comprenden Jos dominios de aspanil cinasa 
y de losfatasa (Figura 5). Durante el ciclo 
del transpone. la proteina CadA es fosforila
da por ATP. probablemente en el residuo 
conservado de aspartato (Asp-415); la AT
Pasa es íosforilada sólo en presencia de cad
mio."" El úl!;mo segmento de CadA es una 
región de 2 1 a que tennina en el lado cito
plásmico con el residuo de lisina-727 
(Figura 5). Es sorprendente que esta protci
na. cuya íunción es conferir resistencia a 
cadmio. sea inusualmcnte baja en su conteni
do de cistein~ ya que sólo cuatro de Jos 727 
aa son residuos de cisteina; sin etnbargo~ es
tos residuos se encuentran en posiciones es
tratégicas en la proteina (Figura 5). 

Cad.A tiene similitud con la proteína 
de la enfi:nnedad de Menkes (Figura 3); es 
interesante que esta proteína de hwnanos pa
rece estar más relaciona.da con la A TPasa 
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Fisura 6. Modelo propuesto para. el funca<>nanucnt.o del slStCrna c:c codtficado por el pla.sm.ido pMOL30 de A.Jca
hgenes eutrophus. Czc.A transport..a los cationes dn·aJentes <•)a Ua'l•Cs de la mernbnma tnt..cnul (Ml).;. CzcB condu
ce Jos c:aLiones a tra"·C:s del espac.10 pc:nplasnJ.Jco (pcn). rru~ que CzcC se une a unn h.JpotéLJc.a protcina man. 
brana.1 (-Omp'\-J. 00,.·ac.cnte al complejo Cz.c. 1:1 cua..l libcrn los c..a.lloncs a t..n1ves de la mcmbrZlOA externa (!--1E) ha
cia el csp.ac:10 ext:raccÍular. Mur indica la capa de murema Tornado de Rcnsmg et al.-

Cad.A de S. aureus que con las A TPnsas 
de otros organismos superiores. 55 La A TPa
sa de !\.ic:nkes y la A TPasa CadA de S. au
reus muestran regiones comunes a todas las 
A TPasas tipo P; una de estas es la región di
tiol amino terminal que se cree es una re
gión que une al metal; hay una o dos copias 
de esta región en la secuencia de Cad.A y 
seis copias en la secuencia de la pToteina de 
Menkes. Otra región conservada en la AT
Pasa Cad..A. y en la A TPasa de 1'.ienkes es la 
que contiene la secuencia Cis-Pro-Cis. pro
puesta como un canal de la membrana en 
CadA y en otras ATPasas de procariontes." 

El segundo gen del sistema CadA 
es cadC. el cual codifica para una proteína 
(CadC) de 122 aa. 70 La expulsión de cad
mio en las céluJas resistentes es inducib1e. v 
su cxpTesión requiere de ambas pTotein~ .. 
CadA y CadC. 7

, Endo y Silvcr2° demostra
ron que CadC fhnciona como un rcpTesor 
de la transcripción de cadA. Se ha propues
to que CadC es un miembro de la familia de 
proteinas reguladoras que se unen al DNA; 
otro mictnbro de esta familia es la proteína 
ArsR (proteína reguladora del sistema de re
sistencia a arsénico).38 Cad.C .. sin etnbargo .. 
posee tres sitios de unión a cationes .. .a:: por 

lo que se ha postulado que su papel en la re
sistencia a cadmio es más compleja; pToba
blerneme CadC une al cadmio para lnlllspor
tarlo hacia la bomba de expulsión Cad..A. 

Secuencias de DNA similares a las 
de los genes cadA y cadC" de S. aureus han 
sido identificad.as en el cromosoma de la 
bacteria alcalofilica Gram positiva Rac1/lus 
finnus. ::t. Aunque los genes cad se localiza
ron en una transposición. asignada a un plás
mido endógeno. no h~· C'"'.;dencia de que es
tos genes confic:ran resistencia a cadmio. 

b) Sistema cadA de Listeria 
1'-f anocytogenes 

En cepas de L1st~ria monoc_\.'toge
ne ..... una bacteria Gr.nn positiva Teconocida 
corno un patógeno oponunista en animales y 
humanos .. se identificó un mecanismo plas
mídico de resistencia a cachn.io similar al sis
trma de Tcsistencia cad.A de S. Aureu.s. 2'" L:ti
lizando los genes cadAL"' de S. aureu.' corno 
sonda.. se encontró hibridación con un frag
mento EcoRl de 3.1 kb del plásrn.ido Lrn74 
de Liste ria. Z9 El análisis de las secuencias 
sugirió que el mecan..ismo de resistencia con
siste c:n un sistema de expulsión dependiente 
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Ftpra 7. Modelo del funcionmmcnto del stsu::m.a de f'CSlstcncJa a pi.al.a Sd de E. coll. La funcion de elida pruteina 
fue dc:dui::Xla por comp&n1Ción con las sccucnciAS de oc.ras prot..e"inas conocidas. S1JEc:s una protc1n:1 cmasa encarga
da de transducu' la sedal fosforilando, a~ del A TP. a SilR.. un.a proteína ~1.adont que act1"·a Ja transen~ 
c1ón del operóo (linea ondulada) El axnplejo SilCBA est4 formado pcx- µroto.nas de h1 membnut~ que actUan ex
pulsando Ag· mcdi.2nt.e un mec:.arusmo quinuosmótico ant1port:Ddor que CllJ>La protones, en forma s1nular al S1S10TUI 
Czr.. Firuslmc:ntc, SilP es una ATPasa tipo P que expulsa a los iones Ag' cm.picando la cnergia de b. h1dróhsu del 
ATP. Est..ii ATPasa presentJI el residuo de~ (0) que es fosfonlado Tomada de Guplll el al .. envirado para 
publ.U:oción. 

de energía. involu=do las proteínas CadA 
y CadC. similares a las de S. Aureu<.""' 

La mayoria de las cepas de L rno
nocy1ogenes provenientes de] ambiente, de 
fuentes clínicas o alimentarias contienen 
plásrnidos de entre 24 y 1 06 kb."" Estos 
plá.snl.idos con frccuencü!t confieren resisten
cia a cadmio. La distribución de esta resis
tencia enrre Jos aislados de / __ monocyto¡:e
ncs es compleja: muchas cc:pas diferentes 
son resistentes.. plásmidos de diferentes ta
maños confieren Ja resistencia y. además.. 
algunas cepas que no contienen plásmidos 
tanlbién muestran resistencia. sugiriendo 
que en estos caños la tolerancia a cadmio se 
encuentra codificada en el cromosoma. Z9 

Los genes de resistencia a cadnUo 
de Jos plá.s...-~T.Jos de L. rnonocytogenes se 
encuentran en lll1 transposón denominado 
TnS./22 de 6.4 kb;30 este transposón es ca
paz de generar deleciones en los plásmidos,. 
proceso probablexnente relacionado con la 
diversidad de tamaños de los plasmidos de 
resistencia a cadmio. 

e) Sistema czc de Alca/i¡::ene:s eutrophus 

Un mecanismo diferente de resisten
cia a cadmio. es el codificado por el operón 
c=c localizado en el plásmido pMOL30 (238 
kb) de la bacteria Gr.un negativa Alcal1gent•s 
eutrophus. el cual proporciona resistencia a 
cadrrlio. zinc y cobalto. Jr._u,_:w El operón c=c 
consta de tres genes estructurales,. c:cAHC. y 
uno o más genes reguladores_-w . .a:? La re
sistencia a cadmio. zinc y cobalto muestra 
inducción cruzada; las células inducidas con 
uno de los ttes metales son resistentes a Jos 
tr<.."'S iones:'° La resistencia a los iones está 
codificada en un fragmento /!coRI de 9.1 kb 
del plasmido pMOL30'" que causa un au
mento en la expulsión de los tres cariones.40 

El gen c=cA codifica una proteína de 
transporte de Ja membrana interna,. CzcA. 
que es la proteína central del sistCJTia.,. ya que 
una elirninación parcial del gen provoca la 
pérdida de Ja resistencia a los tres cationes . .Jh 

CzcC es una proteína de la membrana exter
na y CzcB es una proteína transmernbranaJ 
que actúa corno un puente. asegurando que 
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los cationes divalentes sean expulsados al 
ex"terior de la celula y no sólo depositados 
en el espacio periplásrnico, donde podrian 
ser recapturados por los sistemas de truns
pone cclulares. 1

" 

Aunque no existen alln d.ai\os direc
tos de 1a localización celular de las proteí
nas Czc .. se ha postulado que la expulsión 
de cadJnio se debe a la generación de un 
gradiente electroquirnico acoplado a un flu
jo de protones mediante un sistetna antipor
tador: los protones entr.in n la CC:lula mien
tras los cationes (cadmio, zinc o cobalto) 
son expulsados de ella. ·n ... :: 

Recientemente. Rcnsing el al.4
Q 

propusieron un modelo para el funciona
miento del sistema Cz.c basado en la orien
tación de las proteinas Czc en la mc:tnbrana 
v en el análisis de mutantes alteradas en es
Ía.s proteínas (Figura 6). En este modelo. la 
proteína CzcA t::ran:!:t--porta cadmio. zinc y co
balto a traves de la membrana citoplásmica 
como un antiportador catión-protón. CzcB. 
a su vez.. transpon.a los cationes a través del 
espacio periplásmico. mientras que CzcC se 
une a una protcina rnC'tTlbranal hipotCtic.a 
(OmpY) adyacente al complejo C=; esta 
proteína libera finalmente los iones.. a tra
vés de la membrana extCTila. hacia el exte
rior de la céluta•9 (Figura 6). 

Se han identificado dos genes mas 
que podrian actuar como reguladores del 
operón: c:cD y c:cR; se ha postulado que la 
proteina C=D. la cual aíecta la regulación 
del sistema pero no está implicada en la re
sistencia.. pertenece a una nueva íarnilia de 
proteínas llamadas CDF (facilitadoras de di
íusión de cationes)_4

.: Cz.c~ que contiene 
tres sirios potenciales de unión a metales... 
puede ser una proteina asociada al DNA y 
probablemente a.ctiia como activad.ora de Ja 
transcripción de c:c; C=R es esencial para 
la expresión total de la resistencia a cadntio. 
zinc y cobalto.·\(', Se ha informado que el sis
tema c=c es controlado. además. por un sis
tema regulador de dos componentes., CzcS/ 
CzcR. en el cual CzcS es la proteína sensora 
Y CzcR es la proteína activad.ora del siste
ma. M: como ocUITe en los sistrmas regulado-

res de este tipo descritos antes. 
Las proteinas involucradas en el siste

ma c:c han llegado a ser consideradas el pro
tonpo de una nueva familia de proteínas ex
portadoras quimiosmótic...~ de rres compo
nentes.., incluyendo tnieTTlbros que expulsan 
cationes tóxicos o compuestos orgfillicos. "'Y·'ª 

d) Otros si.!ltemas de expulsión de cadmio 

Un determinante cromosómico de 
resistencia a cadrrtio ha sido descrito en ce
pas de S aureus resistentes al antibiótico 
meticili.n.s.: este sistema de resistencia expuJ
sa cadm.io pero no confiere resistencia a 
zinc. En experimentos de hibridación. este 
determinante no mostró similitud con el gen 
cadA. de S. Aureus. 7 3-

74 

La resistencia a cadmio encontrada 
en una cepa de Pseudo"1onas pu11da. que 
contiene el plásrnido pGU 100, ocurre por 
una captación disminuida de cadmio. apa
rentemente debida a la expulsión acelerad.a 
del metal." Este sistema. sin embargo, no ha 
sido alln analizado a nivel molecular. 

EXPULSION DE ZINC. !'ilQUEL 
Y COBALTO 

1.- lrnport:ancia biológica del zinc., níquel 
y cobalto 

Los metales zinc. níquel y cobalto 
son considerados micronutrientes esenciales 
para todos los organismos. Sin etnbargo. es 
ampliamente reconocida su toxicidad para 
las bacterias cuando se encuentran presentes 
en concentraciones que exceden los niveles 
requeridos. Así. de manera similar a lo que 
ocurre con el cobre (ver sC:cción de Papel 
Biológico del Cobre en las Bacterias). los 
microorganismos deben poseer sistemas de 
captación y de expulsión para estos cationes 
que les pc:nnitan C'\.;tar sus efectos nocivos 
sin impedir su utilización corno impon.antes 
componentes metabólicos en el citoplasma. 

2.- Sistemas de expulsión de zinc., níquel o 
cobalto 

Como se mencionó antes (ver scc-
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ción de Expulsión de Cadmio) el DpCTón c=c 
localizado en el plBsm.ido pMOL30 de A. 
eurrophu.'> confiere resistencia.. apane de 
cadntio. también a zinc y a cobalto. lttJ& El 
meca.nisrno de resistencia consiste en la cx
puJsión de estos cationes mediante un siste
ma quimiosmótico antipon:ador carión/ 
protón37 (ver Figura 6). 

Recientemente Beard et al. 3 aisla
ron. mediante la inserción de un transposón. 
una mutante de 1:.-. colt hipersensible a zinc. 
a cadnl.io y. en menor grado. a cobalto y ní
quel; el gen mutado fue denominado =nl.4. 
El análisis de la secuencia de DNA reveló 
que la mutación ocurrió en la región promo
tora del ORF732 (073::?). el cual codifica 
para Wla proteína de 732 aa similar a una 
A TPasa tipo P transponadora de cationes.·' 
Vesículas membranales invertidas obtenidas 
de Ja mutante. acumularon zinc y cadrrtio 
utilizando A TP como fuente de cncrgi~ 411 

proceso que equivale a la expulsión en célu
las completas. lo cual reforzó la hipótesis de 
que =nlA codifica para una A TPasa depen
diente de zinc. Rc:nsing et a/:48 propusieron 
que Ja ATPasa ZntA tiene un papel dual: 
por una parte confiere resistencia al metal 
tóxico c.adm.io y por otra se encuentra invo
lucrada en Ja homeostasis del met.al esencial 
zinc. 

La cepa de A. cutrophu.< CH34. 
además del plásmído pMOL30 que contiene 
el operón c=c (mencionado en Ja sección de 
Expulsión de Cadmio). posee el plásmido 
pMOL28 ( J 63 kb). en el cual se ha identifi
cado el determinante cnr que codifica Ja re
sistencia a cobalto y niquel.34 Se ha postula
do que el mecanismo de resistencia del sis
tema cnr es la expulsión dependiente de 
energía de Jos cationes divalentes. Aunque 
los opcrones c=c y cnr no mostraron hibri
dación en experimentos tipo Southem.. los 
genes estn.icturales se encuentran en el mis
mo orden en ambos sistemas y codifican pa
ra proteínas de tamaño similar. La proteína 
más grande~ Cnr~ muestra un 46% de anti
noácidos identicos con CzcA. Las semejan
zas encontradas entre c=c y cnr sugiere que 
ambos sistemas podrían funcionar de una 

manera. similar expuJsando cationes divalen
•• tes. 

EXPULSIÓN DE PLATA 

J.- Resbtcncia bacteriana a plata 

La plata es un metal extremad.amente tóxl
co para las bacterias."" actuando principal
mente como Wl inhibidor de la respiració~ 
por lo cual sus deriva.dos hao sido utilizados 
para controlar el desarrollo bacteriano.'º Sin 
embargo. poco se sabe sobre la interacción 
del mct.al con cepas sensibles y resistentes: 
no se ha identificado. por ejemplo. la via de 
captación celular de la plata. 

Se ha encontrado tolerancia a plata 
en bacterias aisladas de muestras de sucios 
de zonas de desechos fotogr:ificos y domés
ticos .... asi como en aislados clínicos. l.c.4 Se 
considera que el ampho uso de las sales de 
plata como antiséptico local en el tratamien
to de quemaduras graves ha seleccionado ce
pas bacterianas resistentes. 64 

2.- Sistemas de expulsión de plata 

a) Sistema sil de Esche:richia coli 
La codificación plasmidica de la re

sistencia ::i plata ha sido descrita en varias es
peclcs bacterianas.. en Ja mayoría de los casos 
mianbros de Ja furnilia F:nterobacteria
ceae:'· 17~4-6~ sin embargo. debido a que no 
se ha efectuado un análisis molecular de Jos 
genes involucrados. el mecanismo de tole
rancia no ha sido dilucidado. 

Recientemente se ha estudiado con 
detalle un detc:nninante de resistencia a plata 
localizado en el plásmido pMGIOJ de 
r_-. co/1 (Gupta el al .• comunicación perso
nal). De este plásmido se clonó un fragmen
tenrativarnente un operón de siete genes in
volucrados en la resistencia a plata. El pri
mer gen del detenninante. si/E:. aparente
mente codifica para una proteína periplásrni
ca de J 43 aa. cuya función parece estar invo
lucrada en la unión de la plata (Figura 7): Ja 
expresión de Ja proteína SiJE es inducida por 
Ja presencia del metal. La secuencia de SilE 
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mostró un 47~ó de mninoácidos idCnticos 
con la proteina PcoE del detcrnünante de 
resistencia a cobre de /:.:. co/1 (Gupta et al .• 
comunicación personal) (ver sección de EA
pulsión de Cobre). 

En seguida de si/E. se encuentran 
los ~enes sil .. \~ v si/R. Por su similitud con 
o~ proteinas- de sistemas reguladores de 
dos componentes, SiJS (497 aa) parece ser 
una proteina cinasa de la metnbrana.. cuya 
f'unción seria la de actuar como un sensor de 
las concentraciones externas del metal. y 
SilR (228 aa) una proteina reguladora 
(Figura 7); así. probablemente ambas pro
teinas estin involucradas en la transducción 
de la señal para la expresión del sistrma de 
resistencia a plata (Gupta et al .. comunica
ción personal). 

Contiguos a !iilSR se encuentran los 
marcos de lectura que codifican para tres 

proteinas de membrana: SílC. Si!B y SilA .. 
de 461. 430 y 1048 aa.. respectivamente. Si
l A es postulada como una proteina antipor
tadora de la mC'ITlbrana intCTTia y. mcciiante 
Si1B. que es una proteina de fusión que une 
a la membrana interna con Ja extema.. SilA 
se une con SiJC. una proteína de la mC'lTibra
na externa (Figura 7). La fimción del com
plejo de las prote-inas SilCBA parece ser la 
de un antiponador quimiosmótico Ag-flr 
de tres componentes (Gupta et al .. comuni
cación personal) (Figura 7). análogo al de
tenn.inante Czc de resistencia a cadmio. zinc 
y cobalto de Alcali¡::ene.< (Figura 6) (ver sec
ción de Expulsión de Cadmio). 

El producto del último gen, slf P. 
corresponde. por la secuencia deducida.. a 
una ATPasa tipo P de 824 aa (Gupta et al .. 
comunicación personal). sil/' es o-anscrito 
junto con stlCBA. y probablemente es parte 
del determinante de resistencia. actuando 
como una bomba de expulsión de Ag- de
pen~iente de Ja hidrólisis de A TP (Figura 
7). Este es eJ primer estudio a nivel molecu
lar de un determinante bacteriano de resis
tencia a plata. y aún falla comprobar me
diante análisis bioquimicos Jos detalles del 
mecaniSJTio de resistencia postulado. 

Recientemente encontrados hibrida-

ción de Jos genes sil del pla.sm.ido pMG 1O1 
de E. col1 con el DNA total de enterobacte
rias clínicas resistentes a plata (Calderón 
Vázqu= et al .• en comunicación personal); 
estas cepas poseen plásmidos conjugativos 
que confieren resistencia a plata. probable
mente mediante un sistema de expulsión del 
meta] similar al coníc:rido por el operón .~il 
de E. Coli. 

b) Otros sist-rrnas de expulsión de plata 
En cepas de 1:..-nlerococcus h1rae re

sistentes a cobre se observó la expulsión si
multánea de cobre y de plata mediada por Ja 
ATPasa tipo P. CopB. codifica.da por genes 
cromosómicos~<.,) (ver sección de Expulsión 
de Cobre); los autores conclU)·eron que el 
sustrato natural de: la A TPasa es el cobre. 
mientras que Ja plata es expulsada en íorma 
inespccifica por la bomba. Una situación si
milar ocurre con la ATPasa antes menciona
da.. PacS. de .. \)·nechococcus. cuya expresión 
responde no sólo a cobre (taJ vez el sustrato 
fisiológico) sino uunbién a iones de plata .= 11 

Mediante la exposición a sales de 
plata de cepas cJinjca.s de E. co/1~ LI et al. J_l 

obtuvieron mutantes resistentes al metal. Las 
mutantes mostraron una baja acUJTiulación de 
plata.. demostrando.se que expulsaron el ion 
con alta eficiencia.; como estas bacterias no 
contienen plá.smidos. se considera que ta ex
pulsión es lle ... ·ad.a a cabo por un rnecanis1no 
de transpone: codificado en el cromosoma.·1 J 

En este trabajo se encontró que aun las cepas 
sensibles expulsan plata con baja eficiencia.. 
y que la expulsión probablemente awnenta 
en las mutantes alteradas en genes que codi
fican proteinas de la membrana exrerna 

El plásmido pJTI. proveniente 
de una cepa clinica de 1:..-. co!t. es responsa
ble de la resistencia a plata:r.~ esta cepa acu
mula cinco veces menos plata que una cepa 
sensible: aunque puede tratarse de un siste
ma de expulsión. el mc:can..ismo preciso de la 
resistencia no se conoce. Por otra pane. el 
plásmido pUPl 199. aislado de una cepa am
bienta] de Ja bacteria Grarn negativa Ac1ne-
1obac1er bau"1ann11 resisrente a varios rnera
les pcsaños. confiere resistencia a plata en I:.-. 
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coh por un mecanismo que involucra la ex
pulsión del metal. 17 en este caso no se ha 
rc:alizado aun un estudio molecular de los 
genes de res1stencia 
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