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RESUMEN. La diseminacién de metales pesados en sedimentos superficiales y aguas subterraneas aun constituye un
problema mundial y su solucién es un reto para el saneamiento ambiental. Algunos metales pesados son nutrientes traza
esenciales para las bacterias, pero en concentraciones micro o milimolares resultan téxicos. Una de las caracteristicas
que distinguen a estos elementos de los contaminantes organicos, es que no son biodegradables por lo que representan
una amenaza para todos los organismos. Solo los microorganismos que portan sistemas genéticos que contrarrestan los
efectos téxicos de los metales pesados, tienen la capacidad de sobrevivir en ambientes con elevadas concentraciones de
estos elementos. En la actualidad, el tratamiento de los residuos que contienen metales se realiza fundamentalmente por
meétodos fisico quimicos, que son complicados, de elevados costos, con una baja eficiencia y presentan desventajas no solo
econdOmicas, sino también, ambientales, al permitir la liberaciéon de grandes volumenes de desechos liquidos y sé6lidos que
aun presentan elevados contenidos de metales pesados. Existen evidencias de procesos de saneamiento econémicamente
viables basados en la utilizacién de microorganismos. Sin embargo, muchos aspectos de la interacciéon microorganismo
—metal son aiin desconocidos y su aplicacién requiere de un conocimiento profundo de las vias genéticas que codifican
la resistencia y biotransformacién desarrollada por los organismos que integran la comunidad microbiana autéctona de
esos ecosistemas. El objetivo de este articulo es revisar los mecanismos moleculares de resistencia a metales pesados
descritos en las bacterias, asi como sus aplicaciones en la biorremediacion.

ABSTRACT. Heavy-metal dissemination in superficial sediments and subground water is considered as a worldwide
problem and its solution constitutes a challenge for the environmental cleaning-up. Several heavy-metals are essential
nutrients required in trace concentrations for bacteria (range of nanomolar); however they are toxic in concentrations
higher than micromolar. Heavy metals are considered as a biological threat for microorganisms because these elements
are not biodegradable, contrary to organic pollutants. Only microorganisms encoding heavy metal resistance genetic
determinants are able to survive in environments with high concentrations of these elements. Currently, heavy metals
containing wastes are treated basically by chemical and physical methods but these are complicated, expensive and their
efficiency is low. Release of great volumes of liquid and solid wastes which still contain high amounts of heavy metals is
another of the disadvantages of the aforementioned methods. Bioremediation of effluents and waste waters using heavy
metal resistant microorganisms based technologies may provide an alternative for environmental protection. Microor-
ganisms might be effective metal accumulators and evidences support that the biomass-based clean-up processes are
economically viable. However, many aspects of metal-microbe interactions remain unknown and unexploited in biotech-
nology. The application of bioremediation processes required a deeper knowledge of the biotransformation pathways and
genetic determinants encoded by organisms from indigenous microbial communities of these ecosystems. The aim of
this paper is to review the molecular mechanisms of heavy metal resistance described in bacteria and their applications
in bioremediation.

INTRODUCCION

La contaminacién ambiental con metales pesados
constituye un creciente problema mundial. Estos ele-
mentos quimicos representan una amenaza bioldgica,
pues no son biodegradables. Solo los microorganismos
que portan sistemas genéticos que contrarrestan los
efectos téoxicos de los metales son capaces de sobrevivir
en ambientes con elevadas concentraciones de esos
elementos. Los microorganismos resistentes a metales
pesados presentan potencialidades para el diseno de
tecnologias aplicables en el campo de la biorremedia-

cion de ambientes contaminados. Este tema es de gran
importancia para Cuba porque la industria niquelifera,
segundo regléon de la economia cubana, genera grandes
volumenes de residuos contaminantes que se acumulan
diariamente y que contienen cantidades apreciables de
metales atin utilizables.

Los determinantes genéticos de resistencia a metales
pesados presentan gran importancia desde el punto de
vista de la biotecnologia ambiental o biorremediacién y
existen tres areas fundamentales de aplicacién: 1) incor-
poracién de los determinantes de resistencia desde un
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organismo a otro que seria utilizado en procesos relacio-
nados con metales pesados, 2) en la bioextraccién de me-
tales estratégicos, preciosos o radiactivos, directamente
desde los minerales o por recobrado de metales desde
los efluentes de los procesos industriales y 3) en la res-
tauraciéon de los ambientes contaminados con metales.!
Las aplicaciones industriales de las bacterias resistentes
a metales o sus genes incluyen el uso de biosensores
para el control y seguimiento de la concentraciéon de
estos elementos en una gran variedad de sustratos y
suelos,?? el desarrollo de biorreactores para extraer o
eliminar metales pesados desde efluentes contaminados
o suelos,*® bioaumentacion® y fitorremediacién.”

Los metales pesados no pueden ser degradados
cuando se cambia el estado de oxidaciéon, como ocurre
con los compuestos organicos téxicos. Existen sélo tres
mecanismos a través de los cuales un sistema puede
conferir resistencia a metales pesados: (i) disminucién
de la acumulacién de un determinado ién mediante su
transporte activo fuera de la célula; (ii) segregacion de
los cationes por moléculas que contienen grupos tioles;
(iii) reduccién de algunos iones metalicos pesados a
un estado de oxidacién menos téxico.®!! Sin embargo,
(il) y (iii) no pueden funcionar como mecanismos de
detoxificacién Unicos en una célula. Por consiguiente,
el “metabolismo” de los metales pesados es llevado
a cabo fundamentalmente por un “metabolismo” de
transporte o en ultima instancia por una combinacién
de mecanismos.

Los suelos de serpentina o ultramaficos contienen
elevadas cantidades de metales, [especialmente, Ni(II)
y Co(II)], bajas concentraciones de elementos como: C,
N, P, K(I), Ca(Il) y presentan elevada relacién Mg(II):
Ca(II)*? por lo que constituyen un sustrato dificil para la
colonizacién y crecimiento de microorganismos. Estos
suelos representan un sistema ideal para el estudio de
la genética de la adaptacion al habitat y evolucién de
nuevas ecovariedades microbianas.!®

Este trabajo tuvo como objetivo abordar los as-
pectos basicos de los mecanismos genéticos de re-
sistencia a metales pesados en bacterias y revisar las
interacciones micoorganismo — metal y sus aplicacio-
nes potenciales en la biorremediacién de ambientes
contaminados con metales.

ORIGENES DE LA RESISTENCIA BACTERIANA A
METALES PESADOS

Bajo la denominacién de metales pesados se incluye
a un conjunto de aproximadamente 65 elementos de
la Tabla Periddica, con una densidad mayor o igual a
5 g/cm?® en su forma elemental, o cuyo nimero atémico
es superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y
alcalino-térreos). Estos presentan diferentes caracte-
risticas fisicas, quimicas y biolégicas; se encuentran
formando complejos como iones libres o participando
en reacciones redox que resultan potencialmente téxicas
para los organismos.?

Los metales suelen concentrarse en el proceso de trans-
formacién natural de las rocas durante la formacién de los
suelos, pero su concentracién final no rebasa los umbrales
de la toxicidad y se encuentran bajo formas que son muy
poco asimilables por los organismos. Sin embargo, la acti-
vidad humana ha incrementado su contenido en el medio
ambiente de forma accidental o deliberada, por medio de
practicas agricolas o industriales, como la produccién de
estano u otras aleaciones, galvanizaciéon de hierro, con-
feccién de baterias, tubos de televisores y pigmentos, la
industria minera y la lixiviacién de depdsitos naturales.

Ciertos metales de transicién como cobalto, cobre,
niquel y cinc, a concentraciones traza (10 mmol/L),
son esenciales para algunos procesos celulares, ya que
ejercen funciones cataliticas en determinadas reacciones
bioquimicas o en conversiones metabdlicas, actian como
micronutrientes o cofactores enzimaticos, o pueden esta-
bilizar estructuras proteicas.’® Sin embargo, a concentra-
ciones superiores ejercen un marcado efecto citotéxico,
por lo que el mantenimiento de las concentraciones
adecuadas de ellos constituye un factor importante para
lograr la homeostasis celular.!™*

La propia célula presenta frecuentemente para un mis-
mo nutriente mecanismos de adquisicién y exportacion.
Esto esta bien ilustrado en la bacteria Escherichia coli en
la cual se han definido al menos dos sistemas de trans-
porte responsables de la adquisicién de iones Zn(I1)**' y
dos para asegurar la exportacién de su exceso.?%

Muchas células contienen dos tipos de sistemas de
captura de cationes de metales pesados. Uno es rapido
e inespecifico, expresado constitutivamente y utilizado
por una variedad de sustratos. Estos sistemas rapidos
son generalmente dependientes del gradiente quimios-
moético existente a través de la membrana citoplasma-
tica bacteriana. El segundo tipo de sistema de captura
posee una gran especificidad de sustrato, es mas lento
y generalmente utiliza la hidrélisis de ATP como fuente
de energia en adicién al gradiente quimiosmético. Este
sistema consumidor de energia solo se induce en la
célula cuando esta lo necesita, en condiciones nutricio-
nales desfavorables o en alguna situacién metabélica
especial.? Los cationes metalicos Co(II), Ni(II), Zn(II) y
Mn(II), se acumulan rapida e inespecificamente a través
del sistema de captura de magnesio CorA, conocido como
sistema de transporte inorgénico de iones metalicos en las
bacterias Gram negativas,’* arqueas® y Saccharomyces
cerevisiae.’! Ademas, existen otros mecanismos de trans-
porte especificos para esos iones tales como ATPasas tipo
P para el transporte de magnesio que son inducibles,
transportadores ABC para el Mn(Il), el Zn(II) y el Ni(II)
y transportadores quimiosméticos especificos y lentos de
la familia de HoxN para el Ni(II) y el Co(II).3?

Cuando una célula se enfrenta a grandes concen-
traciones de algiin metal pesado que es acumulado por
el sistema inespecifico, el catién del metal pesado es
transportado al citoplasma, a pesar de su elevada con-
centracion, porque estos transportadores inespecificos
son expresados constitutivamente. Por consiguiente,
esta entrada no puede cerrarse. Esta “puerta abierta” es
la primera razén del porqué los iones metélicos pesados
son toxicos.?® Cuando el gen que codifica este sistema
transportador rapido e inespecifico se muta, entonces se
obtienen mutantes que son tolerantes a metales. Por ejem-
plo, los mutantes CorA resultaron tolerantes a Co(I1)*334y
los mutantes Pit resultaron tolerantes a arsenato.?

Una vez dentro de la célula, cuando estos elementos
se encuentran en exceso, pueden formar enlaces coor-
dinados con aniones que bloquean grupos funcionales
de enzimas, inhibir sistemas de transporte, desplazar
metales esenciales desde los sitios nativos de enlace
e interrumpir la integridad de la membrana celular.?
Asi, cationes de los metales pesados pueden interac-
tuar con iones fisiolégicos: el Cd(II) con el Zn(II) o el
Ca(II), el Ni(IT) y el Co(II) con el Fe(II), el Zn(II) con el
Mg(II), inhibiendo sus funciones en la célula. También
tienden a unirse a grupos sulfhidrilo, lo cual origina
la inhibicién de la actividad de enzimas sensibles,?? o
pueden enlazarse al glutation (GSH) en las bacterias
Gram negativas, y dar lugar a la formacién de complejos
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que pueden reaccionar con el oxigeno molecular para
generar bis-glutationato (GS-SG), el catién del metal y
peréxido de hidrégeno.?® Debido a que la reduccién del
GS-SGrequiere la participacion del NADPH y los cationes
metalicos se enlazan inmediatamente a otras moléculas
de GSH, los cationes de los metales pesados provocan un
considerable estrés oxidativo®™ que es, en muchos casos,
la base de su genotoxicidad.04

La acumulacién gradual de cationes metéalicos tanto
en sitios antropogénicos como en ecosistemas naturales,
en adicién a su toxicidad potencial y a la situacién de
“puerta abierta”, han conducido durante la evolucién de
la vida al desarrollo de la homeostasis de metales pesa-
dos. Este fendmeno se debe a un proceso de adaptaciéon
espontanea al medio, debido al desarrollo o adquisicién
de sistemas genéticos que contrarrestan los efectos de
las elevadas concentraciones de iones metdlicos para
la célula.”? Dentro de la amplia diversidad microbiana,
existen microorganismos resistentes y microorganismos
tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan por
poseer mecanismos de detoxificacion codificados gené-
ticamente, constitutivos o inducidos por la presencia del
metal,®®* mientras que los tolerantes son indiferentes
a la presencia o ausencia del elemento. Tanto los mi-
croorganismos resistentes como los tolerantes son de
particular interés como captores de metales en sitios
contaminados, debido a que ambos pueden presentar
la capacidad de extraer estos contaminantes.*

MECANISMOS DE RESISTENCIA A METALES

La resistencia a metales pesados es el resultado de
laintervencién de multiples sistemas con especificidad
de sustrato diferentes, pero que comparten las mismas
funciones. Algunos de estos sistemas estan ampliamente
distribuidos y contribuyen en la defensa elemental de
la célula frente a metales potencialmente daninos, asi
como frente a las especies que estos producen al interac-
tuar con los componentes celulares.*® Otros estan muy
especializados y se encuentran solo en algunas especies
bacterianas, confiriéndoles la capacidad de resistencia
a metales pesados.?*” En Cupriavidus metallidurans
CH34 y Serratia marcescens C-1 se han identificado
la induccién de genes y sobreexpresién y proteinas
relacionados con el estrés oxidativo, en respuesta a
elevadas concentraciones de cobre y cobalto, respectiva-
mente.*®* Estos son hallazgos pioneros en relacién con
los mecanismos celulares requeridos para contrarrestar
los efectos oxidativos de elevadas concentraciones de
metales pesados en el interior celular en bacterias muy
resistentes, por lo que constituye un campo ain por
investigar. Los sistemas desarrollados por las bacterias
para tolerar los efectos nocivos de los metales téxicos son
diversos.? Entre ellos, se encuentran principalmente los
que involucran: i) componentes celulares que capturan
a los iones, neutralizando su toxicidad, ii) enzimas que
modifican el estado redox de los metales o metaloides,
convirtiéndolos en formas menos téxicas, y iii) trans-
portadores ubicados en la membrana que expulsan las
especies nocivas desde el citoplasma celular.1%3?

Captura de iones en la célula bacteriana

La acumulacién y compartimentacién de iones me-
talicos en la célula bacteriana puede ocurrir en la mem-
brana, el espacio periplasmatico y el interior celular. En
ella intervienen polimeros estructurales y extracelulares
que interactiian con los metales atrapandolos dentro de
su estructura (bioabsorcion)® o proteinas que se unen a
los iones metéalicos por los que poseen una gran afinidad,

evitando sus interacciones con otras proteinas esenciales
para el microorganismo.5!

Entre las proteinas periplasmaéticas que capturan
metales se han descrito la proteina de unién a plata SilE>?
y las de unién a cobre, como el sistema CopABCD? y la
proteina CopH.* La chaperona CopZ5%°¢ y la metalotio-
neina SmtA,*%" funcionan como captoras de metales en
el citoplasma celular.

Algunos ejemplos del secuestro de metales en el
citosol resultan muy interesantes, como es el caso de la
acumulacién de uranio por Pseudomonas aeruginosa, el
cual fue detectado solamente en el citoplasma, al igual
que en la levadura S. cerevisiae.?®

Transformaciones mediadas por enzimas

Entre las transformaciones enzimaéticas de los metales
se incluyen la oxidacién, reduccién, metilaciéon y demetila-
cién,’ y estas pueden dar como resultado compuestos poco
solubles en agua o bien compuestos volatiles.

La detoxificacién por reducciéon requiere que el
potencial redox del metal pesado se encuentre entre
el potencial redox de la pareja H,/H* (421 mV) y el po-
tencial redox de la pareja O,/H, (+808 mV) [calculado a
partir de Weast (1984) a 30 °C y pH 7,0], que constituye
el intervalo redox fisiolégico para muchas células aero-
bias. De esta manera, por ejemplo, el Hg(II) (+430 mV),
el arseniato [As(V)] (+139 mV) y el Cu(Il) (+268 mV),
pueden ser reducidos por la célula, pero no asi el Zn(II)
(-1.18 V), el Cd(I1)(-824 mV), el Co(II) (701 mV) y el Ni(II)
(=678 mV).?? Si un metal pesado no puede ser reducido
por las vias celulares o su reducciéon no es conveniente,
entonces el metal puede ser acomplejado o transportado
al exterior celular, o pueden suceder ambos eventos.

La reduccién del Hg(II) a su forma volatil menos
téxica Hg?, por la enzima citoplasmatica mercurio re-
ductasa (junto a la enzima organomercurio liasa en el
caso de los compuestos organomercuriales), ha sido la
mas estudiada debido a la importancia de ese elemento
como contaminante ambiental y al papel primordial de
los microorganismos dentro del ciclo biogeoquimico
del mercurio.®

La enzima cromato reductasa elimina la toxicidad
del Cr(VI) al reducirlo a Cr(III), disminuyendo su solu-
bilidad*$%6! y se encuentra muy bien caracterizada en
Pseudomonas ambigua. Ademdas, se conoce que otras
reductasas celulares pueden también llevar a cabo la
reduccién del cromato, como la DT-diaforasa,’ aldehido
oxidasa,® el citocromo P450% y algunas nitrorreductasas.*

Algunos sistemas de eflujo activo de iones téxicos,
incluyen la transformacién enziméatica mayormente por
mecanismos redox.!” Tal es el caso de la proteina ArsC,
involucrada en el mecanismo de resistencia a arsénico
en bacterias. Esta es una reductasa que convierte el ion
arseniato [As(V)] a arsenito [As(III)],% que constituye el
sustrato del sistema de eflujo de este ion. También se
ha descrito la enzima arsenito oxidasa codificada por
los genes aso, que funciona como donante primario de
electrones en el mecanismo de resistencia a arsenito en
aerobiosis’ y la enzima multicobre oxidasa, CueO, que
protege las enzimas periplasmaticas del dano por unién
a este metal en E. coli.2>%

Expulsion de iones metalicos

La mayoria de los sistemas de resistencia a metales
se basan en el eflujo activo de iones toxicos tales como
los que expulsan iones derivados del cadmio, cobalto,
cobre, niquel, plata, plomo y cinc.®” En este proceso inter-
vienen fundamentalmente tres sistemas diferentes: los
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facilitadores de difusién de cationes (CDF, por sus siglas
en inglés: Cation diffusion facilitator), las ATPasas tipo
P y los transportadores compuestos por miembros de la
familia de resistencia, nodulacién, divisién celular (RND,
por sus siglas en inglés: resistance, nodulation, cell di-
vision) (Fig. 1). Estos aparecen en una gran variedad de
bacterias resistentes a metales pesados,® donde confor-
man una red muy eficiente que asegura la homeostasis
celular y garantiza la supervivencia en ecosistemas con
elevadas concentraciones de metales.®

ATPasas tipo P Las ATPasas tipo P son la defensa béa-
sica contra cationes de metales pesados. Estas ATPasas
constituyen una familia de proteinas de transporte que
son dirigidas por la hidrélisis del ATP. Los miembros
de esta familia se presentan en los tres dominios de la
vida.!’ Sus sustratos son cationes inorganicos tales como
el H(I), el Na(I), el K(I), el Mg(II), el Ca(Il), el Cu(l), la
Ag(D), el Zn(II) y el Cd(II).” Una ATPasa tipo P indivi-
dual importa su sustrato desde el exterior o desde el
periplasma al citoplasma (ATPasa tipo P importadora)
o lo exporta desde el citoplasma al periplasma (ATPa-
sa tipo P exportadora). Respecto a la homeostasis de
metales pesados, este tipo de transportadores pueden
ser importantes por dos razones: primero, los sistemas
de importacién de macroelementos como el del Mg(II)
pueden también importar metales pesados y segundo,
las ATPasas tipo P exportadoras pueden detoxificar los
cationes de metales pesados a través de su eflujo.

En bacterias, la ATPasa tipo P méas estudiada es la
proteina CadA codificada en el plasmido pI258 de Sta-
phylococcus aureus.”™ En el genoma de C. metallidurans
CH34, es notable la presencia de genes que codifican
para 10 ATPasas tipo P que, en conjunto, participan
en la homeostasis o en la resistencia a cadmio, cobre,
plomo y cinc.58

Transportadores de la familia RND. La familia
de proteinas RND fue primero descrita como un grupo
de proteinas de transporte bacteriano involucrado en
la resistencia a metales pesados (C. metallidurans),
nodulacién (Mesorhizobium loti) y divisién celular (E.
coli).” Actualmente, constituye una enorme familia
que incluye siete familias de proteinas que pueden ser
encontradas en los principales reinos de la vida.” En
bacterias y arqueas, los miembros de esta familia estan
involucrados en el transporte de metales pesados, com-

ADP+P

O 0 pO o

puestos hidrofébicos, anfifilicos y factores de nodulacion
y en la excrecion de proteinas (SecDF). En eucariontes,
los miembros de la familia RND transportan esteroles
o sirven como receptores.’™

Adyacentes al gen que codifica una proteina RND se
ubica, por lo general, un segundo gen que codifica para un
miembro de la familia de proteinas de fusién de membrana
(MFP, siglas en inglés: membrane fusion protein).”? Esta
familia ha sido también designada familia de proteinas
de exportacion periplasmatica™ o familia de proteinas
adaptadoras periplasmaéticas.” Ademas de la proteina MIFE,
muchas proteinas RND cooperan con una tercera protei-
na que pertenece a la familia de factores de membrana
externa (OME, por sus siglas en inglés: outer membrane
factor).”"™ Estas tres proteinas forman un complejo que
puede exportar sus sustratos desde el citoplasma, la
membrana citoplasmatica o el periplasma a través de la
membrana externa directamente al exterior;*#! a dife-
rencia de los sistemas de expulsién anteriores, que solo
translocan su sustrato al espacio periplasmatico. Esta
caracteristica hace que sea considerado como el sistema
de resistencia a metales de mayor importancia y com-
plejidad en bacterias. El sistema CzcABC, codificado en
el locus czc del plasmidio pMOL30 de C. metallidurans
CH34, ha sido el ejemplo mejor estudiado de transpor-
tadores RND en bacterias resistentes a metales.?468.

La topologia de algunas proteinas RND ha sido
investigada mediante la fusién a genes reporteros.?8
Son proteinas de mas de 1 000 residuos aminoacidicos
y estan compuestas por dos mitades que son probable-
mente el resultado de una duplicacién inicial de genes
y una posterior fusiéon.” Cada una contiene un gran lazo
periplasmatico de alrededor de 300 residuos aminoaci-
dicos, que es enmarcado por 12 segmentos a-hélices de
transmembrana, TMH I a TMH XII.

Goldberg et al. propusieron un modelo preliminar
que explica el posible funcionamiento de las proteinas
RND (Fig. 1).22 Este modelo explica la exportaciéon de
cationes citoplasmaticos por los sistemas de exportacién
RND y puede ser facilmente adaptado a otras funciones
adjudicadas a estas proteinas. No es relevante si los sus-
tratos acceden a los sitios periplasmaticos de unién de
sustrato desde el citoplasma [como en el caso del Zn(I1)],
desde el periplasma [como en el caso del Cu(I)], o desde
el interior de la membrana citoplasmatica [quizas en el

exterior celular

“pool” citoplasmitico de metales
(libres o enlazados a glutation)

Fig. 1. Prototipos de los principales sistemas de eflujo de iones metdlicos. I) AT Pasas tipo B
II) sistemas RND y III) facilitadores de difusién (CDF). Tomado de Legatzki et al.®®
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caso de los sustratos hidrofébicos para las proteinas de
exportaciéon de compuestos hidrofébicos y anfifilicos
(HAE-RND, por sus siglas en inglés: hydrophobic and
amphiphilic compounds export proteins).5

En todos los casos, un ciclo de protonacién/despro-
tonacién se acopla al proceso de unién del sustrato y
posteriormente se produce la liberacién de este acoplada
a la importacién de protones mediante una reaccién
exergonica. Ademas, la protonacién puede facilmente
cambiar el sitio de unién del sustrato de negativamente
cargado a neutral (proteinas de eflujo de metales pesados
[HME-RND, por sus siglas en inglés: heavy metal efflux
protein family]) o de hidrofébico a hidrofilico (proteinas
HAE-RND).

Facilitadores de difusion de cationes. La familia
de CDF funciona como un filtro secundario de cationes
en bacterias. Las proteinas CDF forman una familia de
transportadores (TC 2.A.4.1.1.2)% que estan presentes en
los tres reinos del arbol de la vida: Archaea, Bacteria y
Eucaria.™ El sustrato primario de las proteinas CDF es
el ion Zn(II) y también pudieran transportar los iones
Co(II), Ni(II), Fe(II) y Cd(II).% El transporte mediado por
los CDF es dirigido por un gradiente de concentracién
quimiosmético, Ay, de pH o de potasio.?”

Todas las proteinas CDF que se han estudiado hasta
el momento en las bacterias estan involucradas en la
resistencia a Zn(II) y otros cationes de metales pesados.
El arquetipo de la familia, CzcD de C. metallidurans
CH34, se describié inicialmente como un regulador de
la expresién del sistema de alta resistencia CzcABC,*
pero también confiere un grado pequeno de resistencia
a Zn(I1)/Co(I1)/Cd(II) en ausencia del sistema de gran
resistencia CzcABC.®® La presencia de CzcD disminuye
la concentracion citoplasmatica de estos metales® que
sirven como inductores de la expresién de los genes czc.®

Usualmente las bacterias contienen muy pocos genes
que codifican CDE. En eucariontes, el nimero de genes que
codifican CDF aumenta en paralelo con la evolucién desde
levaduras a plantas y animales.?

Otros sistemas de exportaciéon de metales pesados:
familia de proteinas CHR, NreB, CnrT

Estos tres sistemas estan asociados a los determinan-
tes de resistencia que permiten a una bacteria sobrevivir
en ambientes especificos de serpentina ricos en niquel,
cobalto y cromato.” Las proteinas similares a ChrA dela
familia de proteinas CHR" detoxifican el anién cromato
mediante su expulsién del citoplasma en un proceso qui-
miosmotico dependiente de la cadena respiratoria.’? Este
sistema se ha identificado en plasmidios de P aeruginosa
y de C. metallidurans.® NreB y CnrT son sistemas de ex-
portacién de niquel. CnrT es un probable transportador
de metales y su gen se encuentra ubicado adyacente al
determinante genético cnrABC de resistencia a niquel,
cobalto y cadmio.”

El locus nre codifica el transportador NreB y se puede
encontrar adyacente al determinante ncc en Achromo-
bacter xylosoxidans 31a* o como parte del determinante
ner en enterobacterias.” El sistema NreB del tipo nce-nre
confiere un bajo nivel de resistencia a niquel en cepas
de Ralstonia sp. y E. coli.”® Este locus fue descrito por
Grass et al.” como el primer ejemplo de la familia MFS
(MFS, por sus siglas en inglés: major facilitator super-
family) que cataliza el transporte de iones metalicos
acoplado a un gradiente quimiosmotico. Recientemente,
se ha descrito la presencia del determinante ncrABC
de resistencia a niquel y cobalto en Klebsiella oxytoca
CCUG 15788°" (NCBI: AY492000), Hafnia alvei 5-5,% Se-
rratia marcescens C-1*99 y Leptospirillum ferriphilum

UBKO03.1 Este determinante codifica las proteinas NcrA,
NerB y NerC siendo NerA una proteina del tipo NreB y
componente central de transporte de niquel y cobalto.
NecrC de S. marcescens C-1 es una proteina de captura
de cobalto y niquel por lo que esta capacidad pudiera
ser aplicada en el disenio de sistemas de bioacumulacién
para el saneamiento de sitios contaminados con estos
metales pesados.”

DETERMINANTES DE RESISTENCIA A METALES
PESADOS Y SU LOCALIZACION GENETICA

Los determinantes genéticos que codifican las pro-
teinas involucradas en los mecanismos de resistencia
a metales, se encuentran generalmente localizados en
el cromosoma bacteriano, en elementos méviles como
plasmidios o transposones o en ambos (Tabla 1).101.102

Los determinantes plasmidicos que confieren resis-
tencia a metales, poseen una gran especificidad, compa-
rable con la que presentan los productos codificados por
otros genes que intervienen en el metabolismo celular,'®
y constituyen sistemas inducibles en la mayoria de
los casos.'* Hasta el momento, se han descrito genes
de resistencia a plata, arsénico, cadmio, cromo, cobre,
mercurio, niquel, plomo, antimonio y cinc localizados
en plasmidios.!%3105.1% Fin algunos casos, estos presentan
un elevado peso molecular, como los megaplasmidios
pMOL28 (163kb) y pMOLS30 (238kb) de C. metallidurans
CH34," y pTOMS (340kb) y pTOMS9 (200kb) de A. xylos-
oxidans 31a' (Tabla 1).

Estos hallazgos son de vital importancia ya que los
plasmidios generalmente confieren resistencia a eleva-
das concentraciones de metales'” y pueden moverse fa-
cilmente de una célula a otra por transmisién horizontal
de material genético, de modo que contribuyen consi-
derablemente en la adaptacién a corto plazo de las co-
munidades microbianas en ambientes contaminados.!!1
Los estudios de Smets et al.!!! corroboran esta hipétesis,
pues demostraron que en comunidades microbianas de
sedimentos, la retencién o transferencia de plasmidos
ex6genos se incrementd al aumentar la exposicién de
estas a concentraciones superiores de metales.

El ejemplo més conocido de determinantes de resis-
tencia a metales localizados en transposones es el locus
mer''? presente en los megaplasmidios de C. metallidu-
rans (pMOL30 contiene el transposén Tn4380, y pMOL28
contiene el transposén Tn4378), que en ambos casos
confieren un bajo nivel de resistencia a mercurio.*>!

Los determinantes cromosomales de resistencia a
metales (Tabla 1), son en algunos casos muy similares
a los plasmidicos, como los que confieren resistencia-
Ni(II) de A. denitrificans 4a-2, que mostraron una gran
homologia con los del plasmidio pMOL28 de C. metalli-
durans, al ser transferidos a las cepas conjugantes H16,
G29 y AE104.'"* Se ha comprobado que algunos genes
de resistencia a metales localizados en el cromosoma
pueden complementar a los plasmidicos, como los genes
cadA y zntA del cromosoma de C. metallidurans, los
cuales codifican ATPasas de tipo P, que contribuyen al
eflujo de Zn(Il) y Cd(II) llevado a cabo principalmente
por el sistema de eflujo czcABC, codificado en el plas-
midio pMOL30. Otros, como los de resistencia a Ni(II)
en K. oxytoca, se han clonado en E. coli y Citrobacter
freundii. 115116

La existencia de genes de resistencia a metales en
el cromosoma, soporta la hipétesis de que este caracter
se ha convertido en vital para algunas bacterias. Este
fenémeno es muy frecuente en aislamientos realizados
en zonas muy contaminadas por largos periodos de
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Tabla 1. Determinantes genéticos de resistencia a metales en bacterias.

Metal al que
Determinante confiere
genético resistencia Localizacién Cepa bacteriana Mecanismo involucrado
As(V), As(I1I), - 117118 Reduccién enzimatica de arseniato a arsenito
Sb(IID). pRT773. E. coli. (ArsC).
ars. Expulsién de arsenito y antimonio mediante
ANl 65,119,120
arsénico. pI258. S. aureus. ATPasa tipo P (ArsA/B ).
Cd(II), Zn(II). | pI258. S. aureus. 571,119,120
cad. Expulsién mediante ATPasa tipo P (CadA).
CdI), Zn(I). | Cromosoma. | C. metallidurans.®
C. metallidurans Eflujo mediante proteina de membrana
chr. Cr(VI). pMOL28. CH34 60121 (ChrA).
Expulsion mediante transportadores
. . del tipo RND asociados a proteinas MFP
cn (Z:E((IIII)) NidD, | sMorL2s. Cinetallidurans | y OMF(CnrABO).
: : Expulsion mediante transportador tipo CDF
(CnrT).
pPT23D. P syringae pv.
tomato.™" Oxidacién mediante una enzima multicobre
Cromosoma Xanthomonas oxidasa (CopA).
cop. Cu(l). * | campestris.'®
. Expulsién mediante ATPasa tipo P (CopF).
pMOL30. (éﬁngztg Egﬁd“m”s Actividad oxidorreductasa (Copl) y multicobre
: oxidasa (CopA).
Expulsion mediante transportadores
del tipo RND asociados a proteinas MFP
cxe Cd(ID), Zn(ID), MOL30 C. metallidurans y OMF(CzcABC).
’ Co(II). p : CH34.2469,121.123.125,131133 | Fxpulsion mediante transportador tipo CDF
(CzcD).
Expulsion mediante ATPasa tipo P (CzcP).
C. metallidurans Expulsién mediante ATPasa tipo P (PbrA)
pbr. Pb(ID). PMOL30. CH34.%» y captura intracelular (PbrD).
pMOL28. Proteinas de unién periplasmatica (MerP),
(Tn4378). C. metallidurans transporte al interior celular (Mer T) y
He(D) pMOLS30. CH34. 13,134 reduccion enzimética de Hg (II) a Hg(0)
mer. gL (Tn4380). en el citosol (MerA).
Cromosoma C. metallidurans
© | CH34.1%
Co(II), Ni(IT A. xyl d;
nee Cg((II)), 1D, pTOMDO. 3 ljf%ﬁ,?floxy ans Expulsion mediante transportadores
’ : : del tipo RND asociados a proteinas MFP
CdII), Zn(II), pGOE2 C. metallidurans y OMF(NccABC).
Co(II), Ni(II). ’ KTO2.14
A. xylosoxydans
pTOMS9. 31A%6,114 Y . ., . .
nre Ni(ID) : Eflujo del catién mediante una proteina
’ ’ GOE2 C. metallidurans de la familia MFS (NreB).
p : KTO2.1
. . Enterobacter sp. Eflujo del cation mediante las proteinas NrpA
nrp. Ni(II). pNil5. Nil5.136 y NrpB.
Expulsién mediante transportadores
del tipo RND asociados a proteinas MFP
MG101 Salmonella y OMF(SilCFBA).
b : Sp. 137138 Secuestro mediante la proteina
sil. Ag(D). periplasmatica de unién a plata (SilE).
Expulsién mediante ATPasa tipo P (SilP).
Expulsién mediante transportadores
pMOLS30. C. metallidurans.*” | del tipo RND asociados a proteinas MFP
y OMF(SilCBA).
Captura (PcoE, PcoC ) y oxidacién (multicobre
pco. Cu(l). pRJ1004. E. coli. 13914 oxidasa PcoA),mediante proteinas
periplasmaéticas.
cue. Cu(ID). Cromosoma. | E. coli 14414 Enzima multicobre oxidasa (CueO).

Expulsién mediante ATPasa tipo P (CopA).

(Continua en la pagina siguiente.)
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Tabla 1 (Continuacién de la pagina anterior.)

Metal al que
Determinante confiere
genético resistencia Localizaciéon Cepa bacteriana Mecanismo involucrado
Zn(IT), Co(I). | Cromosoma. | S. aureus. s g%(z%léflon mediante transportador tipo CDF
nt. Zn(II), Cd(II). | Cromosoma. angitg tidurans Expulsion mediante ATPasa tipo P (ZntA).
Expulsiéon mediante transportador tipo CDF
%lrol((%g’ Cddn, Cromosoma. | E. coli.? (ZitB).
’ Expulsion mediante ATPasa tipo P (ZntA).
Cu(Il). Cromosoma. gﬂngztglligumns Expulsion mediante transportadores
cus : del tipo RND asociados a proteinas MFP
) ) y OMF(CusCBA).
Cu(D), Ag@D. | Cromosoma. | E. coli.""* Unién del metal a proteinas (CusF).
cup. Cu(II). Cromosoma. angitg ﬁodumns Eflujo mediante ATPasa tipo P (CupA).
K. oxytoca CCUG . . . . .
nir. Ni(D. Cromosoma. | 15788.M116 (NCBL: E;l‘f{?p%eﬁﬂcbf‘g)onI{I‘}fglgget}gso %&gnas NirA
AY492000). Y '
H. alvei 5-5.%
S. marcescens Eflujo del catién mediante una proteina
ner-nre. Ni(II), Co(II). | Cromosoma. | C-1.499 de la familia MFS (NreB).
L. ferriphilum Captura del metal (NcrC).
UBKO03.1%

tiempo. En contraste, la resistencia a metales codificada
en plasmidios se ha encontrado en bacterias que habi-
tan ecosistemas ocasionalmente contaminados con el
metal, por lo que dicho caracter en esos casos, pudiera
no ser esencial para los microorganismos,'’ sino que se
le otorga un importante valor adaptativo.

INTERACCION MICROORGANISMO-METAL Y PO-
SIBLES APLICACIONES

El conocimiento sobre los mecanismos de resisten-
cia a metales pesados y especialmente, su regulaciéon
ha constituido un impulso para la investigacién en el
campo de la ecologia microbiana y en la biotecnologia
ambiental. Las interacciones metal — microorganismos
han sido estudiadas en el contexto de la biotecnologia
ambiental, con el objetivo de implementar métodos de
remocién, recuperacion o detoxificacién de metales pe-
sados y radionuclidos.?®! Los microorganismos pueden
realizar dos posibles transformaciones que dependen del
estado de oxidacién del metal y de la especie que esté
conformando. La primera corresponde a la movilizacién
del metal (biolixiviacién) y la segunda a la inmoviliza-
cion de este.*® Las propiedades de los microorganismos
resistentes o tolerantes o ambos pueden ser empleadas
en mecanismos de inmovilizacién de metales pesados que
incluyen: biosorcién, bioacumulacién, biomineralizacién,
biotransformacién y quimisorcion.

En el presente, los efluentes industriales contami-
nados con metales pesados son tratados principalmente
por métodos quimicos, tales como: oxidacién, reduccion,
intercambio iénico, filtracién, tratamiento electroqui-
mico o tecnologias de membrana y recuperaciéon por
evaporaciéon. Estos métodos son parcialmente efectivos y
su implementacién muy costosa, especialmente, cuando
las concentraciones de metales son bajas.’®>1% La alter-
nativa del empleo de biosorbentes microbianos para
la remocién y recuperaciéon de metales téxicos a partir

de efluentes industriales resulta un método eficiente y
menos costoso, que puede actuar como suplemento o
sistema de pulimiento para los procesos existentes.!?+1%

La capacidad de remocién de metales de los microor-
ganismos que incluyen bacterias, microalgas y hongos,
es superior a la de los métodos convencionales y la adqui-
sicién, remocion de los metales puede ser selectiva.!96-1%8
Las células microbianas pueden también utilizarse con
costos muy bajos en procesos de fermentacién indus-
triales asi como en plantas biolégicas de tratamiento de
aguas residuales.’

En las ultimas décadas, la resistencia bacteriana a
metales pesados, sus mecanismos y determinantes ge-
néticos, han recibido especial atencién debido a que las
cepas resistentes pueden utilizarse como una alternativa
en la detoxificacion de ecosistemas contaminados por
estos agentes.'® Existen tres areas fundamentales de
aplicacion de los determinantes genéticos de resistencia
a metales pesados en la Biotecnologia: 1) incorporacién
de los determinantes de resistencia desde un organismo
a otro que seria utilizado en bioprocesos relacionados con
metales pesados, 2) bioextraccién de metales estraté-
gicos, preciosos o radiactivos, directamente desde los
minerales o por recobrado de metales desde efluentes
de procesos industriales y 3) restauracién de ambien-
tes contaminados con metales.3?

Las aplicaciones industriales de las bacterias resis-
tentes a metales y sus genes, también incluyen el uso
de biosensores para el control de la concentraciéon de
metales en una gran variedad de sustratos y suelos,??
el desarrollo de biorreactores para remover metales
pesados desde efluentes contaminados o suelos,*® bio-
aumento® y fitorremediaciéon.” Por ejemplo, una cepa
recombinante de C. metallidurans CH34 que expresa
un gen para una metalotioneina de ratéon se utiliz6 éxi-
tosamente para inmovilizar metales en suelos y llevar a
cabo su reforestacién. 151161
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Los marcadores de resistencia a metales pesados
con un amplio rango de hospederos para su expresion,
son uUtiles para la manipulacién genética de cepas de
Pseudomonas disenadas para ser liberadas en el medio
ambiente.’ Un amplio rango de expresién del deter-
minante ncc-nre fue confirmado por Dong et al.,® al
encontrar resistencia a niquel asociada a la presencia de
este en Comamonas spp., Sphingobacterium heparinum,
flavobacterias y en bacterias Gram positivas relaciona-
das con Arthrobacter spp.

Labiosorcién es un fenémeno ampliamente estudia-
do en la biorremediacién de diversos metales pesados
como el Cd(II), Cr(II), Pb(II), Ni(II), Zn(II) y Cu(II).163165
Los microorganismos utilizados como biosorbentes,
aislados a partir de ecosistemas contaminados, retienen
los metales pesados a intervalos de tiempo relativamente
cortos al entrar en contacto con las disoluciones de los
metales. Esto minimiza los costos en un proceso de re-
mediacioén, pues no requiere el agregado de nutrientes
al sistema porque el microorganismo no requiere de un
metabolismo activo. La biomasa capaz de participar en
estos procesos es facilmente extraible de los sistemas
acuosos por lo que la biorremediacién seria rentable. Es
por ello que la busqueda de este tipo de microorganis-
mos se encuentra en crecimiento constante, junto con el
estudio de sistemas biosorbentes como por ejemplo, la
utilizacién de consorcios microbianos, o sistemas mixtos
formados por microorganismos y macromoléculas (poli-
meros) sorbentes, que incrementarian los rendimientos
en la captacién de mezclas de metales pesados.!66:167

La bioacumulacién es un mecanismo celular que
involucra un sistema de transporte de membrana que
internaliza al metal pesado presente en el entorno celular
con gasto de energia. Este consumo energético se genera
a través del sistema H*-ATPasa. Una vez incorporado
el metal pesado al citoplasma, este es secuestrado por
proteinas ricas en grupos sulfidrilos llamadas metalo-
tioneinas (MT) o también puede ser compartimentado
dentro de una vacuola, como ocurre en hongos.5

Los métodos que se aplican en la actualidad para la
remocién de Ni(II) desde residuos liquidos incluyen la
biosorcién con algas y la precipitacién quimica. Ambos
métodos son sensibles a las condiciones ambientales,
como: pH, fuerza iénica y la presencia de ligandos or-
ganicos e inorganicos. La biosorcién y la precipitacién
presentan baja especificidad en el enlazamiento a meta-
les y la precipitaciéon quimica es efectiva solamente en
elevadas concentraciones de metales.!® Por otro lado, las
propiedades mas importantes de las técnicas de sanea-
miento de ambientes contaminados con metales median-
te el empleo de sistemas biolégicos son flexibles para la
manipulacién de un amplio intervalo de variables fisico
quimicas en los efluentes, la selectividad para remover
solamente los metales deseados y la efectividad en los
costos.'® Los organismos modificados genéticamente
permiten la introduccién en la célula de propiedades
utiles para lograr alguno de estos criterios. Este procedi-
miento ha sido utilizado para la construcciéon de células
con aplicacion en la biorremediaciéon de Hg(I).'™

Un sistema transportador muy especifico para Ni(II),
NixA, se identificé en Helicobacter pylori.'™ El producto
del gen nixA es una proteina integral de membrana
de 37 kDa que consiste de ocho dominios transmem-
brana que tienen una afinidad elevada para el Ni(II)
con una constante de disociaciéon de 11,3 nmol/L .'"? La
cepa Escherichia coli JM109 fue modificada mediante
ingenieria genética para expresar simultdneamente el
sistema de transporte de Ni(II) codificado por el gen nixA

y sobreexpresar una metalotioneina (MT) de guisante
fusionada al extremo carboxilo de la enzima glutatiéon
—S-transferasa.'” Las MTs son proteinas de unién a
metales de bajo peso molecular que poseen abundantes
residuos de cisteina en su estructura primaria.'™!™ Estas
se encuentran en muchos organismos eucariontes donde
se inducen como respuesta a elevadas concentraciones
de metales pesados y son capaces de enlazar una varie-
dad de ellos.””

CONCLUSIONES

La presencia de elevadas concentraciones de metales
pesados en sitios antropogénicos o ecosistemas natura-
les, representa una presion selectiva permanente, re-
calcitrante y ampliamente distribuida, con importancia
medioambiental, que ha contribuido al surgimiento y
dispersion de nuevos genotipos microbianos que deter-
minan la resistencia a metales. La bisqueda de nuevas
cepas microbianas potencialmente resistentes frente
a cada vez mayores concentraciones de estas especies
téxicas, ha abierto el camino al descubrimiento de
nuevas tecnologias basadas en el empleo de microorga-
nismos resistentes para el saneamiento ambiental. Los
determinantes de resistencia a metales poseen un gran
numero de aplicaciones en este campo, que incluyen el
uso de biosensores para el control de las concentraciones
de metales pesados en muestras ambientales, la cons-
trucciéon de biorreactores para el recobrado de metales de
efluentes contaminados y la descontaminacion de los sue-
los mediante las técnicas de fitorremediacion, entre otras.

Por otra parte, el desarrollo vertiginoso en el conoci-
miento de los genomas de microorganismos resistentes
a metales, ha permitido una mejor comprensién de los
mecanismos moleculares que les permiten sobrevivir en
estos ecosistemas contaminados a la vez que presupone
disponer de herramientas que permitan comprender la
relacién entre la expresiéon de los genes involucrados
en estos mecanismos y la solucién a los problemas bio-
légicos. Alin queda mucho por estudiar en lo referido
a la resistencia bacteriana a metales. El conocimiento
actual acerca de este tema constituye un punto de partida
importante que marca las pautas de las futuras investi-
gaciones, que deberan encaminarse tanto al aislamiento
de nuevas cepas autdctonas resistentes a metales en
ecosistemas naturales y sitios antropogénicos, como al
esclarecimiento de los mecanismos genéticos y molecu-
lares responsables de estas capacidades.
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