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RESUMEN

Las bacterias presentes en ambientes contaminados
con arsénico son capaces de resistir esta presion
ambiental y adaptarse mediante mecanismos de resis-
tencia, lo que involucra, entre otros, la oxidacion y/o
reduccion del metaloide. El objetivo del presente tra-
bajo fue investigar las propiedades redox en bacterias
tolerantes a arsénico, aisladas de sedimentos natura-
les. Los sedimentos se obtuvieron del rio Camarones
(I regién, Chile). Las muestras se incubaron en medio
mineral durante 7 dias, a temperatura ambiente.
Diluciones apropiadas fueron sembradas en agar R2A
e incubaron a 25 °C, hasta 7 dias. Los niveles de tole-
rancia para cada metal se determinaron mediante dilu-
cion seriada en placa. La propiedad de oxidar o redu-
cir arsénico se investigé mediante nitrato de plata. Los
resultados muestran la presencia de bacterias resis-
tentes a arsenito y arseniato, con niveles de tolerancia
> 8mM. El 36,84% de las cepas aisladas de sedimen-
tos ricos en arsénico presentaron actividades reduc-
toras (>50%). En cambio, en bacterias aisladas de sedi-
mentos con bajas concentraciones del metaloide, la
actividad reductora varié entre un 10% y 25%. Se pue-
de concluir que la presencia de arsénico selecciona
bacterias con la capacidad de tolerar concentraciones
altas de arsénico a través de la transformacion de As(V)
en As(lll).

Palabras claves: Tolerancia a arsénico. Oxidaciéon de
arsenito. Reduccion de arseniato.

SUMMARY

The bacteria in environments contaminated with arsenic
are affected, surviving those microorganisms that are
capable of resisting this environmental pressure and to
adapt by means of arsenic-resistance mechanisms: the
oxidation and reduction of the metalloid. The aim of the
work was to investigate the properties redox in arsenic-
tolerant bacteria isolated from natural sediments. The sedi-
ments were obtained from Camarones river (I region, Chile).
The samples were incubated in mineral media for 7 days,
to environment temperature, with agitation. Appropriate
dilutions of the samples were sowed in agar R2A and incu-
bated to 25 °C, up to 7 days. The tolerance levels for As(lll)
and As (V) were determined by dilution plate. The pro-
perty of As- oxidizing or As-reducing of the selected bac-
teria was investigated using nitrate of silver. The results
show the presence of As- resistant bacteria with toleran-
ce levels to >8mM. We found that 36,84% of the bacteria
isolated from arsenic-rich sediments presented arsenia-
te reductase activity bigger than 50%. On the other hand,
in bacteria isolated from sediments with low concentra-
tions of the metalloid, arseniate reductase activity chan-
ge among 10% and 25%. This indicated the arsenic selects
bacteria witch tolerated high concentrations of arsenic
across the transformation of As(V) en As(lll).

Key word: Arsenic tolerance. Arsenite oxidation. Arsenate
reduction.
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RESUM

Els bacteris presents en ambients contaminats amb
arseénic son capaces de resistir aquesta pressié ambien-
tal i adaptar-se mitjangant mecanismes de resistén-
cia, el que involucra, entre d’altres coses, I’oxidacio i/o
reduccié del metal-loide. L’objectiu del present treball
és investigar les propietats redox en bacteris tolerants
a l’arsénic, aillades de sediments naturals. Els sediments
s’han obtingut al riu Camarones (Il regio, Xile). Les mos-
tres s’incuben en medi mineral durant 7 dies, a tempe-
ratura ambient. Es sembren dilucions apropiades en
agar R2A i s’incuben a 25°C fins a 7 dies. Els nivells de
tolerancia per a cada metall es determinen mitjancant
dilucié seriada en placa. La propietat d’oxidar o reduir
arsénic s’investiga emprant nitrat de plata. Els resultats
mostren la preséncia de bacteris resistents a arsenit i
arseniat, amb nivells de tolerancia > 8mM. El 36,84% de
les soques aillades de sediments rics en arsénic pre-
senten activitats reductores (>50%). Per contra, en bac-
teris aillats de sediments amb baixes concentracions
del metal-loide, ’activitat reductora varia entre un 10%
i un 25%. Es pot concloure que la preséncia d’arsénic
selecciona bacteris amb la capacitat de tolerar con-
centracions altes d’arsénic a través de la transforma-
cié d’As(V) en As(lll).

Mots clau: Tolerancia a arsénic. Oxidacié d’arsenit.
Reduccié d’arseniat.

INTRODUCCION

El arsénico es un metaloide téxico que se distribuye exten-
sa, pero irregularmente a nivel de atmosfera, hidrosfera,
suelos, sedimentos y organismos vivos (Cullen & Reimer,
1989). Las fuentes naturales de arsénico ambiental inclu-
yen el volcanismo, la actividad hidrotérmica y la erosién
de rocas sedimentarias e igneas (Kulp et al. 2004). La accion
antropogénica, por su parte, constituye una segunda fuen-
te de arsénico en el medio; mediante el uso de compues-
tos quimicos agricolas, como pesticidas y herbicidas; pre-
servativos para madera; materiales colorantes y residuos
de la fundicion y explotacion minera.

En ambientes naturales, el arsénico inorganico, existe prin-
cipalmente en dos estados: reducido, bajo la forma de
arsenito, como As(lll), u oxidado, como [As(V)], en forma
de arseniato. Ambos estados son toxicos para la mayoria
de los organismos. El arsenito, interfiere con los grupos
sulfhidrilo de los aminoacidos, pudiendo interrumpir la
estructura de la proteina; mientras que el arseniato, como
analogo del fosfato (POY), puede alterar una variedad de
procesos celulares que implican su utilizacién (Tamaki &
Frankenberger, 1992).

Los microorganismos han desarrollado diversos meca-
nismos de resistencia y detoxificacion para el arsénico, los
cuales se basan principalmente en la reduccién y oxida-
cién del metaloide.

El objetivo del trabajo fue Investigar las propiedades redox
en bacterias resistentes a arsénico, aisladas desde sedi-
mentos naturales del rio Camarones, | Region.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas fueron aisladas desde sedimentos
provenientes del rio Camarones, | region, Chile (19°05’ S
70°04’ W) e incubadas en medio mineral durante 7 dias, a
temperatura ambiente, con agitaciéon (Macur et al. 2004).

Diluciones apropiadas de las muestras se sembraron en
agar R2A y se incubaron a 25 °C hasta 7 dias. Para su man-
tenimiento se prepararon cultivos en medios liquidos y gli-
cerol (50%) y se mantuvieron a -70°C.

Identificaciéon bacteriana

Las bacterias aisladas se caracterizaron de acuerdo a su
afinidad tintorial mediante la tincién de Gram. Los bacilos
Gram negativos se identificaron de acuerdo a la presen-
cia de oxidasay propiedades bioquimicas.

Niveles de tolerancias a arsénico

Los niveles de tolerancia se determinaron mediante la téc-
nica de dilucién seriada en placa (NCCL, 1992). Se utiliz6
agar Luria adicionado de concentraciones variables de
arsenito de sodio o arseniato de sodio, entre 0.1 y 8 mM.
Cada una de las placas se inoculé con diluciones apro-
piadas de cultivos bacterianos de 24 h de incubacion. Como
control, se inocularon placas con Agar Luria, sin arsénico.
Las placas se incubaron a 25 °C durante 24 a 48 h y se
observé la presencia de desarrollo bacteriano. (Muller et
al. 2003).

Transformaciones redox

Las cepas bacterianas seleccionadas se cultivaron en cal-
do Luria a 25 °C, hasta obtener una densidad éptica entre
0.4-0.6 a 600 nm. 1 ml del cultivo fue centrifugado a 1500
rpm durante 10 min. El pellet fue lavado dos veces con
medio mineral y resuspendido en 1 ml del mismo medio.
100 ul de la suspension se traspasé a un tubo eppendorf
con 400 ul de medio mineral (pH 7.0) adicionado con As(lll)
o As(V), 2mM, respectivamente. Luego de incubar a 25 °C
durante 24h se agreg6 a cada tubo 100 ul de AgNO; 0.1 M,
preparado al momento de su uso. Los resultados obteni-
dos fueron comparados con un estandar descrito por
Simeonova et al. (2004).

RESULTADOS

En este estudio se aislaron 27 cepas bacterianas selec-
cionadas desde sedimentos naturales, 8 cepas prove-
nientes de sedimento del rio Lauca, utilizadas como con-
trol debido a que presenta bajos niveles de arsénico
(90-100 ugL™) y 19 cepas aisladas de sedimento del rio
Camarones, zona con altas concentraciones del metaloi-
de (1100 ugL™).

Las cepas bacterianas, provenientes de sedimento del rio
Lauca, fueron identificadas como bacilos Gram negativos,
no fermentadores, oxidasa positivos, pertenecientes al
género Pseudomonas (100%). Las aisladas de muestra de
sedimento del rio Camarones, correspondieron a bacilos
Gram negativos fermentadores, oxidasa negativo (81%) y
no fermentadores, oxidasa positivo (19%). Los fermenta-
dores se identificaron como especies de la familia
Enterobacteriaceae y del género Enterobacter y Klebsiella.
Los no fermentadores, se identificaron como especies
correspondientes al género Pseudomonas.

A cada una de las cepas seleccionadas se les determi-
naron los niveles de tolerancia a arsenito y arseniato.
Las cepas bacterianas aisladas del rio Lauca, presen-
taron niveles de tolerancia de 2mM y 4mM para As (lll) y
As (V), respectivamente (Tabla I), mientras que las ais-
ladas del rio Camarones muestran niveles de tolerancia
de 6mM y >8mM, para As (lll) y As (V) respectivamente
(Tabla II).
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TABLAI

Niveles de tolerancia a arsénico de 8 cepas
bacterianas aisladas desde sedimento del rio Lauca

(I Region, Chile).

Niveles de tolerancia (mM)

Cepas As(lll) As(V)
LC1 1.0 2.0
LC4 1.0 2.0
LC5 1.0 2.0
LC6 1.0 2.0
LC7 1.0 2.0

LC10 1.0 2.0
LC11 1.0 2.0
LC12 1.0 2.0

Al estudiar las propiedades oxidantes y/o reductoras de
las cepas bacterianas ensayadas, se encontré que las bac-
terias aisladas del sedimento del rio Lauca no presenta-
ron actividades oxidantes y la actividad reductora fue muy
bajas, entre 0 y 10% (Tabla Ill). De 19 bacterias, aisladas
del sedimento del rio Camarones, sector lllapata, 7 mos-
traron una actividad reductora parcial, la que vario entre
el 50 y 75% y 12 cepas presentaron una débil actividad
reductora, entre 10 y 25% (Tabla IV).

TABLAII
Niveles de tolerancia de 19 cepas bacterianas aisladas desde sedimentos del rio Camarones ( | Region ).
Niveles Tolerancia (mM) Niveles Tolerancia (mM)

Cepas As(l11) As(V) Cepas As(lll) As(V)
1A1 >8.0 >8.0 1A12 >8.0 >8.0
1A2 >8.0 >8.0 HA1 >8.0 >8.0
1A3 >8.0 >8.0 HA2 >8.0 >8.0
1A4 >8.0 >8.0 HA3 6.0 >8.0
1A5 >8.0 >8.0 HA5 4.0 >8.0
1A6 >8.0 >8.0 HA7 6.0 >8.0
1A8 6.0 >8.0 HA8 6.0 >8.0
1A9 >8.0 >8.0 HA10 4.0 >8.0

1A10 6.0 >8.0 HA11 >8.0 >8.0
Al1 6.0 >8.0

TABLA

Deteccion de actividad arsenito-oxidante y arseniato-reductora de bacilos Gram negativos aislados
de sedimento del rio Lauca, | regién, Chile.

Numero de cepas arsenito oxidante

0-10 10-25 25-50 50-75 75-90 90-100
Incubaciéon
Con As(lll)
8 +
Numero de cepas
Arseniato reductasa
0-10 10-25 25-50 50-75 75-90 90-100
Incubacion con As(V)
4 +
4 +
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TABLA IV

Deteccién de actividad arsenito-oxidante y arseniato-reductora de bacilos Gram negativos aislados
de sedimento del rio Camarones, | region, Chile.

Numero de cepas arsenito oxidante
0-10 10-25 25-50 50-75 75-90 90-100
Incubacion
Con As(lll)
19 +
Numero de cepas
Arseniato reductasa
0-10 10-25 25-50 50-75 75-90 90-100
Incubacion con As(V)
1 + +
6 +
8 +
4 + +
DISCUSION lacion del sistema de transporte de fosfato (pit), produ-

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que, los
niveles de tolerancia a arsénico de las bacterias aisladas
de muestras de sedimentos del rio Camarones, en com-
paracion, con los niveles de tolerancia de bacterias aisla-
das desde sedimentos del rio Lauca son mayores (>8mM).
Las bacterias aisladas de sedimento del rio Lauca, serian
sensibles al arsénico, en cambio las aisladas de sedimen-
to del rio camarones serian resistentes a arsénico, de acuer-
do al criterio utilizado por Saltikov y Olson (2002). Estos
resultados estan de acuerdo con lo informado por otros
autores, donde se demuestra que la presencia del meta-
loide selecciona bacterias resistentes (Muller et al. 2003).
En este caso el arsénico estaria ejerciendo una presion
selectiva, lo que implica la expresion de genes de resis-
tencia que permiten transformar el metal y de esta mane-
ra pueden sobrevivir las bacterias mas resistentes
(Oremland & Stolz, 2003).

La mayoria de las bacterias fue identificada como bacilos
Gram negativos pertenecientes a la familia Enterobac-
teriaceae. La aparente ubicuidad de bacterias entéricas,
As(V) resistentes, sugiere que la resistencia fisiologica pue-
de jugar un rol significativo en el fenotipo observado
(Saltikov and Olson, 2002).

Los mecanismos de resistencia para arsénico, descritos
en bacterias Gram negativas, involucran la oxidacién y/o
reduccion (propiedades redox) del metaloide (Jackson y
col. 2003). Al investigar las propiedades redox, se encon-
tré que el 36.84% de las bacterias aisladas de sedimen-
tos ricos en arsénico, presentaron actividad reductora. En
cambio, en las bacterias aisladas de sedimentos, con bajas
concentraciones de arsénico, no se detectaron activida-
des oxidantes ni reductoras, lo que indicaria que proba-
blemente estas bacterias podrian presentar otros meca-
nismos de resistencia (Silver & Phung, 2005). Como el As(V)
es estructuralmente similar al fosfato, en E.coli el As(V) es
captado a través del sistema transportador de fosfato
(Willsky and Malamy, 1980). En bacterias Gram negativas,
el sistema ars, reduce a As(lll) el As(v) intracelular. El As(lll)
es bombeado fuera de la célula por la bomba unida a mem-
brana ArsAB. Alternativamente, fisiol6gicamente aumen-
ta el As(V) como resultado de una disminucién en la regu-

ciéndose una disminucién en la captacién de As(V) y por
ende una insensibilidad a la toxicidad del As(V) ((Saltikov
and Olson, 2002).

Diversos autores sefalan que en sedimentos anoxicos,
suelos y sistemas acuaticos subsuperficiales, la reduccién
de As(V) es uno de los procesos de resistencia mas impor-
tante para los microorganismos. En el caso de ambientes
ricos en arsénico, la reduccion del arseniato, puede repre-
sentar un aceptor terminal de electrones para la minerali-
zacion de carbono organico (Oremland et al., 2000).
Niggemyer et al. (2001), informaron que en bacterias, ais-
ladas de sedimentos ricos en arsénico, predominaban
aquellas cepas bacterianas con capacidad de relacionar
el crecimiento con la reduccién de As(V) a As(lll). Por el
contrario, la oxidacién de As(lll) a As(V), genera la mitad
de la energia producida por la oxidacion de lactato en la
reduccion de arseniato, de manera que un grupo reduci-
do de bacterias utilizarian este mecanismo para favore-
cer su crecimiento.

Esto explicaria el hallazgo de un mayor nimero de cepas
bacterianas reductoras en los sedimentos del rio Camarones.
Las propiedades redox que presentan las bacterias, tie-
nen relacién con la detoxificacion del metaloide y proba-
blemente estarian jugando un rol en la especiacién quimi-
ca del arsénico en el ambiente.

CONCLUSIONES

La presencia de arsénico selecciona bacterias con la capa-
cidad de tolerar concentraciones altas de arsénico a tra-
vés de la transformacion de As (V) en As (lll). La capaci-
dad de estas bacterias, de oxidar o reducir arsénico, es
un proceso de detoxificaciéon potencialmente (til para la
descontaminaciéon de aguas residuales y otros desechos
contaminados con arsénico.
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