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1.-RESUMEN

Se han reportado diversas cepas bacterianas que poscen plasmidos responsables de la
resistencia a cromato. aungue solo los plismidos pUNMSO0S v pNOIL28 de cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Alcaligenes eutrophus, respectivamente, se han analizado a nivel meolecular. En el
determinante de P. aeruginosase identifico el gen ¢/ que codifica una proteina hidrofobicade 416

residuos. denominada ChrA. Con base en su compaosicion de aminoacidos v en su perfil hidropatico.
se ha postulado que ChrA es una proteina de la membrana que consta de 12 dominios
transmembranales. La expresién de ChrA en 2. aeruginosa causa unadisminucion significativa en

la acumulacién de cromato. lo cual indica una tuncion relacionada con el transporte de cromato que
in otras bacterias se ha

ha llevado a sugerir que se trata de un sistema de expulsion del oxianion. [
encontrado que la resistencia a cromato tambidn involucra una baja acumulacion del ion toxico. pero
el mecanismo preciso de la tolerancia no ha sido aun descrito. El objetivo principal de este trabajo
fue dilucidar el mecanismo mediante el cual la proteina ChrA de 7. aeruginosa confiere resistencia

a cromato.

Las células completas de 2. weruginosa PAQO] con el plasmido recombinante pCRO61 6. que
contiene el gen c/1r-1 del plasmido pUNS05, acumularon de 2a 10 veces menos ™' CrO,” que células
de la cepa PAOI sinel plasmido. Vesiculas de membrana invertidas de PAO1(pCRO616) captaron
de 3 a 5 veces mas *'CrO,* que las vesiculas de PAOI. La captacién de cromato fue dependiente
de NADH y mostré una cindtica de saturacion con una Km aparente de 0.12 mM de cromato » una
Vmax de 0.5 nmol CrO,* mg proteina/min. El transporte de *'CrQ,* fue abatido por inhibidores de
la cadena respiratoria y por desacoplantes del potencial de membrana. Se concluyo que ¢l mecanismo
de resistencia determinado por ChrA esta basado en la expulsion del cromato energizada por el

potencial de membrana.

1.1.-ABSTRACT
“Elucidation of the Mechanism of Resistance to Chromate in Pscudomonas

aeruginosa’”

Several diverse bacterial strains have been reported that possess plasmids conferring
chromate resistance. but only plasmids pUMS05 and pMOL28 from strains of Pscudomonas
aeruginosa and Alcaligenes eutrophus. respectively. have been analized to the molecular level. In
the P. aeruginosa determinant, the c/rd gene was identified and it was 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 proposed that ChrA is a membrane protein with 12 transmembrane spans.
Expression of ChrA in P. aeruginosa causes a significant decrease in the accumuljation ofchromafe.
which indicates a function related to chromate transport. and suggests a role of ChrA in the efflux



of chromate. A decreased accumulation of chromate was also found in other chromate-resistant
bacteria, but the precise tolerance mechanism has not been described. The main objective of this
work was to elucidate the mechanism by which the 2. aeruginosa ChrA protein confers resistance
to chromate.

Intact cells of strain P. aeruginosa PAO1 harboring recombinant plasmid pCRO616. which
contains the chr-t gene cloned from plasmid pUMS05. accumulated 2 to 10 times less*'CrO,* than
cells from strain PAO! without plasmid. Everted membrane vesicles from PAO1(pCRO616) ook
up 3 to 5 times more *'CrO;" than vesicles from PAO]1 strain. Chromate uptake was NADH-
dependent and showed a saturation kinetics with an apparent Km of 0.12 mM chromate and a Vmax
0f0.5 nmol CrO*/mg protein/min. Chromate transport was abolished by respiratory chain inhibitors
and by membrane potential uncouplers. It was concluded that the mechanism of resistance

determined by ChrA is based on an efflux system that extrudes chromate energized by the membrane
potential.



2-INTRODUCCION

INTERACCIONES DEL CROMO CON LAS BACTERIAS

El cromo e¢s un metal abundante que se encuentra en la naturaleza principalmente en los
estados de oxidacion +3 v +6, siendo estas formas interconvertibles. Los efectos biologicos del
cromo estan estrechamente relacionados con su estado de oxidacién. La forma hexavalente (como
el cromato. CrO,”) ¢s la mas toxica. pues cs la especie permeable del cromo a través de las
membranas biologicas: su permeabilidad radica en su similitud quimica con el anién esencial sulfato
(80,7). Por otra pante. los derivados del Cr(lll) son muy insolubles en agua » mucho menos
permeables que el Cr (VD) en las membranas bioldgicas. Aunque el cromo sc considera un
micronutriente esencial en mamiferos, es sumamente toxico para la mayoria de los organismos vivos.
Por su amplia utilizacion en diversos ambitos de la industria. ¢l cromo se cataloga como un serio
contaminante del ambiente. La presencia de este metal en el entorno ha propiciado una gran variedad
de intcracciones con los sercs vivos.

En el ANEXO 1 se presentan los aspectos generales de las interacciones del cromo con los

microorganismos y las plantas.
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Abstract
Chromium is a highly toxic nonessential metal for microorganisms and plants. Duc to
its widespread industrial use, chromium (Cr) has become a serious pollutant in diverse
environmental settings. The hexavalent form of the metal, Cr(V1). is considered a more toxic
species than the relatively innocuous and less mobile Cr(111) form. The presence of Crin the
environment has seclected microbial and plant variants able to tolerate high levels of Cr
compounds. The diverse Cr-resistance mechanisms displayed by microorganisms. and probably
by plants. include biosorption. diminished accumulation, precipitation, reduction of Cr(V1) 10
Cr(Il). and chromate efflux. Some of these systems have been proposed as potential

biotechnological tools for the bioremediation of Cr pollution.
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1. Introduction
Living organisms
interact in the environment with a wide
variety of chemical clements and its
inorganic derivatives, mainly in ionized
forms. These ions may be assimilated as
essential or useful cell components or may
instead be toxic for the organism. The
former include anions such as sulfate and
phosphate and the cations sodium,
potassium. and magnesium. Among the
noxius agents. the heavy metals cadmium.
mercury. lead and silver and the oxyanions
derived from arsenic. chromium and
tellurium have been described. Toxic ions
exert theireffects at different cellular Jevels
and by several biochemical mechanisms.
which depend both on their particular
chemical properties and on the specific
organism. On the other hand. microbes and
plants have developed biochemical systems
that allow them to resist the toxic effects of
inorganic jons to which they are exposed.
In the last few years microorganisms and
plants able to resist high levels of toxic
metals have been proposed as
biotechnological tools for the remediation
of environmental metal pollution. In this
review we summarize the interactions of
bacteria, alga. fungi and plants with Cr and
its compounds emphasizing their potential
application for bioremediation purposes.
We also highlight those research areas
where substantial knowledge is missing.

continuously

2. Chemical properties of chromium
Chromium is a transition metal

W

located in the group VI-B of the periodic
table. Although it is able to exist in several
oxidation states. the most stable and
common forms are the trivalent Crilll) and
the hexavalent Cr(VID) species. which
display quite different chemical properties
(McGrath and Smith. 1990). Cr(VI).
considercd the most toxic form of Cr, is
usually associated withoxygen as chromate
(CrO,™) or dichromate (Cr-Q-7) ions. with
chromate predominating at pH above 6.0
(McGrath and Smith. 1990). In contrast.
Cr(IIl) in the torm of oxides, hydroxides or
sulfates. is much less mobile and exists
mostly bound to organic matter in soil and
aquatic environments. Cr(lil) derivatives
are insoluble at pH above 5.5 (Losi ot al..
1994). Cr(V1) is a strong oxidizing agent
and in the presence of organic mater is
reduced to Cr(lll): this wransformation is
faster in acid environments such as acidic
soils (McGrath and Smith. 1990). In
addition. Cr(lII) may be also oxidized 1o
Cr(V]) in the presence of excess oxygen.
being transformed again to the more toxic
form (Vajpayee et al., 1999).

and

3. Chromium abundance

pollution

Being the seventh most abundant
clement on earth, Cris 21" in abundance in
the crustal rocks (McGrath and Smith.
1990). Cris commercially extracted mainly
from the mineral ore chromite. Resistance
of Cr to oxidation has led to its use in
corrosion-resistant alloys for more than a
century. World production of Cr is in the



order of 107 tons per year and 60-70% is
used in alloys. including stainless steel;
15% is wused in chemical industrial
processes mainly leather tanning, pigments
and electroplating (Stern. 1982: Papp.
1985; McGrath and Smith. 1990). Its
widespread use has converted Cr in a
serious air, soil and water pollutant
(Khasim ct al.. 1989: Armienta-Herndndez
and Rodrigucz-Castillo. 1995).

Cr(V1) is rapidly reduced biotically
or abio‘tically to Cr(liI): however. high
levels of Cr(VI) may overcome the
reducing capacity ot the environment and
thus persist as a pollutant. Cr abundance in
Earth's crust ranges from 100 to 300 pg/g.
Soils may contain between 3 and 3.000 pg
of chromium per gram (Shewry and
Peterson. 1976). Cr concentrations in non-
polluted waters vary from 0.1 10 0.5 ppm in
fresh waters and from 0.0016 to 0.05 ppm
in oceanic waters (De Filippis and
Pallaghy, 1994). In geothermal discharges
in New Zeland. 2-3 ppm. and in sediments
in estuaries in the U.K. 30-800 ppm Cr
have been recorded (De Filippis and
Pallaghy. 1994). In Parma Valley. Iialy. 0.4
ppm were found in an unpolluted lake,
whereas in a polluted river downstream 4.4
ppm were quantified. Average Cr levels in
the Great Lakes are 0.001-0.002 ppm. but
Cr as high as 0.005 ppm has been reported
in Canadian polluted streams (Wong and
Trevors, 1988). In polluted waters from an
electroplating effluent in India 40,000-
56,000 ppm were found (De Filippis and

Pallaghy, 1994).

ER Biological significance of

chromium

In 1959 Cr was recognized as an
essential trace element in humans because
of its role in glucose utilization (Mertz.,
1969, 1982). Later. it was shown that
Cr(Ill) interacts with insulin receptors
inducing an increase in their affinity for the
hormonc (Chaney. 1986: Morris et al.,
1995). Onthe other hand. Cr competes with
Fe(lID) for binding to plasmatic transferrin
(Offenbacher y Pi-Sunyer, 1988). A role of
Cr in the metabolism of lipids. such as
cholesterol. has been suggested (Teissedre
1996). No protwin or enzyme is

et al.,
which Cr is a constitutive

known in
clement for plant metabolism. Similarly. Cr
requirements by bacteria, algae and fungi
have not been documented (Wong and
Trevors, 1988).
S. Chromium transport and

accumulation

Chromate [CrO,”. Cr(VID)] is
actively transported by biological
membranes in both procaryotes (Dreyfuss.
1964) and eucaryotes ( Wiegand ctal..1985:;
Alexander and Aashet. 1995). Once inside
the cells, Cr(VI) is reduced to CrdID)
probably via the unstable Cr(V) and Cr(1V)
states (Arslan ctal., 1987: Liu et al., 1995,
see however Zaved et al.. 1998 for an
opposite result). In contrast. most cells are
impermeable to Cr(I11) probably because it
forms water insoluble compounds in non-
acidic aqueous solutions (Cary. 1982; Levis
and Bianchi, 1982; Alcedo and Wetterhahn,



1990).
5.1, Aicrobial chromium transport and

accumularion

The transport of chromate through
the sulfate transport system was first
demonstrated in Sa/monclla pyphivwurium
(Dreyfuss. 1964: Pardec et al.. 1966). Later.
a similar mechanism was described in
Escherichia coli (Karbonowska et al.
1977: Sirko et al.. 1990). The sulfate
transport system ot S, evphimurium and E.
coli (CysPTWA) comprises an outer
membrane porin. a periplasmic sultate-
binding protein. two inner-membrane
sulfate/thiosulfate binding polypeptides.
and a membrane-associated cytoplasmic
ATPase. This protein complex catalyzes the
active transport of sulfate and it is coupled
o the cysteine biosynthetic pathway
(Hryniewicz et al.. 1990). Chromate is a
competitive inhibitor of the sulfate
transport  system in  Pscudomonas
Sluorescens (Ohtake et al.. 1987) and
Alcaligenes eutrophus (Nies et al.. 1989).
The analogy between sulfate and chromate
lies upon the fact that both oxyanions are
tetrahedric molecules with comparable
ionic and hvdration radii (Pardece et al..
1966).

Energy-dependent transport of CrO;
[Cr(V1)] was found in the cvanobacterium
Anabaena doliolum (Rai et al., 1992): Cr
uptake showed a biphasic behavior and was
dependent on Cr concentration.

In contrast to other metals, which
predominantly form cationic species., Cr

exists mainly in the oxyunion form (i.e.
Cr0O,) and thus can not be trapped by the
anionic components of bacterial envelopes
(Volesky and Holan, 1995). Cationic Cr(111)
derivatives,  however. bind  tighily to
Salmonella lipopolysaccharides (Snyder et
al., 1978). Bacillus subiilis and E. coli cell
walls (Flemming et al.. 1990). and capsular
polymers of B. licheniformis (Mcl.ean et
al.. 1990).

Taxa ditferences in Cr
accumulation rates have been reported in
algac: green algae retain more Cr (as well
as Al and Fe¢) than brown or red algac (De
Filippis and Pallaghy. 19934). Data on
chromium transport in algae are scarce
(Schroll, 1978).

In yeasts, Cr(V]) may enter cells via
a nonspecific anion carrier. the permease
system, which transports different anions
such as suilfate and phosphate (Borst-
Pauwels.1981). Some chromate-resistant
mutants of Ncwrospora crassa showed
strongly reduced sulfate  transporn
properties (Marzluf, 1970). Further studies
revealed that Cr(VI) toxicity was due to its
specific antagonism 1o sulfate uptake.
whereas Cr(III) toxicity resulted from
antagonism with iron transport (Ramana
and Sastry, 1994). By using culture media
with different sulfur sourcces. it was shown
that the sulfate transport system is also used
for chromate uptake in Candida sp.. and 1o
some degrec in Saccharomyces cerevisiae
and Candida fumata (Pepi and Baldi,
1992).



3.2 Chromium

accumudarion in plans

There are conflicting results
regarding which form of Cr is accumulated
by plants. The interconversion of difterent
Cr forms is quite frequent in soil and
hydroponic media during long-term
experiments, making the analyses difficult.
In studies with bean (Phascolus vulgaris
I..) and wheat (7riticim aestivum L.) no
differences in the uptake of either Cr(I1l) or
Cr(VD) were detected after nine days of
incubation with 0.044 ppm Cr (0.89 p1M)
(Huffman and Allaway. 1973). However.
$1Cr compounds were not analyzed in the
medium and thus. no information on Cr

transport and

interconversion was provided. Roots of
barley (FHordeum vulgare L) plants grown
in 10 uM Cr(lI) showed higher Cr levels
than roots of plants grown in Cr(VID.
although in shoots the opposite was
observed (Skeffington ¢t al., 1976). In
contrast. in seven out of ten crop specics
analyzed. more Cr was accumulated when
grown with Cr(VI) than with Cr(Ill) (Zaved
et al., 1998). Based on these results, it is
clear that preferences on Cr uptake depend
on the kind of the studied plant.

Measurements of *'Cr uptake rate
by barley roots showed the following
values: 190 pmol/g dry weight (DW) perh
in 1 mM Cr(Ill) and 45 pmol/g DW per h
in 1 mM Cr(V]) (Skeffington et al. 1976).
Rates of Cr uptake for other crops have not
been reported.

Cr complexation with organic
compounds is involved in facilitating Cr

availability to plants (Srivastava et al.,
1999). For instance. wheat (7riticum
vulgare) plants grown in  hydroponic
cultures with 2 ppm (38.4 pM) CrCl, and
198 ppm of oxalic acid. malate. or glycine
accumulated more Cr (578. 477 or 360
He/g DW_ respectively) in their roots than
plants exposed to Cr alone (94.8 pg/g
DW ).

Evidence for independent uptake
mechanisms for Cr° and CrO,™ in plants
has been presented. By using metabolic
inhibitors, such as azide or dinitrophenol. a
substantial decrease in CrO,” but not in
Cr'" uptake was observed in barley
seedlings. These results indicate that
Cr(VI) uptake depends on metabolic energy
whercas Cr(Ill) uptake does not
(Skeffington et al.. 1976). However. an
active uptake of both Cr species, slightly
higher for Cr'" than for CrO,™, has also
been  reported in barley  seedlings
(Ramachandran et al.. 1980).

As in microorganisms. the sulfate
transport system is apparently involved in
CrO,” uptake by plants, since sulfate
inhibits competitively: CrO,> uptake in
barley scedlings (Shewry and Peterson,
1974).

The translocation of Cr inside the
plant depends on the oxidation state of the
supply (Mishra et al.. 1995) as well as on
the plant species. By feeding barley
seedlings with *'Cr’” or *'CrO,*. a higher
content of *'Cr was found in shoots when
provided as CrO,” (Skeffington et al., .
1976). The results showed that only 0.5%



of the Cr* absorbed by the basal part of the
root moved upwards after +h. whereas
3.4% of absorbed CrO,” moved under the
same conditions. These results suggest that
Cr is wransported largely by the xylem.
However. the ions are quite mobile when
fed to the basc of cut stems; 249 Cr** and
53% CrO,;" absorbed were transported
bevond the basal 0.5 em. It secems that both
forms hardly enter the vascular tissue but
once there they can be readily transported.
CrO,> moves faster in the xylem than Cr**
presumably because the latter is held up by
clectrostatic  interaction with the vessel
walls, as occurs for Ca’” (Skettingtonetral..
1976). The low rates of transport can
explain the low levels of Cr in shoots
compared to roots, as it has been observed
in all the studied plants (see below).

In a recent study using X ray
absorption spectroscopy (XAS). only
Cr(I1ID) was found in tissues of plants grown
with either Cr(IID or Cr(VDH (Zayed et al..
1998). From these results emerge the
following question: since any form of Cr
taken up by plants is converted to Cr(11l).
how a difference in translocation between
CrdIIl) and Cr(V]) fed plants can occur?
One possibility is that only if the Cr(VI)
supply is very high and exceeds the
capacity of roots cortex cells to reduce and
to accumulate it. the Cr concentration in
aerial parts of plants increases. Other
explanation is that a small fraction of
Cr(V1I) is transported to the aerial parts of
the plant without being transformed to
Cr(III) by root or aerial tissues.

Levels of Crin plant tissues depend
on the plant species and are correlated with
the concentration and the form of Cr
supplied in the culture media (Mishra etal.,
1995; Kleiman and Cogliatti, 1998). In
barley seedlings. Cr concentrations were
0.03 and 0.053 mg‘g IDW in shoots and 0.12
and 0.8 mg‘g DW in roots exposed to 10
KM Cr(111) or Cr(V1), respectively. When
1T mM Cr was supplied. 0.5 and 0.8 mg/g
DW in shoots and 6 and 4 mg'g DW in
roots were detected in responsc to Cr(ll) or
Cr(VID. respectively (Skeffington et al..
1976). In spinach growing in the presence
of 100 pAN Cr(llh. 0.014 mg Crrg DW
were determined in stems and 0.038 my/g
DW in roots. For 100 pM Cr(VI),
concentrations of 5.7 pp Crig DW were
observed in stems and 19 gg Cr'g DW in
roots (Srivastava et al., 1998). In leaves
and stems of rape (Brassica napus 1.). Cr
concentrations were 3 -5 mg/g DW in
plants treated with 1.9 mN Cr(VID) during 7
to 14 days. whereas in plants treated with
the same concentration of Cr(1l). ten times
lower Cr was found (Hauschild. 1993).

Differential accumulation of Cr in
plant organs has been observed. Roots
accumulate 10 to 100 times more Cr than
shoots and other tissues: this difference
depends on the plant species and on the Cr
form supplied in the culture media
(Skeffington et al., 1976; Srivastava et al_,
1998; Zayed et al.. 1998; Srivastava et al.,
1999). In bean. as few as 0.1% of total Cr
accumulated is found in seeds, whereas .
roots concentrate 98% of total Cr uptake



(Huffman and Allaway. 1973).

Huge values of Cr accumulation
were observed for cauliflower, kale, and
cabbage. plants known as sulfur-loving
species. and not for peas. strawberry, or
lettuce: 350 mg Cr/Kg DW in roots: 2 mg
Cr/Kg DW in shoots for plants growing in
Cr(VI) and 160 mg/Kg DW in roots and
less than 1.67 mg/Kg DW in shoots for
plants growing in Cr(Ill) (Zayed et al.,
1998). It should be noted that a Brassica
spp- showed a higher ability to take up and
accumulate Cr and other heavy metals than
other plant species (Kumar et al.. 1995).
The mechanisms underlying this

- hyperaccumulating ability of heavy metals
by Brassica have not been defined.

It has not been established which
subcellular comparments stores Cr in plant
tissues. Lytle et al. (1998) determined by
XAS that in roots of water hyacynth
(Eichhornia crassipes Mart) Cr(lIl) was
hydrated by water. but in petiole. and more
markedly in leaf, a fraction of Cr(IIl) was
bound to oxalate and probably to other
organic acids. Subcellular
compartmentation for Cr(Ill) storage in
roots may be at the vacuoles of the cortex
cells. However, there is no information on
the mechanism accounting for Cr
compounds entrance to the vacuole.

6. Chromium toxicity

The biological effects of Cr depend
onits oxidation state: Cr(V1) is highly toxic
to most organisms whereas Cr(III) is
relatively innocuous (Katz and Salem.

1993). Chromate has been largely identified
as a toxic molecule and it is considered a
carcinogen in humans (Enterline. 1974
Leonard and Lauwerys. 1980: Langerwerf
ct al., 1985; Langard. 1990: Costa, 1997).
On the other hand. Cr(11l) complexes with
most of the relevant biological molecules
(Snow, 199]1: Millerctal..1991; Zhitkovich
et al.. 1996). Cr toxicity is related 1o the
process of reduction of Cr(VI]) to lower
oxidation states. not necessarily to Cr(11D)
(Kawanishi et al.. 1986). in which free
radicals are gencerated (Kadiiska et al.
1994). Reduction of Cr(VD) to Cr(1ll) has
been reported in many biological systems:
however, the formation of Cr(V) during
this process is the most likely mechanism
involved in Cr toxicity (Kawanishi et al.,
1986). Cr(V) complexes are formed from
Cr(VI) by physiological reducing agents
such as NAD(PYH. FADH,.. scveral
pentoses, and glutathione (Shi and Dalal.
1990a. b). These complexes react with
H,O, to generate significant amounts of
-OH radicals with no associated generation
of O). The -OH radicals may trigger
directly DNA alterations as well as other
toxic effects (Shi and Dalal. 1990a).
Additional intracellular chromate
reducers are vitamins C and B,..
cytochrome P-430. and the mitochondrial
respiratory chain (Alcedo and Wetterhahn,
1990). Intracellular Cr(Ill) may be
sequestered by phosphate groups in DNA
affecting replication. transcription and
causing mutagenesis (Nishio and Uyeki, .
1985; Costa. 1991: Kortenkamp et al..



1991; Bridgewater et al., 1994). Oxidative
damage on DNA is considered the basis of
the genotoxic effects produced by Cr (Aiyar
et al.. 1991; ltoh et al, 1995; Luo et al.,
1996). Cr(l1l) may also react with carboxy!
and sulfhydryl groups of proteins causing
alterations in their structure and catalytic
activities (Levis and Bianchi, 1982).
Modification of the DNA polymerase and
other enzyme activities may be caused by
the displacement of magnesium ions by
Cr(I1I) (Snow. 1994).
6.1 Chromium toxicity in

microorgarnisms

Several toxic effects of Cr on
bacteria and algae have been reported
(reviewed by Wong 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; Nies et al..
1989). In S. aphimurium. E. coli and B.
subtilis, chromate effects range from
mutagenic to inhibitory depending on the
concentration used (Venitt and Levy.1974;
Nishioka, 1975: Petrilli and De Flora.
1977; Arluskas et al.. 1983). In addition.
LaVelle (1986) found that chromate
potentiates the mutagenic damage of
acridine dyes in £ coli and S
yphimurium, 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.,

1995). Different toxic effects on growth
rate. photosynthesis and morphology are
induced on algae by concentrations of Cr
ranging from 0.02 1010 ppm (0.4-200 pN).
The most obvious effect is an inhibition of
growth in a variety of algae species
including CHlorella  spp. Chlorella
pyrenoidosa,  Cladophora  glomerara.
Scenedesmus  spp. Microcysris  spp.
Thalassiosira pscudonana, Skeletonema
capricornutum and  Ulothrix  fimbriara
(Wong and Trevors, 1988). Growth of
Chlorella vidgaris was unaffected by -15-
100 ppm Cr(lll) or Cr(VI). whereas no
growth of Scenedesrmus  acurus  was
detected at concentrations of Cr higher than
15 ppm (Travieso et al., 1999). However.
Brady et al. (1994) reporied algal colony
growth of Scencedesmuys and Selenasirum in
agar plates when cells were previously
streaked with 100 ppm Cr(lil) but not with
100 ppm Cr(VI]). Inhibition of growth by
50%6 for the diatom Nirzchia closrerium and
the green alga Dunadicllca tertiolecra by 2.4
and 17.8 ppm Cr(VI). respectively. wWas
reported (Peterson and Stauber. 1996). The
mechanism  underlying the different
sensitivity to Cr in algae remains to be
elucidated. However, as with other metals,
the differences could be related to the size
of the organism, the rate of metal uptake.
and the density of binding sites (Wong and
Trevors, 1988).

In Euglena gracilis, a lenghtening
in the lag growth phase was induced by 0.2-
1 mM Cr(VI), whereas Cr(Ill) decreased .
the rate and extent of growth (Brochiero et



al.. 1984). Inhibition of growth in Fuglena
correlates with the arrest of cells in the G-2
phase of cell cycle and inhibition of
respiration and photosynthesis (Fasulo et
al., 1983). Light-grown Fuglcrnacells were
more sensitive to Cr(VI) than dark-grown
cells (Fig. 1): there was a strong (90%)
inhibition of growth in photosynthetic cells
incubated with 1 mM Cr(VID); in
heterotrophic cells the inhibition of growth
was 76%. Lower concentrations of Cr were
well tolerated in both culture conditions
(Fig. 1). This observation places Euglena
among the most Cr-tolerant algae species.
Cr(VI) also induces alterations in the
cytoskeleton of £ gracilis. which may be
involved in the loss of motility (Bassi and
Donini, 1984). Inhibition of photosynthesis
by 1.5 ppm Cr was reported for Chlorella
(Wong and Trevors. 1988). Euglena
(Fasulo et al.. 1983) and Scenedesmus
(Corradi et al.. 19935b).

Salinity, pH. sulfate concentration
and organic ligands affect Cr toxicity in
algae. In estuarine algae, Cr(V1) toxicity is
inversely proportional to salinity (Frey et
al., 1983; De Filippis and Pallaghy, 1994).
Similarly to bacteria. a competition
between Cr and sulfate has been proposed
(Wong and Trevors, 1988). In S
capricornutum, Cr toxicity is higher at pH
4 than at pH 6-12 (Wong and Trevors,
1988). The presence of other metals may
also influence Cr toxicity. In Scernedesmus.
Crand Cu showed a synergystic effect with
Cd for growth inhibition (Lasheen et al.,

1990).

In fungal cells. Cr(V1) compounds
are also more toxic than those conaining
Cr(1ll) (Babich et al.. 1982: Ramana and
Sastry, 1994). The most obvious effect of
toxicity by Cr(VI) in fungal cells ts growth
inhibition (Henderson., 1989: Baldi et al.,
1990; Baldi and Pepi. 1991). In &
cerevisiae. chromate toxicity was stronger
in cells grown in non-fermentable carbon
sources than in those grown in {fermentable
substrates (Henderson, 1989): other effects
included inhibition of oxygen uptake
(Kharab and Sing. 1987: Henderson. 1989)
and induction of perire mutations. These
suguest chromate targets
specifically  the of &
cercevisiae (Henderson. 1989). Additional
effects of Cr in 8 cerevisiae cells include
such as gene

that
mitochondria

results

genotoxic  alterations
conversion (Kharab and Singh, 1985: Galli
et al., 1985) and mutation (Kharab and
Singh. 1983: Galli et al., 1985; Cheng et

al.. 1998).

Chromium toxiciry in plants

Whereas Cr(VI) has been clearly
demonstrated to produce serious damage to
living cells and also 1o be a potent
carcinogen agent. it is widely considered
that Cr(Il]) is less toxic because of its
extremely low solubility, which prevents its
leaching into ground water or its uptake by
plants. However. studies in plants have
shown that Cr(lll) also produces serious
living tissues although at

6.2.

problems in
higher concentrations than Cr(VI).
The effects of Cr on growth and
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Figure 1.-Effect of chromate on the growth of Euglena. E. gracilis strain Z was cultured under white
fluorescent light-dark (12h/12h) regime (A) or in complete darkness (B). Cultures were
incubated at 25°C without shaking (A) or under orbital shaking (B) with the indicated
K,CrO, concentrations. Cells were counted with a Neubauer chamber (n=3, mean =S.D.).
Cell viability: (A) control 9826, 10 UM 96%, 100 UM 91%6, 1,000 UM 76%; (B) control
99%, 10 LM 99%, 100 uM 93%, 1,000 uM 81%. Devars et al., unpublished data.
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development have been studied in several
plants and under different conditions. The
most evident Cr etffect in plants is also the
inhibition of growth. Barley scedlings
grown for 7 days in 1 or 10 M of either
form of Cr showed a diminution of20-30%
in growth. Plants supplied with 100 uM
Cr(IlII) showed 40% of growth inhibition
and in plants supplied with Cr(V]) growth
inhibition reached up to 73% in shoots and
90% in roots. One mN! Cr stopped root
growth and inhibited shoot growth by 70
and 90% when supplied as Cr(lll) and
Cr(VI). respectively (Skeffington et al.,
1976). Thus a consistent result in all
published works is that Cr(VI) inhibits the
growth of roots and shoots to a greater
extent than Cr(Ill).

Symptoms of Cr toxicity in plants
have been described as progressive stages
of chlorosis and necrosis. which intensify
with increasing concentrations and time
exposure. Barley plants exposed to 50 ppm
(0.96 mM) Cr(VI). remained vital although
with altered appearance: 100 ppm (1.9
mM) Cr(VI) caused a stressed appearance
after two days of exposure. butafter 7to 10
days. all barley plants died. Toxic
symptoms produced by Cr(VI) are stronger
than those caused by Cr(lll), and occur

earlier and at lower concentrations

(Hauschild, 1993).

Studies on the biochemical effect of
Cr in plants have shown that chlorophyll
catalase and peroxidase
whereas acidic

content, and
activities are reduced,
phosphatase and ribonuclease actijvities

increased. when 7riticum aestivum was
exposed to increasing concentrations of Cr
(Sharma and Sharma. 1996). Lbik-Nowak
and Gabara (1997) observed that treating
Pisum sativum roots with Cr for 144 h
promoted the lowering in the content of
nucleolar RNA together with enhanced
levels of nuclear and cytoplasmic RNA,
resulting in an increase in total RNA.
Reduction in protein content and in nitrate
reductase activity analyzed /12 vitro has also
been reported (Vajpayee et al., 1999). Cr
also elicitates the synthesis of polyvamines
in barley. Putrescine levels were increased
up to 10 times in plants grown cither with
100 ppm (1.9 mM\I) Cr(V1) or Cr(D.
Cr(VI) was a faster and more efficient
inducer of putrescine increase than CrdlIl).
Shortly after putrescine induction. decrease
in growth. chlorosis. induction of leaf
chitinase activity and lately reduction of
shoot growth and lowered water content in
leaves were observed (Hauschild, 1993).
Micronuclei formation and
chromosome aberrations been
observed in Vicia faba and Allium cepa
root tips when they are exposed to toxic
levels of heavy metals and organic
contaminants (Minissi et al., 1998; Rank
and Nielsen, 1998). It was recently found
that the levels of micronuclei formation
directly correlated with the Cr levels
detected in contaminated soils (Wang,
1999). However, levels of other heavy
metals present in the soil samples were not
measured. and hence the possibility that the -
nucleus aberrations observed could be due

have



to the presence of other heavy metals
remains.

7. Resistance to chromium
compounds
Environmental pollution by Cr is

considered as the main cause for the
appearance of microbial and plant resistant
variants: Cr exposure may sclect those
strains able to tolerate toxic levels of the
ion. Resistance to chromate mainly results
from alterations in the sulfate transport
pathway or by an increased reduction of
Cr(VD to less toxic Cr(Il1). although other
mechanisms may function in different
organisms. For example. capsular polymers
are known to protect bacterial cells from
the toxic effects of heavy metals (Geesey
and Jang. 1989). Nonmucoid variants from
a coryvneform bacterium isolated froma Cr-
polluted marine
sensitive to Cr(lII) than a mucoid wild type
strain (Aislabie and Lourtit. 1986). The

capsulated strain accumulated more Crthan

sediment were more

the nonmucoid variant: moreover. higher
than 80% of Cr was in the exopolymer.
Since the initial reports showing
that the sulfate transport system in S
yphimurium was involved
uptake, it was clear that mutations in this
system may confer resistance to chromate
(Pardee et al.. 1966; Ohta et al., 1971).
However, it is not known the frequency or
the significance of these type of mutations
in the tolerance to chromate in bacterial
populations of different environments.

in chromate

7.1 Bacrerial plasmid-mediated
resistarnce
A variety of chromate-resistant
bacterial isolates have been reported.

including strains trom environmental (Luli
1983; DeVicente et al.. 1990) and
clinical (Summers and Jacoby. 1978;
Cervantes-Vega ¢t al., 1986) settings. In

et al.,

these natural isolates chromate tolerance is
with
1992).

resistance has been

associated plasmids
Plasmid-

found in

usually
(Cervantes and Silver,
mediated
species of Srreprococcus (Efstathiou and
McKay.
and Jacoby.

1977). Pseudomonas (Summers
1978. Bopp ct al.. 1983;
Cervantes-Vega ctal.. 1986: Cervantes and
Ohtake. 1988: Dhakephalkar et al.. 1996),
and Alcudligenes (Nies et al.. 1990) (Table
1).

The involvement of  sulfate
transport in plasmid-conferred chromate
resistance has been ruled out in both

Psevdomonas fluorescens (Ohtake et al..
1987) and AAlcaligenes ewrrophus (Nies et
al., 1989): resistant strains with plasmids
transported sulfate with asimilar kinctics to
that
sensitive strains. Bopp and Ehrlich (1988)
also showed that Cr(VI) reduction is
independent of the chromate resistance
mechanism conferred by plasmid pLHB1 of
P. fluorescens. Dhakephalkar et al. (1996)
reported that plasmid pARI180. from a
mendocina

shown by plasmidless chromate-

Pseudomonas strain,
determined both chromate resistance and
reduction; however. no conclusive data

were provided and further analysis of this



Table 1. Resistance to chromate conferred by bacterial plasmids

Bacteria Plasmid Origin Reference
Streprococces lactis _pLM3001 Lactic fermentation | Efstathiou & McKay 1977
Pscudomonas aeruginosda pNG6 Clinical Summers & Jacoby 1978
L. fluorescens pLHBI River sediment Bopp ctal. 1985
P. acrusrinosa pUMSO0S Clinical Cervantes & Qhtake 1988
Alcaligenes cutrophus _pMOL28 Polluted soil Nies ctal. 1989
L. piendocing pARII8O _Polluted soil Dhakephalkar ot a1, 1996




strain has not been published.

Two plasmid-associated chromate
resistance determinants have been analyzed
to the molecular level: those from plasmids
pUMSO03 of P aceruginosa (Cervantesetal,,
1990) and pMOL28 of .. currophus (Nies
et al., 1990). The chromate resistance c/awr-d
genes were cloned and sequenced. From the
nucleotide sequence it was deduced that
pUMS303 and pMOL28 encode
hydrophobic proteins, named ChrA.of 416
and 410 amino acid residues. respectively
(Cervantes et al.. 1990: Nices et al.. 1990).
ChrA from both Psendomonas and
Alcaligenes were expressed in £ coli but
they did not confer Cr resistance in this
host (Cervantes et al.. 1990: Nies et al..
1990). The ChrA polypeptides shared 29%6
of identical residues (Table 2). A second
gene, c/irB. was found in the Alcaligenes
determinant butnotin that of Pscudomonas
and was assigned a role in the regulation
(induction) by chromate of the resistance
phenotype (Nies et al.. 1990). Based on

their amino acid composition and
hydropathic profiles. ChrA  from both
Pseudomonus and Alcaligenes are

considered as membrane proteins probably
having 12 transmembrane spans (Cervantes
and Silver, 1992), as has been shown for
other inner membrane transport proteins
(Nikaido and Saier. 1992): in contrast.
Nies et al. (1998) suggested that the ChrA
proteins show only 10 transmembrane
spans. Further ChrA homologs have been
found from protein sequence databases
(Table 2), including proteins deduced from

15

the sequenced genomes of the Lyme
disease agent Borrelia burgdorferi (Fraser
et al.. 1997), the Gram positive bacterium
Buacillus subtilis (Presecan etal., 1997), the
cyanobacterium Synechocystiy (Kancko et
al., 1996) the  archaca
Methanococcus junnaschi (Bult et
1996). The role of these putative ChrA
homologs in chromate resistance has not
been established. On the other hand. sulfur-
regulated protein SrpC from a plasmid of
another cyanobacterium. Svrcchocovcus.
also showed similarity to Alcaligenes ChrA
(Table 2); SrpC seems to be involved in
not in chromate

and cven

al..

sulfate transport. but
resistance. in Svueciiococcus (Nicholson
and Laudenbach. 1995).
In accordance with
location, ChrA
chromate

its apparent
caused a
uptake in

membrane

diminished
Psendonronas resistant strains (Cervantes et
al.. 1990; Alvarcz et al.. 1999) (Fig. 2A).
Similar results found in
Alcaligenes (Nies et all. 1990). A reduced
chromate uptake has also been observed in

were  also

plasmid-containing cells of 2. fluorescens
(Ohtake et al.. 1987) and Emrerobacrer
cloacae (Ohtake et al.. 1990c¢). Nies et al.
(1998) suggested that ChrA proteins may
function as chromate/sulfate antiporters
although no experimental evidence has
been obtained in that direction.

Both amino acid composition and
hydropathic profiles of ChrA are similar to
those from ArsB. the inner membrane
protein of the arsenic resistance operons .
which extrudes the oxyanion arsenite in



Table 2. Similarity of ChrA protein homologs

Protein (bacteria) Size(aa) % identical 2% hydrophobic Reference
aminoacids® aminoacids
ChrA (P. acruginosa) 116 - 63 Cervantes et al. 1990
ChrA (. currophus) 401 29 63 Nies et al. 1990
SrpC (Synechococcus) 393 23k 58 Nicholson & Laudenbuach
1995
X" (Svnechocystis) 399 30 60 Kaneko et al. 1996
MJI0718 (Methanococcus) 402 26 60 Bult et al. 1996
ArsB (E. colD)* 429 20 62 Chen et al. 1986

*As compared with P. aeruginosa ChrA protein.

® Shares 62% identity with 4. currophus ChrA protein.

¢ Membrane protein from the arsenic-resistance operon of £. coli plasmid R773.
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Figure 2.-Chromate uptake by Pseudomonas aeruginosa. Intact cells (A) or everted membrane

vesicles (B) of chromate-sensitive PAQO1l strain ( @ ) and chromate-resistant

PAO1(pCROG16) strain (MB) were tested. A, bacterial suspensions of log phase cultures were
incubated at 37°C with 50 pM Na,*'CrO, and the radioactivity incorporated to cells was
measured after filtration. B, everted membrane vesicles were incubated with 10 pM
Na,*'CrQ, and processed as in (A). Alvarez et al., unpublished data.
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several bacterial species (Wu et al., 1992)
(Table 2). ArsB has been shown to possess
12 transmembrane segments (Wu et al..
1992), as suggested for ChrA (Fig. 3).
Thus. a chromate cofflux system was
postulated as the mechanism of chromate
resistance by ChrA (Cervantes and Silver.
1992). Using everted membrane vesicles it
was recently demonstrated that resistance to
chromate ChrA  in P.
aeruginosa is based on an efflux system
that extrudes chromate trom the cytoplasm
(Alvarez et al.. 1999). Vesicles obtained

conferred by

from the resistant strain accumulated
significantly more chromate than those
from the sensitive one (Fig. 2B). Cr

accumulation followed a Michaelis-Menten
kinetics with a K, of 0.12 mM chromaie:
interestingly, this K,, value was similar to
that of 0.14 mM reported for the efflux of
arsenite by ArsB (Kuroda et al.. 1997). It
was also shown that chromate efflux is
dependent on NADH addition and it was
abolished by respiratory-chain inhibitors
and uncouplers. suggesting that chromate
efflux depends on the membrane potential
(Alvarez et al., 1999). Chromate efflux by
membrane vesicles was also inhibited by
sulfate. suggesting that ChrA binds sulfate.

7.2 Bacterial Cr(1’}) reduction
Bacterial redox transformations of
metals have been widely studied (Summers
and Silver. 1978; Lovley. 1993: Wakatsuki,
1995). Reduction of Cr(VI) to less-toxic
Cr(III) has been suggested as an additional
chromosome-encoded Cr(VI)-resistance

mechanism, in addition to the plasmid-
encoded tolerance (Horitsu et al., 1987;
Cervantes and Silver. 1992, Ohtake and
Silver. 1994). The firstexample of bacterial
chromate reduction was reported by
Romanenko and Koren kov (1977). They
described a bacterial culture that utilizes
chromates and dichromates as hydrogen
acceptors only under anaerobic conditions:
by this ability the strain was named as
Pyewudomonas dechiromaticans. A similar
bacterial  species described by
Lebedeva and Lyalikova (1979): this novel
designed  Psewdomonas

wWas

species was
chromatophila. and was able to reduce
Cr(VI) to Cr(IIl) from crocoite ore under
anacrobic conditions.

In 1984, Bopp submitted the first
patented Cr(VI)-reducing bacteria. In this
patent it was described the use of
Pscudamonas fluorescens strain LB300 for
removal of Cr from contaminated
The characteristics of this
resistance  to

the
wastewaters.
microorganism include
chromate and the ability to reduce Cr(VI)
to Cr(lI) in the
presence of an organic reductant in both
aerobic and anacrobic conditions (Bopp
and Ehrlich, 1988). A novel bacterium.
isolated from Cr-containing industrial
wastewaters. was discovered by Kvasnikov
et al. (1985). For its ability to reduce

in agqueous medium

Cr(VD) to Cr(IlI) under anaerobic
conditions was named as Aeromonas
dechromatica.

Enterobacter cloacae HO]1 strain, -
described as a Cr(VI)-resistant bacterium
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Figure 3.-Topological model of the ChrA chromate resistance protein from Pseudomonas
aeruginosa. The scheme shows the aminoacid sequence of ChrA (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.
Basic residues (<), probably involved in chromate binding, are high]ig_hted.
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(Wang et al.. 1989), it is the most studied
example of Cr(VID-reducing bacteria.
Resistance to chromate occurred under both
acrobic and anaerobic conditions, whereas
reduction of Cr( V1) to Cr(l1]) was observed
only under anacrobic conditions (Ohtake ct
al., 1990a. b). The Cr(VI)-reducing activity
was NADH-dependent and was abolished
inhibitors and
membrane

by respiratory-chain
uncouplers. Assayvs using
vesicles of HO1 sugpested that the Cr(VI)
reductase was located at the inner side of
the cell membrane (Wang et al.. 1989).
However, reduced Cr was precipitated in
the external medium. suggesting that the
reductase catalytic site was located at the
outer side of the cell membrane. It was also
found that the rate of Cr(VI) reduction was
redox potential.that a
that

controlled by the
c548 cytochrome was involved. and
this activity may require de rove protein
synthesis (Wang et al.. 1990).
Pseudomonas ambigua G-1 was
described as a bacterium with both
chromate-resistance and Cr(Vl)-reducing
capabilities. The Cr(VI)-reducing ability
was observed only under acrobic 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) reductase from . ambigua G-1.
The estimated molecular mass for the intact
enzyme was 65 kDa on gel filtration
chromatography. and a subunit mass of 25
kDa under denaturing conditions. The

enzyme was active within a wide range of
temperatures (40 to 70°C) and pH values (6
to 9). showing a K, of 13 puM CrO,™.
These proposed a catalytic
mechanism of Cr(VI) reduction: first,
Cr(V1)takes one electron from NADIH and
generates Cr(V) as an intermediate: second.
the Cr(V) two
electrons from NADIH o produce Cr(lll).
The first step procecds faster and both steps
are carried out by a single enzyvme (Suzuki
etal., 1992).

Bacillus sp. QC1-2.astrain isolated
from a Cr-polluted zone. was sclected by its
ability to both tolerate chromate and reduce
Cr(VI) to Cr(11l) (Fig. 4) (Campos et al.,
1995). Cell suspensions of QCI1-2 rapidly
reduced Cr(VI) in both acrobic and
anacrobic conditions, the Cr
reduced in the supernatant. Bacillus sp.
QC1-2 was able to reduce Cr(VI) in the
presence of toxic concentrations of heavy
metals Hg., Ag. Cu. Mo. Zn. Mn. and As
(Campos-Garcia et al.. unpublished data).
Cr(V1) reduction by QCI1-2
suspensions occurred at a temperature
interval of 10 to 40°C. with 37°C as
optimal. and at pH between 6 to 9 with an
optimal of 7. The Cr(VI)-reducing activity
was NADH-dependent and was associated
to the soluble fraction of cell-free extracts.
In 1997, Campos-Garcia ct al. reported the
purification and partial characterization of
the chromate reductase from QC1-2. The
enzyme showed a molecular mass of 24
kDa under denaturing conditions and 44 .
kDa in native conditions. The partially

authors
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Figure 4.-Chromate reduction by Bacilius sp QC1-2. Cell suspensions (ca. I x 10° cells/ml)
containing 0.3 mM chromate were incubated at 30°C for the indicated times. After
centrifugation, Cr(VI) was quantified in the supernatant ( O ) and in the pellet ( + ). Total
chromium was also measured in the supernatant ( M8 ). Total chromium and Cr(V1}) were
measured by atomic absorption spectrophotometry and by a spectrophotometric method
using diphenylcarbazide, respectively; Cr(IIl) was obtained by the difference between total
chromium and Cr(VI). Adapted from Campos et al. (1995) with permission.



purified enzyme showed a K, 0f 0.35 mM
for CrO and a Vmax of 50 nmol CrO*
/min per mg of protein.

Pseudomonas fluorescens LB300,
reported as a plasmid-encoded chromate-
resistant strain, also showed the ability to
reduce Cr(VI) (Bopp ¢t al.. 1983). Bopp
and Ehrlich (1988) detected the Cr(VI)-
reducing activity in both acrobic and
anaerobic conditions. Inacrobic conditions,
the Cr(VID)-reducing activity was NADH-
dependent.  whereas under anaerobic
conditions it was membrane-associated,
suggesting the utilization of Cr(VI) as an
electron acceplor. These authors did not
find significative differences in Cr(VI)-
reducing activity between Cr(VI)-resistant
P. fluorescens 1.B300 and a Cr(Vl)-
sensitive derivative, concluding that this
activity was constitutive and independent
of plasmid-encoded chromate resistance.

Ishibashi et al. (1990) reported
Cr(VI) reduction to Cr(llI) under aerobic
conditions by cell suspensions and cell-frece
supernatants from chromate-sensitive
Pseudomonas purida PRS2000  strain.
Cr(VI) reduction required NAD(P)H for
maximum activity and was associated to
the soluble fraction. The crude cell-free
Cr(VI)-reducing activity was heat-labile
and showed a K, of 46 pMN CrO,* and an
optimal pH of 6.5 to 7.5. In addition,
neither sulfate. molibdate. vanadate,
phosphate or nitrate affected Cr(VI)
reduction ecither in virro or with intact P.
putida cells, while Hg”” and Ag’ ions were
strong non-competitive inhibitors (Ishibashi

et al.,, 1990), suggesting the presence of
essential thiol groups in non-catalytic sites.

The Cr(Vi-reducing ability of
Desulfovibrio vidgaris was shown under
anaerobic conditions and was H.-dependent
when Cr(VI) was used as clectron donor
(Lovley and Phillips. 1994). This Cr(VI)-
reducing activity was found in both soluble
and membrane fractions. although the
former reduced chromate taster.
Cytochrome ¢3 was reported to catalvze
uranium [U(VD)] reduction in D. vuigaris
(Lovley et al., 1993). It was found that the
Cr(VD-reducing activity remained in the
soluble fraction and that was also
cytochrome c¢3-dependent. These results
suggest that cytochrome ¢3 may function as
both U(VI) and Cr(V1]) reductase (Loviey
and Phillips. 1993). Cr(V1) reduction in D.
vildgaris was not inhibited by the heavy
metals Ni. Mn. Co. Cu. Zn. Mg. V. Mo and
Sc at 100 pM each.

Cr(VID)-reduction by Escherichia
coli ATCC 33456 was reported under both
aerobic and anacrobic conditions. involving
a soluble NADH-dependent reductase
activity (Shen and Wang. 1993). This
activity was not inhibited under aerobic or
anacrobic conditions by cyanide. azide, or
rotenone in both intact cells and the soluble
fraction. Respiratory-chain-linked electron
transport to Cr(V1) was also involved in
Cr(VID) reduction. although it required the
presence of soluble reductase activity to
mediate electron transport to Cr(VI) (Shen
and Wang. 1993). .

Gvozdyak et al. (1986) reported the




reduction of Cr(VI) by a group of collection
strains. This group was constituted by 2.
aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, B.
subtilis, B. Flavobucterium
devorans 33, Sarcina flava. Arthrobacter
sp. 634, E K-12,

Arthrobacter

cercus,
coli Achromobacter
eurydice, variabilis  and
Micrococcus roseus. It was found that the
Cr(VD-reduction ability in these bacteria
was associated with nonspecific activities.
mainly cell’s redox potential-dependent. or
depended on the use of the Cr(VI) ion as
the electron acceptor. A consortium of
sulfate-reducing bacteria that tolerated high
concentrations of chromate and other toxic
heavy metals. removed 80 to 95%6 of Cr at
concentrations ranging from 50 to 2000
ppm from metal-refinishing wastewaters
(Fude et al.. 1994). It was suggested that
Cr(VI) reduction was carried out by the H.S
produced by
accumulating a precipitate of Cr(111) on the
bacterial surfaces (Fudeet al.. 1994). Table
the properties of some
bacterial reductases.

sulfate-reducing bacteria,

3 summarizes

After the pioncer discoveries and
the more complete studies described above.
several Cr(VI)-reducing microorganisms
have been reported. instance.
Pseudomonas K21 strain reduced chromate
under aerobic conditions (Shimada and
Matsushima. 1983): Das and Chandra
(1990) reported that Cr(VI) was reduced in
the presence of NAD(P)H in cell extracts of
Strepromyces species: Lloveraet al. (1993)
showed Cr(VI) reduction by Agrobacterium
radiobacter. In an Enterobacter acrogenes

For

[¥]
v

strain. Cr(V1) reduction was carried out
nonspecifically by a nitrite-reductase
activity (Clark, 1994). Dhakephalkar ¢t al.
(1996) apparently found the association of
chromate resistance and reduction with a
plasmid in Pscudomaonas mendocina, but
their dawa was not conclusive. A spore-
forming bacterium
Desulforomaculum  reducens  sp. NMl-1
reduced both Cr(VI) and U(VID)
under anacrobic conditions using them as
(Bradley
Obraztsova. 1998). Plasmid-bearing heavy

sulfate-reducing

strain.

electron  acceptors and
metal-resistant currophus
CH34 was also able to reduce Cr(V1) under

aerobic conditions (Peitzsch et al.. 1998).

Alcaligences

7.3, Chromium resistance in algae

Scenedesmus acures  develops
tolerance to Cr(VI) after being treated for
with 1 ppm potassium
chromate. lcading to a Cr-tolerant progeny
by
asexual reproduction does not occur in
(Corradi et al., 1993a).

Induction of plastid-deprived gamectes is

three months

sexual reproduction: with chromate.

Scenedesmuy

favored in the presence of Cr (Corradi et
al., 1995b). Such interference of Cr with
plastidial metabolism has been described in
Scenedesmus  (Corradi et al.. 1993).
Chlorella (Wong and Chang. 1991). and
Euglena(Fasulo etal.. 1983). Interestingly.
tolerance to Cr(V1) in Scenedesmus is not
related to a decreased metal uptake (Gorbi
et al.. 1996). The Cr-tolerant strain is less
sensitive to copper (1.5 ppm) but not to .
zinc (Abd-El-Monem et al.. 1998) .



Table 3.- Properties

of bacterial Cr(VI) reductases

Reduction Enzyme Electron Motiecular

Bacteria conditions location donor mass (kDa) Reference
Enmterobacter cloacae Ana M NADH ND Wang et al. 1989
Pseudomonas ambigua Acr s NAD(P)H 65 Suzuki et al. 1992
Bacillus sp. Aer & Ana S NADH 44 Campos-Garcia ct al. 1997
P. fluorescens Aer & Ana M ND ND Bopp and Ehrlich 1988
P. putida Acr S NAD(P)H ND Ishibashi et al. 1990
Escherichia coli Aer & Ana S ND ND Shen and Wang 1993
Desulfovibrio vulgaris Ana S&M H. ND Loviey and Phillips 1994

Abbreviations: Ana, anaerobic; Aer, aerobic: M, membrane: S, soluble; ND, non determined.
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Scenedesmus acurius  cultured in the
presence of 1 ppm Cr(VD forms
aggregates: when the aggregates break up.
biflagellated cells are released. allowing the
cell to survive (Corradi et al., 1995a).
Analysis of metal pollution in a
river, receiving waste from a paper mill,
revealed that Cr reached toxic values of 20-
80 ppm either at the point of discharge and
1 Km away (Sudhakar et al., 1991).
Several algae showed tolerance to these Cr
levels. which promoted cenhanced
populations, particularly of Oscillaroria.
Phormidium. Scencdesmus and Pandorina
(Sudhakar et 1991). Epiphytic
(organisms which live on plants) algace are
for

al..
considered to have a high aftinity
atmospheric pollutants and the ability to
accumulate heavy metals from the air. Cr
and Pb contents were elevated
epiphytic alga Plewrococcus sp in sites
close 10 a motorway in England (Sims and
Revnolds, 1999).

in the

7.4 Chromium resistance in fungi

Chromium has been
described in filamentous fungi and yeasts.
either by mutagenic induction of laboratory
strains (Marzluf, 1970; Czako-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-
Ramirez et al.. 1998). In the filamentous
fungus MNewurospora crassa. chromate-
resistant mutants induced by UV treatment
defective in transport

resistance

were sulfate

(Marzluf, 1970). In Schizosaccharomyces
UV and nitrosoguanidine
mutagenesis  led to  the
chromate-sensitive and tolerant
(Czako-Veér et al., 1999). Growing cells of
the exhibited  high
accumulation of total Cr. whereas those of

pombe,
isolation of
mutants
sensitive  mutant
the resistant mutant showed a significantly
the metal, as
compared to the wild-type strain. These
that

Were

lower accumulation of

observations suggested chromate

sensitivity  and  resistance due to
increased and reduced uptake of the metal.
respectively (Czako-Vér et al.. 1999). The
analysis of chromate-sensitive mutants of
the

in the

Saccharomyees  cerevisiae showed

involvement of at least six loci

maintenance  of  wild-type  levels  of

resistance to chromate (Ono and Weng,
1982). One of these loci was identified as
LYS7 (Ono and Weng., 1982), which is the
structural gene for homocitric dehydrase,
an enzyme involved in lysine biosynthesis:
however, the role of this enzyme in Cr
detoxification is unknown.

Mutants of S cerevisiae devoid of
vacuolar structures or deficient in specific
protein subunits of the vacuolar (V)-H(+)
ATPase showed
chromate and tellurite: such sensitivity was

increased sensitivity to

associated to an increased accumulation of
Cr and Te (Gharieb and Gadd, 1998). The

accumulation of both Cr and Te occurred

mainly in the c¢ytosol. whereas

detoxification was influenced by the

presence of a functionally-active vacuole -
(Gharieb and Gadd, 1998).



Scheibel et al. (1997) found that S.
cerevisiae proteins have a significanily
lower cysteine content compared to other
eukaryotes. Previous observations linked a
defect in sulfate uptake of S. cerevisiae to

an increased resistance to the
environmental pollutants chromate and
selenate. ions that share the same

permeases (Breton and Surdin-Kerjan.
1977: Smith et al.. 1995: Lachance and
Pang, 1997). It was proposed that this
environmental problem caused S
cerevisiae to down-regulate its sulfate
uptake system: this lowered available sulfur
led to the replacement of dispensable sulfur
amino acids in proteins (Scheibel et al..
1997).

Yeast strains
contaminated environments include the
genus Candida (Baldi ¢t al.. 1990: Baldi
and Pepi. 1991: Pepi and Baldi. 1992:
Ramirez-Ramirez ct al.. 1998) and to a
minor extent other species. such as
Rhodosporidium (Pepi and Baldi. 1992).
These veasts have shown to be resistant to
high concentrations (0.5-8.0 mM: 1.470-
2.350 pg/ml)) of chromate, as compared to
the species  S.
cerevisiae. which is sensitive to 0.05 mM
chromate or lower (Baldi et al.. 1990: Baldi
and Pepi. 1991: Pepi and Baldi, 1992:
Ramirez-Ramirez. 1998). In some species
the
general mechanism of chromate resistance
has been related to reduced uptake of the
ion. rather than to biological reduction of
Cr(VI) to Cr(IIl), since Cr accumulation

isolated from Cr-

most comimon yeast

of Candida and Rhodosporidium,

was much higher in chromate-sensitive
yeasts S, cerevisiae and Candidua famata
(Baldi et al.. 1990: Pepi and Baldi. 1992)
(Fig. 5).

Strain RR1 of Candida sp. isolated
from a leather tanning plant. was able to
grow in the presence of 2 mM chromate.
RR1 caused the disappearance of about
60%o of the total Cr(VI) initially present in
the medium after 14 h incubation
(Ramirez-Ramirez ct al.. 1998) (Fig. 6A).

Laboratory  strains of the zygomycete
fungus M wcor rowxii and the yeasts
Candida walbicans., S cerevisiae  and

Yarrowia lipolytica were unable to grow in
these conditions and showed no effect on
the conceniration of chromate in the
medium (Ramirez-Ramirez et al.. 1998).
When Candida strain RR 1 was cultured for
longer periods with chromate. there was a
further increase in the disappareance of this
ion from the medium that correlated with
the appearance of Cr(IIl) (Fig. 6A). These
observations indicated that in strain RR1
betwen Cr(VI)

exists a correlation

reduction and Cr(V 1) resistance.

7.5 Chromium resistance in plants

Nartural resistance to heavy metals
has been observed in liverworts growing in
aquatic
macrophytes growing in polluted waters
(Samecka-Cymerman and Kempers, 1996;
Samecka-Cymerman et al., 1997; Mallick
et al., 1996 Shallari et al., 1998).
these studies, a between -
contents of Cr in soil and the presence of

contaminated soils and in

From
correlation



Cr(VI), ng/mg d.w.

=
0.0 > 4 & 8 10 12

Cr (VI), ng/ml)

Figure 5.-Chromate uptake by yeasts. Cultures of Rhodospiridium sp. ( A ), Candida sp. (IR ),

Candida famata 6016 ( O ) and Saccharomyces cerevisiae ( A ) were grown in minimal
medium with the indicated amounts of Cr(VI) for 18 h at 28°C with shaking. Chrormate 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 chromium. A, distribution of chromium during the
: growth of Candida sp. strain RR1. ( @). Cr(VI) or ( 4), Cr(Ill) remaining in the spent
} medium; ( A), total Cr in the biomass. B, decrease of Cr(VI) in Cr-contaminated soil
inoculated with strain RR1. ( O ), non inoculated control; (A ), inoculated soil; ( O )
inoculated soil with 2 mM sodium azide. Chromium was measured as described in Figure
4. Ramirez-Ramirez et al.. unpublished results.
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the macrophyte Comocephalum conicum
has been established, suggesting that this
plant may be useful in monitoring soil
contamination by (Samecka-
Shallari et al.

metals
Cymerman et al., 1997).
(1998),
serpentine soils.

collecting  plants  growing in
that
high-accumulator,
showing concentrations of 275 pg Cr/g
DW.
crassipes) has shown a high capacity to
6 mu'e DW
detected in roots of this plant growing in 10
ppm Cr(VI) (Lytle et al.. 1998).

Plants may also be able to reduce
toxic Cr(VI) to Cr(lily as a Cr tolerance
mechanism, a conversion that very likely

found Herniaria

hirusta was a Cr
Also water hyacynth (Fichhornia

accumulate Cr: have been

occurs in roots. The reduction of CrO,;™ to
Cr’” may be catalyzed by Fe(I1)-reductase
enzymes (Zayed ctal., 1998).

The mechanisms of Cr resistance in
plants have not been comipletely identified.
The observation members of the
Brassicaceca family high Cr
accumulators makes these plants suitable
models for the analysis of Cr resistance
mechanisms (Zayed et al. 1998). The
sulfate transport system may be responsible
for the high Cr uptake of these plants, but
how they deal with oxidation stress is still
unknown; a probable mechanism may be
related to the storing of Cr in a subcellular
compartment.

that
are

8. Bioremediation of chromium
pollution .
Increase of environmental

contamination lead 10 a progressive
deterioration of environmental quality. This
condition challenges our global society to
find cfficient processes of remediation to
the that
severely threaten human and environmental
health (Bonaventura and Johnson. 1997).
the

versatility  of
for the
s

reverse negative  conditions

Bioremediation exploits genetic
and mueabolic
and
transformation of contaminants
harmful end-products.
integrated
cycles.

diversity
microorganisms plants
into les

then

which are

into natural biogeochemical

the
physiology and evolution of the potentially
uscful critical  for the
successful consideration and
implementation of bioremediation (Liuand
Suflita, 1993).

Chromium. with its great economic

Understanding ccology.

organisms is

importance in industrial grounds. isamajor
metal  pollutant  of the environment
(Pillichshammer et al.. 1995). As already
discussed. the environmental behavior of
Cr is largely a function of its oxidation
state: Cr(V1) compounds are highly toxic to
and aquatic
organisms and are mobile in soil/water
systems, much more so than Cr(11D)
compounds (Losi ct 1994). Thus,
among other possible Cr transformations.
biological reduction of Cr(VI) 1o Cr(Il1) is
a potentially useful mechanism to detoxify
Cr pollution and to bioremediate
contaminated areas (Wakatsuki, 1995).
However, as Cr(lll) is also harmful for.
several organisms, the reduction of Cr(V1)

a variety of terrestrial

al..



together with Cr(lll) compartmentation
could be a useful strategy to control Cr
dispersion. Subcellular compartmentation
may probably be more
efficiently by plants.
Microorganisms
actively and passively concentrating metals
to levels substantially higher than those
found in their immediate environment (Unz
and Shuttleworth, 1996). The processes of
and  passive

carried out

are capable of

active (energy-dependent)
(energy-independent) metal uptake have
been described as bioaccumulation and
biosorption. respectively (Blackwell et al.,
1993). The utilization of microbial biomass
for the removal of metals from industrial
wastewaters and polluted waters has been
already recognized (Al-Asheh  and
Duvnjak. 1995). The biomass has to satisfy
the following requirements to be
considered as a pood adsorbent: (1) An
efficient and rapid uptake and release of
metals: (2) A low production cost of the
biosorbent and the possibility of its
reutilization: (3) An ecfficient. rapid. and
cheap separation ot the biosorbent from the
solution: and (4) A high selectivity of metal
adsorption and desorption. If these points
are fulfilled. the utilization of the biomass
would make the biosorption process more
attractive compared to processes which use
other types of adsorption (Al-Asheh and
Duvnjak. 1995). Preliminary calculations
suggest that may be
economically with
exchange or chemical precipitation for
treating some waste streams {Lovley and

biosorption

competitive ion
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Coates, 1997). It has also been suggested
that stimulating the growth of native
microorganisms biosorptive
ability may be for
immobilizing
preventing contamination of underlying

with metal

a useful strategy

metals  in soils  thus
groundwater supplies. Furthermore. it is
possible that a barrier of
microorganisms with biosorptive abilities
could be subsurface

environments

to envision

established  in
in order to remove metals
from groundwater through the
biobarrier (Loviey and Coates. 1997). Also.
the chemical microbial
envelope components may be used to trap
Cr*” resulting from Cr(1II) pollution or from
extracellular Cr(VI) reduction.

flowing

properties  of

Bioremediation with bacteria

The Cr(VI)-reducing ability found
in some bacteria has raised the possibility
as a

8.

of wusing these microorganisms
biotechnological tool for remediation of
chromate-polluted zones (Silver and
Williams. 1984: Lovley. 1993: Ohtake and
Silver, 1994; Wakatsuki. 1995). Figure 7
shows the variety of Cr reduction systems
present in bacteria. The main advantages of
using bacterial Cr(V1) reduction are: 1) It
does not require high energy input nor toxic
chemical reagents: 2) The possibility of
using native, non-pathogenic. and non-
hazardous strains. -

Several microbiological strategies
to remove chromate involving Cr(VI)
reduction have been described (Bopp,
1984: Komori et al.. 1989: Komori et al.,



h - NAD(P)H NAD(PYH
crof —2XPE L creny 2222, cram
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Figure 7.- Schematic summary of Cr(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, coupled with NAD(P)H coenzymes. C,
chromate reduction by nonspecific cytoplasmic components (e.g. H,S. Ha., H,0.. FADH,,
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: Fuyjii et al.,
1990: Fude et al.. 1994: Lovley and
Phillips, 1994; Ohtake and Silver, 1994;
Campos et al., 1995; Shen and Wang.
1995). Bopp (1984) patented the use of /.
Juorescens LB300 as atool for the removal
of chromate from wastewaters. Thereafter,
other bacterial strains were proposed as
biological tools for bioremediation of
chromate wastes. For instance. E. cloacae
HO1 was proposed as the basis of a process
for reduction of Cr(VI) from chromate-
polluted industry eftfluents (Komori et al.,
1989; Komori et al.. 1990: Ohtake et al.,
1990a; Fujii et al.. 1990: Ohtake and Silver,
1994). In such a system. two chambers
were separated by anion-exchange
membranes, with one chamber containing
a chromate solution and the other an
anaerobic suspension of the HOI1 strain.
The removal 0f93% Cr from 2 mM Cr(V])

was reached within 50 h (Komori et al.,

1989). This system also allows the
insoluble form of reduced Cr{ll) be
removed by conventional separation

technologies. A related system. consisting
of an E. cloacae culture in a dialysis sac
submerged in a chromate solution. was also
successful. The dialysis sac allowed Cr(VI])
to diffuse into the culture. where it was
reduced anacrobically by the cells: the
impermeable Cr(Ill) precipitate produced
was then retained inside the sac (Komori et
al.. 1990). With this method it was possible
to remove about 90% of total Cr (200
ppm) from contaminated water within 7
days. Fujii et al. (1990) proposed the

w

[N}

utilization of fed-batch cultures of HO1
strain. which enabled to reduce the Cr(VI)
continuously added with a specific teeding
rate of 25 mmol chromate/g dry cell’h. This
process proved an cffective biological
method for detoxitying Cr(VI1) in aqueous
solutions (Fujii et al.. 1990).

Bacillus sp. QC1-2 strain was also
tested for its Cr(VI)-rcmoval ability using
the dialysis sac system (Campos et al.,
1995). In addition. QC1-2
Cr(VI. in both acrobic and

anacrobic conditions. in the presence of

strain was able
1o reduce

toxic chromate concentrations. and can use
several substrates as sole carbon and energy
Bacillus sp. QCI1-2 the

that it is a non-pathogenic

sources. has
advantage
sporulated soil bacterium that can survive
in unfavorable environmental conditions.
this high
concentrations metals

strain tolerate
of
commionly found in wastewaters (Campos-
Garciaetal.. 1997).

Forits ability to utilize a wide range
of aromatic pollutants for Cr(V1) reduction.
the use of a co-culture of Cr(Vi)-resistant
E. coli ATCC 33456 and phenol-degrading
DMP-1 has been
suggested as a potential tool for the
simultancous detoxification of Cr and

Also, can

other  heavy

Psceudomonas putida

aromatic contaminants (Shen and Wang.
1995).

A distinct type of bacterial
interaction with Cr is extracellular
precipitation. Since insoluble metallic

complexes are usually less toxic than ionic -

forms. precipitation 1is considered a



detoxification mechanism (Unz and

Shuttleworth, 1996). Precipitation of Cr has
been reported in anacrobic Clostridinum
(Francis and Dodge. 1990) and by suliute-
reducing bacteria (Dvorak et al., 1992),
Bioremediation processes may first
require detecting and measuring pollutant
concentrations

in the sites intended to

decontaminate. Biosensors have been
reported as good candidates for monitoring

heavy metal pollution (Ramanathan et al..

1997). Biosensors utilize organisms,
including bacteria. which possess
biological components to provide

selectivity for monitoring compounds of
environmental concern. Engineering of
bacterial heavy-metal resistance genes have
resulted in the generation of biosensors tor
several toxic metals (Ramanathan et al..
1997). Peitzsch et al. (1998) reported a
chromate consisting  of the
transcriptional fusion of c¢/r chromate-
resistance genes and /ux reporter genes.
These fusions, expressed in . cutrophus.
responded to micromolar concentrations of’
chromate and dichromate ions but were 10
times less sensitive to Cr(1ll) compounds:
no signal

sensor

was observed with other
oxyanions. The authors proposed that this
biosensor may be used to monitor chromate
levels in industrial

(Peitzsch et al.. 1998).

sewage waters

8.2 Bioremediation with algae

The absence of biomagnification of
Cr by different algae has been documented
(De Filippis and Pallaghy, 1994).
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Biomagnification is the process by whicha
substance ¢nhances its concentration in
higher trophic levels. Adsorption of Cr(11)
by heat-dried biomass of
cyanobacterium  Phormidinm laminosum
has been reported (Sampedro et al.. 1993):
the adsorption found wus 66% with an
initial dose of’ 25 ppm Cr. The biosorption
of Cr required 45 min: in contrast. the
biosorption of other metals (such as Fe.
Pb, Cd) completed in 15 min.
Biosorption ot all mewals was enhanced at

the

was

pH values of 6-7 in comparison to acidic
pH (4-35) values. and was also enhanced by
alkaline pre-treatment of the biomass
(Sampedro et al., 19935). Binding of Cr(11])
by microalgae was enhanced at lower pH
values (from 3.5 to 5.5) than that of Cr(VI).
which was favored at pH 2.0 or lower
(Wilde and Benemann, 1993). These results
demonstrate optimal pH for
bioremoval also depends on the oxidation
state of Cr. Reduction ot Cr(V1) 1o Cr(Il)
was increased from 25 to 55°C (Wilde and
Benemann, 1993),

that

The filamentous alea Cladophora
accurmulated 169 ppm Cr (Hg/g dry
weight). 139 ppm Pb. 119 ppm Cd. and 87
ppm Co after 6 h incubation with 0.2 ppm
of each metal (Vymazal. 1990). Cr was the
metal with the higher accumulation and the
faster uptake rate (72% aftter 13 min).
Selenastrurm removed 39%% of the Cr in
solution from samples of a post-anaerobic
digester in a tannery effluent (Brady et al.,
1994). Cr(111) was effectively removed (83- -
99%6) in laboratory tests by Scenedesnus.



Selenasorum and Chlorella., whereas Cr(V1)
was removed in a surprisingly lower degree
(18-229%) (Brady ct al.. 199-1). The lower
Crremoval from wastewater in comparison
to artificial
competition
including

solutions may be duc to
with chelating compounds
organic matter. Using
immobilized cells in columns with kappa-
carragenan ({luidized bed) or polyurcthane
foam (packed bed). Cllorclla vulgaris
removed 48 and 3425 of Cr. respectively.
whereas Scenedesnius acutus removed 36
1999). Both
also showed a significant
removal of Zn (85 and 91%o. respectively).
Since the concentration of metals used was
well above the level of industrial efluents.
then a possible use of immobilized algae in
wastewater treatment scems viable.

The removal of Cu, Ni. Al and Cr
by the red alga Cyuniditum caldarium from
acidic mine wastes occurs by cell surface
precipitation of metal-sulfide microcrystals
(Wood and Wang, 1983). Thus. this alga
may be a suitable organism for removal or
recovery of metals from heavy metal-
polluted wastewaters.

and 31% (Travieso et al..
microalgae

8.3. Bioremediation with fungi
Yeasts and filamentous fungi also
offer a viable alternative for the

bioremediation of waters and soils polluted
by Cr. Many fungi contain chitin, the
homopolymer of N-acetylglucosamine, and
chitosan. a heteropolymer of N-
acetylglucosamine and glucosamine, as an
integral part of their cell wall structure. The
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deacetylated amino groups of glucosamine
may act as binding sites for metals
(Pillichshammer et al., 1995). In addition.
a new siderophore type. named rhizoferrin,
which show increased Cr(I1) biosorption,
has been identified in
Rhizoferrin is a

Mucorales.
polycarboxylate
siderophore that is able 10 bind Fe(Ill),
Cr(11). and AI(II). Trivalent Cr and Al
should not be reduced under physiological
conditions. These metals remain bound to
the siderophore and may be accumulated by
the cells in a for some
microorganisms this can be amechanism of
resistance to toxic metals (Pillichshammer
et al.. 1995).

The biomasses of Mucor mucedo
and Rhizomucor after treatment
with expose the
chitin/chitosan cell wall components, were

further stage:

michei,
hydroxide to

effective in the capture of metal ions.
Chemically-treated mycelia efficiently bind
Cr(Wales and Sagar. 1990). The biomasses
obtained
Cuandida and Penicillum

chrysogenum were excellent biosorbents

trom  Rhizomucor arrhizu,

tropicalis

for Cr (Volesky and Holan. 1995).
Aspergillus  carbonarins  WRC401121

adsorbs Cr from solution and the amount of
adsorbed metal per unit of biomass
increased with a decrease in the biomass
concentration (Al-Asheh and Duvnjak,
19935). AL hiemalis MP/92/3/4 was also
able to accumulate substantial amounts of
Cr. Cr(111) was enriched best at pH 5.5 and
Cr(VID)atpH 1; the enrichment of Cr(III) by -
M. hiemalis seemed to be mainly a passive



biosorption to the cell wall, whereas for the
uptake of Cr(V]) intracellular accumulation
as well as biosorption are possible
(Pillichshammier et al., 1995). Cells from S.
cerevisiae and Candida wrilis have the
ability to sorb Cr(VI) and the sorption
capacity of dehydrated cells is considerably

higher than that of the intact cells
(Rapoport and Muter, 1993).
Recent  novel  strategics  for

improving the biosorption process include
the use of pulsed ficlds: the
engincering of a spiral bioreactor that
requires less volume than suspended cell
systems and has a better binding capacity
than reactors employing entrapped cells:
various physical and chemical treatments of
the biomass: the use of flotation systems to
enhance the subsequent collection of the
biomass and sorbed metal: and growing the
biomass in the form of microbial
(Lovley and Coates, 1997).

A strategy

clectrical

mats
for the
applicability of biosorption over alternative
metal removal techniques is the
employment of organisms resistant to high
concentrations of the metal. Several studies
have reported the isolation of Cr(VI)-
resistant fungal strains. either from
laboratory strains (Marzluf. 1970; Czako-
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: Ramirez-Ramirez et al.,
1998). Although in most cases Cr
accumulationinthe Cr(VI)-resistant strains
was lower than in Cr(VI)-sensitive strains,

enhancing
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the and
processes were similar. In one case it was
observed that non growing cells of Cr(VI)-
resistant and -sensitive muiants exhibited
nearly the same Cr uptake ability (Czako-
Vér et al. 1999). In the context of
bioremediation. the biosorption ability of

biosorption bioaccumulation

Cr(VI)-resistant  mutants  could be
combined with their ability to reduce
chromate. Cr(V)-resistant strains of

Aspergillus spp (Paknikar and Bhide. 1993)
and Candida spp (Ramirez-Ramirez etal..
1998). Cr-polluted
environments, have shown Cr(V1)-reducing

isolated from
activity. The latter strain caused a decrease
in Cr(VI) from the culture medium which
was accompanied by the appearance of
Cr(I1D (Fig. 6 A). This Candida spp strain
also decreased in 40%0 the amount of
Cr(VID)when incubated in Cr-contaminated
soil (Fig. 6B. Ramircz-Ramirez et al.,
unpublished results).  This observation
suggests  that  Cr-resistant with
Cr(VD)-reducing acuvity have a good
potential for bioremediation of Cr-polluted
soils.

fungi

8.4 Bioremediation with plants
Although

remediate

the use of plants to
contaminated soils
(phytoremediation) is in its initial stages of
research and development. it is becoming a
promising possibility for cleaning and
detoxification of heavy-metal polluted
areas. This technology is based on the
ability of the plant to absorb. sequester, -

and/or transform a contaminant



1996). The
heavy-metal

(Cunningham and Ow,

possibility of cleaning
contaminated waters or soils by
plants may be of greater advantage than by
the use of microorganisms. Plants, because
of their size, can be easily managed. their
distribution can be controlled. and they can
valuable

using

be processed for recovering
metals.

In marked contrast to cadmium and
mercury. in which several strategies have
been successfully applied to generate plants
able to accumulate these

contaminants (Cunningham and Ow, 1996).

or transform

there are only a few reports on Cr
phytoremediation. Recent works provide
evidence that some members of the

Brassicacea family (Kumar et al., 1995;
Zayed et al.. 1998). as well as water
hyacynt (Lytle et al.. 1998). could be high
Cr accumulators. Although these plants do
not fulfill the hyperaccumulator criteria,
since-they do not accumulate higher levels
of Cr in their shoots. they seem currently
the best option available as Cr
phytoremediators. The reduction of Cr(VI)
to Cr(IIl) by these plants (Zayed ct al,
1998) will obviously not terminate the
problem of Cr contamination. since Cr(III)
for plant growth;
however, their use will produce a less
harmful and more manageable compound.

is also detrimental

9. Concluding remarks
Bacterial interactions with Cr have
been widely studied, in some cases with

great detail. Plasmid-encoded chromate
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resistance genes have been cloned and
sequenced. The mechanism of tolerance
conferred by the ChrA protein is based in
an efflux of chromate ions. clird gene
homologs have been described for other
bacterial  species,  inciuding  Archacae,
suggesting that a
mechanism is widespread in microbes. In
addition. several bacterial Cr(VD-reduction

studied to different

chromate  extrusion

systems have been
levels. Several chromate reductases were
purified and further analvzed but their
physiological role js still unknown. Also.
no genes for bacterial Cr(V1) reductases
have been reported despite continuous
efforts in that direction. Notwithstanding.
Cr(VI1) reduction by

largely postulated as a good candidate 10 be

bacteria has been

used as a biotechnological tool for

bioremediation of chromate pollution.
The knowdledge regarding  the

mechanisms  of Cr(VI) uptake and

resistance in algac and fungi is relatively
scarce. Most of the reports link chromate
resistance to differences in uptake or
accumulation of the ion. Only a few studies
describe Cr(VI-reducing activities in fungi
(but not in algae yet) and the possible
relationship of this process with chromate
resistance. There is also a limited amount
of molecular studies regarding genes
involved in Cr detoxification in fungi and
no counterpart have been
conducted in algae. However, algal and
fungal biomasses have proven useful in
biosorption studies for the recovery of Cr

from contaminated sources. This property,

analyses



and the ability of some species of fungi to

reduce Cr(VID. indicate that these
microrganisms also have potential
applications in the biloremediation of

polluted environments. Further studies with
these organisms will open new perspectives
for Cr resistance
mechanisms.

In the case of plants, little is known
with respect to the interactions with Cr.
including plant tolcrance mechanisms. The
transport of Cr has not been addressed in
plants and only a limited number of reports
the use of plants for Cr
processes  have

understanding

concerning
phytoremediation
published. A deeper understanding of plant
metabolic pathways involved in Cr uptake,
Cr reduction and accumulation, together
with the genetics
approaches, will allow to generaie plant
phenotypes able to be used in the
remediation of Cr pollution.

been

use  of molecular
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3.-HIPOTESIS

La proteina ChrA de Pscudomonas acruginosa confiere resistencia a
cromato mediante un mecanismo que expulsa el ion toxico del citoplasma.

4.-OBJETIVO

Determinar ¢l mecanismo de resistencia a cromato conferido por Ia
proteina ChrA de Pseudomonas acruginosa.



S.-RESULTADOS

MECANISMO DE RESISTENCIA A CROMATO EN Pseudomonas
aeruginosa

Aunque se han reportado varias cepas bacterianas que poseen plasmidos que confieren
resistencia a cromato. solamente los plaismidos pUMS035 v pMOL28 de cepas de Pscudomonas
aeruginosa v Alcaligenes currophus. respectivamente. se han estudiado a nivel molecular. En el
determinante de £, aeruginosa se encuentra el gen c/irf que codifica una proteina hidrofobicade 416
residuos. denominada ChrA. Por su composicion de aminoacidos y su perfil hidropatico. se ha
propucsto que ChrA es una proteina de la membrana que presenta 12 dominios transmembranales.
ChrA de P aeruginosa causa una disminucion significativa en la acumulacion de cromato. lo cual
sugiere una funcion relacionada con el transporte de cromato. Aunque en otras bacterias se sabe que
la resistencia a cromato también radica en una baja acumulacion del ion, el mecanismo detallado de
la tolerancia a este anion no ha sido aun descrito. El objetivo principal de este trabajo fue dilucidar
¢l mecanismo bioquimico mediante ¢l cual la proteina ChrA confiere resistencia a cromato en P.

aeruginosa.
El ANEXO 2 resume los resultados obtenidos acerca de este mecanismo de resistencia.
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Everted brane vesicles of P: d aerug

ChrA chromate resistance protein, accumaulated four times more *'CrO,*~ than v

PAO1 hnrbonng xplusmld pCRO616 :xpressing the
from pla

cells, indicating that a chromate efllux system functions in the resistnn( struin. Chromate upmke showed
saturation kinetics with an apparent X, of 0.12 mM chromate and a V. of 0.5 nmol of chromate/min per mg
of protein. Uptake of chromate by vesicles was dependent on NADH oxidation and was aboelished by energy
inhibitors and by the chromate analog suifate. The mechanism of resistance to chromate determined by ChrA
appears to be based on the active efflux of chromate driven by the membrane potential.

Plasmid-determined resistance to chromate ions has been
found in the genera Streprococcus (5), Pseudomonas (1. 2, 17),
and Alcaligenes (9). Molecular analysis of chromale resistance
determinants from plasmid pUMS05 from Fseudomonas
aeruginosa (3) and plasmid pMOL2R from Alcaligenes ecutro-
Phus (10) revealed that the deduced product of the chrn-l gene,
the hydrophobic protein ChrA (416 and 401 amino scid resi-
dues, respectively). was responsible for the resistance pheno-
type. Chromate tolerance conferred by the ChrA protein was
associated with reduced accumulation of **CrQ,*~ in both P.
aeruginosa and A. currophus. and it was hypothesized that
ChrA was involved in the extrusion of chromate ions (3, 10).
Neverthceless, direct evidence for efflux was missing. Here we
show that everted membrance vesicles from chromate-resistant
P. aeruginosa cclls expressing the ChrA protein accumulate
more *'CrQ,~ than vesicles prepared from a plasmidless
chromate-sensitive derivative.

Bacterial strains and chromate susceptibility. Chromate-
sensitive P. gaeruginosa PAO!1 and chromate-resistant PAO1
(pCRO616). which contains the chr4 gene from plasmid
pUMSO0S5 (2) cloned in the pKT230 vector, have been previ-
ously described (3). Cells were grown in nutrient broth (Bi-
oxon, Mexico City, México) and incubated at 37°C with shak-
ing. The presence of plasmid pCRO616 allowed strain PAO1
to tolerate about six times more chromate than the plasmid-
less derivative or the isogenic strain bearing the pKT230 clon-
ing vector (data not shown).

Accumulation of *'CrO,*~ by whole cells. Cultures of
PAOI(pCRO616) accumulated about 2.5 times less chromate
than the sensitive PAQOI1 strain after an 8-h incubation in the
presence of 10 uM chromate (data not shown). Initial rates of
chromaie uptake werce determined with suspensions of expo-
nential-phasc cells (0.3 mg/mi !dry weight]) in 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.0) with 50 pM *'CrO,*~ (New Engl:nd Nuclear
Corp., Boston, Mass.; specific activity, 400 to 1,200 mCi/mg).
Aliquots (0.1 ml) were filtered through 0.45-pm-pore-diameter
membranes (Millipore Corp., Bedford, Mass.) and washed
twice with 5 ml of distilled water. The radioactivity on the
filters was quantified in a Packard Multi-Prias gamma radia-

® Corrcsponding author. Mailing address: Instituto de Investigacio-
nes Quimico-Bioldgicas, Universidad Michoacana, Edificio B.3,
Ciudad Universitaria. 58030 Morelia, Mich., México. Phone/fax: 52
(43) 26-5788. E-mail: cvega@zcus.ccu.umich.mx.

7398

tion counter. Cell suspensions from PAOI(pCRO616) showed
a decreased initial rate of *'CrO,*~ uptake compared with that
from the plasmidless strain (data not shown). Resistance to
chromate was also related to diminished chromate accumula-
tion in Pseudomonas armbigua (6), Pseudomonas fluorescens
(11). and Enterobacter cloacae (12), although the precise mech-
anism of resistance was not clucidated in these bacteria. De-
creased chromate uptake by resistant cells may be caused ei-
ther by an efflux system, by a blockage in chromate uptake, or
by both processes. To distinguish between these two possibil-
itics, the uptake of chromate by inside-out membrane vesicles
was mcasured. The properties of Chir A suggested that it might
function as a membrane transporter involved in the extrusion
of chromate (3).

Uptake of 3*CrO,*” by vesicles. Everted membrane vesicles
from Pseudornonas strains were prepared as follows. Cultures
(1 liter) grown for 16 to 18 h at 37°C with shaking were
harvested (12,000 X g, 15 min, 4°C). and then the cells were
washed twice in 0.1 M phosphate buffer, suspended in 20 to 25
ml! of the same buffer containing 1 mM dithiothreitol, and
disrupted by passage twice through an Aminco French pres-
sure cell at 12,000 Ib/in®. Intact cells were removed by repeat-
ing the centrifugation step. Membrane vesicles were recovered
by centrifugation at 200.000 X g for 45 min at 4°C, suspended
in SHE buffer (250 mM sucrose. 10 mM HEPES, 1 mM EGTA
[PH 7.4]1). and stored at —70°C until used. The activity of
inside-out vesicles was assessed as reported by Rottenberg and
Moreno-Sanchez (13). Protein was determined by a modifica-
tion of the mcthod of Lowry et al. (8) by using bovine serum
albumin as a standard. Transport assays werc carried out at
25°C in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0) conxammg 2 mM
NADH. 5 mM MgCl,. and 200 uM *'CrO,*~ and were initi-
ated by the addition of membrane v:slclcs (0.15-mg/ml final
concentration). Samples (0.4 ml) were filtiered through 0.22-
pm-pore-diameter Millipore membranes and processed as
described above. Chromate uptake by vesicles from
PAOI1(pCRO616) was four times higher than that of its chro-
mate-sensitive derivative (Fig. 1A). These data support the
notion that a chromate efflux system is present in the plasmid-
containing chromate-resistant strain. In cxperimcnls with
whole cells, 20-fold excess sulfate, an analog of chromate,
inhibited 50 to 60%% 3!'CrQ,*~ uptake by PAOI1 (data not
shown). Apparently, chromate uptake by PAO1(pCRO616)
was unaffected by excess sulfate, since this strain accumulated
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an amount of chromate similar to that accumulated by the
sensitive one in the presence of 1 mM sulfate (data not shown).
Hence, these data suggested that chromate efflux was not func-
tioning in the presence of high concentrations of sulfate. Ac-
cordingly., >'CrQ,2~ uptake by membrane vesicies of PAOL1
(PCROG616) was severely inhibited by sulfate (Table 1). Thus,
it appears that sulfate competes with chromate for extrusion by
the ChrA protein. This is not surprising. since it has been
established that chromate is a competitive inhibitor of sulfate
transport in Pseudomonas (3. 11).

Kinetics of chromate uptake. For the determination of ki-
netics constants, *'CrO,*~ uptake by membrane vesicles from
strain PAO1(pCRQO616) was measured with various concen-
trations of chromate after a 10-min incubation. *'CrQ,*~ was
taken up by the vesicles of PAQI(pCROG616) according to
substrate saturation kinetics (Fig. 1B). An apparent X, of
0.12 = 0.05 (» = 3) mM chromate and a V., of 0.5 = 0.23
(n = 3) nmol of chromate/min per mg of protein were calcu-
lated (Fig. 1B). This X, value is similar to that of 0.13 mM

TABLE 1. Effect of energy inhibitors on chromate uptake by
cverted membrane vesicles
Ininal rate of chromate uptake
(nmot of 3'CrO?~/mg of protexvminy”

Treatment
+NADH 1.59 = 0.10
No NADH 0.52 = 0.06
+4 mM NaCN 0.34 = 0.20
+50 pnM HQNO 0.54 = 0.26
+20 mM NaN. 0.560 = 0.26
+50 M Carbonyl cyanide

pheny 0.66 = 0.10
+5 uM Nigericin 0.55 = 0.20
+1 mM Na,S50, 048 = 0.13

= Chromate uptake by vesicles from PAOI(pCRO616) was assayed in phos-
phate buffer with 2 mM NADH and 400 uM chromate, as described in the text.
The values are the mean = standard deviation of three assays in duplicate.

The inset thows a linesr transformation of the Michaclis-Mentcn cquation by using the Hunes-Woolf plot (13). Data arc

reported for the accumulation of arsenite by cverted mem-
brane vesicles of Eschericiiia coli cells expressing the ArsB
protein from plasmid R773 (7). ChrA and ArsB are hvdropho-
bic proteins of about 400 amino acid residues, with no signif-
icant identity at the amino acid sequecnce level, but with similar
amino acid composition and hydropathy profiles (4). Both pro-
teins scem to be involved in similar anion extrusion systems.

Energetics of chromate uptake. *'CrO,*~ uptake by mem-
brane vesicles of sirain PAOI(pCRO616) was much lower in
the absence of NADH (Fig. 1A and Table 1), suggesting that
a trunsmembrane H ™ gradient is required for chromate trans-
port. Accordingly, the respiratory chain inhibitors NaCN,
HQNO. and NaN, werce tested and significantly lowered chro-
matc uptake by vesicles (Table 1): notably, cyanide diminished
uptake by almost 80¢2. Treatment of vesicles with ionophores
also caused a significant inhibition of chromate uptake (Table
1); nigericin abolished chromate uptake by 65%%. These data
sugpest that ChrA functions as a sccondary transport system
using the membranc potential as an energy source for the
extrusion of chromate ions. Morcover, the addition of 50 mM
lactic acid. which decrecased the pH of assays from ncutral to
about 5.0, caused an increase in *'CrO,2~ uptake by vesicles of
PAOI1(pCRO616) (data not shown), also implying the involve-
ment of protons in chromate transport. Arsenitec extrusion by
vesicles from E. coli expressing the ArsB protein also de-
creased at alkaline pH (7).

Whereas several bacterial determninants for the active efflux
of diversc inorganic cations have been described (16), efflux of
chromate by the ChrA protein represents the second example
of an inorganic anion translocation system reported in bacte-
ria, the first one being the already mentioned ars operon for

the extrusion of arsenite (15).
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6.- DISCUSION Y PERSPECTIVAS

El gende resistencia a cromato chr, originaimente identificado en el plasmido pUMSO05 (100
kb) de una cepa clinica de Pscudomonas acruginosa (Cervantes vy Ohtake. 1988). se clond en el
vector pKT230 dando origen al plasmido recombinante pCRO61 6 (Cervantesy col.. 1990). Mediante
experimentos de transporte de cromato radioactivo encontramos gque la tolerancia a cromato se debe
a una captacion disminuida del ion, por lo que se hipotetizo que ChrA funciona como un sistema de
expulsion de cromato (Cervantes ¥ Ohtake, 1988: Cervantes y col.. 1990). La proteina deducida de
la secuencia de nucledtidos de cfr-d. denominada ChrA, es un polipéptido hidrofobico de 416
aminodcidos que es necesario v suficiente para conterir la resistenciaacromatoen P gernginosa. En
el presente trabajo se planted como principal objetivo conocer ¢l mecanismo bhiogquimico que emplea
ChrA para conferir resistencia a cromato en . aeruginosd.

La resistencia a cromato fue aproximadamente 10 veces mayor en la cepa de P. aeruginosa
PAOI(pCRO616) que en la cepa PAO! sensible sin plasmido. Los niveles de tolerancia a cromato
encontrados concuerdan con los observados por Cervantes v col. (1990) ¢n 1a cepa PAOI con el
plasmido pUMS305. de donde se clond el gen c/rd: estos niveles también tienen similitud con los
conferidos por los plismidos pLHB1 v pMOIL2S de Pscudomonas fluorescens (Ohtake y col.. 1987)
v Alcaligenes cwrophus (Nies v col.. 1989). respectivamente. bacterias en las que también se ha
propuesto un sistema de expulsion de cromato como responsable del fenotipo de resistencia. En estos
casos. sin embargo. no existe evidencia experimental de un mecanismo de expulsion.

En cultivos incubados durante 6-8 h ¢n presencia de *'CrO, 7. se observd un distinto patrdn de
acumulacion de! anidén: la cepa resistente PAOI(PpCRO616) acumulo de 2 a 10 veces menos cromato
que la cepa sensible PAO1L. Estos datos concucerdan con los obtenidos por Cervantes y col. (1990) en
P. acruginosa PAO1(pUMS3035). v son similares a los reportados para cepas resistentes a ¢cromato de
A. ewrrophus (Nies ¥ col., 1989) » Emerobacter cloacae (Ohtake y col.. 1990). Estos resultados
nuevamente sugirieron la posibilidad de que un sistema de expulsion sea la base de la resistencia a
cromato.

Cuando se incubaron suspensiones celulares en presencia de *'CrO,* durante 15 min y se midio
la captacion del ion. se observé que la velocidad inicial del transporte de cromato es aproximadamente
2.7 veces menor en la cepa resistente PAO1(pCRO616) que en lacepasensible PAO! (ver Figura 1A
del anexo 1): este dato muestra que el sistema de resistencia funciona aun en tiempos cortos de
exposicion bacteriana al cromato. Ohtake y col. (1987) encontraron una captacion 2.2 veces menor de
1ICr0O,* en la cepa de P. fluorescens LB300(pLHB 1) resistente a cromato, que ¢n una cepa sensible
sin el plasmido: estos autores propusieron que la acumulacién disminuida de cromato en Pseudomonas
era debida a un sistema de expulsion del ion. Aunque el plasmido pLHB1 no mostré similitud con el
DNA del gen chr4 del plasmido pCRO616 (Cervantes y col., datos no publicados). no se descarta la



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

Laacumulacién disminuida de iones inorganicos toXicos en bacterias resistentes puede deberse
a la presencia de sistemas de expulsion, como los encontrados en algunos determinantes plasmidicos
de resistencia a Ag~. As*", Cd*" . Co’ . Cu?". Ni¥". Pb"" y Zn"" (Cervantes y Silver. 1996: Vargas v col.,
1998). La baja acumulacién puede también obedecer a un bloqueo en la captacion del ion. causado por
una alteracion en el sistema de transporte por el cual ingresa a Ia célula. Por ejemplo. 1a resistencia
bacteriana a arsenato (AsQ,") puede relacionarse con una mutacion que afecta la via de captacion de
su analogo esencial fosfato (PO,") (Cervantes y col., 1994); de mancera similar, la resistencia a
cromato se ha asociado con mutaciones que alteran la via de entrada de sulfato tanto en bacterias
(Cervantes v Silver., 1992) como en levaduras (Scheibel y col.. 1997).

La hipotesis de la expulsion de cromato como la base del mecanismo de resistencia conferido
por ChrA fue también apoyada inicialmente por la similitud que existe entre la proteina ArsB. de los
operones bacterianos que confieren resistencia a arsénico (Cervantes y col.. 1994). v la proteina ChrA
de P. geruginosa (Cervantes y Silver. 1992). ArsB es un transportador de membrana que expulsa al
anién arsenito (AsO.7) del citoplasma. ya sca actuando como una subunidad de fa ATPasa ArsA (Tisa
¥ Rosen. 1990). o como un transportador secundario empleando el potencial de membrana como fuente
de energia (Dey ¥y Rosen. 1995 Kuroda v col.. 1997)ver Figura 3.2 del anexo 3). Chra » ArsB son
proteinas hidrofobicas de aproximadamente 400 aminodcidos. sin relacion significativa a nivel de la
secuencia. pero con una gran similitud en cuanto a su composicion de aminodcidos vy a sus perfiles
hidropaticos (Cervantes v Silver, 1992), La similitud entre ChrA » ArsB incluye los 12 segmentos
transmembranales. motivos aparentemente conservados en diversos transportadores  bacterianos
(Nikaido y Saier. 1992: Wu » col.. 1992; Nies y» col.. 1998) (ver Figura 3 del anexo 1). Estas
semejanzas reforzaron la posibilidad de que ChrA funcionara tambidén como un transportador de
membrana involucrado en la expulsion del anion cromato del citoplasma celular.

Para probar la hipétesis de la expulsion de cromato como responsable del mecanismo de
resistencia. inicialmente se intenté cuantificar la salida del cromato radioactivo en suspensiones
celulares previamente incubadas con ¢l anion. La medicion de la expulsion de iones inorganicos
utilizando células intactas se ha descrito para iones fisiologicos como ¢l Na™ (Rosen. 1986) pero. salvo
el caso de arsenito. oxianiéon derivado del metaloide arsénico (Broer ¥ col.. 1993). no existen repories
donde se haya dilucidado un sistema de expulsion de metales pesados utilizando células completas
(Vargas ¥ col., 1998). El disefio experimental consistié en “‘cargar” suspensiones bacterianas con
SICrO,* incubdndolas durante 2 horas en presencia del ion: posteriormente. la suspensién se diluyé 100
veces y se cuantifico la salida del cromarto intracelular. Los resultados fueron negativos: la salida de
SICrO,* fue similar en la cepa resistente PAO1(pCROG616) que en la cepa sensible PAQO1. Aunque se
modificaron diversas variables experimentales, como ¢l tiempo y la temperatura de incubacién. la
concentracion 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 explicacton
para este problema. pero tal vez se relacione con nuestro hallazgo posterior de que la presencia de
sulfato (proveniente del medio de cultivo) en los ensayos de transporte inhibe la expulsion de cromato
(ver mas adelante).

Aun cuando que no fue posible detectar la salida del cromato en suspensiones celulares. no se
descarté la posibilidad de que la expulsion fuera responsable de la acumulacion disminuida del ion.
En virtud de que los sistemas de expulsion para metales como plata. cobre. cadmio. ¢ incluso arsénico.
se han dilucidado mediante el uso de vesiculas de membrana invertidas (Tsai v col., 1992: Solioz v
Odermatt. 1995: Kuroda v col.. 1997), se decidio emplear esta alternativa para estudiar ¢l transporte
de cromato. Los resultados obtenidos con las vesiculas de membrana invertidas corroboraron la
hipotesis de expulsion planteada inicialmente: las vesiculas de la cepa PAO L(pCRO61 6) acumularon
de 2 a 5 veces mas cromato que las de la cepa PAOT1 (ver Figura 1A del anexo 2). Una mayor
acumulacion de cromato en las vesiculas invertidas de Ia cepa resistente indica que estad funcionando
un sistema de expulsion ¥y demuestra que éste es ¢l mecanismo responsable de la resistencia al anion.

Con el fin de ahondar en las propiedades del sistema de expulsion de cromato. se determinaron
las constantes cinédticas del transporte en las vesiculas de membrana inveriidas de la cepa
PAO1(pCRO616). La expulsion de *'CrO,” mostrod una cindtica tipica de Michaelis-Nenten con una
Km aparente de 0.12+0.05 mM de cromato 3 una Vmax de 0.53=0.23 nmol de cromato/min/mg de
proteina (ver Figura 1B del anexo 2). Es interesante que este valor de Km fue similar al reportado
(0.14 mM) para la acumulaciéon de otro oxianidn. arsenito. en vesiculas de £ coli en las que se expreso
la proteina ArsB del plasmido R773 (Kuroda » col.. 1997): como se menciond antes. ArsB y ChrA
muestran también similitud a nivel estructural.

La captacion de cromato por las vesiculas de ia cepa PAO I (pCROG16) se abatié hasta en un
67% en ausencia del sustrato respiratorio NADH (ver Figura 1A y Tabla 1 del anexo 2). La
participacion del gradiente de protones generado por la cadena respiratoria en los procesos de
transporte membranal ha sido ampliamente documentada (Ramos y col.. 1976).y es la base de algunos
sistemas de expulsion de sustancias toxicas en bacterias (Paulsen y col.. 1996: Lolkema y col.. 1998),
incluyendo arsenito (Broer y col.. 1993: Dey v Rosen. 1995; Kuroda v col.. 1997). El requerimiento
de NADH por las vesiculas de PAO1(pCRO616) para la captacion de cromato indica que la fuerza
protomotriz que genera el potencial de membrana es necesaria para la expulsiéon del anién por la
proteina ChrA.

El tratamiento de las vesiculas con los ionéforos desacoplantes CCCP y nigericina disminuyoé
significativamente la captacion de cromato por las vesiculas de membrana de la cepa
PAOI1(pCRO616) ver Tabla 1 del anexo 2). Por otra parte. los inhibidores respiratorios NaCN. NaN;
y HQNO también redujeron la captacion de cromato por las vesiculas de la cepa resistente (ver Tabla
1 del anexo 2). Asi, con la participacién de la cadena respiratoria en la formacion de la fuerza



protomotriz, se confirmé la intervencion del potencial de membrana como base de la expulsion
membranal de cromato por la proteina ChrA.

Con base cn los resultados mostrados. en este trabajo se concluye que la proteina ChrA de /2
aeruginosa funciona como un transportador secundario de cromato que utiliza ¢l gradiente de protones
como fuente de encrgia para expulsar ¢ste aniodn del citoplasma (Figura 1). Este ¢s el primer reporte
que define las bases de un mecanismo plasmidico de resistencia a cromato en bacterias (Alvarez y col..
1999).

Se ha propuesto que ChrA y sus homdlogos posiblemente funcionen como sistemas de
intercambio sulfato/cromato. expulsando ¢l cromato byjo condiciones fisiologicas (Nies y col.. 1998).
No existen datos experimentales que apoyen dicha hipatesis. pero el hecho de que las vesiculas de
membrana de P. acruginosa empleadas en este trabajo fucron capaces de translocar al cromato. aun
s aun, Ohtake v col. (1987)
encontraron que no hay alteraciones en la cindtica del transporte de sulfato en una cepa de P.

en ausencia de sulfato. parece indicar que tal intercambio no ocurre. Ma

Sluorescens que posce un plasmido de resistencia a cromato. ¢en comparacion con la cepa sensible sin
el plasmido. Nuestros resultados permiten concluir gque la expulsion de cromato. causada por la
proteina ChrA de P. aceruginosa. no se encuentra relacionada con ¢l transporte de sulfato.

Por otra parte. en este trabajo se encontrd que ¢l sulfato si cjerce un efecto inhibitorio sobre la
captacion de cromato por las vesiculas de membrana de la cepa PAO1(pCROG616)(ver Tabla 1 del
anexo 2): el transporte de cromato disminuyo 69 a 82% a concentraciones de 0.25 a 10 mM de sulfato.
Como ChrA no expulsa el ion esencial sulfato. estos datos sugieren gque la proteina posce sitios de
union para cromato gue pueden ser reconocidos por el sulfato. En Sulmionella tvphinturium se ha
reportado que ¢l sulfato se une a su transportador de la membrana. la proteina Sbp. por medio de
puentes de hidrogeno (Pflugrath y Quiocho. 1985): con base en la analogia del sulfato con el cromato.
es probable que la unién del cromato a la proteina ChrA ocurra por este mismo tipo de interacciones.
Por medio de mutagénesis se podria conocer cuales son los aminodcidos de ChrA involucrados en la
unioén del cromato. Varios residuos polares (principalmente de caricter basico) presentes en ChrA son
candidatos para estos sitios de uniéon (ver Figura 3 del anexo 1). El analisis del efecto del sulfato sobre
la cinética de transporte de cromato por ChrA. en células intactas o en vesiculas de membrana. podria
ser una estrategia experimental util para el entendimicnto de las interacciones de ChrA con estos
oxianiones.

Nies y col. (1990) identificaron un homologo de ChrA (2926 de identidad a nivel de
aminoacidos) en el determinante de resistencia a cromato del plasmido pNOL28 de la bacteria Gram
negativa . eurrophus (ver Figura 3.7 del anexo 3). Dada la gran similitud de los perfiles hidropaticos
de las proteinas ChrA de P. geruginosa y de A. cutrophius. se pucde inferir que ésta ultima confiere
resistencia a cromato por un mecanismo de expulsion similar al descrito en este trabajo. Por otra parte,
Nicholson y Laudenbach (1995) encontraron homologia entre la proteina SrpC, codificada por el
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. Cadena
. Respivratoria

Figura l.-Mecanismo de resistencia a cromato conferido por la proteina ChrA de
Pseudomonas aeruginosa. El esquema muestra a ChrA como un transportador de la membrana que
expulsa cromato del citoplasma. También se indica la participacion del gradiente de protones,

formado por la cadena respiratoria, en el mecanismo de expulsion.
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plasmido pANL en la cianobacteria Syaechococcus, y las proteinas ChrA de . curroplies (63% de
identidad) v P. aeruginosa (23% de identidad)(ver Tabla 2 del anexo 1): a SrpC se le asigno una
funcién en el transporte de sulfato ¥ no se considera un determinante de resistencia a cromato. Mas
genes similares a los genes ¢/ plasmidicos se han encontrado en la secuencia de los genomas de la
arquea Aferhanococcus janaschii (Bult y col., 1996), la cianobacteria Synechocystis (Kaneko y col.,
1996). la bacteria Gram positiva Bacillus subtilis (Presecan v col.. 1997) v el agente responsable de
la enfermedad de Lyme Borrcelia burgdorfer: (Fraser y col. 1997)(ver Tabla 2 del anexo 1): sin
embargo, en todos estos casos la funcion del gen retacionado con chr- es hasta ahora desconocida. En
un andlisis por PCR. emplecando oligonucleotidos disciiados a partir de la secuencia de c/ird de P,
aecruginosa, recientemente localizamos posibles homologos del genc/ired en el DN A total de bacterias
ambientales resistentes a cromato (Garcia y Cervantes. en preparacion). Estos hallazgos indican que
los genes chrd se encuentran ampliamente distribuidos entre los microorganismos. situacion que
probablemente se relaciona con la presencia de cromatos en el ambiente: una extensa distribucion de
los genes bacterianos ars. que conficren resistencia a arsénico. ha sido tambidén descrita (Silver vy col..
1993).

Hemos encontrado que ChraA de 2. wernginosa contiene varios aminoacidos basicos que se
conservan en los homologos citados arriba ¥y que podrian participar en la union del cromato (ver
Figura 3 del anexo 1). La alteracion de dichos residuos por mutagénesis dirigida es una e¢strategia
accesible para corroborarlo. Por otra parte. para localizar aminoicidos involucrados en la resistencia,
el gen chrd4 puede transferirse a una cepa de £ ¢oli que causa mutaciones al azar (Stratagene). Los
segmentos mutados serian recuperados por PCR. subclonados y se seleccionarian mutantes sensibles
a cromato. Los genes clrd de las mutantes serian secuenciados > los cambios en la proteina
analizados.

Se hanreportado varios determinantes bacterianos que conficren resistencia mediante sistemas
de expulsién de cationes inorganicos. como Ag'. Cd*". Co™", Cu? . Pb™" . Ni'y Zn*" (Cervantes v Silver,
1996: Silver ¥ Phung. 1996): no obstante. la expulsion de cromato por la proteina ChrA de P.
aeruginosa es apenas el segundo ejemplo reportado en bacterias de un sistema de translocacién de un
anién inorganico (el primer sistema descrito fue la familia de los vamencionados genes ars que causan
la expulsion de arsenito: Silver v col.. 1993).

En este trabajo se ha demostrado que la proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa confiere
resistencia a cromato mediante la expulsién de este oxianion t6xico del citoplasma. Sin embargo.
varios aspectos importantes de la estructura y la funcién de ChrA quedan atn por resolver con el fin
de comprender con detalle este sistema de transporte.



6.1.-BIBLIOGRAFIA

(Referencias citadas en Discusion y Perspectivas).

Alvarez, A.H., Moreno-Sanchez, R. v Cervantes, C. (1999) Chromate efflux by means of the ChrA chromate resistance
protein from Pseudomonas aeruginosa. J. Bacteriol. 181:7398-7400.

Broer, S., Ji, G.. Broer, A. v Silver, S. (1993) Arsenic efflux governed by the arsenic resistance determinant of
Staphylococcus aureus plasmid pl258. ). Bacteriol. 175:3480-3485.

Bult, C.J., White, O., Olsen, G.J., Zhou, L., Fleischmann, R.D., Sutton. G.G.. Blake, J.A., Fitzgerald. L.M_, Clayton, R.A.,
Gocayne, J.DD., Kerlavage, A.R.. Dougherty. B.A., Tomb, J.-F., Adams. M.D., Reich. C.I.. Overbeek, R., Kirkness, E.F..
Weinstock. K.G.. Merrick, J.M., Glodek, A., Scott, J.L.. Geoghagen, N.S.M.. Weidman., J.F., Fuhnnann. J.L., Nguyen. D.,
Urnterback. T.R.. Kelley. J.0M., Peterson, J.D.. Sadow. P.W ., Hanna, M.C., Cotion, M.D.. Roberts, K.M.. Hurst, M. AL,
Kaine, B.P.. Borodovsky. M., Klenk. H.-P., Fraser, C.AM.. Smith, H.O.. Woese. C.R. » Venter, J.C. (1996) Complete
genome sequence of the methanogenic archeon, Methanococcus jannaschi. Science 273:1058-1073.

Cervantes, C.. Ji. G., Ramirez. J.L.. ¥ Silver, S. (1994) Resistance to arsenic compounds in microorganisms. FEMS
Microbiol. Rev. 15:355-367.

Cervantes, C. ¥ Ohtake, H. (1988) Plasmid-determined resistance to chromate in Pscudomonas aeruginosa. FEMS
Microbiol. Lett. 56:173-176.

Cervantes, C., Ohtake, H., Chu, L., Misra, T. ¥ Silver. S. (1990) Cloning. nuclcotide scquence. and expression of the
chromate resistance determinant of Pscudomonas acruginosa plasmid pUMSO05. J. Bacteriol. 172:287-291,

Cervantes. C. ¥y Silver, S. (1992) Plasmid chromate resistance and chromate reduction. Plasmid 27:65-71.

Cervantes, C. ¥ Silver. S. (1996) Metal resistances in Pseudomonads, p. 398-416. En: T. Nakazawa, K. Furukawa, D. Haas
¥y S. Silver (Eds.) Molecular Biology of Pseudomonads. ASM Press, Washington. DC.

Dey, S. ¥ Rosen, B.P. (1995) Dual mode of energy coupiing by the oxyanion-translocating ArsB protein. J. Bacteriol.

177:385-389.

Fraser, C.M., Casjens, S.. Huang. W.M.,, Sutton, G.G., Clayton, R,, Lathigra, R., White, O., Ketchum, K.A., Dodson, R.,
Hickey. E.K.. Gwinn, M., Dougherty, B., Tomb, J.-F.. Fleischmann. R.D., Richardson. D., Peterson, J., Kerlavage, A.R.,
Quackenbush, J., Salzberg, S., Hanson, M., van Vugt, R.. Palmer, N., Adams. M.D., Gocayne, J., Weidman, J., Utterback,
T.. Watthey, L.. McDonald, L., Artiach, P., Bowman. C., Garland, S.. Fujii, C., Conton, M.D., Horst. K., Roberts, K.,
Hatch, B., Smith, H.O., ¥ Venter, J.C. (1997) Genomic sequence of a Lyme discase spirochaete Borrelia burgdorferi.
Nature 390:580-586.

Kaneko, T.. Sato, S., Kotani, H.. Tanaka, A., Asamizu, E., Nakamura. Y., Miyajima. N., Hirosawa. M., Sugiura, M.,

Sasamoto, S., Kimura, T.. Hosouchi, T., Matsuno, A., Muraki. A.. Nakazaki, N., Naruo, K., Okumura, S., Shimpo, S.,
Takeuchi, C., Wada, T., Watanabe, A.. Yamada, M., Yasuda, M. y Tabata, S. (1996) Sequence analysis of the genome of

7



the unicellutar cyanobacterium Synechocysies sp. strain PCC6803. 11 Sequence determination of the entire genome and
assignment of potential protein-coding regions. DNA Res. 3:109-136.

Kuroda., M, Dey. S., Sanders. O.1. ¥ Rosen, B.P (1997) Alternate encrgy coupling of ArsB, the membrane subunit of the
ArsA anion-translocating ATPase. J. Biol. Chem. 272:326-331.

Lolkema, J.S., Poolman. B. y Konings, W.N. (1998) Bacterial solute uptake and efflux systems. Curr. Opin. Microbiol.
1:248-253.

Nies, A.. Nies, D.H. y Silver, S. (1989) Cloning and expression of plasmid genes encoding resistance to chromate and
cobalt in Alcaligenes eutrophus. J. Bacteriol. 171:5065-5070.

Nies, D.H.. Koch, S.. Wachi, S., Peitzsch. N. y Saier, M. H. Jr. (1998) CHR, a novel family of prokaryotic proton motive
force-driven transporters probably containing chromate/sulfate antiporters. J. Bacteriol. 180:5799-5802.

Nikaido, H. y Saier. M.H. Jr. (1992) Transport proteins in bacteria: Common themes in their design. Science 258:936-941.

Ohtake, H., Cervantes, C. ¥ Silver, S. (1987) Decreased chromate uptake in Pseudomonas fluorescens carrying a chromate
resistance plasmid. J. Bacteriol. 169:3853-3856.

Ohtake, H.. Komori, K., Cervantes, C. ¥y Toda, K. (1990) Chromate-resistance in a chromate-reducing strain of
Enterobacter cloacae. FEMS Microbiol. Lett. 67:85-88.

Paulsen, I.T., Brown, M.H. y Skurray, R.A. (1996) Proton-dependent multidrug efflux systems. Microbiol. Rev. 60:575-
608.

Pflugrath. J.W. y Quiocho, F.A. (1985) Sulphate sequestered in the sulphate-binding protein of Salmonella pphimurium
is bound solely by hydrogen bonds. Nature 314:257-260.

Presecan, E.. Moszer, I.. Boursier, L., Cruz-Ramos, H.. de la Fuente, V_, Hullo, M.-F.. Lelong. C., Schleich, S., Sekowska,
A, Song, B.H., Villani. G., Kunst. F.. Danchin, A. v Glaser, P. (1997) The Bacillus subitilis genome from gerBC (3110)
to licR (3340). Microbiology 143:3313-3328.

Ramos, S., Schuldiner, S. y Kaback. H.R. (1976) The electrochemical gradient of protons and its relationship to active
transport in Escherichia coli membrane vesicles. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:1892-1896.

Rosen, B.P. (1986) lon extrusion systems in Escherichia coli. Methods Enzymol. 125: 328-336.

Scheibel, T.. Bell, S. y Walke, S. (1997). S. cerevisiae and sulfur: a unique way to deal with the environment. FASEB J.
11:917-921.

Silver, S., Ji, G., Bréer, S., Dey, S., Dou, D. y Rosen, B.P. (1993) Orphan enzyme or patriarch of a new tribe: the arsenic
resistance ATPase of bacterial plasmids. Mol. Microbiol. 8:637-642.



Silver, S. ¥ Phung, L.T. (1996) Bacterial heavy metal resistance: New surprises. Annu. Rev. Microbiol. 50:753-789.

Solioz, M. ¥ Odermatt, A. (1995) Copper and silver transport by CopB-ATPase in membrane vesicles of Emerococcus
hirge. J. Biol. Chem. 270:9217-922].

Tisa, L.S. ¥ Rosen, B.P. (1990) Molecular characterization of an anion pump: the ArsB protein is the membrane anchor
for the ArsA protein. J. Biol. Chem. 265:190-194.

Tsai, K.-J.. Yoon, K.P. » Lynn, A.R. (1992) ATP-dependent cadmium transport by the cadd cadmium resistance

determinant in everted membrane vesicles of Bacillus subtilis. J. Bacteriol. 174:116-121.

Vargas, E.. Alvarez, A.H. » Cervantes, C. (1998) Sistemas bacterianos de expulsién de metales téxicos. Rev. Lat.-Amer.

Microbiol. 40:53-71.
Wu, J., Tisa, L.S. y Rosen, B.P. (1992) Membrane topology of the ArsB protein, the membrane subunit of an anion-

translocating ATPase. J. Biol. Chem. 267:12570-12576.



7.-APENDICES

7 1.-MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA A METALES
TOXICOS

Las bacterias han tenido que coexistir en el ambiente con los metales (v metaloides)
toxicos. El desprendimicento de iones a partir de los suelos y rocas debido a causas geologicas., o
por la misma actividad geomicrobiana. ha sido una fuente importante de la presencia de metales
en el habitat microbiano. Sin embargo, mas recientemente. son las actividades humanas las que
han modificado considerablemente los niveles de iones metidlicos 1oxicos en el ambiente debido
al amplio uso industrial de los derivados de metales y metaloides. la extensa explotacién de los
recursos minerales, y ¢l vasto empleo de pesticidas de origen inorginico. Por su parte. las
bacterias han desarrollado diversos mecanismos que les permiten tolerar los efectos toxicos de
los metales. Los determinantes bacterianos de resistencia a metales pueden residir en el
cromosoma, aunque con frecuencia se encuentran localizados en plismidos.

En ¢l ANEXO 3 se resumen las caracteristicas generales de estos mecanismos de

resistencia.
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S:udl cas hasta
Mmoo genati-
co que posean ias boaenas &n su aamosoma Las funaconas cod s por tos plds.
micdos son cdispenscblizs. pero por o comun represantan prop-L,OOC"‘ NIDJOS0Ss PCra
la sobrovivaada do las Ladernas @n SHusUoNTS T SMOIgentit ¥ por »z.lc sz considde-
ran elementos importantes cn lo evoluasn de los celulos bactesanas Lo locchzaadn
de los determinantas de resisienao o los matsles pesados en plasmidos ho fogihita-
do 1o clonacidn moleculor de vonos de cllos: en aligunes (0sos sc ho daterminado
ademds su secenca Jde nucteondas o o2 ha dadudido fa secuenss do aminodados
Ce sus prociuctos acnizes (Cervanies o el 1991 Siver v UWaldernoug. 1992) A con-
TrucUaon se preszntan 1o matalies (¢ maiclodes) e s qua 52 Lenz moyor infor-
MOcIdN en cuanto A sus INterasconss o toxadad ¢ aa teleranaa con fas bostenas.

Aluminio (Al)

€n comporaiidn con los plantas, se han ding.do pocos estudios de manero direc-
ta hoca los efecos del Rl o los bactenas, o pasar d2 QU Hos MICroorganismas
pueden represcentar un modelo expenmaontol Mmuy Imoortonte pora el estucho de los
meconismos de toxiadoad y tolerondia de sustancies nocavas (Garaduenos-Pifa ¢
Cervantes, 1596)

Guida ¢t al. (1991) estud:aron 'o toxiadad del Al en €scherichia col, y encon-
traron que la inhibigon del crecamiento depende notablemente del pH. registrando
sensibihidod @ 0.9y 2 25 mM e Al @ pH 5.4 y 6 6. respectivamente. Tambien obser-
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varon que aumente fa toxiadad cuvando se omite el Fe del medio o por el vso Jde cul-
tivos en fase exponencial de creamiento. De estos resultados concivyeron que el
transporte de A hoaa el interior de lo celula, implica 1as vics de tronsparte del Fallih

€n uno cepd de Fseudomonas fluorescans se ha encontrado que ta exposiadn al
Al provoca la produccion de sustancaos hpidicos extrocelulares que probablemente
unen al metal (Rpponna et al.. 1994). Sin embargo. reccntemente se cosenvo que
bacternas tanto sansibles como resistentes of Al seaeton sustanacs Lpidicas Simi-
lores (Garciducnas-Paa v Cervontes. en preperaaon). Gerias 2pos e
Pseudomaonas asouandas con plantas y resistentes o Cu, acumulan Cu y Al pero no
otros matoles. cvando se nducen con Cu (Cooksey Y Rzod. 1992). €n clguncs de
estos cepas. cf €DTA. un compuasto quelante do callonNas MetGhcos. No remueve of
AL 1o que sugiere que cl maic! teae una Lbhicaaon Wtracelular

Se han comuniiado efectos innibitorios del Al scbre ¢! ccamicnio. o fotosinte-
si1s y la fyoaoen de SGENo o O GoNoLOIeND FANSDIINI O LATNCS. ¥ S encontrd
que el 1on se canto y crumula rdodamenta en gronulos de polifosfors v en las pare-
des celulares. A oot ge SHlos Salvdics. 58 SUSIere Gue Q 1Sxaodod se gebe of Al
INFOCIVIGr L MO O SUS IRLZIOCUIONSS Con oS Aulinenies en t mecho de cullivo
(Pettersson & o/, 1888). Huscimi i Rar {1992) encontrarsn que cumenta 1o toxic-
dod del B en la Ganobaiiena Nostar hndkio, ol desmuinuir ¢l pH de 75 o 4.5, v que
el contenido doe RTP  otres proceses Fsioldgicos se van namente afcccdos por
una comnaaon de Al y bojo e

Caiuchos en Rhwecbium han melrodd que @l A $& 1mCorporn a-ia uia Y sc une
al DNA de [as ceDos (anlo sensiBie s (oMo talerantes ol ron, win ambaras, no se ofed:
e lo replcacion del DNA en los cepes tolerantas (Johnson ¢ Wood, 19908). Lo ncdu-
IQCidN parcce sar un Proceso moy sensible a fa presenaa el B Richergsen et o/
{(1988) han encontrado que concenireiones tan bajas como 7.5 pi ae [l inhiben (a
expres:dn de los genes nod da la noduioddn

Arsénico (As)

Lo resistencio al ersencto resulto por 1o general de olteraciones en el transporte
de fosforo. Las bocteries coptan el arsencto madionte 10s sIstemas de ransporte de
fosfato: algunas de clios poscan 0os vios distintas da tronsporte de fosfoto
(Rosenbarg, 1987). un sistema tosia onio fosfalo coma arsznato con ofinidades
similares (Homado el sistama Pit en € col) . mentras qua lo otra vio (2! sistemo Pst)
es muy espedafica pora fosfalo ¢ ransmoild arsenalo <o muy bojo ofindad. Llos
mutantes alterados en @i S:stemo Pil por 0 Comun SON rESISIENTS ol arsanato

Lo oxidaadn de As(li) o As(VY) &3 un proceso de gesiexificaadn que les permite
Q los microcrgonismMos tolerar clevodas concanrausnaes da arsenito. Se hen comuni-
codo vanos ziemples de oxdoadn badenana doe arsenito o arsencto (Summers v
Silver, 1978; Newman ¢t of. 1997) De manera recicnie. Anderson el of (1992)
OunfIicaron (r corcdienzaron una arsenitlo oxiZ/asd a portir Je una cepa de Altaligenes
Foecals. €sto enzima se iocahza on la parte extenor de la mambrana interno Y oxida
ol arseniio en presendia de Qzunna vy Gloromo ¢ come aceptores electronicos. Otras
transformaacnes biolégicas del As imphcan metlaadn vy desmetleada (Summers
Silver, 1978, Craig. 1989) y oungque e5105 Procesos NG SoN Mmecanismes da resisten- |
<o, se considera que tienan uno funcasdn importonte en el reciciomiento biogeoquimi-
co del mewalowde (Cervantes ef af . 1994)
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Las aonobacternias parecen ser resistentes de manero natural al arsencto (Thiel
1988): o diferencia de lo que sucede en otras bacterias. en las aonobactenas el or-
senato podria no ser transporntado por las vios de! fostato. €n FAnabeeno vornobilis. el
arsenato s oxco a muy oltas concentrauones, paro a velores bojos solo se inhioen
los celulos desprowstes de fosfato (Thiel, 19088) Se cree que las cionchacienas tole-
ran el arsenolo POrque POsSEeEN MISCANISMOS & resiIsieNda Que nduyeh [GNIo SIS-

temos membronales de cxpulsion como vias meiobohicas intraceiviares (Thie!. 1988)
Novick y Roth {1 268) descubneron la resisicnda Dadtenana @ ios 1ones de As

confenda por plasmicos en Staohplococius cureus. Los dc:ummon:cs ge resistes

an los plasmidos ce estafilococes. pero temdian se han 1gen-

vficado en boactenos gromnegobives Los plasmidos de resistenaa al Rs confizren to-

leroncia al arsenato. orsenlo v anttmonito (Novick y Rotn, 1968, Silver e of.. 1981,

Cervantes v Chavez, S IFSS ICNES CS ngudiic iy (Oda uno S

1992) La resistenca o los tres
elios es copQ? de Indudir res1ziendia o [os doemas (Silvar cr e/, 1 $81)  Los deterou-
nantes oe resistenae a As da € cony dz S

© As son muy comunas

cwraus se han donads v soouenaado
(Chen e aof. 19806, Rasanstan o of , 1992) €1 operon ors oel piasmico R773 de €
colr coNsta Jde GNCo QenNas CeNGmINados arsA, orsl. ors. orsB ¢ orsC €n conrasic
los operones ors del plesmido 58 oo S owaus v dei plosmido pSX267 de S xyic-
sus sOIo pnen ttes GoNas  Orsf, vrj w 2rsC (o Suver, 199%a; Rosensten el oFf |
1992). Lo higura 3 1 musstro 10 ¢comperoasn anire 105 operonas ars do €. colry da

Stophylococcus

Staphylococcus spp.

104 aa 429 aa 131 aa
O/FP arsR arsB3 arsC

30% \\\ ‘\;Q
\\\

o/P arsRR arsD arcA arsiy arsC
117aa 120 aa 583 aa 429 aa 141 aa
REGULACION ATPasa CAMNAL ARSENATO
IONICO REDUCTASA

Escherichia coli

Figura 3.1. Comparacion de los oparones de resistencia a As de ios plasmidos de
Stophylococcus v €scherichia coli. Se muestran los genes ors en el orden de trons-
cripcion, los tamonos de sus productos (no. de ammodados. oa), el porcentgje de
homologio de las secuencias de aa v lo funcdidn de coda une de las groteinas. O/F,
Rdaptado de Cenvantes ¢t of. {(1994)
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€n las bocternas gramnNegativas ¢ grameositivos, los operones ors son regulados
por el gen arsR que codifica un represor JIménco: ars puede INTUCIrs& 10 vivo oor
orsencto. orsenito. antimonito o bismute (Ji y Silver. 1 992a: Rosenstain et of., 1992).
Ademdas de arsA. el operdn ors de €. coll tiene un segundo gen reguicdor. arsD. ArsD
parece ser una Proteina requladora indopendiente del indudtor que controta el mivel

de expresion de los genes ars (Wu y Rosen. 1993)
La proteina ArsA de € cof coditica una ATRasa, como s nfind al crndpio por sy

homotogia significativa con otraes protzinas que unen FTR: esta homologic sdlo se pro-
senta en los reqranes de union ol ATR U no en el resto de e cadana polioepsiidico (Chen
et al., 1988). ArsA ho sido punficadae vy se ha demosirado que se exuent:a fuerte-
mente urida o la proteing mamoronal Ars8 (ver mos ooeiante) (Rosen et o/ . 1988)
ArsA expulso Orsent o, PEro s INCOEOZ e elimnar arsenalo CUcs. & tasSd CoNranio.
ia ATPasa expulsaric tomoian el ondlogo esencol fosfato, con sencs (onsacuancios
melabdlicas para ia celula

Lo proteine sl ge £ col consta de 429 cminoacidos. forma parte integre! de
la membrona interna v posee | 2 segmantos transmemtranaies Gue 1o (apodiian pora
Qactuar como un poro 1cnico (Wu ef of | 1992, ademdas, Arst funaonc como un oncla
en la membrano pora la ATPasa ArsB (Tiso y Rosen. 1989) (Aigurae 3 2) €1 compieo
ArsA-ArsB. primer cjempio da una FARTPesa que ransporta aniones. funaonNa como uno
bomba primarnio paro [0 expulsion de arsenito (Siiver ef of. 1993a) (omo se vard

CITOSOL 3-
AsO4

ATP
MEMBRANA
+ + o+ + + o+
AsO3 AsOz
Escherichia coli Staphvylococcus spp.
EXTERIOR

Figura 3.2. Funaonamiento de las proteinas del operdn ors de pldsmidos bacteria-
nos. La proteino membranal ArsB8 expulsa los 1ones arsenito (AsOp) empleando la
energia del potencial de membrana (S. oureus) o de la ATPasa ArsA (€. col). €l arse-
nato (AsO) es vansformado o arsenito por la reductasa ArsC. Modificado de

Cervontes et al. (1994)
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mas adclante. la resistencia o Cd confenida por plasmidos tombien se base en un
mecanismo de expulsion por una ATPasa. pero no exsie homologia entre esia enzs-
ma que elmino cationes v la ATPasa ArsA que expulsa orsenito (Silver er ol . 1989)
€l gen ors8de S5 aurcus codificd una proteina muy hidrofobica que s 589 iden-
tco o la proteina ArsB de € colt (3 v Siiver. 19920): Ia homalogia entra ombas pro-
teinas es vaforme ¢ o largo de toca lo secuenia de ammnodadas. €0 S aurzus, solo
@5 necesana la proteina Ars pore lo resistenaa ol fAs v para la expuis:en oat arse-
mto. sin requernr de ATPoso (cuvo QCN N0 S encuentra en el operon ors oc los esta-
fillococos), on este caso. cf potenciel de memdbrana groporaona lo encrgia pcro la
expulsion (Ji y Sitver, 1992a. Broer at ol 1993) (figura 3.2)
€1 Vlbmo gen oel operon. arsC. codifice en ambas battencs uns oroteing soluble
(e 141 aminoaados en € coliy de 131 en S qurcus). que €5 uNa Orsanata reduc.
rasa <copaz de transfiormor &l orsaenalto intraceluicy @ arsenito, el cul! se expulso
entonces de ios celulos por Ia bomba cricnia U v Silver, 1999b) (figura 3.2). Al
contrano Jda 1o QUe Suade Con 1a Creenitd OXIJASD, 1Q rCdullGiQ cCoenviarias un 100
IStvameniS POoCo 1oxiCo (Aarsenalo) o una formo mMucho mas toxica {arsen:ito). sin am-
jarsento por 1o ATFoSS. Mg, U8 Gue oumente o volores

Largo. la rapida exouluitn i

JSAINQS Su (ONCNroCon ceoptasmica

cren resistenco ¢ As fucron identficodes @n €

Gencs romaoasdmIcas Quse confraras
coli. €stes gancs fueron oenominados arsR Gy C por su simibivd con sus NOMOIOY0S
ean el plasmido R773 y confreren un mivel bojo de resistencaio o As ({arnn @r ol 1995,
Diorio et al., 1925) Sccueraas similares hon s:do lotohzadas en &l romosoma

orros espedies bactenonas (Takemaru et o/l 1995 AMzuno ar of . 1998, €saunal ar

Ql.. en preparodidn)

&

Cadmio (Cd)

€n S owrcus. el (d penetra o lo celula por la via de treasparte del ion esencio!
mangonNeso, Mentros que en € colr 1o hoce por el sistema de transporte del 2n. €n
boctenos QrompoOsSItIvas ¥ GramAcgolivas existan SIstemas de resisiencad ol CJd codifi
cados por plasmidos que s han estudhiado con datalle (Ui y Silver, 1693)  &€n tanto
que pora el Hg bay un solo Mmecasmo badtenano de resistcnda (var mos odelante),
son diversos los mecanismos bioquimicos de resistencia o (o

€1 sistema plasmidico Mmas conoad o es el cal operon cadF de S auvrzus (Nuafora
et al, 1989} La resistecnan o Cd en @ctas bodenas gremposiives resuito de la ex-
pulsion del (o por Cacf. una ATPasa ocl tpo P codificaua por ¢l pidemigs (Nuafera
et o/, 1989 Siver ¢t o/ 1982}, €s:1o protcina muesta homolowgo significativa con
otras ATRPasas del bpo P tento badterianas comd de Organsmas supaencies. Lo en-
zima Caof consia de & o 8 domos transmembranalzs que Funionan comoa un poro
poro la expulsicn del Ca (Stiver ¢ Waldernaug, 1992 (figuro 3 3). Lo ATPasao posee
odemas regones Os-X-X-0s en ¢l extramd omino que orobablemante porticpan en
lo uMmon del meal (Sohios y Vulpe, 1990)

Las bactarnas gramnegolivas tizgnen diferenies macaniamas de resistencia of Cd.
€] plasmido pGUICO. do un aislado de Pseudamcnas pulida @ portr del suelo. con-
fierz la resistencia per un MecaIsmo qua Implica LNo CcaEtacon dismMinuida, oparente-
mente debida o la expulsion ccelerada del Cd (Hertsu et of.. 19858)

Un upo diferente de resistenda o Cd se encontrd en Aicoligenes evtrophus CH34,
lo cvol posee e! operdn czc en el plasmido ptMOL30. €ste operdn czc confiere
resistenco a la vez ol (d. Zn y (o (Mies cro/. 1989 Dicls ef o/, 1995) y consta de
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Unidn at cd?” Fosfatasa

Aspartl cinasa

S1CsH
C-SH

EXTERIOR
Figura 3.3,/

Mmucoe o
fungioaes
cnas, SH)
asteina. Do
na: T, wecane

crcC3A que se han estuediadd (on gelalle. o uno © MAas
. cuales s conoce oo (Mios, 1992 Dels el o/, 1995).
Las protenas Uz PCroapan en o expolnion da Ics cononas con el tronsonador de ta
membrona interna, (2R, la prateing de lo membrona extorno Czal v un poiprpudo qua
atroviess les dos maembranas 3 (higura 3.4). que en ¢! modato adual funaona como
un puente QUS OSegUra Que 105 calrones sean axpulsados ol extenor de la céiuto y no

SOIo of @spacio PenRIALTILo. dondc pOCHaN SCr canturedos Por 105 sIstarmas Je trans.-
19935) Rungue No se tenen

res gencs @

genes reguiadores. oo

g
a

porte de cationes drvalentes fimoicgices (Dieis el of |
dotos directos ocerco cae lo localzoaon caelular ae esios orolicings. s ha estabiecido
que lo exouls:on dat (f ocurre pof LN SIemS Ot oetodsr canon/protonas (Nies, 1985,
Nizs ¢ Siver. 1965} €] gen czcD localzado ontes dre los genas estrucrurales c2c(8A
JUNLo con ora(s) gen{es) reguindor(es) (Mhes, 1992, N.as y Siver. 1995 Diels er of.
1995) controlo e funticnamanto dal sistemo (22 de manara aun desconoada

Oiro mecamismo de resistenaa bodanona ol (d, no confendo por sidsmidos. se
baso en lo sintesis de proteincs nocas en asteing cepates de coptar (. que se han
encontrodc en P puticka (Higham ar ol . 1984). £stes proteinas. similares o laos mato-
lotiomninas sresentes en ceivlas ovmales (var copituto @), son opodes tambien da

capturar iones. chsminuyuendo osi sy cfedto toxico

Cobalto, niquel y zinc (Co, Niy Zn)
Lo mayoria de las especes bocterionas requiere de los rones metalicos Co, Ni y
Zn como miconutnentes esencaies; sin embargo. concentraciones elevadas de estos
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Cd?" Co2*
Zn2*

TTITTT T , l ,

Membrana externa

T vTlel CzcC\Y CzeC Tvﬁ
CzcB Cz

O
N
0
>

Membrana interna

2H 7"

Figura 3.4. Modcio dei sistema (0 ¢o MAicanaencs aut-aohus para Io cxpuisien de Co.
Zn y Cd. €] MeConismo coNSISIS da un ONT. SO CS! RrolOM/calion fFOrmado por ralainges
de las membronas intarna (C2cA) vy cxterna ((2ed) ¢y e uno sroteind transmamiaranc!
(CzeB). que funcaonan come dimaros Tomado de Cenontes y Silver (19963

metoles ejercen efectos texicos sobre 105 MiIroorgan:ismos €SICS 10085 52 INTOTrPGIan
ol citoplasma bactenano mecianta s.starmnas especficos de coptacion o bien por las
vias de tronsporie del Mg (Nics v Sitver, 1989) os determinantes de resistenda mas
estuchados son los de 105 plosmidos de A cutrophus (H34, pa menconadoas €sta
cepo contiene dos piosmidos 2MOL28. quo confiere resistenca of M0y o Co. v
PMOL30 con resisiancias ¢l Zn. Cd y (o Margcoy ot of . 1985) Las calulas resistsnies.
induaidas en prescenda de estes matales. expulson cel ctoplasmae cunlquicra de log
CAONCS MeNUONCIes PCr LN Malionsmo sumilar al utilizado, poro ¢! Cd {(Nies o of .
1989). Un daterminants romosomiio CUE CCnficrc resisianad o N Fuz Cosirio en una
cepa de Hiebs:ziio (Stopopel of o 195y Reary o of . (1997) [daenuficaron un

ATRPoso. codificada por el cremosemo de €

Beo

O QUC POl PO @n o exPuition dal

Cobre (Cu) _ R

€n virtud de o funcon bioclogico dual de! Cu. como UN Mmeta! esenad! y IEnco o o vez.
los bodtenas deben poses? dehicCdos MelSnismos pard consenor ol Cu introccluior a vo-
lores toles que no Interficron con 1o homeosiasts del maial, A que rearesenten un nesgo
de toxradad (Cernvontes y Guticrrez-Corora. 1994), Las concenraciones clevadas de Cu
ejercen uno presion sclectivo sobre fos miIcroorganismos. qQue pucde resultar en lo oparn-
adn de voriantes que tengon daeterminanies gendticos de resistencia of metol. Los genes
relocionodos con el metaboiismo del Cu residen en el cromosoma mientros que los genes
de resistencio o este elemeanio se locolhizan en plasmidos (Rouch e o/, 1989),

NV
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Lee et al. (1 990) aisioron mutantes de € coh olteradas en el ranspone de Cu @ iden-
tficoron dos sistemas de coptoadn de Cu. designados Cuth ¢ TutB. Tambien se descn-
bicron dos proteinas que Patiapan en el almacenamiento o el ransporte dei Cu (Cute
v CutF) (Lee ef o/, 1990) v que tal vez onginan la protectidn oe las celulas bactenanas
a la tonadad del Cu(l). y tronsportan el maetal o ios sIos de sintesis da las proteinas que
contienen Cu (Brown ec al.. 1994} (higura 3.5). A ios gencs csructurales cntC y cutD se
les ha asignado una funcdn en lo expulsion del Cu. Los protenas CutC y CuD son proba-
blemente ATPasas que expuisan Cu (Brown et o/ 1994) (figura 3 5)

Figura 3.5, Transporte v otumutoadn de Cu en FPsevdomoncs. Modeio hipotetico de
lo captaaen (Cuil) v expulsion ({Cur€) por ATRPosas tpo P segun resuitodos de Solioz
v Odermatt (1995) en Entefococcus hirae v dotos mds imitadoes en otras bactenas.
Tambign se muestron (Ui, propuesta como una groteina que une Cu (Brown et al.,
1998). v CopRBCD. los productos del sistema plasmicico de resistenaa o Cu de P
syringoe (Cooksay, 1994)

€1 transporte y la resistencia al Cu en las bactenas se han relacionado con *
ATPasos del tipo P (ya mencionadas paro lo resistencic al Cd) (Silver et al.. 1993b).
€stas enzimas constituyen una femilia de proteinas membranales copaces de translo-
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cor cotiones y se han ubicado. tonto en procanontes Como &N euldnonNies, Mosiran-
do una conservocidn sIgnficotiva de sus secuendas de aminodados (Silver er ol.,
1993b). Odermatt et o/ (1923) idenuficaron en una cepe de la badtarna grompos: -
uve €nterococcus hiroe 1os genes para dos ATPasas del uipo P ceof y o8 1o
alterocion de cualquicra de estos genas produce sensibiidad of Cu. suginendo que
codifican para ATPasas que expulsen el matal €nzimas svmiiares fueron lotchzadas
en la bacteno gromnegativa Heicooacter pylon (Ge ct al. 1995)

Los bactenos reductoras de sulfato. Desulfovibrio spp | tolaran elecvadas concen-
traciones de Cu o! produar sulfuro que farma compleios con cl metel (Temple v
1964). Se ho demostrado que 1os cepas capsuladas de Nietsella ogro-

ics vonanies no copsulades

LeRoux,
genes toleran mayores concentrecones de Cu que
(Bitton y Freihofer, 1978), se cons.omra qua 1o polisacandos copsulores secuasuon
los 1ones tdrcos
€N clenobodicrias S2 ha Lomunicads T la acumulaaon inradeivior det
proteina sumilar o fas metolotomnes (A MCENOONQCaS ontes oora 1o resistenco a
Cd. ver copitele €)Y Ltos gqoncs de wne ANV del acomosoma de lo acnobacdtiena
Sypnechococcus se conaron (Huckle ef of . 19935) ¢ se encontrd que vane: 1sAaes
(notoblemante Zn. Cu  Cd) coumulan espocificamentes io ronacripaon del determu-
nante de o MT. Horwood-Sears v Gorgsn (16890) han demesirado que o badterno
manna Vibno olginolyticus sintetiza proteinos extraceiviares qua unen Cu an respues-
se propusa o queloadn oa! du come el maecanismo de
istento closmidica of Ju se na chcontra-
colerminantes de

Zet lu por una

to a lo exposiadn ol maral,
cestoxificonion de tos 1ones
clo en dvarses aspedits
rESIStenNad (CO2 Y 2C0) S han eatudhodo O M

Al omeho vso de soiuaones de (u pare contreliar enfermedgodes micoh.ancs

opncos Lara
de boaones Qromncgalives v Jos
2! molecuiar

en vegatales, se ke considera como el factor selecdhivo para la eoanasn de resstan-
caa ol Cu en bactenas relaaonados con plantas € primar daterminoma Lodenono de
resistenao ol Cu estuchado. se ongind de un plasm:do identificods en unNo cepo
del partegano del tomate. ASscudomonos Synngae py  omalo (Beader o (ooksey.
1986). €sle plaosmidio. denominado oPT25. conficre resistenada inducbic o (u v se
encuenire consanada dn Monaia CMoha onire tepas da £ surmgae ((ooksey. 1590)
Y en otros Ascudomenas (Margos ¢t @f  1995). €1 gaterminonte de resistenco o Cu
de pPT23. denommado cop. w2 he Cicnado Y determincado su scouenaa oa nucledi-
dos (Mellano y Cocksey, 1988) Cha v Cooksay (1991) cxpresaron el opardn coo
encontreron que Copil u Conl son praleings senslaum.cas capaias do wor 11 1
¢rtomos de Cu por pohipzpudo, respaechivamante Coofd s v =

cpor oo unr al Cu {Ina y Coohacy, 1951 u que suede estor

orcing e o maem-

brano externa tamtticn cazar
imphticado en et ransporie de Cu figurae 3 5). Lo queloada da! Cu s le base det
Lozter os relecionodas con plonios (Choe

meconismo de resistenaa ol Cu an ios L.
Cooksey, 19P1)

€1 plasmicio pRINCOL. que cenfiere resmiznca ol Cu. sz igenhilico @n una cepa de
€. col aislada dal drengye ¢e unc zahurdo donde se empleaba sutforlo de Cu como
complemento alimenticio {y que posiblemente octud como ogenta sclettiva: Taetoz
Luke. 1983} Luego se enconitd gue s indudible ia resistentia o Cu confenda por af
plasmido pRJ10035 v que se debe o una eptacdn cisminudo del metal (Rouch et of.,
1985). Llee et of (1995) clonoron el determinanie pco cel plasmido pRIT004. €l sis-
tema pro es ef equivalente en € coli del sistema cop de Fscudomonas; los genes se
encuentran en el mIsmo crden: pcofRBCDARSE (Lee et al.. 1995) (figura 3.6) 1y son cosi
del misme tomono. Los productos aénicos de oo presenton homologic sigrificotiva

etetal
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sarprenactemaents. el sistemo de E. colr paras

e confenr

con los del operdn cop. pera
resistencia © Cu por uﬁ mecenlsmo de expulsidn da los wones eprices (Sivar ar of
19930, Brown ¢ of . 1993) y no maoiante su otunulacon 1e similtu? en il secuenaa
de omlnr\cc:dos e los ¢ OIOLSICOS hor‘nc--ogr‘f oy CoofPoo Copfifea,
54%. CoplProd &l v bver af o T9R30) ( 500
E3cherncha con
XX KO IOEX OO OO X 0:0',0',0',0',6’,0',0'.0‘4
orp oA Pcoh gnrel PO peoR PERT) [

sCsca 2¢6an JZeaa 30%ea  2I6oa Lasco tasca

7% 55 0% RELS 61 33%

Proudomonas synacan

P N e T T 7 N Pt N NN SN ST N SN SN N S 5]

DO IO T I IO ORI OO HA K]
> copD copR ccps

310ma IRmoc EEISN

ospP copA
BT

DTS CEINETIIING COH Y con
NSIIION, 105
romoioca de
v 19QL

k=

Figura 3.6, (o
de Pscudiomana

tomoADs d'e SuUs o
Ios secuenaas o

Lo proteina Fcofl conserva el domimo poe ol Ju da Copfl por to
qQue podria fuNCIONor COMD LNQ ProCINAa QUS Ura el Melal o proicina Pee3 no reuaene
los siios de vnion al Cu vy tend vna funaon No relaliorada <on la uron ol metal
(Brown et of.. 1993) €l domunio ge umicn of Cu da lo proteina Peal es similar ol de
CopB. sugmendo una funcidn e la uidn el Cu pora Pcol €1 analists d= los secuen-
c1os de Nnucledtidos ha mostrado que PoD tena segr membrancles poten.

cioles y residuos de ma erna e o mem-

ool oo Lhicn
~r

LoNinG @ Mstichna jodoiizados N o cara et
brana interno. que tamiien existen en CopD (Brown ef af . 1994)

Recientamcnia se @ncontrd Gue CeEos di Ascudomonas ’\7‘33’)5‘0 de zonos conta-
minadas con metales oesados en el centro de MACTICO. ¢ SSISCaonadas por posser
resistencio inducible o Cu. muestran homalogia con al Jdaterminant= ¢ &P en el DNA
cromosamico (Vargas ¢t o/, 1995). Mas auin, las cepas estancar de A odrugmoso
denvados de la PAO. prescntaron tamian un nivel moderado do resistenca nducible

o Cu e hibndaron a bajo espedhiadgad con ios aoncs (o2 (Varaas ar o/ . 1995)

Cromo (Cr)

€1 cromato penetre foaimente las membronas biologicos y puede fundionor como
un andlogo de! sulfato debido a su simiitud quimico. Se ha demostrado en
Pseuvdomonos. que el cromato es un inhibidor competitivo del transporte de sulfato
(Ohtake et ol. 1987). Una vez en el atoplasma. et (V1) es reduado a Cr(lil). que
interactuo con &! DNA gjerciendo sus efectos toxicos. €n controste. el Cril) extracelu-
lar no sélo es una sustoncic relativamente Inocua (en parte porgue las membranas
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Pseudornonas qeruginosa
3 T chrA ORrF2_ > |
nochrB 4l16aa &\Béco X
29% Aminodacidos e Aminodcigos
lgénticos Ideénticos

{] cneB S 436 pb | CchiA S | ORFS$
19béaa 401aa >&Paa

Alcaligenes eutrophus
U FPscudiomonas

Figura 3.7. Comparacidin de tos ganas O resistenda Q aomata
oervginosa v Alcaligencs eurrcohus Se muestran ios Qenes en @l orden de ransanDd-
Cion. los tomanos de sus prodielios (nD de aminoddidas. ool v el po folc]
homolcgio de los y Tomado da Convanias »w Sil .

SECUENCIOS JC GO

biclogicas son impermeables o O trivalente). sIno aue s¢ e considers como un
micronutnente escnao! (Offenbachar y Pi-Sunyucr, 1988)
Lo prescnaio de Qlios concenraaones de romato an el ambieme gierca un efec

iohar vananles resistentes

ONesS JCmoso-

to inhibstorio sobre los miIKroorgoeNIomos, pero puedce saler
ol 1on. Lo resistenca bacternana ol aomato pucde Qe
micas (que ofecton por 1o goeneral el trans@ortz de sulfato) o @ lo presenas de plas.

Ha quecado estaobleado qu.: cromats se basa en uno
on por parte de resistaentes (Ohtake et af,,

midos. lo resistencc ot
ocumuloadn recucda del ias celulos
1988) °

1987. Cervontes v Ohtaka.
Los determinontes do resistencia de pldsmidos de FseudDmonts acrionosa
trophus (Nigs er of . 1990 se hen donado

1990) F?/cc/qu\:s QUL

NnCIo permi-

(Cenantes et of .
czevencodo (figuro 3 7 Lo ex o determnanias Uo resiste
Lo Went ¥ ko une proteina e la mcrrhr\m'* denommnada ChrA, Que se aice ongino fa

cromato (’n«./vn oS Yy S v, 1¢C") Lo sroteina ChiR dz

transiocaaon de los ones
Pseudomonas Mostrd un 29% de o
de Flicoligencs (Nies et of., 1990}

La reduccdn det (V) per los bacternias pucde considararsa Como un Mecamnsmo
Cromosdmito de rasistencaa O romato y parece ser unG Feacadn secundorna de una
¢ . 19Q0;. €n numerosas espedas bac-

via metabodlica aun descencada (Ishibashi et of
teriaonas se ha identificads la copacidad de reducrr Cr(Vi) o Cr(il) (Cervantes y Silver,

1992). Se han caracterizado ¢ punificodo reductasas de cromoto. solubles y depen-
1990). A ambiguo (Suzuki et al.,

dientes de NRD(PYH en P putica (Ishibashi ot of .
1992) y Bacdlivs so. (Compos el of . 1995, 1997). Reductasa diferentes. unidas o lo
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membrana. se identificaron en £ fluorescens (Bopp y €hrlich. 1288) y en Entcrobocter
cloocoe (Wang et o/, 1989). Lo reduccidn biologica de (V) o Cr(lll) representa un
procese de destoxificoadn potencialmente Uil paro la recupercaon d& aQuas rasi-
duales y otros desechos contamnados con cromato (Cenvontes ¢ Sitver. 1992, Ontake

Y Sitver, 1994) ( ver copitvio 7)

Mercurio (HG) === oo
De los mecanismos de resistenco bactenana a ios iones 1norgonicas. el mas

estudhodo es el de Hg Lo resistencia se debe a lo reducadn del mercunio nergdnico
(Hg™-) o lo forma metahica, menos toxico v voldul Hge €s5to ransformoaon const-
tuye un efiaente proceso megiente @l cual les microorgonismMoes s& deshacen del won
toxico {(Summers y Siver, 1978). .
Se han doccdo v secuencodo 1os genas plasmidic 05 gue conferen rosisicnad al
Mg de muy diversas fuentes, inclugendo 105 dos primeros ootemdos del ransposon
Tn501 de Pscudomonas u del pidsmido RIND (owe cortiena 2 ransposon 1a81) e
Srugelia (Brown ef af . 1Q80). Todos 105 sistemas badtenanos est
la rediutcion enzimatica del Hg™ o Ho o

wohados emplecon un

MISMO MeCcanNISMoO 3T resisianiia r 1o reduc-
taso mercinca codficada por el gen marfl Todos o8 sistemas de resistencc “ambian

tosmo bocte -

S
o

codifican proteinas que transoorian cspedificamente of Ho boda et aitop
nono., donde se cniuentra ic reduitasa (Sitver y Wnigdarnoug, 19025 ~

Los determinantes Mer iGN oM Un Qan rEQUicIono. MESHT, Gut 25 ronNscio o
partir e lo cadeho Cpuesia (ON FESIED @ 105 duemas Gy
se une como un homodimero i Sihio adyaliente operudor/gromator dal operon mer
(Summers. 1992), funaonondd tanto cama un reprasor (en ausenda e Hg) como en
formo de indudtor (an oresencia de Hg) €n 1os datarmmantes maer. [a regon ope-
rodor/promotor s scQuido por 1os ganes imphicodos en el transporie del HG ol inte-
rior de las celulas. €n el caso ool transpossn TS0 y del plasmidgo pDUT 358, estos

genes son merl y marP, GUE ONGINaN UNA proteina da le membrana Interna v una pro-

25 mcor Lo protzing MerfR

teina penpldsmica que una mercuno, respectivamenta (froura 3 8)

A continuacion se encuentra el gen marf que codfca o reductesa mercdnca (figu-
ra 3. 8). uno enzima homodimerica que cantiene FAD y que es depencente Je NADPH.
€l funcionamiento de! sistema ¢ SIMEIC un Por de asteings de o proteing penplds.
mico MerP otropa el Hgve del cxrenor v 1o ronsfiere o ciro por de asteinas de o pro-
teina membranol MerT. esta o poso ¢ fas asiainas o reductasa que. a su vez, lo
transfieren finaimaente ol o ocivo e o enzama (igura 3 8)  €n este modeto. el Has-
ntroceluiar nunca se encuentra tire. SiIno que s ransfendo de un por de aisteinas o
otro, protegiendo osi ¢l ombiente atoplasmico dde lo texic:dod oel 1ien

€l plésmicdo pDU 358 contienc el gen merd que codifica para una enzima liasa
SPECro oo resisientia de Hg 1nordanicd o coms-

organomercunial (Que ompiia i
puzstos organomercuncles) Lo hosa rompe el enlace entre el cardeno ¢ el Hg del

orgonomercuniol. iberando el Hg 1ionico. que luego se destoxrfica por la reductasa. Se
considera que 1os genes mer son comunes. Ya que se hd encontrado actividad de
la lioso orgonomercurial en mas de io mitod de los determinontes mer de las
FPsevdomonas analizadas mnicialmente (Clark et of., 1977)
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Figura 3.8. Mccan:ama cnoa bodtenono o Hyg € esquema muastra uno celiuls

bacteriana que posze S Produdios e s genes marn 10s cuales contienat glupos

sulftucinio quae 2oy ci Hg la proteino AerP del espoao poriotdemico transoorto ine-
<. donde MerT 1o uns v lo Iu,vo a o reducte:

aalmente ol ion maeiclr:zo el ctoplosm
Merfd que. fincimanre.

il e

ic comuieria on Hg Matabco, forma vol

Plata (Ag) -
Dodo que tonto los bactanas sensitles como Ias resistentes son capaces de reducr
gv. 3@ ha descartede a lo reduc-

la Ag 1dmica (Rge) o lo forma metdhca manos téxica. Age
Ne e resIstenda piasmidico. Rungua se ha inforrmado de resisten

cion como el mecan:s E
cia a lo plato confendo por plasmudos en diversas espedas bactenanas (Summers et
1984). e¢n MINGUN COSS 52 CONOIE 50U MESCOMISMO.

ol 1978, Siver. 1981, Hoefelr cf of .
Belly vy Hycdd (1982) descnbieron un cisiado de Fscudomonos resistente a Ag

sugriendo que destoxificaba el 1on por reduccdon a Age o medionte su unidN a com
ponentes celulares. Sin embargo. No se ha comunicado de las bases gendticas de la
resistencia. Se localhzd un sistema de resrstenaa a Ag en el plasmido pKKI de una
cepa de £, stutzern aisiada de una mina de Ag. Slowson et al. (1 992a) estudiaron lo
resistencio y lo coptocidon de Ag en cepas gue poseian pHXl . pero no logroron com-
prender el mecanismo de resistencia. Silver (1981) informd qua la resistencio o Ag
en uno cepo de € col con un plasmido (aislado onginalmente de Grrobacter), podria

s 53 o




Contominacion ambientol por metales pesados

deberse o una baja extroccien de los 1onas toxicos Ag: de' Agd! del medio por los
celulas resistentes. en comparoaon con la avidez con la que las bactanas sensibles,
carentes del plasmido. extracn los iones toxcos.

Deshpande v Chopade (1993) gescribieron un determinente de resistenaa a Fig
de un plasmido de Acinatobacter boumnanan que puade tener como base 1o expulsion
de la Ag de los celulas resstentas QUo sistema de expuision de Ag. en cule caso
codficado por Qenes cromosomicos. sz ho identificado en o boctena grempositra
Enterococcus iroe cuantificando fa captadion de Ag en vesiculas memtranales (Sohoz
y Odermatt. 1995) €ste s el conoamiento mas avanzado ocerca de un sistema boc-
tenono de tronsporte Jde fig € gen que conrota 1o expulsion de la Ag codifica uno
ATFasa del upo P que tombién expulso Cu. y do ongen ¢ una resiIstenda Mmodando a
ambos cationes. €5tc ATRAQ omosomiKe Muestra una gran similitued con la ATPasa
que cxpulsa (d codificada por plosmidos en clras DOSIas Qrompostivas. Tombien
exste cwidenao Je Una INISINGonN do 1os sistemas de uansporie de Rg v de (u en
boctenas gremnegativos (Gnandour er of L 19883 Un oparon mulhigsnico. donomino-
go si. fue reaentementa seluenaado de un plasmico de € cof (S Sihvar, comunicoaion
personal). Los dotos pIreinminares suQicien Que $u@ trato 4o un sislema de resistendia
bosodo en ATRPasos que expulsan 1os Iones toxces Ag: dal citeplcsma

Otros sistemas de tolerancica a metales  cee—eenme oo

Se hoinformado de la reaisienac o Oires metales Menos etudiados en oversos
especes bacternanas., ncluyendo la teleranca al boro (Summars y ooy, 1978), ger-
maonio (Slowson ef o/, 1992b), gaio (Al-Aoukaty ! of . 1992). estono (NMitler et of.,
1995). plomo (Diels e o/, 199%9). teho (Diels et af . 1995) y tungsteno (Premokumar
et ol 1996) €s muy doro qua ademas de los sistemaes de resistenaa determinodos
por los plasmidos y comprendidos con datalle. exsten interesentes cjemplos odi-
cionoles de tolcrancia a matal para 1os que NO <& tienen odualmente ewdendas
suficientes qQue parmiton contiar 135 MocoMsmos A reastendd imvolucrados
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7.2.-SISTEMAS BACTERIANOS QUE EXPULSANMETALESTOXI1COS

Los sistemas de resistencia bacteriana a metales pesados téxicos pueden dividirse en cuatro
grupos de mecanismos que incluyen: 1) la actividad de enzimas que convierten las formas toxicas
de los metales en especies quimicas menos toxicas; 2) el atrapamiento de los iones nocivos en la
cubierta bacteriana o mediante componentes intracelulares: 3) la precipitacion de los metales
téxicos por medio de sustancias extracelulares: y. 4) la expulsidén de los metales del interior
celular una vez que aquellos han ingresado al citoplasma. En los altimos afios se ha establecido
que las estrategias bacterianas mas cficientes para resistir a los metales toxicos son las que
promueven la expulsion del ion metilico. disminuyendo su acumulacion y reduciendo asi su
toxicidad. Las bacterias poseen en las membranas. ademas de las diversas vias de trunsporte para
capturar los nutrientes inorganicos, sistemas igualmente eficaces para expulsar iones inorganicos

téxicos.
El ANEXO 4 muestra las propiedades generales de los sistemas bacterianos de expulsién.



ANEXO 4
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INTRODUCCION

Para llevar a cabo sus funciones meta-
bolicas los microorganismos requieren de la
presencia de ciertos iones inorganicos esen-
ciales, como los metales calcio. magnesio.
sodio, potasio y manganeso. Algunos meta-
les presentes también en el ambiente, sin
embargo, son intrinsecamente toxicos ¥y ca-
recen de actividad biologica (como los deno-
rninados metales pesados: plomo. mercurio,
cadmio, plata), o bien son esenciales pero
presentan taxicidad cuando se encuenuwan en
concentraciones relativamente elevadas, co-
mo cobre, zinc, cobalto, niquel. Aunque los
mecanismos de toxicidad de los metales son
diversos, los sistemas mas comunes involu-
cran una interferencia con el wansporte y la
funcion de los iones fisiologicos esenciales,
o la interaccion con las macromoléculas ce-
lulares tales como las enzimas y los acidos
nucleicos.

Los metales tdOxicos se cncuentran
de manera natural en la biosfera normalmen-
te en niveles bajos, de tal manera que no re-
presentan un factor de toxicidad para los or-
ganismos vivos. Sin embargo, en ciecrtas
areas, como algunos yacimientos minerales
o en zonas con una clevada actividad indus-
trial. los niveles de dichos metales pueden
llegar a ser elevados. En esta ultima situa-
cion, los organismos son afectados, ¥y sdolo
aquellos que desarrollan mecanismos efica-
ces de resistencia permanecen en los ambien-
tes alterados por la presencia de los metales
nocivos.
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Los prnncipales mecanissmos me-
diante los cuales las bacterias interactian
con los metales toxicos son:'>** a) la preci-
pitacion exmracelular de los iones téxicos
por sustancias excretadas por las bacterias;
b) la uniéon de los cauones metalicos en las
cubiertas celulares, por lo general basada en
las cargas negativas de los consttuyentes de
1a pared celular; ¢) la acumulacion intracelu-
lar mediante la union de los metales a com-
ponentes citoplasmicos; d) las ansforma-
ciones redox que convierten a algunos iones
en especics quimicas menos téxicas; y, ¢)
los sistemas de expulsion de la membrana
que impiden la acumulacion de los iones
nocivos.

Estos sistemas con frecuencia pro-
porcionan a las bacterias tolerancia a con-
centraciones clevadas de los metales toxi-
cos, aunque se han postulado omas funcio-
necs adaptativas para cllos, como su partici-
pacion en propiedades de virulencia' Los
genes responsables de los mecanismos de
interaccion bacterias-metales pueden estar
codificados en el cromasoma o en plasmi-
dos.*® En los altimos afios, varios sistemas
bacterianos de expulsion de metales se han
descnito a nivel molecular, dilucidandose en
algunos cafios los mecanismos bioquimicos
involucrados.® '3 14438 En egte trabajo se re-
sumen los aspectos relacionaiios con los
mecanismos bacteriaitios de expulsién de
metales toxicos, con énfasis en los sistemas
que han sido analizafios con mayor detalle

(Tabla 1).
EXPULSION DE COBRE

1.-Papel biolégico del cobre en las
bacterias

El cobre es un micronutriente esen-
cial para todos los microorganismos, ya que
es constituyente de muchas metaloenzimas
y de proteinas involucradas en ¢l transporte
dc clectones, wmansformaciones redox y
otras reacciones importantes.'™'* Debido a
la capacidad del cobre para sufrir transicio-
nes entre las especics Cu(l) y Cu(ll), este

metal puede actuar como donador o aceptor
de electrones cn las cadenas transportadoras
de electrones.

La toxicidad del cobre se debe prin-
cipalmente a la alteracion de sitios activos de
enzimas y a la oxidacion de componentes de
membranas, procesos relacionados con su
capacidad para genecrar radicales libres
hidroxido mediante una reaccion  upo
Fenton; estos radicales pueden inducir la
pecroxidaciéon de lipidos, causando interrup-
cion en las membranas, oxidacion de protei-
nas y otros dafos celulares.® El cobre tam-
bién puede unirse y modificar grupos fun-
cionales en proteinas, acidos nucleicos, poli-
sacandos y lipidos, alterando la estructura y
funcion de estas macromoléculas.”

El cobre tiene un papel dual en los
organismos vivos: es eszncial en bajas con-
centraciones pero a concentraciones clevadas
es 1oxico; debido a esto, las bacterias deben
posecr mecanismos que les permitan mante-
ner el cobre intracelular denwo de ciertos ni-
veles que no interfieran con su homeostasis
pero que no produzcan daiio celular. Por
estas razoncs los microorganismos han
desarrollado delicados sistermas gue les per-
miten mantener las concentraciones adecua-
das de cobre en el interior celular; algunos
de ellos se basan en Ia captacion y owros en
la expulsion del metal. !’

2.- ATPasas tipo P

Las ATPasas tipo P son una clase
importante de proteinas involucradas en el
transporte de iones y cuya funcidon se rela-
ciona con el mantenimiento dc concentracio-
nes ioOnicas adecuadas en el interior celular.
Se han identificado mas de 100 ATPasas ti-
po P que participan en la homecostasis de io-
nes cn organismos tan diversos como bacte-
rias y humanos, donde conscrvan clevados
granos de similitud en secuencia y probable-
mente en funcién.®’ Existen tres caracteristi-
cas importantes que se encuentran en todas
las ATPasas tipo P: 1) Estan formadas por
un monémero de 70-200 kDa; 2) Se inhiben
a concentraciones micromolares de avanza-
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TABLA 1. Sistemas bacterianos de expuisién de metales.
e evees T W PR T nMetal M 5 . " Referondcix -
A _E‘s;'l;erlci;la C‘O”l- . o XC._ut }C) . Cu ATPasa? 31
E. coli Pco (P) Cu ” 32
Helicobacter pylori Hpcop (C) Cu ATPasa P ) 2
Ernerococcus hirae Coo (C) Cu (AR) ATPasa P 59
Synechococus sp. Pac (C) Cu (Ag) ATPasa P 27
Staptplococcus aureus CadA (P) Cd ATPasa P
Alcaligenes eumrophus Czc (P) Cd Zn Co Antiportador/H™ 39
E coli ZntA (C) Zn Cd ATPasa P 3
A. eutrophus Cnr (P) Co Ni Antiportador/F 4
£. coli Sil (P) Ag Antiportador/H™
ATPasa P 4
.c. P 1

® Gupta er a/.. coviado para publicacion.

do y, 3) Durante su funcicnamiento, se for-
ma un intevmediario acilfosfato por la trans-
ferencia de un grupo fosfato del ATP a un
residuo de acido aspartico de la enzima ®’
Todas las ATPasas tipo P funcionan
como bombas de cationes, ya sea para la
captacion, la expulsion o el intercambio de
los iones.™ En esta revision solo se trataran
las ATPasas involucradas en sistemas de ex-
pulsién. Estas enzimas, ya sea de procarion-
tes o de eucariontes, muestran varios domi-
nios conservados, como son los involucra-
dos en la funcion de fosfarasa, en la trans-
duccion del ion, en la fosforilacién, y en la
unién al ATP. La region de transduccion del
ion contiene un residuo de prolina localiza-
do en un dominio hidrofébico ¥ conservado
en todas las ATPasas tipo P. en algunas en-
zimas, como en la ATPasa de cadmio, esta
prolina se encuentra flanqueada por cistei-
nas.®® La desfosforilacién del acilfosfato
por la actividad del dominio de fosfatasa

coincide con un cambio conformacional y
con ¢l transporte de uno o dos iones a wavés
de la membrana.®!

Existen dos enfermedades heredita-
rias en humanos causadas por defectos en el
metabolismo del cobre, el sindrome de Men-
kes y la enfermedad de Wilson.*? El gen
afectado en ¢l sindrome de Menkes codifica
para ura ATPasa tipo P que ha sido descrita
como una proteina que transporta cobre.*”*®
La deficiencia de esta enzima causa una acu-
mulacién del metal en diversos tejidos. El
gen responsable de la enfermedad de Wilson
también codifica para una ATPasa tipo P.%%°
La alteracion de esta ATPasa produce una
excesiva acumulacion de cobre en el higado.
Estas ATPasas ticnen la caracteristica de que
€n su extremno amino terminal contienen seis
copias de una secuencia muy similar a las se-
cuericias previamente encontradas en ATPa-
sas tipo P de origen bacteriano que confieren
resistencia a metales (por gjemplo, cada de
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mosoma en cepas de £, coli resistentes al
metal; este sistema fue denominado cut. In-
duciendo mutaciones gue causan hipersensi-
bilidad a cobre, sc identificaron ocho genes:
Estas dos ATPasas humanz - .on las prime- cutABCDEFRS. Mediante el analisis de las
ras protcinas transportadoras de metales to- funciones de las proteinas codificadas por

xicos descritas en eucariontes. '’ este operén, se concluyd que el mecanismo
de resistencia a cobre consiste en la expul-

sion del catdon (Figura 1).

Staphylococcus aureus) y en ATPasas tipo
P decl sistema bactcriano homeostatico del
cobre (como las enzimas CopA y CopB de
Ernterococcus hurae®’ (ver mas adclante).

3.-Meccanismos de expulsiéon de cobre

Cu?"

o N
T

—_ = Efecto nocivo

Sintesis de

mmlopmu:mas

Citoplasma

Cu?"

Figura 1. Modclo prop para cl si Cut de captacion, ransporic y explusion de cobre codificado por cf
cromosoma de Escherichia coli. El cobre ¢s inicialmente captado por las porinas de la membrana externa. Las pro-
teinas CutA v CutB transportan c! cobre hacia el intenor cetular y lo eedz:n a las prolcinas citoplismicas CutE y
CutF, las cuales a su vez transportan ¢l metal a los sitios de si de p El del metal es expulsado
bacia el extenior celul t las protci CutC v CutD que tal vez funcionan como ATPasa. ME=membrana
externa; Ml= mcembrana interma. Adaptado de Los cf al.?!

CutA y CutB son protecinas membra-
a) Sistema cur d€ Escherichia coli. Lee et nales involucradas cn la captacion de cobre;
aI:J_l identificaron un sisterna de transporte y CutA transporta cobre y zinc mientras que
utilizacién de cobre codificado por el cro- CutB sélo wansporta cobre.” La expresion de
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c{f*
Figura 2. Modclo prop para ¢l fi dc las pr Pco de pla dos de Escherichia coli. El co-

bre cs inicialmentc caplado por las porinas de la membrana extema. PcoS s una proteina de la membrana interna
que funciona como un sensor de 1a concentracion de cobre. PcolC participa en el almaccnamicnto v transporte de co-

bre hacia lugares de sintesis de metaloproteinas. Finalmente, PcoA v PecoB son respc

bles de 1a expulsion del me-

tal. ME= mcmbrana externa: Mi= memebrana interma. Adaptado de Brown er al.”

CutA se induce por la exposiciéon a sales de
cobre, zinc, niquel, cobalto y. en menor gra-
do. por cadmio. manganeso y plata.’' Se
postula que las proteinas citoplasmicas Cu-
tE y CutF secuestran al cobre y lo llevan a
los sitios de sintesis de proteinas que contie-
nen cobre® (Figura 1). La secuencia de CutE
ha sido determinada; contiene 512 aminoa-
cidos (aa), con una region de siete residuos
(His-Fen-Gli-Met-Ala-Arg-Met) que se cree
es un dominio para union de cobre.

Las proteinas CutC y CutD expul-
san el exceso de cobre del interior celular;
probablemente son ATPasas que translocan
el metal. La secuencia de aminoacidos de
CutC (146 aa) indica que es una proteina hi-
drofilica que presenta en su exttemo amino
terminal un dominio de unién a cobre simi-
lar al de la ATPasa CopB de Enterococcus
hirae (ver mas adelante).

Finalmente, las proteinas CutS y
CutR regulan la expresion del operdon cur
manteniendo las concentraciones adecuadas
de cobre en el interior celular. CutS es una

proteina sensora de la concentracion de co-
bre en la membrana citoplasmica y CutR re-
gula la transcripcion de los genes cur.?! CutS
vy CutR pertenecen a los sistemnas regulado-
res de dos componenies comunes en diver-
sOos organismos. como las parejas PcoS/
PcoR. CopS/CopR (ver mas adelante), en
los cuales la proteina sensora (CutS) res-
ponde a un estimulo extemo (la concentra-
cion de cobre) con la autofosforilacion de un
residuo especifico de histidina, el cual se en-
cuentra conservado en estas proteinas senso-
ras de la membrana. La proteina sensora,
una vez fosforilada. transfiere ¢l grupo fos-
fato a un residuo especifico de aspartato de
la protecina transductora CutR. El transductor
es activado por la fosforilacion y entonces se
une a la region del operador en ¢l DNA para
iniciar la transtripcion del operéon.™

b) Sist :a pco de Escherichia coli

Lec er al.*® clonaron un determinan-
te de resistencia a cobre. denominado pco, a

57
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partir dec! plasmido conjuganivo pRJ1004
(122 kilobases: kb) identificado en una cepa
de E. coli aislada de una granja de cerdos en
Australia.®® Las cepas que contienen ¢l plas-
mido acumulan menos cobre que las cepas
que no lo contienen, indicando que el meca-
nismo dec resistencia podria consistir en la
expulsion del metal *!

Por analisis genético-molecular, se
identificaron inicialmente cuatro genes, de-
nominados pcoABCR; estudios posteriores
demostraron la presencia de genes pco
adicionales, originando el operén
pcoABCDRSE.’ Se ha propuesto que ¢l me-
canismo de resistencia a cobre consiste en la
union intracelular del cobre seguida por un
incrernento en la velocidad de expulsion del
metal de la célula (Figura 2).

La funcion de las proteinas Pco no
se conoce con exactitud, sin embargo, por
su similitud con las proteinas Cop de Psew-
domonas syringae (que acumulan cobre en
la membrana externa v ¢l espacio periplas-
mico'®), se puede inferir acerca de sus posi-
bles funciones. La protecina PcoD tiene seg-
mentos wmwansmembranales y residuos con-
servados de metionina ¢ histudina localiza-
dos en la cara externa de la membrana inter-
na, por lo que sc cree que su funcion esta
relacionada con el wansporte de cobre® ( Fi-
gura 2). La secuencia del producto del gen
pcoE sugiere que PcoE es una proteina peri-
plasmica con una region scnial en el extremo
amino-terminal y que posee similitud con
las secuencias de octapeptidos repetidos en
PcoA y PcoB (ver mas adelan:e). La protei-
na PcoC (126 aa) es probablemente una
proteina citoplasmica que participa en el
transporte y almacenamiento del cobre
(Figura 2).

Por owra parte, se sugicre que las
proteinas de la membrana interna PcoA
(605 aa) vy PcoB (296 aa) estan involucradas
en la expulsion del cobre; estas proteinas
tienen un octapéptido conservado (Asp-His-
XrMet-X:-Met) que se postula funciona
como un dominio que une al cobre®
(Figura 2).

Los productos de los genes pcoS y

pcoR participan en la regulacion de 1a expre-
sion de los genes pco. La secuencia de
PcoS sugicre que sc trata dc una proteina
que sc fosforila al detectar concentracioncs
clevadas de cobre; esta proteina, a su vez.
fosforila a la proteina PcoR. la cual acmia
como un activador de la expresion de los ge-
nes pco. PcoS/PcoR pertenccen a los siste-
mas de dos componentes como los ya men-
cionados CutS/CutR.’

El sistema pco de £ coli es equiva-
lente al sistema cop de Pseudomaonas'” y los
genes se encucnwan organizaios en ¢l mis-
mo orden: pcoABCDRSE.® La similitud en-
tre las secuencias de aminoacidos de los pa-
res de proteinas es: PcoAs/CopA. 76%.:
PcoB/CopB. 54%.; PcoC/CopC. 66% vy
PcopD/CopD, 38%.%° Sin embargo, a pesar
de esta semmcjanza, el 'mecanismo de resisten-
cia del sistemna peo de £ coli difiere nota-
blemente del sistema cop de Pseudomonas,
ya que ¢l primero confiere resistencia a co-
bre mediante un mecanismo de expulsion
(Figura 2) mientras que el segundo lo hace
por la acumulacion del metal’®. El hecho de
que proteinas tan parcecidas funcionen en for-
ma diferente no ha sido ain entendido: una
posible explicacion es que los determinantes
cop ¥y pco tienen un ongen coman pero han
divergido despucds de su diseminacion a es-
pecies bacterianas de distintos ambientes,
originando un diferente mecanismo de inte-
raccién con el cobre.®

c) Sistema Apcop AR de Helicobacrer pylori

En un fragmento de 2.7 kb del cro-
mosoma de la bacteria Gramn negativa, pato-
gena de humanos, Helicobacter pyvlor: se en-
contraron tres marcos de lectura abiertos de-
signados ORF 1.2 y 3%, La secuencia de
aminoacidos deducida del ORF1 mostré que
éste origina una ATPasa tipo P denominada
hpCopA (611 aa) que contienc regiones con-
servadas tipicas de las ATPasas encontradas
desde bacterias hasta humanos. La interrup-
cién del ORF1 produce mutantes de &. pvio-
ri susceptibles a cobre:™ en estas mutantes
no se encontré alteracion de la susceptibili-
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dad a niquel, cadmio, o mercurio. ORF2 co-
difica para una proteina de 66 aa designada
hpCopP; csta protcina muestra similitud con
MerP, la proieina periplasmica involucrada
en la resistencia a mercurio. hpCopP contie-
nec también una region de unidn a metales
pesados. Los resultados obtenidos indican
que ORFl y ORF2 forman un sistema de
mansporte de canones asociado con la ox-
pulsion de cobre en cclulas de A Pylor. ™

Recientemente, Bayle er al.” clona-
ron los operones cop de 1as especics relacio-
nadas H. pvior: y H. felis, mediante e} es-
crutinio de bancos de genes. Ambos opero-
nes contienen un marco de lectura abierto
para una ATPasa tipo P, CopA, la cual
mmuestra similitud con las ATPasas tipo P de
cadmio, CadA, y de cobre, CopA y CopB.
También se encontré un marco de lecrura
abierto que codifica para CopP, que presen-
ta similitud con la proteina CopZ del operén
cop¥YZAB de Fnterococcus hirae (ver mas
adelante). Estas ATPasas contenen una re-
gion amino terminal que unec al cobre. Se
determiné, por otra parte, que CopA contie-
ne cuamro pares de segmentos transmembra-~
nales. ademas de las regiones de union del
ATP y de fosforilaciéon.?® Estos dafos su-
gieren que la resistencia a cobre en A. pyvio-
rty H. felis ocurre por un mecanismo con-
servado de expulsion, que es dependiente de
ATPasas.

d) Sistema cop de Enterococcus hirae

Odcrmart et al.*® describieron un
mecanismo homeostatico para cobre codifi-
cado en ¢l cromosoma de la bacteria Gram
positiva Krterococcus hirae. Este sistema es
dependiente de la actividad de dos ATPasas
tipo P, CopA y CopB, cuya expresion es re-
gulada por la concentracion de cobre. Aun-
que CopA y CopB son muy similares en su
secuencia de aminoacidos, los primeros 100
residuos del exremo amino tenminal son di-
ferentes. La porcion amino tertninal de
CopB contiene tres sccuencias consenso re-
petidas:  Met-X-His-X-X-Met-Ser-Gli-Met-
X-His-Ser.** Estas secuencias se encuentran

también en la proteina CopA de P. syringae
que une al cobre, 1o que sugiere que la re-
gion amino terminal de CopB es un dominio
qQue participa cn la unién del metal.®

CopA y CopB muestran un 33% de
aminoacidos idénticos y tienen un bajo con-
tenido de cisteinas: CopA  tienc cuarro.
mientras que CopB presenta solo una*® Los
perfiles hidropaticos de CopA y CopB son
muy similares; basados en estos perfiles
y cn la distribucion de los residuos cargados
en las dos caras de la membrana, Odermatt
er al*® propusieron un modelo topolégico
para CopB. con ocho hélices transmembra-
nales y los extremos C y N terminales en la
regién de la proteina expuesta al citoplasma
(Figura 4). Estos autores concluyeron que las
proteinas CopA y CopB de £ Aurae son AT-
Pasas que llevan a cabo la translocacion del
cobre y de otros iones metalicos, como plata
y cadmio, a través de la membrana celular.

Empleando vesiculas membranales in-
vertidas de £. Atrae, se demostrd la acumu-
lacion de cobre por CopB, por lo que se
concluyé que CopB es una ATPasa que fun-
ciona como una bomba que pucde expulsar
cobre del citoplasma:*® asi, el papel fisiold-
gico de CopB parece ser ¢l control de la
concentracion de cobre citoplasmico. expul-
sando el exceso al exterior cetular.

CopA. por otra parte, muestra gran
similitud (43%) con la proteina humana cuya
deficiencia produce el sindrome de Men-
kes™ (Figura 3). CopA poscc una region
conservada en el exremo amino-terminal,
Gli-X-Tre-Cis-X-X-Cis. que se encuentra re-
petido scis veces en la regién amino terminal
en la proteina de la enfermedad de Men-
kes.*® Esta repion parece ser un sitio gencral
de unién a metales toxicos. También rela-
cionada con CopA se cncuentra la ATPasa
de cadmio CadA de Staphviococcus aurcus,
con un 35% de similitud: CopB tiene un
26% de similitud con Cada.**

Para identificar las regiones regula-
doras involucradas en la induccién del ope-
ron cop de E. hirae, fue clonada v secuencial
la region 3’ de cop4.™ Se encontré una re-
£ion que contiene dos genes, copl v copZ.
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que codifican para protcinas de 145 y 69 aa,
respectivamente. Ambas proteinas contie-
nen dominios de union al metal y muestran
similitud de secuencia con proteinas regula-
doras conocidas. La interrupcién del gen
copY produce una sobreexpresion de CopA
y CopB generando un fenotipo dependiente
de cobre. por lo que se deduce que CopY
actiia como un represor inducible del ope-
ron cop. En contraste, la intermupcion de
copZ suprime la expresion de las dos ATPa-
sas generando células sensibles a cobre, yva
que CopZ es un acuvador del operon cop.®?
Ambas mutaciones pueden ser complernen-
tadas en frans con plasmidos gque contiencn
copY o copZ. Asi, copl y copZ codifican
para proteinas metalorreguladoras que son
requeridas para la induccion por cobre del
operén cop. La expresion de los cuatro ge-
nes esta regulada a su vez por la concentra-
cién extracelular del metal.®?

disenados a partir de secuencias conservadas
en otras ATPasas, fueron clonados dos genes
quc codifican para ATPasas upo P especifi-
cas para cobre; estas enzimas fuecron deno-
minadas PacS y Pacl.. ™7

PacS (747 aa) muestra similitud con
las ATPasas tipo P procariénticas, mientras
que PacL (926 aa) es similar a las ATPasas
cucarionticas, particularmente a la ATPasa
de calcio. Las secuencias de aminoacidos de
PacS v Pacl sugiecren que son proteinas inte-
grales de la membrana, ya que contencn
multiples regiones hidrofobicas capaces de
atravesar la membrana vanas veces, como
sucede en todas las ATPasas.”’

Kanamaru ¢t a/.*® encontraron que la
sintesis del RN A mensajero de pac$ aumen-
ta con la exposicion de células de Nyrrecho-
coccus al cobre ¥ que la interrupcion de ese
gen causa una hipersensibilidad al metal,
confirmando el papel de la ATPasa en la ex-
pulsion de cobre inducida por éste. Estos au-
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Figura 3. Comparacion de las cstructuras de |2 protcina CopA de Enicrococcus hiraev y ta protcina de la enferme-

dad humana de Menkes. La mayor pane dc las proteinas s¢ cncucnira on la cara citoplasmatica de la membrana
CXXC indica los sitios dc unuon a cobre. TGE El dorminio de fosfatasa: TGTKD el donunio de asparul cinasa.
VGDG cl dominio de union del ATP » CPC la region de transduccion del son. Tomado de Solis er al. ™

e) Sistema pac de Synechococcus
Synechococcus es una cianobactenia
que tiene un aparato fotosiatético (tilacoide)
similar en estructura y funcion al localizado
en los cloroplastos. Mediante la amplifica-
cion por PCR del cromosoma de una cepa
de  Svnechococcus con oligonucieétidos

tores demostraron también que la proteina
PacS se encuentra localizada en la membra-
na tilacoide. donde probablemente actia co-
mo una bomba de expulsion de cobre y cuya
funcién es proteger al tilacoide de las con-
centraciones elevadas del metal.?* Este es el
primer e¢jemplo descrito de una ATPasa
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Figura 4: Estructura tentativa de la ATPasa CopB de Enrerococcus hirae en su perfil hidropatico. S¢ muestran las

ocho hélices transmembranales (numecradas 1-8): Las regiones H.M.GM indican tres siuos probables de union a co-
bre. La region caracterisuca a todas las ATPasa upo P esta indicada como TGES. que s parte del domuruo de fos-
fatasas. TGTKD es cl sitio de formacion del asparul fosfato y VGDGINDAP es parte del domimo de asparul cinasa.
En la hélice nimero scis se mucstra Ia region conservada de una prolina flanqueda por histidina v cisteina (HPC).

Tamado de Odermant er ol **

de expulsion que contola la concentra-
cion de iones en un compartimento intra-
celular.

EXPULSION DE CADMIO
1.- Toxicidad del cadmio en las bacterias

El cadmio es un metal pesado utili-
zado ampliamente en la industria para una
variedad de aplicaciones. En las altimas dé-
cadas ha aumcentado su uso industrial, pro-
duciéndose contaminacion por cadmio en el
ambiente, incluyendo suelos, aguz. plantas,
animales y productos alimenticios. El cad-
mio carece de funcion bioldgica y en su for-
ma de catiéno divalente es altamente toxico
para las bacterias v los organismos superio-
res. El principal efecto téxico del cadmio es
la inhibicion de la respiracién bacteriana
causada por su gran afinidad por los grupos
sulfhidrilo de la cisteina en proteinas esen-
ciales,

2.-Sistemas de expulsién de cadmio

Varios sistemas bacterianos que
confieren resistencia a cadmio han sido es-
tudiados con detalle. encontrandose que los

mecanismos bioquimicos para esta resisten-
cia son muy diversos. La mayoria de los me-
canismos de tolerancia a cadmio conocidos,
sin embargo, se basan en la expulsiéon del ca-
tién. aunque también se han descrito siste-
mas relacionados con ¢l secuestro del cad-
mio por proteinas similares a las metalotio-
ninas.”

a) Sistema cad4 de Staphylococcus aureus

La resistencia a cadmio es la carac-
teristica mas comun cnuoe los determinantes
de resistencia codificados por plasmidos de
S. aurews; esta resistencia ha sido encontrada
con una frecuencia del 80% o mas en algu-
nas colecciones de estafilococos de origen
clinico.®® En 8 awreus, el cadmio pencta a
la célula por el sisterna de transporte activo
del manganeso®®®? y es un inhibidor compe-
titivo de esta via.*!

En el plasmido plZ58 de S. adwurcus,
la resistencia a cadmio es conferida por el
sistema cadA que codifica para una A7 Pasa
tipo P de 727 aa El mecanismo de resisten-
cia consiste en la expulsién de cadmio que
evita la acumulacion del catiéon en el cito-
plasma.’? En vesiculas membranales inverti-
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Figura 5: Modelo de 1a estructura del a ATPasa CadA codificada por ¢! plasmido pl258 de Slaplnlocnc-l

cus qureus. Se muestran la rchon a:rmno terounal de uruon a cadmio, Ia cual conticne un par de ci1steinas ;

(numeradas 1-6). Eo la regién 4 se encuentra ¢l tnpéptido '

(C-SH), y las saxs ¢
consavado Cis-Pro-Cis (C- P-C) partic de la rula de translocacion de cationes. Tambicn s mucstran las
regiones intracclulares cotnunes a todas las ATPasa. incluvendo los domimios de fosfatasa v de aspantil ci-

nasa. Tomado de Silver y Phung.™

das de S. gqureus, la proteina CadA acumaula
cadmio en un proceso dependiente de ATP,
lo cual es equivalente a la expulsion del ca-
ti6n en células intactas.”’

CadA ecs una ATPasa tipica del tipo
P; la proteina empicza con un dominio de
unidn al metal relacionado con las regiones
que unen cobre y mercurio en las ATPasas
de expulsion y en otras proteinas (Figura 5);
este dominio condene un par de residuos de
cisteina (Cis-23 y Cis-26) que se ha postula-
do son los sitios de union inicial del cad-
mio. El siguiente segmento (residuos 70-
105) es muy hidrofilico y conecta ¢l extre-
mo amino terminal con la primera de seis
regiones transmembranales que muestran si-
militud con ATPasas tipo P de bactenas,
animales y plantas. Se cree que la cuarta re-
gién es parte de 1a ruta de translocacion de
cationes, que incluye un tripéptido conser-
vado Cis-Pro-Cis.’® Las dos regiones inma-

celulares, comunes a las ATPasas tipo P,
comprenden los dominios de aspartil cinasa
y de fosfatasa (Figura 5). Durante el ciclo
del ransporte, la proteina CadA es fosforila-
da por ATP, probablemente en el residuo
conservado de aspartato (Asp—3415); la AT-
Pasa es fosforilada solo en presencia de cad-
mio.*® EIl altimo segmento de CadA es una
region de 21 a que termina en el lado cito-
plasmico con el residuo de lisina-727
(Figura 5). Es sorprendente que esta protei-
na, cuya funcion es conferir resistencia a
cadmio, sea inusualmente baja en su conteni-
do de cisteina, ya que solo cuatro de los 727
aa son residuos de cisteina; sin embargo, es-
tos residuos se encuentran en posicioncs es-
tratégicas en la proteina (Figura 5).

CadA tiene similitud con la proteina
de la enfermedad de Menkes (Figura 3); es
interesante que esta proteina de humanos pa-
rece cstar mas rclacionada con la ATPasa
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a c=c codificado por ¢l plasmido pMOL30 de Alca-

Figura 6. Modclo propuesto para ¢l fi del

hgenes eurrophus. CzcA wansporta los cationes divalentes (@) a raves de la membrana interna (M), CzcB condu-
ce 10s cationes a través del cspacio peniplasmico (pen). micntras que CzeC sc unc a une hipotética protcina mem-
branal (“OmpY ™). advacente al complejo Czc, Ia cual hibera los cationes a traveés de 1a membrana exierna (ME) ha-
cia cl espacio extracclular. Mur indica la capa de mureina Tomado de Rensing ef al ™

CadA de S qgureus que con las ATPasas
de owos organismos superiores.®® La ATPa-
sa de Menkes y la ATPasa CadA de S, gu-
reus muestan regiones comunes a todas las
ATPasas gpo P: una de estas es la region di-
tiol amino terminal que sc cree es una re-
£ién que une al metal; hay una o dos copias
de esta regidn en 1a secuencia de CadA y
secis copias en la secuencia de la proteina de
Menkes. Otra region conservada en la AT-
Pasa CadA y en la ATPasa dec Menkes es la
que contiene la secuencia Cis-Pro-Cis. pro-
puesta como un canal de la membrana en
CadA y en omras ATPasas de procariontes.®>

El segundo gen del sisterna CadA
es cadC, el cual codifica para una proteina
(CadC) de 122 aa”™ La expulsion de cad-
mio en las células resistentes es inducible. y
su expresion requiere de ambas proteinas,
CadA y CadC.” Endo y Silver’® demostra-
ron que CadC funciona como un represor
de Ia wranscripcion de cadd. Se ha propues-
to que CadC es un miembro de la familia de
proteinas reguladoras que se unen al] DNA:
otro miembro de esta familia es la proteina
ArsR (proteina reguladora del sistema de re-
sistencia a arsénico).*® CadC, sin embargo,
posee wes sitios de union a cationes,™ por

lo que se¢ ha postulado que su papel en la re-
sistencia a cadmio es mas compleja; proba-
blemente CadC une al cadmio para transpor-
tarlo hacia la bomba de expulsion CadA.
Secuencias de DNA similares a las
de los genes cadd v cadC de S. aureus han
sido identificadas en el cromosoma de la
bacteria alcalofilica Gram positiva Bacillus
Sirmus.®® Aunque los genes cad sc localiza-
ron en una transposicion, asignada a un plas-
mido endégeno, no hay evidencia de que es-
tos genes confieran resistencia a cadmio.

b) Sistema cadA4 de Listeria
Monocytogenes

En cepas de Listeria monocytoge-
nes, una bacteria Gramn positiva reconocida
como un patogeno oportunista en animales y
humanos, se identificé un mecanismo plas-
midico de resistencia a cadinio similar al sis-
tema de resistencia cadd de S. Aureus. ™ Uti-
lizando los genes cad4C de S. aureus como
sonda, se encontré hibridacién con un frag-
mento £coR} de 3.1 kb del plasmido Lm74
de Listeria.™®> El anslisis de las secuencias
suginid que el mecanismo de resistencia con-
siste en un sisterna de expulsion dependiente
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Figura 7. Modelo def fi i del de r 2 a plata Sil de £ colr. La funcion de cada proteina
* ion con las sccuencias de otras protcinas conocidas. SilEes uns proteina cinasa encarga-

fue deducida por
del ATP, a SilR, una proteina reguladora que activa la transenp-

comparac
da dec transducir la seial fosforilando, a
cion del operdn (linea ondulada). El compicjo SilCBA csta formado por protcinas de la membrana que actuan €x-

pulsando Ag~ mediante un mecanisMo qUINICSTRALICO antiportador que capta protoncs, on forma similar al susterna
Czc. Finalmente, SilP es una ATPasa tipo P que expulsa a los iones Ag® empleando la encrgia de la hidrolisis ded
ATP. Ests ATPasa presenta el residuo de aspasiado (D) que es fosfonlado Tomada de Gupta e a/.. enviado para

publicacion.

de energia, involucrando las protcinas CadA
y CadC, similares a las de S. Aurews.”

La mayoria de las cepas de .. mo-
nocylogenes provenientes del ambiente, de
fuentes clinicas o alimentarias contienen
plasmidos de entre 24 y 106 kb.”® Estos
plasmidos con frecuencia confieren resisten-
cia a cadmio. La distribucién de esta resis-
tencia entre los aislados de /. monocytoge-
nes es compleja: muchas cepas diferentes
son resistentes, plasmidos de diferentes ta-
mafos confieren la resistencia y, ademas,
algunas cepas que no contienen plasmidos
también muestran resistencia, suginiendo
que en estos cafios la tolerancia a cadmio se
encuentra codificada en el cromosoma ™

Los genes de resistencia a cadmio
de los plasciidos de L. monocytogenes se
encuentran cn un transposon denominado
TnS5422 de 6.4 kb;*® este transposdn cs ca-
paz de gencrar deleciones en Jos plasmidos,
proceso probablemente relacionado con la
diversidad de tamailos de los plasmidos de
resistencia a cadmio.

c) Sistema czc de Alcaligenes eutrophus

Un mecanismo diferente de resisten-
cia a cadmio, es el codificado por ¢l operén
czc localizado en el plasmido pMOL30 (238
kb) de la bacteria Gram negativa Alcaligenes
eutrophus, el cual proporciona resistencia a
cadmio, zinc ¥ cobalto.'"**'® El operén c=c
consta de tres genes estructurales, czed B, y
uno o mas genes reguladores *¥*? La re-
sistencia a cadmio, zinc y cobalto muestra
induccion cruzada; las células inducidas con
uno dec los tres metales son resistentes a los
tres iones.*® La resistencia a los iones esta
codificada en un fragmento ~'coRl de 9.1 kb
del plasmido pMOL30’® que causa un au-
mento en la expulsién de los tres cationes.*®

El gen czcA4 codifica una proteina de
transporte de la membrana interna, CzcA,
que es la proteina central del sistema, ya que
una eltminacién parcial del gen provoca la
pérdida de ia resistencia a los tres cationes.?”
CzcC es una proteina de la membrana exter-
na y CzcB es una proteina transmembranal
que actiita como un puente, asegurando que
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los cationes divalentes sean expulsados al
exterior de la célula y no solo depositados
en el espacio periplasmico, donde podrian
ser recapturados por los sistemas de trans-
pone celulares.’

Aunque no existen aun dafos direc-
tos de la localizacion celular de las protei-
nas Czc, se ha poswulado que la expulsion
de cadmio sc debe a la generacion de un
gradiente electroquimico acoplado a un flu-
Jjo de protones mediante un sistema antipor-
tador: los protones entran a la célula mien-
oas los cationes (cadmio, zinc o cobalio)
son expulsados de ella*7**

Recienternente, Rensing et
propusicron un modelo para el funciona-
miento del sistema Czc basado en la onen-
tacion de las proteinas Czc en la membrana
¥ en el andlisis de mutantes alteradas en es-
tas proteinas (Figura 6). En este modelo, la
protecina Czc A transporta cadmio, zinc ¥ co-
balto a través de la membrana citoplasmica
como un antiportador canén-proton. CzcB,
a su vez, transporta los catones a traves del
espacio periplasmico, mientras que CzeC se
une a una proteina membranal hipotética
(OmpY) adyvacente al complejo Czc: esta
proteina libera finalmente los iones, a tra-
vés de la membrana externa, hacia el exte-
nior de la célula® (Figura 6).

Se han identificado dos genes mas
que podrian actuar como reguladores del
operon: czcD y ¢=cR; se ha postulado que la
proteina CzcD, la cual afecta la regulacién
del sistema pero no esta implicada en la re-
sistencia. pertenece a una nueva familia de
proteinas llamadas CDF (facilitadoras de di-
fusion de cationes).*® CzcR, que contiene
tres sitios potenciales de unién a metales,
pucdec ser una proteina asociada al DNA y
probablemente actia como activadora de la
transcripcion de czc; CzcR es esencial para
la expresion total de la resistencia a cadmio,
zinc y cobalto.* Se ha informado que el sis-
tema czc es controlado, ademas, por un sis-
tema regulador de dos componentes, CzcS/
CzcR. en el cual CzcS es la proteina sensora
y CzcR es la proteina activadora del siste-
ma.*® como ocurre en los sistemas regulado-

°
al®

res de este tipo descritos antes.

Las proteinas involucradas en el siste-
ma czc han llegado a ser consideradas el pro-
totupo de una nueva familia de proteinas ex-
portadoras quimiosmoticas de tres compo-
nentes, incluyendo miembros que expulsan
cationes 10xicos 0 compuestos organicos.*?*

d) Otros sistemas de expulsiéon de cadmio

Un determinante cromosémico de
resistencia a cadmio ha sido descrito en ce-
pas de S gureus resistentes al antbiotco
metcilina; este sistema de resistencia expul-
sa cadmio pero no conficre resistencia a
rinc. En experimentos de hibridacion, este
determinante no mostro similitud con el gen
cadd de S. Aureus.’>"

La resistencia a cadmio enconwmada
en una cepa de Pscudomonas punda, que
contiene el plasmido pGUI100, ocurre por
una captacion disminuida de cadmio, apa-
rentemente debida a la expulsion acelerada
del metal.** Este sistema, sin embargo, no ha
sido agn analizado a nivel molecular.

EXPULSION DE ZINC, NIQUEL
Y COBALTO

1.- lmportancia biolégica del zinc, niquel
v cobalto

Los metales zinc, niquel y cobalto
son considerados micronutrientes esenciales
para todos los organismos. Sin embargo. cs
ampliamente reconocida su toxicidad para
las bacterias cuando se encuentran presentes
en concentraciones que exceden los niveles
requeridos. Asi. de manera similar a lo que
ocurre con el cobre (ver seccion de Papel
Bioldgico del Cobre en las Bacterias), los
microorganismos deben poscer sistemnas de
captacion y de expulsion para estos cationes
que les permitan evitar sus efectos nocivos
sin impedir su utilizacién como impornantes
componentes metabolicos en el citoplasma.

2.- Sistemas de expulsién de zinc, niquel o
cobalto
Como se menciond antes (ver sec-
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cion de Expulsion de Cadmio) ¢l operdn c=c
localizado en el plasmido pMOL30 de 4.
eutrophus conficre resistencia, aparte de
cadmio, también a zinc y a cobalto.'®?® El
mecanismo de resistencia consiste en la ex-
pulsion de estos cationes mediante un siste-
ma quimiosmotico antiportador canon/
proton®’ (ver Figura 6).

Recientemnente Beard er al.® aisla-
ron, mediante la insercion de un ransposon,
una mutante de £ coli hipersensible a zinc,
a cadmio v. en menor grado, a cobalto y ni-
quel; el gen mutado fue denominado zntd.
El andlisis de la secuencia de DNA reveld
que la mutacién ocurmié en la region promo-
tora del ORF732 (0732), el cual codifica
para una proteina de 732 aa similar a una
ATPasa tipo P transportadora de cationes.”
Vesiculas membranales invertidas obtenidas
de la mutante, acumularon zinc y cadmio
utilizando ATP como fuente de encrgia,®®
proceso que equivale a la expulsion en célu-
las completas, lo cual reforzo la hipotesis de
que zntd codifica para una ATPasa depen-
diente de zinc. Rensing er a/.*® propusieron
que la ATPasa ZntA ticne un papel dual:
por una parte confiere resistencia al metal
toxico cadmio y por otra se encuentra invo-
lucrada en la homeostasis del metal esencial
zinc.
La cepa de A. eurrophus CH34,
ademas del plasmido pMOL30 que contiene
el operén ¢=c (mencionado en la seccién de
Expulsién de Cadmio). posee cl plasmido
PMOLZ28 (163 kb), en el cual se ha identifi-
cado el determinante cnr que codifica la re-
sistencia a cobalto y niquel.™ Se ha postula-
do que el mecanismo de resistencia del sis-
tema cnr es la expulsién dependiente de
cnergia de los cationes divalentes. Aunque
los operones czc y cnr no mostraron hibri-
dacidén en experimentos tipo Southemn, los
genes estructurales se encuentran en el mis-
mo orden en ambos sistemas y codifican pa-
ra proteinas de tamaiio similar. La proteina
mas grande, CnrA, muestra un 46% de ami-
nodcidos idéntcos con CzcA. Las semejan-
zas encontradas entre czc y cnr sugiere que
ambos sistemas podrian funcionar de una

manecra similar expulsando cationes divalen-
(£
1es.

EXPULSION DE PLATA
1.~ Resistencia bacteriana a plata

La plata es un metal extremadamente toxi-
co para las bacterias.*® actuando principal-
mente como un inhibidor de la respiracion,
por lo cual sus denvados han sido utilizados
para controlar el desarrollo bacteriano.’ Sin
embargo, poco se¢ sabe sobre la interaccion
del metal con cepas sensibles y resistentes:
no sc ha identficado, por ejemplo, la via de
captacion celular de la plata

Se ha encontrado tolerancia a plata
en bacterias aisladas de muestras de suclos
de zonas de desechos fotograficos y domés-
ticos.* asi como en aislados clinicos.'™ Se
considera que el amplio uso de las sales de
plata como antiséptico local en el wratamien-
to de quemaduras graves ha seleccionado ce-
pas bacterianas resistentes. ™

2.- Sistemas de expulsion de plata

a) Sistema sil de Escherichia coli

La codificacion plasmidica de la re-
sistencia a plata ha sido descrita en varias es-
pecics bacterianas, en la mayoria de los casos
miemtxos de la  fwnilia Farerobacieria-
ceae:>'7*4% gin embargo, debido a que no
se ha efectuado un analisis molecular de los
genes involucrados, el mecanismo de tole-
rancia no ha sido dilucidado.

Rccientemente se ha estudiado con
detalle un determinante de resistencia a plata
localizado en el plasmido pMGI101 de
£. coli (Gupta er al., comunicacion perso-
nal). De este plasmido se cloné un fragmen-
ten@tivamente un operén de sicte genes in-
volucrados en la resistencia a plata. El pn-
mer gen del determinante, sil£, aparente-
mente codifica para una proteina periplasmi-
ca de 143 aa, cuya funcion parece estar invo~
lucrada en la unién de la plata (Figura 7): la
expresion de la proteina SilE es inducida por
la presencia del metal. La secuencia de SilE
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mostré un 47% de aminoacidos idénncos
con la protecina PcoE del determinante de
resistencia a cobre de £, coft (Gupta e al.,
comunicacién personal) (ver seccion de Ex-
pulsién de Cobre).

En seguida de s#/E, sc¢ encuentran

los genes siS y silR. Por su similitud con
omras protecinas de sisternas reguladores de
dos componcntes, SilS (497 aa) parcce ser
una proteina cinasa de Ia membrana, cuya
funcion seria la de actuar como un sensor de
las concentraciones externas del metal, y
SilR (228 aa) una prowina reguladora
(Figura 7); asi, probablemente ambas pro-
teinas estan involucradas en la transduccion
de la senial para la expresion del sistema de
resistencia a plata (Gupta ef a/., comunica-
ci10n personal).
. Contiguos a $i/SR se¢ encuentran los
marcos de lectura que codifican para wues
proteinas de membrana: SilC, SilB y SilA,
de 461, 430 y 1048 aa, respectivamente. Si-
1A es postulada como una proteina antipor-
tadora de la membrana interna y, mediante
SilB. que es una proteina de fusion que unce
a la membrana interma con la externa, SilA
se une con SilC, una proteina de la membra-
na exterma (Figura 7). La funcion del com-
plejo de las proteinas SilCBA parece ser la
de un antiportador quimiosmotco Ag /H~
de tres componentes (Gupta ¢f a/., comuni-
cacion personal) (Figura 7), analogo al de-
terminante Czc de resistencia a cadmio, zinc
y cobalto de d/caligenes (Figura 6) (ver sec-
cion de Expulsion de Cadmio).

El producto del dltimo gen, si/P,
corresponde, por la secuencia deducida, a
una ATPasa tipo P de 824 aa (Gupta ef a/.,
comunicacion personal). si/f’ es transcrito
Jjunto con si/C'BA, y probablemente es parte
del determinante de resistencia. actuando
como una bomba de expulsion de Ag™ de-
pendiente de la hidrolisis de ATP (Figura
7). Este es el primer estudio a nivel molecu-
lar de un determinante bacteriano de resis-
tencia a plata, y agn falta comprobar me-
diante analisis bioquimicos los detalles del
mecanismo de resistencia postulado.

Recientemente encontrados hibrida-

cion de los genes si/ del plasmido pMG101
de £. coli con el DNA total de enterobacte-
rias clinicas resistentes a plata (Calderén
\Vizquez er al., en comunicacion personal);
estas cepas poscen plasmidos conjuganvos
que conficren resistencia a plata, probable-
mente mediante un sisterna de expulsién del
metal similar al conferido por ¢l operon si/
de £. Coli.

b) Otros sistemas de expulsién de plata

En cepas de £nterococcus hirae re-
sistentes a cobre se observo la expulsion si-
multinea de cobre y de plata mediada por la
ATPass tipo P, CopB, codificada por genes
cromosémicos®® (ver seccion de Expulsion
de Cobre); los autores concluyeron que el
sustrato natural de la ATPasa es ¢l cobre,
mientras que la plata es expulsada en forma
inespecifica por la bomba. Una situacion si-
milar ocurre con la ATPasa antes menciona-
da, PacS, de Svrrechococcus, cuya expresion
responde no solo a cobre (tal vez el sustrato
fisiologico) sino wambién a iones de plata .**

Mediante la exposicion a sales de
plata de cepas clinicas de E. coli, Li et al.*?
obtuvicron mutantes resistentes al metal. Las
mutantes mostraron una baja acwmuiacion de
plata, demostrandose que expulsaron el ion
con alta eficiencia: como estas bacterias no
contienen plasmidos. se considera que la ex-
pulsion es llevada a cabo por un mecanismo
de transpone codificado en ¢l cromosoma.™
En este trabajo se encontrd que aun las cepas
sensibles expulsan plata con baja eficiencia.
¥ que la expulsion probablemente aumenta
en las mutantes alteradas cn genes que codi-
fican proteinas de la membrana externa.

El plasmido plTIl, proveniente
de una cepa clinica de £ coli. es responsa-
ble de la resistencia a plata:** esta cepa acu-
mula cinco veces menos plata que una cepa
sensible; aunque puede tratarse de un siste-
ma de expulsion, el mecanismo preciso de la
resistencia no se conoce. Por otra parne, el
plasmido pUPI199, aislado de una cepa am-
biental de la bacteria Gram negativa Acine-
tobacter baumanrnii resistente a varios meta-
les pesarios, confiere resistencia a plata en £
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coli por un mecanismo que involucra la ex-
pulsion del metal.!” en cste caso no sc ha
realizado ain un estudio molecular de los
genes de resistencia
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