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I. RESUMEN. 

El cromo hexavalente es un contaminante ambiental peligroso y altamente soluble, su 

detoxificación puede llevarse a cabo mediante su reducción a Cr(III), el cual es menos tóxico e 

insoluble a pH neutro. Diversos microrganismos poseen la capacidad de llevar a cabo dicha 

reducción y representan una alternativa tecnológica limpia y más económica a los métodos 

fisicoquímicos tradicionales. 

Este proyecto se enfocó en el estudio de la reducción de Cr(VI) por microorganismos autóctonos 

de un sitio gravemente contaminado por cromatos localizado en León Guanajuato, México. En 

particular, se profundizó en los mecanismos de resistencia y reducción de Cr(VI) de la cepa 

Klebsiella pneumoniae AqSCr. Para ello, su genoma completo fue secuenciado, posteriormente 

se generaron mutantes en los genes posiblemente involucrados en resistencia y reducción de 

Cr(VI). Por otra parte, se analizó la respuesta transcripcional a Cr(VI) mediante estudios de 

RNAseq. 

La cepa AqSCr mostró resistencia a 34mM de Cr(VI), en su genoma fue identificado el gen chrA 

(transportador de salida de iones cromato), pero su eliminación no causó una disminución en su 

resistencia a Cr(VI). Por otra parte, AqSCr también mostró la capacidad de reducir Cr(VI) tanto 

aeróbica como anaeróbicamente. La actividad enzimática fue encontrada en la fracción soluble, 

sin embargo, la eliminación de seis genes que codifican para proteínas con homología a 

reductasas de Cr(VI) solubles no disminuyó su capacidad de reducción. Los estudios de respuesta 

transcripcional a Cr(VI), mostraron la sobreexpresión de elementos específicos de cadena de 

transporte de electrones, así como de elementos de sistemas de reparación de ADN, respuesta a 

estrés oxidativo y respuesta a limitación de hierro, azufre, fósforo, entre otros. 

Finalmente, se encontró que la cepa AqSCr es capaz de reducir Fe(III) y de resistir altas 

concentraciones de selenio, uranio y arsénico. Estos resultados apuntan a un gran potencial 

biotecnológico en esta bacteria. 
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II. ABSTRACT. 

Hexavalent chromium is highly soluble and a dangerous environmental contaminant. Its 

detoxification could be performed by reduction to Cr(III), which is less toxic, and insoluble at 

neutral pH. Several bacterial species have been found to possess mechanisms to reduce Cr(VI) 

and represent a clean and economically feasible alternative to traditional physicochemical 

methods. 

This project was aimed on the study of microbial Cr(VI) reduction by autochthonous bacteria 

from a heavily Cr(VI)-polluted place located in León Guanajuato, México. Particularly, the 

mechanisms of Cr(VI) resistance and reduction of the K. pneumoniae strain AqSCr were studied. 

The whole genome of this strain was sequenced and genes encoding putative Cr(VI) reductases 

as well as a chromate transporter were deleted. Moreover, the transcriptional response to Cr(VI) 

was assayed through global transcriptional RNAseq studies.  

The AqSCr strain showed resistance to 34mM Cr(VI), however the deletion of its chromosomally 

encoded chrA gene (chromate transporter) had no effect over its Cr(VI)-resistance. In other hand, 

AqSCr showed the ability to reduce Cr(VI) to Cr(III), both under aerobic and anaerobic 

conditions and the NADH-dependent Cr(VI) reductase activity was found in the soluble cell 

fraction. However, the deletion of six genes encoding putative soluble Cr(VI) reductases, had no 

effect over Cr(VI) reduction by K. pneumoniae AqSCr. The transcriptional Cr(VI)-response 

assays showed up-regulation of genes encoding elements of electron chain transport, as well as in 

genes belong to DNA repair systems, oxidative stress response, and iron, sulfate and phosphate 

starvation responses among others, allowing to generate a view of the global response to Cr(VI) 

of K. pneumoniae AqSCr strain.  

Finally, it was found that AqSCr strain is also able to reduce Fe(III) and to resist high 

concentrations of selenium, uranium, arsenic  metals. These results point to a great 

biotechnological potential from this bacterium. 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461100149X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461100149X
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III. INTRODUCCIÓN. 

El cromo es un metal del grupo de transición VI-B, es el elemento más abundante en la litosfera 

junto con el zinc, y el 21° más abundante en la corteza terrestre. El cromo puede adquirir varios 

estados de oxidación, sin embargo, bajo condiciones ambientales únicamente el cromo trivalente 

Cr(III) y el cromo hexavalente Cr(VI) son estables. Estas dos especies tienen diferentes 

características químicas. En la litosfera y en la corteza terrestre el cromo se encuentra en estado 

de oxidación trivalente en minerales como la cromita (Fe-, Mg- Cr2O4) principalmente en rocas 

ultramáficas, así como en rocas metamórficas de algunas serpentinitas (Burns y Burns, 1975).  

El cromo puede ser introducido en la biósfera por fenómenos naturales tales como erupciones 

volcánicas, incendios forestales e intemperización de rocas, sin embargo, en la actualidad la 

mayor contribución es resultado de actividades antropogénicas ya que este metal tiene un gran 

número de aplicaciones industriales. Su uso extensivo, así como la baja eficiencia de los procesos 

industriales y el manejo inadecuado de residuos, han generado severos problemas de 

contaminación en suelos y acuíferos con un grave impacto ecológico, en la salud pública y en la 

producción agrícola. Los desechos antropogénicos de este metal constituyen principalmente sales 

de Cr(VI) y en menor grado compuestos de Cr(III) (Shi y Dalal, 1990). 

El Cr(VI) es la especie más peligrosa, ya que es altamente soluble, muy oxidante y es capaz de 

entrar a las células a través de los sistemas de transporte de sulfato debido a su analogía química 

(Roberts y Marzluf, 1971; Pereira et al., 2008). Una vez dentro de la célula el Cr(VI) es reducido 

a Cr(III) con intermediarios de Cr(V) y Cr(IV), lo cuales son muy inestables y donan los 

electrones a las moléculas cercanas, incluyendo al oxígeno, generando así especies reactivas de 

oxígeno (ROS) (Jones et al., 1991; Shi et al., 1991). Además, el Cr(III) intracelular tiende a 

formar compuestos de coordinación con DNA y proteínas. En conjunto la reducción intracelular 

inespecífica de Cr(VI) a Cr(III) conduce a la generación de rupturas de doble cadena de DNA, 

entrecruzamientos en el DNA, entrecruzamientos DNA-proteína y oxidación de bases 

(Kortenkamp et al., 1996; Slade et al., 2005; Casadevall et al., 1999). Debido a esto el Cr(VI) es 

considerado un potente mutágeno (Figura 1). Además, genera estrés por limitación de hierro y 

azufre debido a que inhibe su transporte. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roberts%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5550165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marzluf%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5550165
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Figura 1. Vías de toxicidad del Cr(VI). Incluyen la inhibición competitiva del transporte de sulfato a 

través de permeasas de sulfato, posteriormente, su reducción indirecta resulta en la generación de 

intermediarios inestables [Cr(V) y Cr(IV)] que conducen a la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y finalmente a la aparición de Cr(III) intracelular. Todos estos subproductos provocan severos 

daños tanto a DNA como a proteínas resultando en mutagénesis. 

Las estrategias de remediación ambiental de Cr(VI) están enfocadas en su reducción a Cr(III), el 

cual es muy estable y mil veces menos tóxico debido a que es incapaz de permear las membranas 

celulares, además de ser menos soluble a pH neutro, formando precipitados de Cr(OH)3, por lo 

cual dicha reducción conduce a la inmovilización del cromo en suelos y ambientes acuáticos en 

un estado menos biodisponible (Narayani y Shetty, 2013; Sass y Ray, 1987). Hasta hace algunos 

años, las estrategias de remediación de suelos y acuíferos involucraban la excavación o 

extracción de agua seguidos de tratamientos químicos para reducir el Cr(VI) a Cr(III). Sin 

embargo, en los últimos años los microorganismos capaces de reducir Cr(VI) han recibido gran 

interés para ser utilizados como una tecnología de biorremediación, más segura y económica que 

los procesos fisicoquímicos tradicionales (Xiao et al., 2014). 

http://www.formulacionquimica.com/Cr(OH)3/
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IV. ANTECEDENTES. 

Los microorganismos reductores de Cr(VI) son filogenética y metabólicamente diversos, debido 

a ello, los mecanismos que estos utilizan para la reducción son muy diferentes. Algunos 

microorganismos anaerobios (estrictos o facultativos) como Enterobacter cloacae HO1, 

Desulfotomaculum reducens MI-1, Desulfovibrio vulgaris Hildenborough y Desulfuromonas 

acetoxidans, utilizan el Cr(VI) como aceptor final de electrones de cadena respiratoria acoplada a 

la oxidación de hidrógeno o ácidos orgánicos como el acetato o el lactato, en dichos organismos 

la reducción de Cr(VI) se ha asociado principalmente a citocromos tipo c, hidrogenasas u otras 

reductasas unidas a membrana (Wang et al., 1991; Tebo y Obraztsova et al., 1998; Chardin et al., 

2003; Assfalg et al., 2002).  En otros microorganismos como Escherichia coli ATCC 33456, 

Ochrobactrum intermedium BCR400, Bacillus firmus KUCr1, Pseudomonas fluorescens LB30, 

Shewanella alga y Pannonibacter phragmitetus LSSE-09, la reducción no está relacionada a la 

generación de energía, se considera un mecanismo fortuito asociado a detoxificación (véase más 

adelante) y lo llevan a cabo bajo condiciones aeróbicas y/o anaeróbicas (Bopp y Ehrlich 1988; 

Guha et al., 2001; Xu et al., 2012), mediante reductasas solubles o unidas a membrana (Shen y 

Wang, 1993; Kavita y Keharia, 2012; Sau et al., 2010). Una tercera vía general es la reducción 

indirecta (no enzimática) a través de mediadores redox como quinonas solubles (Brose y James 

2010), sulfuro de hidrógeno (bacterias sulfatoreductoras; Battaglia-Brunet et al., 2002) o Fe(II) 

(bacterias reductoras de Fe(III); Fuller et al., 2015). En algunos organismos como Shewanella 

oneidensis MR-1, los estudios indican la presencia de más de una vía de reducción de Cr(VI) 

(Viamajala et al., 2002). Los microorganismos con alguno de estos mecanismos generales de 

reducción son de gran interés, ya que pueden ser bioestimulados in situ mediante la adición de 

donadores de electrones para la reducción de Cr(VI) a Cr(III) o pueden ser utilizados en bio-

reactores, para el tratamiento de aguas residuales industriales para separar el metal y prevenir 

contaminación ambiental.  

El estudio de los mecanismos bacterianos de reducción de Cr(VI) es fundamental para el diseño 

de procesos de biorremediación o tratamiento de residuos. Dicha reducción, es influenciada por 

diversos factores, incluyendo las condiciones ambientales o de cultivo, así como características 

intrínsecas del microorganismo. Uno de los principales factores limitantes es la resistencia del 

microorganismo al Cr(VI). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8285683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20YT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8285683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kavita%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22582159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keharia%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22582159
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En bacterias, se han reportado 6 mecanismos generales de resistencia a Cr(VI), los cuales se 

describen a continuación: 1) Expulsión de iones cromato mediante transportadores de membrana 

denominados ChrA, que comúnmente se encuentran codificados en operones junto a un regulador 

transcripcional (ChrB), este mecanismo de resistencia es el mejor estudiado y se ha encontrado 

ampliamente distribuido, localizado principalmente en plásmidos y en algunos casos dentro de 

transposones (Branco et al., 2008), aunque en algunos microorganismos se ha encontrado 

codificado cromosomalmente (Caballero-Flores et al., 2012). 2) Exclusión por barreras de 

permeabilidad, principalmente mediante la producción de exopolisacáridos capsulares que actúan 

como adsorbentes secuestrando el metal extracelularmente (Lin et al., 2006; Ozdemir et al., 

2003). 3) Respuesta a estrés oxidativo, el cual incluye la participación de catalasas, peroxidasas, 

superóxido dismutasas, quinona reductasas, entre otras. Aunque este mecanismo puede ser 

activado de manera inespecífica, en algunos casos la localización de los genes indica que son 

específicamente inducidos por Cr(VI), tal es el caso de la superóxido dismutasa ChrF codificada 

dentro del operón chrBACF en el transposon TnOtChr de Ochrobactrum tritici 5bvl1 (Branco et 

al., 2008). 4) Reparación de daños a DNA, este mecanismo incluye el sistema de reparación SOS 

(LexA, RecA, RecX, RecN, DinP y HumuD; Brown et al., 2006), el sistema MMR (por sus siglas 

en inglés, mismatch repair system), el sistema NER (por sus siglas en inglés, nucleotide excision 

repair system) (Viti el al., 2014) así como el sistema GO (por sus siglas en inglés, error 

prevention oxidized guanine; Santos-Escobar et al., 2014). 5) Detoxificación enzimática de 

Cr(VI) a Cr(III) con baja o nula generación de los intermediarios Cr(V) y Cr(IV). En todas las 

bacterias varias enzimas solubles son capaces de reducir Cr(VI) (por ejemplo, las reductasas de 

glutatión), sin embargo, estas enzimas transfieren electrón a la vez, generando Cr(V) (Goodgame 

y Joy, 1986) el cual genera ROS al reoxidarse a Cr(VI), generando un ciclo fútil y una drástica 

disminución del potencial reductor de la célula. Por otra parte, se ha encontrado que in vitro 

algunas enzimas (indicadas en la Tabla 3) son capaces de transferir dos electrones a la vez, por lo 

que en estado dimérico pueden convertir Cr(VI) a Cr(III) en un solo paso, generando únicamente 

un radical libre. Por lo tanto, la actividad de estas enzimas puede disminuir la toxicidad de Cr(VI) 

ya que minimiza su reducción por enzimas que transfieren un solo electrón. YieF de Escherichia 

coli es una de las cromato reductasas mejor estudiadas y es la que genera menor cantidad de ROS 

(Cheung y Gu, 2007). En muchos microorganismos la función de la reducción de Cr(VI) no es 

clara, por ejemplo, en Pseudomonas fluorescens LB300 se ha demostrado que la resistencia y la 
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reducción de Cr(VI) no están relacionadas (Bopp y Ehrlich, 1988). 6) Mecanismos de respuesta a 

limitación de hierro y sulfato mediante la activación de sistemas de captura, transporte y 

asimilación. Estos mecanismos han sido descubiertos en los ultimos años principalmente gracias 

a análisis transcripcionales en presencia de Cr(VI) (Viti et al., 2014). En Neurospora crasa se 

generaron mutantes espontáneas deficientes en el transporte de sulfato, y se encontró que en 

presencia de metionina estas mutantes exhiben una resistencia a cromato superior a la que posee 

la cepa silvestre. Por lo que, se ha propuesto que la disrupción, modificación o represión de las 

permeasas de sulfato y/o la activación de vias alternativas de adquicición de azufre pueden ser un 

mecanismo importante de resistencia a Cr(VI) (Marzluf, 1970). Estos 6 mecanismos pueden tener 

mayor o menor influencia sobre la resistencia a Cr(VI), además, los elementos particulares 

involucrados en estas vías generales varían entre los diferentes microorganismos estudiados (Viti 

et al., 2014). 

Con excepción de los transportadores de salida, todos los otros mecanismos de resistencia y 

reducción de Cr(VI) pueden incluir elementos esenciales para otras funciones celulares, debido a 

ello, el estudio mediante generación de mutantes puede estar limitado. Por lo tanto, los estudios 

de respuesta global a Cr(VI) son de gran importancia para estudiar estos mecanismos, así como, 

para la identificación de reguladores globales que orquestan las vías de respuesta. 

Sitio de estudio y origen de los aislados bacterianos. 

El Valle de León Guanajuato, México, tiene varias fuentes de contaminación por cromo, entre 

ellas un depósito de residuos industriales que ha conducido a altas concentraciones de Cr(VI) en 

el suelo y acuífero cercanos. El contenido de Cr(VI) en el agua subterránea en esta zona ha sido 

monitoreado mediante pozos y piezómetros desde su detección en 1975. Las concentraciones de 

Cr(VI) han mostrado fluctuaciones, sin embargo, en un área de 5 km2 en la vecindad del depósito 

se han registrado concentraciones por encima del límite permitido para agua potable (0.05mg/l, 

NOM-127-SSA1-1994), alcanzando valores de hasta 95.1mg/l en las últimas décadas (Armienta 

y Rodríguez-Castillo, 1995; Villalobos-Aragón et al., 2012). 

Durante este proyecto se realizó el aislamiento de la cepa Klebsiella pneumoniae AqSCr, a partir 

de una muestra de agua subterránea tomada en la zona donde inicia la pluma de contaminación 

del acuífero mencionado. Posteriormente, este microorganismo fue estudiado para determinar sus 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marzluf%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5429722
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mecanismos de resistencia y reducción de Cr(VI) mediante la generación de mutantes, 

secuenciación del genoma, estudios de RNAseq (Wang et al., 2009) y validación por RT-qPCR. 

Existen diversos reportes de resistencia a metales por microorganismos del género Klebsiella y 

unos pocos de reductores de metales. Los más importantes incluyen a la cepa Klebsiella oxytoca 

BAS-10 (Baldi et al., 2001) y a Klebsiella pneumoniae L17 (Li et al., 2009), los cuales son 

capaces de llevar a cabo la reducción de Fe(III) a Fe(II). Klebsiella oxytoca BAS-10 ha sido 

ampliamente estudiada debido a que produce exopolisacárido capsular con alta afinidad por 

hierro. Por su parte, Klebsiella pneumoniae L17 es capaz de reducir óxidos de hierro hidratado, 

goethita, lepidocrocita y hematita (óxidos de hierro insolubles) durante la fermentación de citrato, 

glicerol, glucosa y sacarosa, además, es capaz de declorinar tetracloruro de carbono a cloroformo, 

este proceso es acelerado en presencia de óxido de Fe(III) y AQDS (antraquinona-2,6-

disulfonato) (Li et al., 2009). Adicionalmente, esta bacteria ha sido utilizada como catalizador 

anódico en celdas microbianas de combustible, ya que es capaz de colonizar los electrodos y de 

realizar electrocatálisis directa con glucosa y almidón como donadores de electrones (Zhang et 

al., 2008; Zheng et al., 2010). Sin embargo, en estos microorganismos no se ha determinado el 

mecanismo de reducción de metales. 

V. JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS. 

Justificación: Los metales tienen un extenso número de aplicaciones industriales, aunado a esto, 

la baja eficiencia en los procesos de manufactura, así como en el manejo de residuos, conducen a 

una grave contaminación de suelos y acuíferos. El cromo hexavalente es uno de los 

contaminantes de mayor prioridad debido a su alta toxicidad y movilidad en el ambiente. Los 

microorganismos fermentadores reductores de Cr(VI) son muy comunes en suelos y acuíferos 

contaminados con este metal, por lo cual tienen un gran potencial en procesos de 

biorremediación, particularmente en estratos con concentraciones fluctuantes de oxígeno. Esta 

versatilidad también resulta atractiva cuando son utilizados en plantas tratadoras de aguas 

residuales. Sin embargo, los mecanismos de reducción de metales en estos microorganismos son 

pobremente comprendidos. Debido a ello, el estudio de los mecanismos de resistencia y 

reducción de Cr(VI) por la cepa K. pneumoniae AqSCr aislada de un acuífero contaminado por 

Cr(VI) resulta de gran relevancia. 
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Hipótesis: La capacidad de reducir Cr(VI) en K. pneumoniae AqSCr podría ser resultado de la 

actividad de enzimas relacionadas a reductasas de Cr(VI) reportadas en otros microorganismos. 

Por otra parte, el alto grado de resistencia de esta cepa podría deberse tanto a la actividad de 

dichas enzimas, como a la presencia de ChrA (transportador de Cr(VI)). 

VI. OBJETIVOS. 

Generales: 

1. Realizar estudios en microcosmos de bioestimulación en muestras de suelo contaminado con 

Cr(VI) utilizando acetato como donador de electrones y llevar a cabo el aislamiento de 

microorganismos indígenas. 

2. Estudiar los mecanismos de reducción y resistencia de Cr(VI) en el aislado K. pneumoniae 

AqSCr e identificar los elementos de reducción y resistencia a otros metales. 

Particulares: 

1. Caracterizar la capacidad de reducción y la resistencia a Cr(VI) por el aislado K. pneumoniae 

AqSCr.  

2. Estudiar la actividad reductasa de Cr(VI) en extractos celulares de K. pneumoniae AqSCr 

obtenidos de cultivos aeróbicos y anaeróbicos en presencia o ausencia de Cr(VI) y determinar 

su localización subcelular. 

3. Identificar los genes de K. pneumoniae AqSCr posiblemente involucrados en resistencia y 

reducción de Cr(VI) y otros metales mediante secuenciación y análisis de su genoma. 

4. Generación y análisis de mutantes sencillas y múltiples en los genes codificantes para 

proteínas homólogas a reductasas de Cr(VI) reportadas en otros microorganismos. 

5. Estudiar la respuesta global a Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr mediante el análisis del perfil 

de transcripción en presencia y ausencia de Cr(VI). 

6. Estudiar los límites de resistencia de K. pneumoniae AqSCr a otros metales. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS. 

VII.1 Medios de cultivo. 

Para los ensayos aeróbicos se utilizaron dos medios de cultivo: medio LB y medio citrato de 

sodio que contiene 2.5g/l de NH4Cl, 1.5g/l de MgSO4·7H2O, 0.1g/l de KCl, 0.06g/l 

NaH2PO4·H2O y casa-aminoácidos al 0.2% (adicionados después de esterilización). El pH 

deseado fue ajustado con Na2CO3·H2O. Para ensayos anaeróbicos se utilizaron tres medios de 

cultivo: medio NBAF (Nutrient Broth Acetate-Fumarate) (Coppi et al., 2001), medio citrato 

férrico (Coppi et al., 2001) y medio citrato de sodio anaeróbico que contiene 15.146g/l de 

HOC(COONa)(CH2COONa)2·2H2O, 2.5g/l de NH4Cl, 1.5g/l de MgSO4·7H2O, 0.1g/l de KCl, 

0.06g/l NaH2PO4·H2O y casa-aminoácidos al 0.2%. Los tres medios de cultivo fueron 

burbujeados con N2 y CO2 50:20 (por cada 10 ml de medio se burbujea 8 min en la fase líquida y 

8 min en la fase gaseosa) y finalmente fueron esterilizados calentando a 120°C por 20 minutos.  

 

VII.2 Sitio de muestreo.  

La muestra de agua subterránea utilizada para los enriquecimientos bacterianos fue tomada del 

acuífero localizado en el área de confinamiento de desechos con cromatos localizada a 

21°04′27″N, 101°79′10″W en León Guanajuato, México. 

VII.3 Aislamiento de microorganismos de agua subterranea.  

Una muestra de agua colectada a 30m de profundidad del acuífero contaminado por Cr(VI) fue 

inyectada en un tubo anaeróbico con medio NBAF (por sus siglas en ingles, Nutrient broth 

acetate-fumarate) (Coppi et al., 2001) suplementado con 0.05% de extracto de levadura y 0.5mM 

de Cr(VI). Este cultivo fue incubado a 30°C para enriquecer los microorganismos resistentes a 

Cr(VI). A partir del cultivo enriquecido se realizaron ensayos para estudiar crecimiento y 

reducción con diferentes concentraciones iniciales de Cr(VI). Por otra parte, diluciones seriadas 

del cultivo enriquecido fueron esparcidas sobre medio sólido NBAF con 2mM de Cr(VI). Las 

placas de cultivo fueron incubadas a 30°C. Las colonias obtenidas fueron purificadas mediante 

varios pases de estriado en placas NBAF-agar y finalmente preservadas a -65°C en glicerol al 

20%. El gen rRNA 16S de las cepas aisladas fue amplificado y secuenciado utilizando los 

oligonucleótidos universales 27F y 1492R (Lane, 1991). Las secuencias obtenidas fueron 
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ensambladas utilizando Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), a 

continuación, fueron analizadas en CHIMERA-CHECK (http://rdp.cme.msu.edu) y depositadas 

en el GenBank (KU951443 a KU951465). Las secuencias con mayor homología obtenidas del 

GenBank fueron utilizadas para realizar la reconstrucción filogenética utilizando el método de 

Maximum Likelihood basado en el modelo Kimura 2-parameters (Kimura, 1980), con un test 

1000 réplicas de bootstrap. 

VII.4 Secuenciación de los genes parC, gyrA y rpoB. 

Los genes parC, gyrA y rpoB de la cepa AqSCr fueron amplificados utilizando los pares de 

oligonucleótidos parC-R1 y parC-A, gyrA-A y gyrA-C (Brisse y Verhoef, 2001) y rCM31b y 

fCM7 (Mollet et al., 1997) respectivamente. Los productos de PCR purificados fueron 

secuenciados en un dispositivo Applied Biosystems 3100 Genetic Analyzer/ABI PRISM (Unidad 

de síntesis y secuenciación, IBT, UNAM). Las secuencias obtenidas fueron ensambladas 

utilizando Bioedit, analizadas en CHIMERA-CHECK (http://rdp.cme.msu.edu). Posteriormente 

fueron comparadas mediante BLAST en el servidor NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

VII.5 Métodos analíticos.  

La densidad celular fue determinada espectrofotométricamente a 600nm. La concentración de 

Cr(VI) fue determinada mediante la reacción con difenilcarbazida en solución ácida, seguida de 

la medición de la absorbancia a 540nm (American Public Health Association, American Water 

Works Association, and Water Environment Federation 1999). El Fe(II) fue cuantificado 

mediante la reacción con ferrozina (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-p, p′-disulfonic acid 

monosodium salt), seguida de la medición de la absorbancia a 562nm (Viollier et al., 2000). Los 

ácidos orgánicos citrato, acetato y formato fueron cuantificados a 210nm en un equipo Agilent 

series 1100 HPLC (Agilent Technologies, Inc., Albany, NY) utilizando una columna Aminex 

HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA) para su separación. La concentración de proteína de los 

extractos celulares fue cuantificada por el método de Bradford (1976).  

 

VII.6 Análisis estadísticos. 

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, los resultados fueron expresados como 

medias ± desviación estándar. Los datos fueron sujetos a un análisis de varianza (ANOVA) 

http://rdp.cme.msu.edu/
http://rdp.cme.msu.edu/
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utilizando Minitab 17 (https://www.minitab.com/es-mx/products/minitab/). Las diferencias 

fueron consideradas estadísticamente significativas cuando la probabilidad (p-value) fue menor 

que 0.05. 

VII.7 Resistencia a Cr(VI) en medio líquido.  

K. pneumoniae AqSCr fue cultivada durante 24 horas a 30°C y 250 rpms en el medio líquido 

correspondiente adicionado con diferentes concentraciones de Cr(VI). De cada cultivo se 

realizaron diluciones seriadas, de las cuales 10µl se esparcieron sobre placas de Petri con LB 

sólido y se incubaron a 30°C por 48 hrs para determinar las unidades formadoras de colonia 

(UFCs) de cada cultivo. 

 

VII.8 Concentración mínima inhibitoria de diferentes metales.  

El crecimiento de K. pneumoniae AqSCr fue ensayado en microplacas con medio LB-agar 

adicionado con concentraciones ascendentes de K2Cr2O7, CoCl2, ZnSO4, CuCl2, AgNO3, 

KAl(SO4)2, NiSO4, Na2SeO4, NaHAsO4, NaAsO2, CdCl2 y Na2PdCl4. La concentración mínima 

inhibitoria de cada metal fue determinada como aquella en la que no se observó crecimiento 

después de 10 días de incubación. 

 

VII.9 Preparación de extractos celulares para cuantificar actividad reductasa de 

Cr(VI).  

Cultivos de K. pneumoniae AqSCr fueron cosechados después de 24 horas de incubación, para 

ello, fueron centrifugadas a 4000g por 15 min y a continuación, se realizaron dos lavados con 

Tris-HCl 10mM (pH 7) frio, posteriormente se realizó la lisis celular aplicando 900psi en una 

prensa French. El lisado celular fue centrifugado a 1460g durante 15 min para obtener el extracto 

celular crudo libre de células no lisadas. Para realizar el fraccionamiento celular, el extracto 

crudo fue ultracentrifugado durante 143 min a 45000 rpms a 4°C en un rotor SW 50.1. El 

sobrenadante (fracción soluble) fue transferido a un tubo anaeróbico y la pastilla (fracción 

membranal) fue re-suspendida en solución Tris-HCl  10mM (pH 7). 1ml de la fracción soluble 

fue transferido a un tubo de ultrafiltración (Amicon Ultra 10K y 50K; Millipore, Germany) y 

centrifugado a 11,000g a 4°C durante 10 min para separar proteínas (Fracción retenida) de 

posibles transportadores de electrones solubles.  
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VII.10 Cuantificación de la actividad reductasa de Cr(VI) en extractos celulares.  

La actividad reductasa de Cr(VI) fue ensayada anaeróbicamente a 30°C en un volumen de 2.2ml, 

la mezcla de reacción incluyó 100µl de extracto celular, 100µl de NADH 4.4mM (donador de 

electrones) y 0.025mM de K2Cr2O7 (aceptor de electrones) en solución 10mM Tris-HCl pH 7, la 

concentración de Cr(VI) fue monitoreada como se describe en la sección de métodos analíticos. 

VII.11 Microscopía de transmisión electrónica.  

Cultivos de K. pneumoniae AqSCr en medio citrato férrico fueron cosechados a las 192 horas de 

incubación (después de la separación de fases). Las células fueron fijadas con paraformaldehído 

al 4% y glutaraldehído al 2.5%, lavadas con cacodilato de sodio al 0.16M pH=7.2 y deshidratadas 

gradualmente con etanol al 70% hasta etanol absoluto. Posteriormente, se realizó la inmersión en 

óxido de propileno-Epon para realizar cortes de 60nm. Cortes con y sin tratamiento con acetato 

de uranilo al 3% fueron examinados bajo un microscopio de transmisión electrónica Zeiss EM 

900 (Zeiss, Oberkochen, Germany) a 80kV.  Las células de cultivos en LB con Cr(VI) o U(V) 

fueron tratadas de manera similar, pero se utilizaron cultivos de 24 horas de incubación, las 

células fueron fijadas con glutaraldehído al 3% y los cortes fueron examinados bajo un 

microscopio de transmisión electrónica Zeiss LIBRA 120 (Zeiss, Oberkochen, Germany) a 120 

kV. 

VII.12 Secuenciación, ensamble y anotación del genoma completo de K. pneumoniae 

AqSCr. 

 A partir de cultivo fresco de K. pneumoniae AqSCr se purificó DNA total con el kit Master Pure 

(Epicentre, Madison, WI, USA). A partir de éste, fueron generadas bibliotecas de extremos  

pareados (paired-end y mate-pair), la secuenciación fue realizada en un dispositivo Illumina 

GAIIX (Unidad de secuenciación masiva de ADN, Instituto de Biotecnología UNAM). Las 

lecturas obtenidas fueron filtradas y ensambladas mediante Spades 3.0.0 (Nurk et al., 2013) 

utilizando como genoma de referencia el de K. pneumoniae NTUH-K2044. Posteriormente la 

anotación funcional de los genes predichos fue realizada utilizando el servidor RAST (Rapid 

Anotación using Subsistem Technology; https://rast.nmpdr.org) (Aziz et al., 2008).  
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VII.13 Análisis del genoma.  

El análisis del genoma fue realizado en el servidor SEED (http:// rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi). 

Los genes con homología a genes involucrados en resistencia y reducción de metales fueron 

identificados mediante el análisis de la anotación automática y mediante búsqueda con secuencias 

especificas utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los análisis con secuencias de aminoácidos fueron 

realizados con el programa MEGA6 (Tamura et al., 2013). 

VII.14 Perfil plasmídico de K. pneumoniae AqSCr.  

Para obtener el perfil plasmídico de K. pneumoniae AqSCr fue utilizada la técnica de Eckhardt 

(1978) que consiste en realizar una electroforesis en gel de agarosa, realizando una lisis suave 

dentro de los pozos del gel. Para ello 0.5 ml de células de K. pneumoniae AqSCr fueron 

adicionadas con 1ml de lauril sarcosina al 0.1% en TE 50:20 y posteriormente con 40μl ficol 20% 

en TE 10:1, la mezcla fue incubada a 4º C durante 15 min, a continuación, fueron adicionados 

20μl de lisozima. 20μl de la mezcla fueron cargados en un gel al 0.75% de agarosa en TBE 1X 

(Tris-borato 45mM, EDTA 1mM) (cargado con 15μl de SDS 10% en H20- Xilen cianol en los 

pozos y pre-corrido con el polo positivo en la parte superior de los pozos del gel durante 15min a 

100 volts) a continuación se aplicó una corriente de 40 volts durante 90 min y posteriormente una 

de 100 volts durante 12 horas. Finamente, el gel fue teñido con bromuro de etidio y visualizado 

con luz UV, en un trans-iluminador. 

VII.15 Eliminación de genes por doble recombinación homóloga en K. pneumoniae 

AqSCr. 

De manera general esta estrategia consistió en remplazar una región cromosomal por un gen de 

resistencia a un antibiótico. Para cada gen eliminado, se obtuvo un producto de PCR híbrido 

compuesto por el gen de resistencia a kanamicina flanqueado por sitios de recombinación FRT y 

por secuencias de 400pb a 600pb correspondientes a las regiones río arriba y río abajo del gen 

blanco (Figura 2). Para ello fueron utilizados los oligonucleótidos indicados en el apéndice 1.  El 

producto de PCR híbrido fue introducido por electroporación a K. pneumoniae AqSCr 

previamente transformada con el plásmido pIJ790ΩSp (que contiene el sistema red recombinasa 

del fago lambda). Posteriormente, las mutantes fueron seleccionadas en placas de LB con km 

30mg/µl y analizadas mediante PCR para confirmar la eliminación del gen blanco. El vector 
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pIJ790ΩSp fue eliminado cultivando las mutantes a 42°C durante 12 horas. Finalmente, el casete 

de resistencia a kanamicina fue eliminado transformando las mutantes con el plásmido pCP20-

ΩSp el cual contiene el gen de la FLP recombinasa, la cual cataliza la recombinación entre las 

regiones FRT que flanquean el casete de kanamicina (Figura 3). Para generar las mutantes 

múltiples este proceso fue repetido de manera secuencial utilizando el producto de PCR híbrido 

correspondiente para cada gen blanco. Este protocolo fue adaptado del descrito originalmente por 

Datsenko y Wanner 2000. En dicho protocolo las regiones que flanquean el casete de kanamicina 

(homólogas a los extremos de gen blanco) son de alrededor de 40pb, en el caso de Klebsiella se 

requiere que estos extremos sean de 400 a 600pb de longitud para que ocurra la recombinación 

(Wei et al., 2012).   

 

Figura 2. Estrategia experimental para generar el producto de PCR recombinante para la deleción de genes 

en K. pneumoniae AqSCr. 
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Figura 3. Estrategia experimental para la eliminación de genes en K. pneumoniae AqSCr. 

1. Diseño de oligonuc1eótidos y obtención de PCR recombinante con los oligonuc1eótidos 1 y 6 

Región río arriba del gen blanco I Gen de resistencia Kallamicina FRT 
Región río abajo del gen blanco 

(- 400pb) FRT (- 400pb) 

2. Transformación de K. pneumoniae AqSCr con el vector pIJ790 QSp 

3. Transformac ión de K. pneumoniae AqSCr/plJ790 QSp con el producto de PCR recombinante 

Región río arriba Región río abajo 
del gen blanco FRT Gen de resistencia Kanamicina FRT del gen blanco 

~ >< 
I~ ~I Gen A Gen a eliminar B Il GenC 

Selección de transformantes resistentes a kanamicina 

DI Gen A m FRT Gen de resistencia kanamicina FRT ~I Gen C m 

6. Inducción de la pérdida del vector pIJ790 QSp por crecimiento a 37°C 

6. Transformación de K. pneumoniae AqSCr mutantelB' Km' con el vector pCP20 QSp 

7. Crecimiento a 42°C y selección de transformantes sensibles a espectinomicina y a kanamicina 
K. pneumoniae AqSCr/B-

00001 Gen A I I Gene 10000 
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VII.16 Construcción del vector pIJ790 ΩSp.  

El vector pIJ790 contiene un origen de replicación sensible a temperatura (sólo se replica a 30°C) 

y posee el sistema Red que incluye los genes γ, β y exo, cuyos productos son llamados Gam, Bet 

y Exo, respectivamente (Gust et al., 2003) (Figura 4). Gam inhibe la exonucleasa RecBCD del 

hospedero de modo que Bet y Exo pueden tener acceso a los extremos del fragmento de DNA 

lineal y promover recombinación. Adicionalmente, contiene el gen cat de resistencia a 

cloranfenicol. Ya que K. pneumoniae AqSCr es resistente a cloranfenicol fue necesario introducir 

en pIJ790 el gen de resistencia a espectinomicina. Para ello, se realizó la ligación entre el pIJ790 

linearizado [digerido en el sitio NheI y tratado con Klenow (Fermentas)] y el fragmento ΩSp 

(2000pb) [purificado de la digestión del pHP45 Ωsp con la enzima SmaI (Biolabs®)]. La ligación 

PIJ790 ΩSp fue introducida en E. coli MC1061 por electroporación. El plásmido fue purificado y 

transformado en K. pneumoniae AqSCr. 

 

Figura 4. Mapa del vector pIJ790. araC codifica el activador por arabinosa, bet codifica una proteína de 

unión a DNA de cadena sencilla, cat codifica un determinante de resistencia a cloramfenicol, exo codifica 

para una exonucleasa que junto con Bet promueve la recombinación, gam codifica una proteína inhibidora 

de la exonucleasa V. oriR101 es el origen de replicación y P araBAD es un promotor inducible por 

arabinosa, repA101ts es un origen de replicación sensible a temperatura. 

VII.17 Construcción del vector pCP20 ΩSp.  

El vector pCP20 fue utilizado para la eliminación del gen resistencia a kanamicina ya que posee 

un gen que codifica para la FLP recombinasa bajo un promotor inducible por temperatura 

(Cherepanov y Wackernagel, 1995). Este vector también posee un inicio de replicación sensible a 
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temperatura y como medio de selección el gen cat de resistencia a cloranfenicol, por ello fue 

necesario introducir el casete de resistencia a espectinomicina. Para ello, se realizó la ligación 

entre el pCP20 ΩSp linearizado (digerido en con la enzima SmaI y purificado) y el fragmento 

ΩSp (2000pb) [purificado de la digestión del pHP45 ΩSp (Prentki y Krisch, 1984) con la enzima 

SmaI (Biolabs®)]. La ligación pCP20 ΩSp fue introducida en E. coli MC1061 por 

electroporación. El plásmido fue purificado para poder utilizarlo en K. pneumoniae AqSCr. 

VII.18 Preparación de células de K. pneumoniae AqSCr para electrotransformación.  

K. pneumoniae AqSCr fue cultivada en medio LB mitad de sales (NaCl 5g/l) con EDTA 0.7mM 

a 30°C y 250rpms. Las células fueron cosechadas al inicio de fase exponencial (D.O. 600= 0.1 a 

0.250) mediante centrifugación a 4000g a 4°C durante 20 min. A continuación, se realizaron 3 

lavados con glicerol al 10% a 4°C, finalmente las células fueron resuspendidas en glicerol al 10% 

y preservadas a -65°C hasta su electrotransformación. Para la preparación de células K. 

pneumoniae AqSCr pIJ790 ΩSp se adicionó arabinosa al 4% al cultivo (para inducir la expresión 

del sistema red recombinasa), el restó del procedimiento se realizó de la misma manera. 

VII.20 Adaptación metabólica de K. pneumoniae AqSCr a Cr(VI). 

K. pneumoniae AqSCr fue sub-cultivada dos veces en medio de cultivo LB pH 8 (ajustado con 

H2CO3∙H2O) con y sin 11mM de Cr(VI). Estos cultivos fueron utilizados para inocular medio LB 

pH 8 con 11mM de Cr(VI) (por triplicado) para monitorear crecimiento a 30°C y 250rpms. Las 

unidades formadoras de colonia en los cultivos fueron determinadas a las 0, 3, 6, 9, 25 y 27 horas 

de incubación mediante cultivo de diluciones seriadas en placas de medio LB sólido a 30°C. 

VII.21 Aislamiento, purificación y secuenciación de RNA mensajero de K. 

pneumoniae AqSCr. 

A partir de cultivos de K. pneumoniae AqSCr crecidos en LB a pH 8 con y sin 11mM de Cr(VI) a 

0.64 ± .05 y 1.05 ± .05 de absorbancia a 600 nm respectivamente y tratados con RNAlater® 

(Thermo Fisher Scientific) se realizó la purificación del RNA total utilizando el RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN). Posteriormente el RNA total fue tratado con DNase I (Thermo Fisher Scientific) para 

eliminar totalmente el DNA y finalmente fue tratado con la enzima Terminator™ 5´-Phosphate-

Dependent Exonuclease (Epicentre) para eliminar gran parte del RNA ribosomal. Tres replicas 

biológicas fueron preparadas para cada condición [en presencia y en ausencia de Cr(VI)]. 

https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/product-brand/rnalater.html
https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjlm9-4rIbKAhUDeCYKHbcQA_4QFggdMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.qiagen.com%2Fshop%2Fsample-technologies%2Frna%2Frna-preparation%2Frneasy-mini-kit&usg=AFQjCNGl46bCkruTeXGPNEs-jALeNVRgnw
https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjlm9-4rIbKAhUDeCYKHbcQA_4QFggdMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.qiagen.com%2Fshop%2Fsample-technologies%2Frna%2Frna-preparation%2Frneasy-mini-kit&usg=AFQjCNGl46bCkruTeXGPNEs-jALeNVRgnw
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/product-brand/rnalater.html
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Finalmente, un total de 6 bibliotecas pareadas (Pair-End) fueron realizadas y secuenciadas 

utilizando un dispositivo Illumina GAIIX [Unidad de secuenciación masiva, Instituto de 

Biotecnología, UNAM (UUSMD-IBT, UNAM)].  

VII.22 Procesamiento bioinformático de los datos de RNAseq. 

Las lecturas de cada una de las 6 bibliotecas Pair-End fueron mapeadas sobre el genoma de K. 

pneumoniae AqSCr utilizando como referencia los marcos abiertos de lectura (ORFs) en el 

genoma predichos por RAST (Rapid Annotation using Subsistem Technology). Los análisis de 

correlación entre las bibliotecas fueron realizados con el paquete R (http://www.R-project.org) de 

Bioconductor (Gentleman et al., 2004). Se realizó la asignación de número de lecturas en cada 

ORF utilizando la función coverageBed del software bedtools 

(http://bedtools.readthedocs.io/en/latest/content/tools/coverage.html). Posteriormente, se realizó 

en cálculo de la expresión diferencial (ED) utilizando tres métodos DeSeq, edgeR y NoiSeq 

(Anders y Huber, 2010; Robertson et al., 2010, Tarazona et al., 2011). Posteriormente, de los 

resultados de los tres métodos se seleccionaron los ORF con un valor de logaritmo base dos de 

nivel de cambio (Log2NC) ≥ a 1.5. A continuación, se realizó un análisis de intersección 

obteniendo los genes que de acuerdo a los tres métodos tienen un Log2NC ≥ a 1.5 con una 

probabilidad mayor al 95% de estar diferencialmente expresados. Las secuencias proteicas de los 

ORF diferencialmente expresados fueron analizadas para la asignación de KOs (KEGG 

ortology), fueron divididas en categorías funcionales, posteriormente se realizó la reconstrucción 

de las vías metabólicas utilizando el software GhostKoala de Kegg 

(http://www.kegg.jp/ghostkoala/). 

VII.23 Validación de los datos de RNAseq: Síntesis de cDNA y qRT-PCRs.  

A partir 1µg de RNA libre de DNA se realizó la síntesis de cDNA con una mezcla de los 

oligonucleótidos reversos de cada uno de los genes a analizar (Tabla 1) y utilizando la enzima 

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific®) bajo las condiciones 

especificadas por el fabricante. Con el cDNA sintetizado y los oligonucleótidos de la Tabla 1 se 

realizaron los qPCRs utilizando el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X). 

Los ensayos de qPCR fueron realizados en un instrumento de PCR en tiempo real Quant Studio 

12K Flex System (Life Technologies, Foster City, CA). Las condiciones de reacción fueron las 

siguientes: Incubación a 95°C 10 min seguida de 40 ciclos de 15s a 95°C y 1min a 60°C. Las 

http://www.r-project.org/
http://bedtools.readthedocs.io/en/latest/content/tools/coverage.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anders%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20979621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huber%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20979621
http://www.kegg.jp/ghostkoala/
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reacciones con cada par de oligonucleótidos fueron realizadas por triplicado utilizando cDNA de 

dos replicas biológicas de cada condición (con y sin 11mM Cr(VI) en LB pH 8). Finalmente 

fueron calculados los promedios de umbral de ciclo y los valores de desviación estándar. Los 

niveles de expresión relativa fueron calculados por el método ΔΔCT, normalizando con los 

valores de expresión de kp708 (Fleige et al., 2006). 

 

Tabla 1. Oligonucleótidos para validación de transcriptoma 

Oligonucleótidos 5´ Oligonucleótidos 3´ 

Kpn4050f 5´gctaacaccctggaagtgga 3´ Kpn4050r 5´ggataaacggcagctgaatc 3´ 

Kpn14f 5´ctgggttccttctccctctt 3´ Kpn14r 5´cgggaaccagcgagataa3´ 

Kpn598f 5´tggtagtgcgctatcagcat3´ Kpn598r 5´ccatgccttaacgaacgatt 3´ 

Kpn2076f 5´ttcacatcaacggcttcttg 3´ Kpn2076r 5´gattcggtcgctaactggtc 3´ 

Kpn3165f 5´atcggcatggtgatgatgta3´ Kpn3165r 5´gtatccacccgctcaaaatc 3´ 

Kpn3746f 5´agagcaccccacatacaagg 3´ Kpn3746r 5´ttgagtttctggcattgacg 3´ 

Kpn4428f 5´gttagcgatgctggctgtct 3´ Kpn4428r 5´accacttgcaggttttctgc 3´ 

Kpn635f 5´accatgaccgtctggatctc 3´ Kpn635r 5´cggcatcacctgatgtttac 3´ 

Kpn602f 5´gctgctggatagcgaaaaag 3´ Kpn602r 5´cgatttcacccagtttgctt 3´ 

Kpn2087f 5´accaggtgtggcttatcacc 3´ Kpn2087r 5´accagaatcatcgccacatag 3´ 

Kpn4689f 5´ggatcgatacggaaaacagc 3´ Kpn4689r 5´tcagcatgatgtaggccact 3´ 

Kpn4174f 5´gaaaccaactccgaaaccaa 3´ Kpn4174r 5´acggtcaggatcatccactc 3´ 

Kpn708f 5´gagctgaacggcaaggttac 3´ Kpn708r 5´tagaacggggtctggtcaag 3´ 

Kpn3531f 5´gctggcctactgcaaagaga 3´ Kpn3531r 5´ttggcgaaataatcctcgat 3´ 

 

VII.24 Análisis de resistencia a arsenato y arsenito en las mutantes ars.  

El crecimiento de las diferentes cepas fue evaluado en LB con 20, 50, 100, 200 y 400mM de 

NaHAsO4 y 6, 7, 8, y 9mM de NaAsO2. Para ello 10µl de suspensiones celulares a 0.5 de 

densidad óptica a 600nm de cada cepa fueron inoculadas sobre las placas de LB-agar con el metal 

y fueron incubadas a 30°C. 
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

VIII.1 Ensayos en microcosmos de bioestimulación de suelo contaminado con Cr(VI) 

y aislamiento de microorganismos de suelo y agua subterránea. 

En la primera parte de este proyecto fueron realizados estudios con muestras de suelo para 

determinar el potencial de los microorganismos indígenas para llevar a cabo la reducción de 

Cr(VI), utilizando acetato como única fuente de carbono y de electrones. Además, se realizó el 

aislamiento de microorganismos resistentes y reductores de Cr(VI), tanto de suelo como de agua 

subterránea (Ver artículo en la página 29; Lara et al., 2016). 

A) Características del sitio de estudio. 

Como se mencionó, el sitio de estudio corresponde a un depósito de residuos industriales con 

Cr(VI) localizado en León Guanajuato (21°04′27″N, 101°79′10″W) (Figura 5, ANEXO 3). En 

este lugar, las concentraciones de Cr(VI) en suelo varían tanto horizontal como verticalmente y 

en agua subterránea varían de acuerdo a la localización del piezómetro utilizado para el muestreo 

(ANEXO 3; Villalobos-Aragón et al., 2012). Para nuestros estudios se tomó una muestra de suelo 

a una profundidad de 30-40cm a 6 metros de la pila de residuos con Cr(VI).  Dicha muestra, 

presentó una concentración de Cr(VI) de 1768.8 ± 47.7mg/kg, un pH de 9.17 y una conductividad 

eléctrica de 12,347,5 ±281.94. De acuerdo a estos resultados, el suelo muestreado presentó una 

concentración de Cr(VI) tres veces la concentración límite permitida para uso de suelo industrial 

(500mg/kg, NOM-147- SEMARNAT_SSA1–2004;  

http://biblioteca.semarnat.gob.mx/janium/Documentos/Ciga/agenda/PP03/DO950.pdf), además, 

es altamente alcalino y salino por lo que puede ser considerado un ambiente extremo para los 

microorganismos. Otras características fisicoquímicas del suelo en el sitio de estudio se muestran 

en el ANEXO 1. 

B) Bioestimulación con acetato de muestras de suelo contaminado con Cr(VI). 

Las altas concentraciones de Cr(VI) en el sitio de estudio durante las últimas décadas, han 

representado una fuerte presión selectiva sobre los microorganismos indígenas. Debido a esto, se 

espera que tanto los microorganismos presentes en suelo como en agua subterránea posean 

mecanismos de reducción y/o resistencia a Cr(VI). En varios estudios se ha propuesto que los  
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Figura 5. Muestreo en el sitio de depósito de residuos con Cr(VI). A) Montaña de residuos. B) Pozo de 

muestreo de suelo. C) Agua bombeada del acuífero “la hulera”. D) Muestreo de agua subterránea del 

piezómetro # 2, su localización se muestra en el ANEXO 2. 
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microorganismos indígenas reductores de Cr(VI) pueden ser bioestimulados in situ mediante 

adición de diversos donadores de electrones. En este estudio, el acetato fue elegido como donador 

de electrones debido a que es un intermediario clave en la degradación de materia orgánica en 

suelo (Lovley y Phillips, 1989; Lovley y Phillips, 1986), además, existen varios reportes de 

microorganismos capaces de acoplar la oxidación de acetato a la reducción de aceptores de 

electrones (alternativos al oxígeno) incluyendo Cr(VI) (Anderson et al., 2003; Lovley, 1993; Xu 

et al., 2012). Los ensayos de bioestimulación fueron realizados en microcosmos en el laboratorio 

por triplicado, para ello, 15gr de suelo fueron adicionados con 30ml de acetato de sodio 40mM, 

bajo una atmósfera de N2 y fueron incubados a 30°C, sin agitación y en oscuridad. Los controles 

fueron tratados de la misma manera, estos consistieron de suelo esterilizado adicionado con 

acetato (control abiótico) y suelo sin esterilizar, adicionado únicamente con agua (control sin 

donador de electrones). La bioestimulación resultó en la reducción microbiana total de Cr(VI) en 

25 días (Figuras 1 y 2; Lara et al., 2016). Por otra parte, en ninguno de los controles se detectó 

reducción, confirmando que en los ensayos la reducción es resultado de la actividad microbiana 

estimulada por la adición de acetato (Figura 1, Lara et al., 2016). Posteriormente, con el objetivo 

de estudiar la diversidad microbiana presente en el suelo estudiado, se extrajo DNA total de una 

muestra de suelo. A partir de este DNA, se realizó la amplificación del gen 16S rRNA, 

finalmente los productos de PCR fueron clonados y secuenciados. En total 80 clonas fueron 

secuenciadas, de las cuales 47 pertenecen a Halomonas spp., 28 a Bacillus spp., 2 a 

Herbaspirillum spp., y 3 a Nesterenkonia spp. Estudios posteriores de diversidad microbiana 

realizados mediante la secuenciación masiva del gen 16S rRNA proveniente de muestras de suelo 

de este sitio, confirman que el género Halomonas es el más abundante, y es posible que juegue 

un papel importante durante el proceso de bioestimulación, ya que existen reportes de Halomonas 

reductoras de Cr(VI) (Mabrouk et al., 2014). 

C) Aislamiento de microorganismos de suelo y agua subterránea contaminados por 

Cr(VI).  

Las estrategias utilizadas para la biorremediación de suelos contaminados con metales, 

usualmente implican la inyección de donadores de electrones hacia el agua subterránea para ser 

distribuidos en el área mediante el flujo de ésta. Por ello, tanto los microorganismos presentes en 

suelo como los presentes en el agua subterránea, son de gran relevancia en los procesos de 
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biorremediación y su aislamiento puede permitir el estudio de factores que limitan los procesos 

de bioestimulación, incluyendo los mecanismos microbianos de resistencia y reducción del 

Cr(VI). 

Para realizar el aislamiento de microorganismos de suelo se partió de una muestra bioestimulada 

con acetato de donde se realizó el aislamiento de bacterias resistentes a Cr(VI) en medio de 

cultivo anaeróbico NBAF, pH 9, adicionado con 2mM de Cr(VI). De este aislamiento, un sólo 

tipo morfológico fue obtenido. Mediante la secuenciación del gen 16S rRNA, dicho aislado se 

identificó como una Halomonas sp., esta bacteria presentó una alta resistencia a Cr(VI) (>32mM) 

en medio LB pH 9 aeróbico. La caracterización de este microorganismo se está realizando 

actualmente dentro del grupo de investigación de la Dra. Katy Juárez. 

Por otra parte, de una muestra de agua subterránea con altas concentraciones de Cr(VI) 

(52.3mg/l), tomada a 30 metros de profundidad (a través del piezómetro #2, Figura 5D, ANEXO 

2) se realizó el enriquecimiento de bacterias resistentes y reductoras de Cr(VI) en medio NBAF 

anaeróbico con 500µM de Cr(VI) (Figuras 5 y 6, Lara et al., 2016). El enriquecimiento obtenido 

mostró la capacidad de reducir Cr(VI), por lo que, a partir de éste, se realizó el aislamiento de 

diferentes microorganismos, los cuales fueron identificados mediante la secuenciación de su gen 

rRNA 16S (Figura 7; Lara et al., 2016).  

Como resultado de esta primera parte del proyecto, se publicó el artículo titulado “Acetate 

biostimulation as an effective treatment for cleaning up alkaline soil highly contaminated with 

Cr(VI)”, en el que se concluye que el acetato es efectivo en bioestimular la reducción de Cr(VI) 

durante los ensayos en microcosmos, por lo que tiene un gran potencial para ser utilizado para 

bioestimulación in situ en nuestro sitio de estudio y en otros lugares con características similares.  

D) Artículo: “Acetate biostimulation as an effective treatment for cleaning up 

alkaline soil highly contaminated with Cr(VI)”.  
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tt~ U'I)oJ I «l ""ru,s .. ,dI u",uh "" ", . ud it i, , e!ai ,J<d by ", il o, 

j '¡{ II I) h)'iln'mdc i'"'>"ir LI"lo, lB ",,,, " " ,1 .1 ,""", 211 111; S a" 
dJ.J Rai 198i ) 

1 ¡,., ,tl,ofi ,h,oI r",l .. on,,,, , ,f' j '¡{VI) ""n j'lIltCnhally ho 1"'''_ 
' lIll1 .. "<l by 11", "JJiliU<l u1' l'h 'I' ''' L oLnots I ik .. · ,.:<'I"l c. ,"eI,lc_ 

'" " ""1",,",,, ,," " ;¡;f. Cl,liI oo<t_dfocliv" I""h,,,, t ~f:'>' ollen' fJl iw 
to Ih e .~pcmiw Ir~d itionul phy, icoohom ic"1 w.othods of 
í ,(VI) ro:lI Lori .... ti ' 1"'01 c<>nl:lIl, iL""e,1 ""il>- "'lu if"", "",1 

<ediw.ent" This to< hnolollY ha, b ""n , ho\\ll to b< su'''.""tiJ I 
in di"""" ,,,ii> .. ~l "'lu il" " (Rrod i" eI.l. 20)1 1, lIon ... " eI . l 
2006: Sow.en.lully ot iI , 201J : Var.i<lhJF.Ij.n . 1 a l, 1015), 
11 0" "',,,, . ""h 1'0 Il Llte,1 s. e h.-!' il>; "" n ch" neLl ~"'; ,h" effi_ 
,ie ne)' 01' ditl<:renl eb: lron dooo,," u.1"'00s on the ind igttlou, 
m icrobiol c onuTlUnil i~," . 00 t1", physi,uc/¡",n ic:ll , haro",t,"; >­

t ic:. u f « ,eh , il<, Therd " r<. Loo. ;'¡~ L y , luJi "" "'" ' ''1 u ¡,~J tu 
d.1ermin;: the <in ci.",y of l lt: .l ... 1ron doo"" 10 be to:;l"J in a 

't"" il;': ""il 
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I eon \'oll "y, 1"",,,. d in (¡' ClO" ,j,""I,,, l\,1"'io .... , h1.< ' """ al 
.... 'a'" uf dU," ' UUHl lu ,laHLi ,llII>.JH. il>: lL>JiJ1f:" Je, ,,,"¡1 u, cl' lJ­
mil . "re rn'~¡"" TC"",I"", pil« (roPRP~ "hid1 h", ~j,."" ti", lo' 

""y hi.,n "'-"""'rJr;6.n; o(C"v l) in n:~' ,,-~I , 00 ~,nd,,;¡· 

~.-, <¡¡>i1 p', n" rirn in 1I1i, ,,"'" h,,' t.;;", oonril1 'r'lny ,T1CIo1;1:Irt<1, 

I'Cl""n ing w¡¡,;;c'IlI,Jl ion, tm l '>II'!""" th;: ¡=ni,..iblo hmit tlK 
;n ,I,, ' t, i,d bn d ; 11 Mo~ iw (.~ O ll n\ ~!l i:. NO\.f · 14 7· 

SEMAlt."AT_SSA 1- 2001) \Armi<:nt:l <t 01 , 19961, Cr(\'I) in 
t"" ,," ¡ w~ter- hn< 01", i>e;,n ",nni,,_ ! <i""e it' <l et""' ;"" in 
1975. 1hroJ¡#l ,,~ U , ""d pi<!ZClliOtc'r>;. Chromi,.n """",nu-.Ilioo 
rlll,,,,",te< i1l ro, are , nf'i km' ;n !he \ ",.,i,v ¡,ftne ,I)PRP ,",,1 i, 

m , be"n !\'fl'Jl1i.<l '*""0 tn, limil ¡><.nn il lod tlK drinking ",.r<..­
(IU I'i "'1'/1). """' hln ll """,,,1 ",,111'''' " p tn ~_~ , I "'1'.>'I ", !he 1"" 
J",-.d" 1/\l11li",,¡¡¡ and R<rl'igvoz-CJ.'>tiIla 1 '1-)5. \ 'lIl..robc" ot iIl. 
2012) 

In thi, , rudy. wo I'f,,,,,nt miU'o;;a,m """'y , in ,,«le , to 

"_'1~u'" ti.., " Ili:c ti n 'n"" ~ f ".,J iUHl "",1"", iH p L ~HLut i1l~ ti", 
!r.;';robi>! Cr(VIl ,oJu<tion in ""il """pi", from lbi, kmg ·tonn 
( \In ld Hl ill " l"u bndr,1I i" l <un. G ,,,,,' '' j UdtO. M <, icu 
!\dJ ition.:oDy. mic"-,,-,,,"pni..ITIS .blo to re,, ". t en. VII md """" 
~ I ' ¡]", [ jj al", feJ ""~ C ,(V I) t~ C [( I! [l. ,,'e, e is" l ,tcJ ¡tu", Ihe"", 

I""lIutc'<i ""ib md groundw"ter foc furlhor ch"r4cm; l Jtioo. 

Matt rlals and mtthods 

Suil ' ''''V1iug. Vruc<,>,i" g. a ud cba "'CI< ri.<~l io" 

Soil ' . lHpl< u._.,d f", b""l iuwLti" " ,,, ,,,y, ""' I .~"" "-1 30 tu 

-lU "J!L Jel~h. "1 6 lH """Y u, J iJ"'li"" Hu,II, fru ul . d ltU<rlllc' 
o re pro d" u ",<iJ" , p ile ( CO P RP). IOC" leJ in l eo n. 
lo "' ''"-,J ",u. ML">."'o (n " ~ ' n" N. lU l ' 7')' lO ' W ), A, 

ronlrol. une ,"mple wa., IJI:"" ' llh e ,"1Il< M" lh. I km . w' y 
GUlH 11. : "·,tJ",,, pil " ,,' ,1>,: u", ~ Lc ... l J " ,~' I J "" S'OlL['b "'LI,' 
grouno.k d. <ieved 1#20 me"'). hUrnJ<-", niz< d . • nJ <[oceu in 

g l"s> OOIl b ", 4 "\.' LUlt ,1 pfo..''''''''''K-
rur chromlc qUJ,mifi c:lli"". alb l in< ¡Jig<->;!i" n 01' wil ""'" 

¡.o.·[funued, h<>l . ili,,,.oh-e ll. : (' [(VI)~)' Ullú llg S ~ uf "".1 ",' ~h 

2'i !rJ 0 1' NaOl l 0 ,5 M'lú,CO, 0, ~ 8 M. lIId ha! al 100 OC jlK 

1 h (Vu"k' , 'I .L 1')')4)_ A fi l" thl' Ull, tLU\: ,,"" fi llo.:",J ,,"J ,.jj ", l_ 
00 lJ 100 mi. C1'(\,1) was qU&lti fieJ by I""l.uugrJI'hy , r ,,- pI! 

~: Il'm ",,"~~,, ~f ",-" I " "4Jb. S g u f S<J~ W'-W " ".,-,,J "" ,ti, SO uU 
m ,' " il b t .. 1 " " t..-, \,"',,~ f,.. 1 h, Ir..., ;;\"',,¡ f, ,,- 1 h t-..'¡¡-""' 1' 11 
,,"" d.: ll'l1lm"-,j " ,Ih '" Ori",,' 2· Sla, ~:Hlt, tul' 1'11 M,1c, 

ti ¡""'M Sci ""h~ O ~ Si,,1 el""""",1 Oi."I""h" Ty w"-' <I .... "''''i" .. 1 
"" a, ~ g o f >od " "",,J " ,11, IV " JI uf di..,¡j lr.lcd "-,,r , .... Ll!lJ ><g.t.r l,j 
1 h, Fmnl ly, el",trea[ " ,""j¡ ",h,'~y wa.< " ..,,,,,..,d with a pl11 
CON 510 1"-,,,: 11 1Ll'f ' H. :lc'" «)3l.tun) 

Mior"l""" [,jo>{iL,, " la lio n " " . " 

Bic<;l i"' Llh l iuu "''''' , ' ,,',n' ,,,,n il,,] '-"Jt b , t fi jlli..,. l~ i" , t"ril" 
n i. "" Ixlttl "" " , th I _~ il nf ",,,1 .,~t 1Il ",1 nf " on fc ,r, "IJ Ik:.:1 

,,",er-, H e r-.>t ~ e' ", .. -re ",~l<>1 ",ilh • nihl>er "''Il''''', I'''I'g",1 
~)' ",,,~' 1<"1I N,. "Id ¡¡~"", ,,, , ,,-,j ", !LJ<>m '"r~"-,"1tJ( ,· f", n h 
,~ fI,.- t~i"i1f"', (iJ(J f-l l nl on""""h", <ten l. "",li"n1a<rl:1le ~ M 
, ~Iut ion " <"-0 ad<kd 10 o",'h b-unk o,c"Pt tur tho control<. 
,~hi .... ;o "" ¡"eti,,, ... ~< a.<",,<~,1 r-.y Ol d",::1 ,,'in g ""il 01 1'20 " 

!Cor I h an d 1rO~lo:d in Ih. " .m o ""~l' .' ",ilh ''''o:1 .to, r ¡ruolly. i11 
mio"",,,,,," ''''''Y< ", .. -re in ""h:tt",l " 1.(J ' , _ 

Th o m"rocu, m ""ay, "0'" "Jnt¡>loJ porio:J itally te mC'Il itc,,­
pfL Crí\'I ), ,",,1 "" .... ,t. """""'''rol i •• ,,<, H~,",'~I"n1 ohmmi",l1 
w~, d ete rm ine u by " co lu r imotri cal re. ct io n wit h 
d ' l,h ~n y l "-1mlZ, d" In "" ,,1 , ,, I"T,,,n "' 5411 MI ( limo ,,""" 
P ub h c lI oult h '\",oc iat iun. ,\m~r i ,'.n W~ l e , Wu r b 

A"o,' ~" liu ,~ . " J 1'.',,1,-, Em 'i, u<u uc" l FcJ", ",iuu 1999) 
!\c .. WIC "'lS q"" ntit,<d .t 2 10 nm in an Agilent ",.-i<,:; 1100 
IIPl C i A~ il "" 1 T<L-Ium\(Jg ies. I"e ,.I, llo.,-, ,,y. NY ) ,,' illl "" 
!\ miI><X I IPX· 8:1 1 c<>lumn ( lli",.Rad . 11."'''1;. ..... C,\ I und pl l 
wo, Hl<"' U,eJ " illl p[1 inJicalu, s1< ip' 1'11 0-14 U" i ,'e,, "1 
ind Kat" , (I.10",l " t ill ilX' ''').oo Ori on' 2.$1., Il o¡¡.;;h te>p pll 
Md er ( TI", ,,,,u Sc ie,uilk). 

A II C'rcfi !l!L"" ,," , e e,,,,, I,, ete,¡ hy t"I,li e", e, 1),,," .. c," 
"'I" e,,=I ", mco,,' 1. , ldnd"J d",-;.,ti "'l' (SD), We I","¡u, mw 

a "",, " fia te " " "1,",, " f \ "fi ' '' L'' ( A \ OVA) "f , I ",~ L" ''' I; 
Mi" ilab 1: , Prubobilily I~", tha H 0 ,05 " "' """, i""reJ ,,, , la· 

1i.'l i,,,,II}' , i ~" ir,,' ,",1 J i fTl'''-' .. '' 

Soil DN,\ ",{r~<li un. r CR "mpJiCknio n. ,md "~Iu"nd n g 

or l ~~ r U:'< .\ ~" '~. 

U~A "", ' 1oU ~ , lc'J u, in!! ti", ru "" ,·[ s""I''' Ur- A 1""1"li",, K.oL 
""c" rJing 10 th;: man ut:':tu ",r'< prolO<ol lMu !J i ~ ) , ~ .. " u,~d 
Ih ,' un"' ,·" . 1 b Ll l'\er i. 1 p«UJ" J> 2 ~ F ( 5 _AGAG'tT I 
GA T CC T GGC T CAG ) an d H9 2 R (5 · · T AC C 

I I G ITAlloA(TI) fe>( l bS " bu,,,,,,,,1 fL"A (, fL'\A) ~L": 

;unplitic . tioo (Wno 1991), Th= primo", "'" .... idd y U5.U in 

'0,1 , ludi," " " J ,u" p li fy "h [j"'" " [1t"" ly lb .. "-" S'h ~f l bS 
, ~N'\ i~n e ¡Fro<ln h""" el :tI , 2I1 H )_ 

P Uli fo,xl I'(' ~ pruoJ u,h "",. d "'I<<I i"lo lol l, t 1.2 u" ng 11 ... 

1 '''' nd l ': 1 PI ']( ( 'I''''''g K il ,." ,,,,,hl1g tn ,1", n",n!l f ,>'!,,""" , 

IJlul o><,,-,1 (1 h 'T!lJU h s l ..... Sc ~' Hl< r~·). " Id tJ~'b f"' !J ..,j ~} "le,,· 
1<"[>1''''''''''' in'" ~·<rh.~ '"' ¡' "' m i! MI '1' • • 1 Fr:l !~m"nt m""'" 
Wln' "'-'lLJ<'HL",j u";ng thl' Ixi m,"" in l'l uu "J in ti .. , Ckmd ET 
I'C]{ C ln"inil Klt , s.:q" ",oinil ,," " pcrfnl1l' OiI ,n.n Allp lid¡ 
!J i" , ) , 1,'ulS J I 00 G,,,,1i,' A"" IYL", :A BI PRISM J",',,',._ (A,. .. 

'"'I'"' TlC<:'; ror,,,,lo<l m t h" <t" dy ha, 'o hccI1 ,k p", ,, ,,,1 l n 

G" n!J ,,,,k " itb ",',,,, ,, iu1l " u m~~" J " , t'tib"J in r, ~u ,,' 

o"["><on<. 
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S. qu er.;: i~ analy<i, w", p<.TtOnncJ " , ing OioOO il, A11 d~"", 

wore i'í"l """"n"d i'or l"'lcnhat O ~ "'1Cri; , "m''',,'''' 11."nl! 
( ·H t M l· K A . ( . H I-.( ·K (hl l f" i; , dI ' , e ",c.,,, ," ,cd ,, ), A fI c, 

",q u,ncing. Ih< clo",,'1 ", la li,"" {J ¡" <"eh __ q uenc e in 
G<n O, nk we", id< nl ifted . Alignme nl of s.quences w"' 
' '''ITL~,t 0,,1 " , i" S th" prot ' :ll11 C ln, t"IW M M L(,¡\ 1 he 

["1 yli>!,.'C nctlc ",iL"", n",,, ",,'" j><"Tfnn" tit " "nl! ,he " , ,, ,,,,,,'" 
lil:elillocJ melho d b"-,,,d on K'rn ur.J 2 PJ FJm< le" ,l~'()r'l hm 

" ilh 1000 bOOlstr"P !'t"J' l i caT i ~n , tesl 

Soil b~<t~ri~ 1 ~" ric hmm l . isob ti on. "ud r~"r •• 1o rÍl~ t i u" 

A " " "pie " f ,,, , I I ,, ,,, lo rr ,,, I" I ~d w,ll , ""cL" ~ ,,"" i,. 'l" t.IL~1 ", 
as:;a)' h,t>c , "". "rubi., nnl,; ""l brolh ",iln "".1:Uo ano tiunll";uc 
(MI.~ F) (Ccn." d ,1, 2"'1 ) w11 ~ n,d ",,"..,,.,,,i,, " n,1 cy;;tell1 ~. 
"" pr lcn' ''nl",1 witb 1I.1I'i % )"0"<1 o~lrac, .,,,1 '1 m \ 1 1 'T1. V 1) "nd 
".'" int'ubaTed at 30 ' C in onJer tu enrich lh", . ... , isl'nt 
microlOb" ni'!Th , Afl.r ",,; , 1 olilutiun.,. "en< ",ere plaled on 
~H '\F~.-.g:'" ",,, .. Imm w111, '1 nl\l of l 'T1. VI) " ,,1 Gro"" " "",,1·,,_ 

,,,,11)". 1 he "",,,hinl! "oln",,,,, w o,", , ,,!>c,, I'med , lo" lol od "''''Ie. 
! i" " .'" i<k:nl il·,. J loy "n~~i l)' ing ib 16S ,RN A gen. by r CR. 
1ñe r C R producl< ",er~ "'qu.",·ed"OO "n:lly",J 

Dl'I "rmi"~ l i ~n uf <brutrul k nú nimal inhib itu!') 
~on r<nt rati"n 

The gru"th of !!a{ornonas "P, SCr l isolale "'''" ,,,,ya] ,t 
'~ ) "1. ' "n t 11 't:," I'H 'i " " "" "mrl,,l"" wi ll, lOC"""ln i: 0"" _ 
"",,, ... 1,,,,,, of ("IVt) ( l . In, llJ , '\O, ~2, ~1"I ,4 ", ~.¡¡. T!JC 

mi" im u,," i,d,ilo il"q <''''!e'. "" ,,¡i''!l (M le) w," c", ,, ide, . d 
" hen nu l'J'O"'th .... "J , ol:&TVeJ " t\er 10 Jay, o t" iocubal ion 

.'\ qu ifor ",mplin~. tn r Í< h men!, und b~< {ori;o l huu liun 

W. ic'r r .... m lhc "'I,,, re ' wa, cnlk.'c l.., 1 .1 'm · m dLp lh "" " "1:10 
lhe piolOlTIole, #~ Ifrom lho !ll{)niluring .~'I<m in lhi, arc a). 
1ñe pi.",m<: I.r ~ ~ ""'" « I<>oled b.."' lIJ "" il i< lt"" k J in, id o lile 
~"',, ",,,1 i, whe", I~ o l"' 1 1 ,,1~., [l hm'" hOC." IV1Ih lol"·,, CI ~1. 

'1012). 1 hc c",' " ,,,,, ,,,,,, 1e", ... ," I"" .' ""' .h." ~7 ~",I l t " ( . 

in Ihe "'1" it"'. lbi, ""ter ... 'mpl~ "'''" trJn,fe""J 10" .... um 
"',", Ie w~ ~ ' ten le ,,,,"eroh, "" ner.:¡1 """ Ii",,, " c;,tote.~ ,,""':ll~ 

~ 1l '\ 1 ' I( 'opr ' <1 ,,1, 'l WI ) w" honl r";;" ,,mn , ,,,1 o y"ei,, ~. 

Di> ... ", ",COPRP 
m 

1 PuIMeoJ ,..,¡ 

2 l ~oIltud ",ti 

' ''I'I'Ic'' ' \JI",Ie. 1 ", ,, h tUI'; ~. ~C:L-,{ "" rae! ""tl IU m\1 1 ',(V I), 
11,,,,,,, c" ll" '"" ,,'\JI" ~ " ",,,h'~ L,1 .1 i t) "( in " o. leo In e,. ,eh mi_ 
,,,,,,,,"JIte,,,,,, """' l. nllo CríVI ), 111. abilily I~ roo"". CrtVI 1 
hy I~ c mi orojo,¡~ 1 cnnchn",n" ,,," 10>;1",1 ln MI AF """1" ,,,, 
\\ ilb , l i IT~,~ ,~ "",' c""""g e, ,, ",c,, 'm' ,,, ,,, " '(:,( \, t).. ¡:"'''',11 
(OD 600 run). JOO Cr¡VI) "un<.·enlrJ lioo ".'" quantitl< J peri­
odi" ,lly. Afl .... Ih, l. ". proc~ed wilh lTI ia obia l i l<lIJtiun. "",; , 1 
d,¡' ,nnn 0~11, w .... e r l'o t~d nn N Il '\ ~ -'C:I" m",lilnTl ,,'i!n 2 nlM 

of ( 'r(V t ) "n,1 ero"" . ""*",, .11 )'. t",IM",,1 hit .. 1c"f1~ ..... "'0 Id",,.. 

tir.,.] by 16S rOl\·A ~""" ""l"""" i n~ , 00 , mlysi., 

S"II hl"'tl n", l~tl,," ", lth . tM~ r~ u<l n\: mltm<o"n < . "')' 

A " ,¡¡" k u f e ,(VI;" "'lI",uiJU h.'J S<Jil ~:ke" liu,," :JO 1" 40 1>" 

<k:q, ", ;r, ,,,,..,j ¡Uf "ll """' y, . e ,(VI ) 'u":~n~~¡;,," in 11", ",il 
;;;:Ul'f'lo w il> 1768 ,S ", 47.7 n~4 pI! 9. 17 (Too],:, I j , iI 0" \.7-
<.oo'e' Il' e I""'",,,ihk, hllnl oi' 1 '¡(Vt) ( 'i( " m~, k g) , ,~" ",..,......; " 

lo i".liu",h¡ iu¡¡ "' ''''}'. \\u1.' eUHdut"ll.J Jo J" , ... fik ,J in Ihe 
'·" b lllil ,b ,''o Ml1b.xl'· ",",·tiun TI.h' J ilk,,-"I "'*"'}' ,,'C'" 

p<.1fumJ<>J by 1r1,lic.-:~ , (n SoiJ wilh ",·d at<.' W 1"'" biul"ikul 
rOOuc1iCtl. ~Clate-d.¡l\.ThlmI (biostimul.lI~d soil); 12) SI,,; ~ z;:,J 

"" il wi¡lo 'R" 1:>l,, lu OlkIT"i"",' oloiolu., rc,JuC'l "" Itig¡;l""¡ 1.01' ,",.'_ 
da .. ' (,' u,,~'Ul): "~jd 13) ",, ¡I witl, ",~y " '", .' , ."" "'"u",.¡ I',,!t w l 

CrtV II uOO a," I"1o "<lIl<"nlr~t i ~n, .. , wd l "" pI[ , .. ,ro <k­
len ,,, , ... 1 " I II ,IT", ,,, ,, l i" ,~~, ti. ¡ ~ . 20. '1'i . lII. w~1 't'i d"", xn", 

" ,e"hal , ,,' "1 'i ll ' 1' ( ·,(VI) w", e" "l' l el d~ , ~, I ' K'L.I ", il!" " 
25 <by"- a, slhl '~TI in Fig. l. , !xl only 18 . '0 u t" a.'ot:ll< "'"" 
<ooo .. un oo (Fij'. 2) in b;""'lrnul al\.-J , <Ji l. Tho iniliil pI! in 011 
"'pcrllll"m w", '! . ",1 i, wo;; ",," nl " 'OCiI M' ,n" ".1,,0 "' h'~ h 
e, .. 1" ,1 .. 1" 1 he 1"", I",,, I", cd '" " l. ,bc I' ft e l "" ,¡~~,1 f'm " '! ,,, 
1 O , t the eOO ~f lhe as:;ay. DIese ",,",ullS ioo ;.." te IhJt ,,""tlt. i< 
on •• ·livo I~ , l iml1hlc (r(V I) b i ~-",du"rioo in soil \lI1d er ,,,,,or­

oh~, " ,..".,<lil1O" ' , " n,1e acet.lo " I Jl" ~ ,lno. M I "", "~ . ....... Iio 
, ,,,1,, 01)([11 . Thc 1 'e( V t) n,h.,ri "" ," h\t«lim "lru",1 "",1 ,,'" "(J­

nit" Jnd y dilr"",m 10 control. 

S" II h .. rtma l ~ lwnl1) 

In ~rder 10 quJy Ih. ba.::t<ri, l comrr,unily' p ... sent in Ihe ""il 

" mple ' 1.<e,1 ln h\t«lu" ,,¡',iM' """'Y<, 1",,,1 ~nvm'''"11 ''''I : oI 
I ) ~ ,\ w"' ~, I" c , ~d a,, ~ " ,~d a, ' eno r l" l .. f", PC R 

Crl\'n ." oc< ....... ion 
~' ~'\ ,\ 

1 ;6H ± ~·.; 

:.". d""""", " 

EI=al rondUC1ivil)" 
I·<;"~'" 

1 2J-!·.~=lS l.9-I 

~l 11 2 

9.1' ± 0,l l 

H ! J o,m 
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• "1 
" 

T ",,, (0.., ,) 

Fi ~ _ • f'r(\'l) , ,,hM"Ü" •• , n ,, ~ " ,ic ... ~,,,m ~, ;, 10""..,,,10, • ., ., ¡' h 
.. ...,'" ~1 1 ~"' <J1"", I ",~ " ,," ..",."" (n'", ,,n , " .. 1 wtt""" """" o< 
{"1 "'''~I . "" d , ,,,] , te,d" od .. ld lreotod .. o:h """Ial< ("i,m~i~ l _ 1M. 
'1''''". '-""r<''''''¡ '" mOUl '' '''n ''',.1 Jo.~';'¡¡"'~~ ("SD' 

''' j~ ,hl¡,·a l i U<l uf 16S lDI-.· ..... a, """--,ikJ '" the ··Maltti..1 "lIJ 
M",ho.:V' """c>"_ 1'( 'Il l'<1wlll '-1< \',,,,, """",,,,1 0".1 <o>q,,,,,,,, . d 
lo ~ ,rm .". ~naly;;"_ h e"l)' d " K:< w= sc<!,, "oc~, 1 ",,,1 t he h"'t 
ma!<:he, "'e re with FiFmicII ¡c. , ActinlJo.l cra la. Jnd 
f'roleOOI1CICrW ib<: ta . 00 g=' )' SI"-,< i ii ,-.II ~. 47 c!<l llO" bo-
1." '1; ,,, Ild o",,,,,,.,' ' 1'-, 2~ In H"" i!Iu" ' P_. 2 ,,, II ... /.nflicdlum 
' ¡o .. .. " J j lo -,.' ,~'Ie"·"{,,,,w ' 1'_ (h ll_ J ) 

hukuiun of b" rlrria from bi"slimuJal ro ""ji 

1'""" >lCcttl ~ lo " ", "",,1",,-,1 " "l. w" c,,, ,.,,,,1 ,,, JI "" "",. ,III II L'" 
uf CríV n -n:,o"I. nt b"'-1Oria 00 w1iJ "",,"rubi, ¡(BAr mo <Ji ­
' '' ''. I,H 'r ", ,, lo 2 ",M ( :,( VI) >ti ';1) ( ' I )u l)' ' " 'C U. " I,I. ,k' i\­
i",ll)p,' "' a, ublaHlcJ , TI .. · isubkJ OO l·).:" l.IU "" a, "J.: llllfi cJ 

"" llalomollas ' p , by 16S rDl\/\ fO"" . mplifICalioo uoo "<­
qlle' "I< i" g fr ig , 4 j , 111i, h :'L1eri",,, '>1>0 1" ",1 ",ini,,,, 1 inhihil,,~· 

"","," m t,,,ti,,,, Ilo e ,{V[ ) uf " 32 ",.\\ iJl LB ' g" pl.J le, ,,1 )JH 

9 , FUL the, char":1e, i.,;,I;"" uf thi, i",l"kJ '" "u""'ul [ ~ k iJlg 

~1"t ,n " ,..- !:'l' '' P 

MieruhiaJ i"'b tw II l'rOLn tbe JOIII!._terlll oll ru lllale 
w llt,,,,, iual ,.,[ a 'lui fer 

lhe "'l" if.,- " l'lC" . d i" 11, " ",'.,e nMr " f ll, " ("( JI' RI' ,,,Ih 

hi ghly n\JC!U , !ing <'ooe. nt' J lion, 01' CríV[) (Ann ienl' , nd 
1)1""" 1 'i'I'; , Vd l',I,,"""- IIr:lC'" . 1 ni. .~ ' 1 2), 1 h. "'lT1 rl~ ,;,k.n 

1(.- In " ,.,,,1)" h. d H 1 '"V II "","I< Ont", h"', "f ~L \ "'1'./1, Wo 
im e<tig,l ted Ihe pn",,, nce of CríV [) ", si slJ nl JnJ roJ",,,,,.,, bac -

1..-.. ",ilh [X'l ," ti.J U"" in ", medioliun of chrom iwn , unlami­

,"'" " " ,,' e, . ~ i"t . " ",", e, " "" pie wa., ~,h", f, .. ", '¡ ' ~111 .I.:el' 
I[Lluugh " l llu" i l (J( i ,,~ " d I "nJ ' 1I ,[ iquol " '" in<' ubt....,[ iJl 
ona crobic NB¡\ F !",>J i" wi!h 0.5 mM ( , (V I) fur g ruv. lh, 
The h"",ori , 1 0,,'-;"""'1 <"""" rti",n wa., , h l" ,r-. gm w .",,1 re_ 

dL>.:' · C.{VI) u!>,h i",,",,.,., ill~ <'ulI<~'[j I ,,' l i~ J " (F i~, . " ""J 6). 
1ben, in uruer I ~ i",IaT. ind ividual micn" ..-¡;:m i,m; =timnt 
lo I' rl VIJ. w" po rf"'",e d ",-..-.a l d i l" hOn< f' ''m ,he m~ ," 1 

• o " " " ." '''-'l'') 
~ Ó!¡ . 1 ¡I,"" ""' "w'~ ""r ' ; '" ,h , ,;,,~ m;c"n'-''' ''' ,,"1 h'"o;'m,¡''' ;, .. 
( 'ior l<, """""I"'M 'o "'" I ~"' <r1m" I "'''¡ .. Il h a","" . 0<1 l n .... ~'" '" 
",1 ""'J"zoo ",j l re>l<d "'ih """", 'COO1roll. l.>ata w,,, """,0>«<1 .. 
mou, ± ,!atdr.-.J Jo.~·;"uur,, ' SDI 

"" tidLl ueul. n ",y we, ,, 1'10100 ~JI ",lid "OAr llr J iJ ,,'ilh 
2 m M 1" «V 1) ' nd " "I<" hM",¡ ' 1 >,( ) "I 1 hffc""", "' ''TT'~ " I ''i>''' , 1 

1)1"" of h""l""" "" lo"",,, w Crt ",NA' ''''.¡ ~nd 1'1 ,,..-,1. 110< ,,,,re 

, ubje r tal !O 16S rONA gene rcR , mp[ifk Jtiun, ""4uenc~ 
"",,( )-~is and phylogollCtic ini"",n,'e, A, s~n in Fif . 7, 00<­
t ~, ',8 "Ic ,~ , r"-, 1 1",1" "1\ 1" Ar ü"" /" I( 'lrri" , ~'iFm i¡:1il~" " '~¡ 

Gamm iJJX<>,." , b;/i'lena l'I...Jo:. 

Bio , l ill1"l.Jlim\ ""J 1H;"'WlJ i,,1 n,J LJC ti ~n 01'C ,{VI ) tu 1[.., b , 
lox i" 11'1/1 k , <OI"hl" e ,(m), thm" gh ~I "" ron .Iono< 'klol. i0 n 
h:>< h",,", "-'f),.-, );,d n< ~ r"1I11" i ,, ~ "rr"""'h f' >r lhe " ,,,,,,d i'Mn 
~ ' , ui l ",¡J ~ju UJ KI ,,' ,~~, ChrulHiulJl ( ulI!;>lH in¡¡ li" n , [ Iu ... "<>"t, 

d i" """, 1;', lu", <\JCh as p[ L "alinily. and inJ ig '" 00.' m iC'rlJbiJI 
c ... l1 ", ,, niTy ",f1"._"nCc 11' 0 d 'f"" ",.: no;o; Ofl l1/: h,o<.1l11,,, I' \}(>11 

1'" "C,," l.~ , 1" thi, '.1 ,,, I}'. """'"le .. .-", """-"k.,1 ", ~h>.: , n", Lh"" 
b e, uu' e il i, U key intermed iul" in J oU"~d:tli on " f o~l"~n ic 
mua.'[ in , ,,il ( u,vk"j' und PhiUi!'" [ 989: Lov ",y JI"'] Phillil" 

1 ~~b). "J.J .... ·n" ~j lII "' ,uuq; .. ni, m, h",',' '-"-~' IL ' '-1',,, 1<.,[ to ,'(}I! _ 

~ Ie il, u" iJ.,l i"n I~ tI", [eJ L': ~ '-" ! ul" "IIt"l ,,"li, " d <C1tu" UO­
nn",- <" oh a., e" \'1)( ,~ , ,,kN>n el , 1. 100] ; I.M'k:y I '1',, ; X" 

eI:tI , 1" 11). W" fo" nd I I~~I ",,~I~'e w i>< etToc' l\'e i" pro"li~'"S 
mi<' lUbiJI ",d\JClion ,, ¡' Cr(\' I) in ,I<:tI ine JOO sal ine ~ ui[ <JJ1l­

pie;; lI"d...- '''' '''.-ohio c ... " hnon <-
1 ho o,w imnn,cn ts <O",."' ",iI' C.¡ ...-ilh 1 '11 V 1I o"'"n, ,,,, ly 

hJW high p[J l I.h r.,.- d , 1. ~O l l : VJnEngelen el , 1. 200~ ) 

1 [u,,"e'cr. """"u( "Iudi "" uf mic robiil CrlV[) roo\lction !uy< 
h", ,, n:1,, ~,,-,1 01 " " ,tl ,,1 p H, " ,,1 l' ''' } b,' h" " IoIl :" I"li" " " , _ 
. .. yo h" ,',' I>c,-" tclI<J 'k d ""J . ." , .. Ib li",., ,,,,,, di li,,,,, IS1~w", 1 

'1 .1. 2007; Stc",-,n _1 al , 20101, In 0\1f biosliLl1\,b tion "" ay. 
tI1/: initi"1 pI-! w.'" '1 .,,,1 il wa> i"""-",<,,,J hy m icrnt-.;"I :><tiv. )' 

Ju , iJlg !lo: I' ''J'' ~". Sludi ,., ", ilh ~'lUl"<'J lIIicruuo s .. li, m > 1.0,," 
, hov. n th ' t opTim:J1 p[J for CríVI) r edurtiun ",ri"" "'idel )' 
(fí-n'" (" O lo HU I), For ~. "r,,,,,har','r lW" " S el , ,- I 'N II), 
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~' i¡: . 3 r hylOll"n"' ,, r«"ü rJSlJUctl(>.' Q! d "... ""l,"" ,e,,, trcon '011 "'" tloe 
dü"" ieqU<"'''' Ho:" 0<n/l.aol; U'lD~ OlOXIDl .. n I!l:d c_ d m<Ittod 

bo.! .,;! 00 che Kinl'OB 2·poroIllC>:n "lL'dcL ,",'",,,1>.. ... , 00 nodc> "'1''''''''' 
["'-"' .. " b,,, "",,,,, " " ,oc ,""'1 , .. 10CoO ,.-pI"" .... n.." ,,,,, . ,,<si nf 

Arrhrobllc ler ,p. SU K 120 1 ( D~y a nJ Pau l 20 12 ). 
AdnelObocI<7 , p. Cr- B2 (l\arayao i and Sh~lly 20 12). an d 
Ser",!;" ' I!_ (;,·10 ILh'"lg a"J L, ~'tI1! ) u~l u [j Ll (jj ",.:I LJCtJu" 

lti-; .. plu,,, at ""utrol pl l und il L' nogOl ivdy aff.ctoo by al\¡;¡­
lin" mr • .l.itions. Huw ...... ..-. otrn.,,- ba;;lCria lih Lcucobacter 'r , 
I ;¡ ~ 1 (( ;e el " l. 2111 ; ~ P"n",milnj{ :'~r plom):",;,,,," \' I SS!, ~~I 

IXu '" ,,1. 2011). &m'//,., '1' . FM 1 (M"",,,,d , nJ M,l ik ~01 1 ). 

Badllus sIIblili. (Ma ng a iynbra s i el a l. 20 11 1. 
Pseudachrobaclrum sllcchorol)'lir"", LY IO (LOlli (1 al , 
2013). Am¡!hibadlh,,' "p. KSUC,3 ¡lb",hiH' el .1. 201 1). ,,,J 
11,,!uJnUIhl.> "tl- TA-04 (X" d ,1 . 2011) >i1O" '-'I~iJll ujjj reJ , .. ·­
tim al r H fmm 8 lO 10, Ou r aJWIyses shuwoo tbe pn*oce uf 
nt;"""',-g:I/" 'm' "" li"gm8 ti' 1I1l1n,,,,, ",,<, 11,,,'M"I,;!'illum . 

,\'<->I~IV!"lwniu/b¡/¡ .."¡,,,,'I<T". ""J B"dlh,,' g lTlL, a i" tb" ",il 

~l l poIiKIOII' lO .re !ino.l d"''''' -1 he """ ,,~, """"" .,.~ 1(0 rON ,' ~t 

.\I,' lh~"""",'I,, ·I"M , p_ ,\l,~ l "'<~ .. ""l"<"II'''. 0<n1l>lIk """"0'' 
n,.nbo:n ~fd"nc _.1.:0="-< Kl"9(,.';'¡7,., KU%~~ 56 

Uii<.-.,j in tho bic,,;tim ul"tiun """ay' , Mo""",,er. it "'o:; r=ible 
tu i",lok . llo1lomolllls , Iruin ($Cr1) with h i-¡h tok-ranw lO 

C. (VI ). " 'hu",' l bS rUNA ~"',' ""4"'-" "-'" a'kol y. L, "hu" ',,j 

high '''I""n,'o , imil",it) 1<> SKP6 195 d on< . whi,'h "'"" ub­
taino:d rrum o.oil mk rubiil di , orsity . naly",-" (r ig" .l onoJ 4), 

I) i ,' ~ , > ~ 11" 1"",,,",, ,, " PI' a, " h " I IlI" l c ( ~ " 1 
Gumm" prol<'ub<K'/e"',, (Vnx b"J d .1 . 1%0) a"J ""\' ,, '0 1 !Jj~ 

crn llr', .. mi,ms fmm Ihi . gc,m, "", "M . lkilil'hili, (Den:nJe; 
c~ al. 1~; Duckwortll el nI. 2()(J() : Romano ~t al. .20(6), 

Bc .. ¡dc ... " '-"!Jl' 1li"',,m""'1:i h,,' e b.:e" t 'l>Ul \c'u lu le"'''l , nu 

t «luc< Ctt'Vl) ulld" " lbl ; II'~ L'(J"d itiuJl' (F"",,,J i ~1 ,1. ~Oll ; 

l\h bro uk. :\rJ~". anJ $ah,.y 20 14; Shapo,"" lova d al. 2009; 
....."" el nI. 1111';). TM , .. " "'1"'r1<~1 w"' lIn1m",,,,,,< S U, 

,"" bici , i. "bk tu ",JlJL'~ C'IVI ) ,",' ¡II! ",'d" te a> eh ·l,."" JcoJlU' 



39 
 

 

0lil sen 
4 Ocre Sl<PSI95 

\9 HoIomooo. ritrit<J!lhilu.lIA" ~I 
L ~ed _ >p. SlI.oI3 (JX2~9) 

91 __ .FBl(Hl~7.) 

HIII<rn""., >p. KM l (,\B4nO I5) 

1!1 lkIcUll>'ed _ '~. 38 (ELOl556:l) 

lkIcUll>'ed _ ,~ , <OC (E lBl5592) 

HoIomooo.~U~l!).'lOrnlll 

'-----------------------------M~~.~ ~1~10~ 

Fig. 4 Phylogenetic reconstruction of l6S rONA sequeoce fmm SCrl 
isolme<! from soil, lhe clone sequence SPK6195 and lhe closesl sequeoces 
fmm GenHank \.l~ing maximwn likelihood melhod ba~ed on lhe Kimura 
2-paramelers mod el. Numbers on nodes represent perceny bootstrap 
values ba<>e<l on 1000 replicate<!. Scale bar represent~ 0.05 substitutions 
per si te. There were a total of860 positions in lhe final dma<;e l. The lree 
wa~ rooted with 16 rONA of Melhallobaclen·llm sp. AL-21 Archea se­
queoce. GenBank accession nwnberof 16S rONA gene sequeoce fmm 
isolme<! SCrl is KU985305 

under anaerobic cond ilions al pH 9 (VanEngelen el al. 2008); 
Ihen, il is likely Ihal Ha/omOllas cou ld have a primary role in 
Cr(Vl) reduclÍon in our bioslÍmulalion assays w ilh acelale. On 
Ihe olher hand, alkaline Cr(Vl) reduclion has been reporled in 
species belonging lo BacillllS (Megharaj , Avudainayagam, 
and Naidu 2003), NesterellkOllia (Amoozegar el al. 2007) 
and Arthrobacter genera (Bakradze el al. 2003; Córdoba , 
Vargas, and Dussan 2008; Meghm·aj , Avudainayagam, ¡md 
Naidu 2003 ; Ziagova, Koukkou , and Liakopou lou­
Kyriak ides 2014) bul nol in Herbaspirillllm. In accord wilh 
Ihis, in our bioslÍmulalion assays, Cr(Vl) reduclion can be Ihe 
re s ull of Ihe process carr ied oul by one or more 
microorg¡misms. 

Moreover, we found Ihal Ihe consonia enriched from con­
Imninaled gruundwaler showed Ihe abilily lo reduce Cr(Vl) 
wilh acelale and ye:.1Sl exlmcl as eleclron donors. From Ihi s 
conson ium, we were able lo isolale individual microorgan­
isms closely relaled lo nine difTerenl genem able lo grow in 
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Fig.5 Anaerobic Cr(Vl) reduction by aquife r consortiwn under ditTerent 
initial Cr(Vl) concentrmions using NBAF me<! ium (pH 7): 85 ~M 
(circle), 180 ~lM (sqllare), 266 ~lM (In"allgle), and 356 ~lM (diamond). 
Data were expressed a~ mean ± standard devimions (SO) 

®. Springcr 

Environ Sci Pollut Res 

•. < [nílíal 
[Cr(YI) 

g,J5 

....... OpM 

e 
-+- ~~ ~M e 

8 
~ 

.... 1 80~M .o 
O 

..... 266 ~M .. , 

..... 3~~M 

24 48 72 % 120 14~ 168 192 216 240 164 

Tíme (h) 

Fig. 6 Oplical densityofaquiferconsoniwn gmwing on NBAF me<!ium 
(pH 7) with iocrea<;ed initial concenlration~ of Cr(Vl): O ~M (aslerisk), 
85 ~lM (circle), 180 ~lM (sqzwre), 266 ~lM (Iriallgle), and 356 ~lM 
(diamond). Data were expressed as mean ± standard deviations (SO) 

2 mM Cr(V I): K/ebsiella , Bacilllls , TessaracocCIls , 
Ellterococclls , Arthrobacter, Micrococclls , Jeotgalicocclls , 

Brachybacterillm , P/allomicrobillm , and CitrOCOCClls . 
Chromale reduclion has been deeply sludied in severa 1 
BacillllS species (Garbi su el al. 1998 ; He el a l. 2010 ; 
Meghamj , Avudainayagam, and Naidu 2003; Sau, Chanerjee, 
and MukheJjee 20 I O) and also reported microorg¡misms belong­
in g lo K/ebsiella (Wan i and Omozele 2015), Ellterococclls 
(Sayel el al. 2012), Arthrobacter (Bakradze el al. 2003), and 
MicrocOCCllS genera (Su[¡an ¡md Hasnain 2005) bul Ihere are 
no reporl s w ilh Tessaracocclls , JeotgalicoccllS , 

Brachybacterillm, P/allomicrobillm, or Citrococcus genera. 
Previous sludies in Ihe same chromale industrial landfi ll 

have reponed Ihe microbial communily from COPRP and 
lix iviales bul nol from conlamimlled soil or groundwaler. In 
lhose sludies, lhe aulhors also found Ha/omOllas spp. bul only 
from lixiv iales (Brilo el al. 2013; Piñón-Caslillo el al. 2010) . 

Funher sludies are being conducled wilh /-Ia/omOllas sp. 
SCrl and olher bacleria isolales from lhe aqu ifer lo sludy lhe 
limiling faclor.:; lhal cou ld be manipulaled forlhe developmenl 
of in silu program of bioremedialion. Th is haloalkaliphilic 
isolale and enriched con son ia have a pOlenlial in bioremedia­
lion of alkaline env ironmenls, where suitable indigenous mi­
crobes have nol been selecled nalurally yel, due lo a recenl 
chromale conlaminalion. 

Conclusions 

In summary, we proved lhal acelale is effecl ive in prumolÍng 
microbial reduclion of Cr(V I) in soil. The isolalion of 
haloalkaliphilic bacleria as Ha/omOllas sp. has a polenlial 
use via bioaugmenlalion as a feasible in silu lrealmenl for 
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Fig.7 Phylogenetic reconstruction of 16S rDNA sequeoce from isolated 
bacteria from chromate contaminated aquifer and the closest sequeoces 
from GenBank l.L~ing maximwn likelihood method ba~ed on the Kimura 
2-parameters model, with 1000 replicates ofbootstrap test. There were a 

high[y alka[ine soil environments. \Ve a[so demonstmted that 
groundwater from this contaminated ¡rren a[so has microor­
ganisms that can resist and reduce high Cr(VI) concentmtions 
and, therefore, cou[d a[so have a primordial role in bioreme­
diation of thi s and other sites with similar characteristics. 
These studies provide evidence of promising treatment of 
[ong-tenn chromate contaminated groundwater by tnmsfor­
mation oftoxic and soluble Cr(VI) into [ess toxic and poor[y 
soluble Cr(Ill) and provide information from microbia[ com­
munities resistant and with reducing capabilities for fuJ1her 
studies. 
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VIII.2 Caracterización de la cepa K. pneumoniae AqSCr aislada de agua subterránea 

contaminada por Cr(VI). 

El aislado AqSCr fue encontrado en mayor abundancia durante el aislamiento y con una 

capacidad de reducción similar a la del cultivo enriquecido en medio NBAF, por lo que fue 

seleccionado para estudiar a profundidad su capacidad de resistir y reducir Cr(VI). Inicialmente, 

la cepa AqSCr fue identificada como Klebsiella sp. de acuerdo al análisis del gen rRNA 16S, sin 

embargo, ya que en la familia Entereobacteracea la variación dentro de dicho gen no otorga 

resolución para la identificación confiable a nivel de especie (Mollet et al., 1997), se prosiguió 

con la secuenciación de regiones específicas de los genes gyrA (Subunidad A de la enzima ADN 

girasa), parC (Subunidad A de la enzima DNA topoisomerasa IV) y rpoB (Subunidad β de la 

enzima ARM polimerasa DNA-dirigida) de la cepa AqSCr. La secuencia del gen rpoB presentó 

un 99% de identidad, mientras que gyrA y parC el 100% con los genes de diferentes cepas K. 

pneumoniae. Con base en estos análisis, el aislado AqSCr fue identificado como una K. 

pneumoniae. 

A) Resistencia a Cr(VI). 

La resistencia a Cr(VI) de K. pneumoniae AqSCr fue determinada en medio LB líquido aeróbico 

a pH 7, 8 y 9 (Figura 6). La concentración máxima de Cr(VI)  que AqSCr fue capaz de resistir 

fue 34mM a pH 9, 12mM a pH 8 y 2mM a pH 7.  

 

Figura 6. Resistencia de K. pneumoniae AqSCr a Cr(VI) bajo diferentes pHs. Se muestra la viabilidad 

celular a las 24 horas de incubación de AqSCr en LB a pH 7 (verde), pH 8 (azul) y pH 9 (rojo) con 

diferentes concentraciones de Cr(VI). Las barras indican la desviación estándar. 

La resistencia a Cr(VI) también fue determinada en medio citrato de sodio pH 7, tanto aeróbico 

como anaeróbico, en dichos medios de cultivo la resistencia a Cr(VI) de AqSCr fue similar a la 

observada en medio LB (Figura 7). Existen diversos reportes de bacterias resistentes a Cr(VI), 

cuyos límites de resistencia conforman un amplio rango desde 180µM en una cepa de Bacillus 

brevis (Verma et al., 2009), hasta 600mM en Nesterenkonia sp. MF-2 (Amoozegar et al., 2007), 
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estas diferencias se deben tanto a características intrínsecas a cada cepa, como a las diferencias en 

la composición de los medios de cultivo (El Baz et al., 2015). 

 

Figura 7. Resistencia de K. pneumoniae AqSCr a Cr(VI) bajo diferentes condiciones de cultivo. Se 

muestran las unidades formadoras de colonias por mililitro a las 24 horas de incubación con 0, 0.5, 1 y 

2mM de Cr(VI) en los medios de cultivo LB aeróbico (triángulos), citrato de sodio aeróbico (círculos) y 

citrato de sodio anaeróbico (rombos). Las barras indican la desviación estándar. 

En Shewanella oneidensis MR-1 el límite de resistencia a Cr(VI) es similar al de K. pneumoniae 

AqSCr (2mM) en medio LB pH 7 (Brown et al., 2006). Dentro del género Klebsiella los niveles 

de resistencia también varían en un amplio rango, por ejemplo, en K. ornithinolytica 1P y K. 

oxytoca P2, el crecimiento es inhibido por 0.5 y 0.75mM de Cr(VI) respectivamente (Garavaglia 

et al., 2010), mientras que Klebsiella sp. PB6 resiste 10.7mM (Wani y Omozele, 2015). De 

acuerdo a los resultados presentados aquí, el pH tiene gran influencia en la resistencia microbiana 

a Cr(VI). Esta dependencia ha sido pobremente estudiada en otros microorganismos, el único 

reporte corresponde a Nesterenkonia sp. MF2, esta cepa que crece mejor a pH 8 que a 7 o 9 en 

presencia de 0.2mM de Cr(VI). Esto indica que el efecto del pH sobre la resistencia es variable y 

que puede estar relacionado a las adaptaciones ambientales de los microorganismos.  

B) Reducción anaeróbica de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr. 

La capacidad de reducir Cr(VI) de K. pneumoniae AqSCr fue evaluada bajo condiciones 

anaeróbicas a diferentes temperaturas en medio citrato de sodio con 500µM de Cr(VI). A 30°C el 
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100% Cr(VI) fue reducido en 168 hrs (Figura 8a), mientras que a 37°C ocurrió en 144 hrs (Figura 

8b). En estas condiciones, los controles sin inocular no mostraron reducción. En ambas 

temperaturas la reducción fue detectada tanto en la fase logarítmica como en la estacionaria 

(Figura 8a, b). La cepa mostró un crecimiento mayor a 37°C. El consumo de citrato y la 

producción de acetato también fueron mayores 37°C (Figura 8b, d). La concentración de formato 

a través del tiempo tuvo un comportamiento muy similar en ambas temperaturas. Este es el 

primer reporte de reducción anaeróbica de Cr(VI) por una bacteria de la especie K. pneumoniae. 

 

Figura 8. Reducción anaeróbica de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr a 30°C (a, b) y 37°C (c, d). Se 

muestra el crecimiento y la reducción de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr en medio citrato de sodio 

anaeróbico con una concentración inicial de 500µM de Cr(VI), también se indica la concentración de 

Cr(VI) en el ensayo control sin inocular AqSCr (a, c) y la concentración de ácidos orgánicos durante el 

crecimiento y la reducción de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr (b, d). 

C) Reducción aeróbica de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr. 

La reducción aeróbica de 50µM Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr fue ensayada tanto en medio 

LB como en medio citrato de sodio. Como referencia se utilizó el medio citrato de sodio 

anaeróbico previamente ensayado. En medio citrato de sodio anaeróbico el 100% del Cr(VI) fue 

reducido en 24 horas por K. pneumoniae AqSCr, mientras que en medio citrato de sodio aeróbico 

no hubo reducción, por otra parte, en medio LB aeróbico se redujo el 78% del Cr(VI) en 24 horas 

(Figura 9). 
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De acuerdo a estos resultados, la cepa AqSCr es capaz de reducir Cr(VI) tanto en condiciones 

aeróbicas como, anaeróbicas. Sin embargo, en medio citrato de sodio aeróbico hay crecimiento, 

pero no se detectó reducción de Cr(VI). Esto podría deberse a la ausencia de algún compuesto 

necesario para llevar a cabo la reducción aeróbica en este medio de cultivo, ya que en varios 

estudios se ha reportado que la reducción de Cr(VI) depende tanto de la formulación del medio, 

como de las condiciones de cultivo (Mabrouk, 2008), por ejemplo, en E. cloacae HO1 se 

determinó que la presencia de aminoácidos específicos como aspartato es determinante para que 

ocurra la reducción (Ohtake et al., 1990).  

El pH es otro parámetro con influencia en la reducción de Cr(VI) (Bhowmick et al., 2009). K. 

pneumoniae AqSCr fue capaz de reducir 100µM de Cr(VI) a diferentes pH. Sin embargo, a pH 7 

un 88% del Cr(VI) fue reducido en 24 hrs, mientras que a pH 9 únicamente el 46% (Figura 10), 

esta menor reducción bajo condiciones alcalinas puede ser resultado de un menor transporte del 

Cr(VI) hacia el interior de la célula, lo cual correlaciona con la resistencia. Una baja tasa de 

reducción de Cr(VI) a pH alcalino fue reportado en Thermoanaerobacter BSB-33 (pH 7 > pH 7.5 

> pH 8 > pH 8.5) (Bhowmick et al., 2009), mientras que en Bacillus subtilis G7 y Halomonas sp. 

M-Cr, la reducción de cromato es más rápida bajo condiciones alcalinas (pH 10 > pH 9 > pH 8 > 

pH 7 > pH 6) (Mary Mangaiyarkarasi et al., 2011; Mabrouk et al., 2014). Estos reportes sugieren 

que el efecto del pH sobre la reducción de Cr(VI) podría ser especie-específico. 

 

Figura 9. Reducción de 50µM de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr a 30°C en los medios LB aeróbico, 

citrato de sodio aeróbico y citrato de sodio anaeróbico. Las barras de error indican la desviación estándar. 
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Figura 10. Reducción aeróbica de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr en medio LB a diferentes pH, con 

una concentración inicial de Cr(VI) de 100µM. Las barras de error indican la desviación estándar. 

D) Actividad reductasa de Cr(VI) en extractos celulares de K. pneumoniae AqSCr. 

Como se describió en la introducción la reducción microbiana de Cr(VI) puede ser directa 

(enzimática) o indirecta. Como primer paso para comprender el mecanismo de reducción de 

Cr(VI) de K. pneumoniae AqSCr se estudió la actividad reductasa de Cr(VI) en sus extractos 

celulares, utilizando NADH como donador de electrones. Para determinar la localización celular 

se realizó el fraccionamiento para separar la fracción membranal y la fracción soluble. Como se 

observa en la Figura 11, la actividad reductasa de Cr(VI) dependiente de NADH sólo se encontró 

en la fracción soluble. Dicha actividad fue detectada tanto en extractos de cultivos crecidos en 

presencia de Cr(VI), como en se ausencia, lo cual sugiere que su expresión no es inducida por la 

presencia del metal. También se encontró actividad en los extractos celulares de cultivos crecidos 

en medio citrato de sodio aeróbico (cultivos que no presentan reducción). Esto indica que los 

elementos involucrados en reducción de cromo se expresan tanto en condiciones aeróbicas como 

anaeróbicas y apoya la hipótesis de que la falta de nutrientes específicos limita la reducción en 

cultivos en citrato de sodio aeróbico de K. pneumoniae AqSCr. Para determinar si la actividad 

reductasa es o no enzimática, se realizó la ultrafiltración y lavado de la fracción soluble en un 

Amicon Ultracel YM-50. La fracción retenida conservó la actividad reductasa de Cr(VI), 

indicando que el mecanismo de reducción de Cr(VI) en K. pneumoniae AqSCr es enzimático. 

Reductasas de Cr(VI) solubles han sido reportadas en Pseudomonas ambigua G-1 (Suzuki et al., 

1992), Pseudomonas putida (Ackerley et al., 2004), Escherichia coli ATCC 33456 (Bae et al., 
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2005), Bacillus sphaericus AND 303 (Pal et al., 2005), Bacillus sp. ES 29 (Camargo et al., 2003), 

Pannonibacter phragmitetus LSSE-09 (Xu et al., 2012) y en Thermus scotoductus SA-01 

(Opperman et al., 2008), pero no existe ningún reporte previo de reductasas de Cr(VI) en el 

género Klebsiella. 

 

Figura 11. Actividad reductasa de Cr(VI) en las fracciones soluble y membranal de K. pneumoniae AqSCr 

cultivada en medio citrato de sodio anaeróbico con 100µM de Cr(VI).  Se utilizó NADH 200µM como 

donador de electrones, la reacción fue conducida anaerobicamente. Las barras de error indican la 

desviación estándar. 

E) Reducción de Fe(III) a Fe(II) por K. pneumoniae AqSCr. 

Uno de los mecanismos de reducción indirecta de Cr(VI) más relevantes en el ambiente es 

efectuado por bacterias reductoras de Fe(III) a Fe(II), ya que este último puede reducir al Cr(VI) 

de manera extracelular. Por ello, se investigó si K. pneumoniae AqSCr es capaz de reducir 

Fe(III). AqSCr fue cultivada en medio citrato férrico anaeróbico, durante el cultivo se realizó en 

monitoreo de la producción de Fe(II), el consumo de citrato y la producción de acetato. Como se 

observa en la Figura 12, K. pneumoniae AqSCr fue capaz de reducir Fe(III) a Fe(II) en una 

manera dependiente de citrato, ya que cuando el citrato es consumido totalmente, la reducción se 

detuvo, mientras que al adicionar citrato de sodio a las 288 horas la reducción continuó (Figura 

12a).  Cuando el citrato es consumido totalmente ocurre la formación de un gel (Figura 13b), el 

cual se desintegra al adicionar citrato de sodio. De acuerdo a los análisis con microscopia de 

transmisión electrónica, dicho gel está constituido por bacterias que atrapan el hierro en su 

cápsula de exopolisacárido en ausencia del efecto quelante del citrato (Figuras 14 a y b), estas 



49 
 

características son similares a las reportadas en K. oxytoca BAS-10, la cual produce un 

exopolisacárido con alta afinidad por hierro, por lo que es de gran interés para diversas 

aplicaciones biotecnológicas (Baldi et al., 2001). Por otra parte, en cultivo sólido K. pneumoniae 

AqSCr forma colonias con una cobertura metálica debido a la acumulación del metal (Figura 

13c).  

 

Figura 12. Reducción anaeróbica de Fe(III) a Fe(II) por K. pneumoniae AqSCr en medio citrato férrico. Se 

realizó en monitoreo de la producción de Fe(II) y el consumo de citrato (a), así como la concentración de 

acetato (b). A las 288 horas de incubación se realizó la adición de citrato de sodio anaeróbico para obtener 

una concentración de 50mM. Las barras de error indican la desviación estándar. 

 

Figura 13. Cultivo anaeróbico de K. pneumoniae AqSCr en medio citrato férrico. Medio de cultivo citrato 

férrico sin inocular (a) e inoculado con AqSCr a las 198 hrs de incubación a 30°C (b). K. pneumoniae 

AqSCr en medio anaeróbico citrato férrico-agar (c). 
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Figura 14. Micrografía de transmisión electrónica de células de K. pneumoniae AqSCr cultivadas 

anaeróbicamente en medio citrato férrico a las 192 horas de incubación. Cortes con (a) y sin (b) tinción 

con acetato de uranilo. 
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VIII.3 Secuenciación del genoma. 

 

Debido a las capacidades metabólicas tan notables de Klebsiella pneumoniae AqSCr se decidió 

secuenciar su genoma completo, el cual fue ensamblado como se describe en materiales y 

métodos (Riveros-McKay, 2014) y finalmente depositado en el GenBank con el número de 

acceso SAMN05730075. El genoma quedó ensamblado en 51 fragmentos, obteniendo un N90 de 

112278 y un L50 de 1. En total 10 fragmentos corresponden a DNA cromosomal y 41 a DNA 

plasmídico, estos últimos tiene un tamaño total de 425513pb correspondiente al 7.56% del 

genoma total secuenciado (Tabla 2). El análisis del perfil plasmídico por la técnica de Eckhardt 

(1978) indica que la cepa Klebsiella pneumoniae AqSCr posee 2 megaplásmidos y tres plásmidos 

pequeños (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Perfil plasmídico obtenido por el procedimiento de Eckhardt (1978). Carril 1: Marcador de 

peso molecular. Carriles 2 y 3: K. pneumoniae AqSCr. Carril 4: K. pneumoniae ATCC13883. Carril 5: K. 

oxytoca ATCC 13182. 

Tabla 2. Ensamble final 

Tamaño del 

genoma 
L50 N90 # fragmentos # fragmentos 

DNA cromosomal 
# fragmentos 

DNA 

plasmídico 

5,626,496 pb 1 112278 51 10 41 
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VIII.4 Identificación genes que codifican posibles reductasas de Cr(VI) y generación de 

mutantes. 

En el genoma de K. pneumoniae AqSCr fueron identificados 7 genes que codifican para proteínas 

homólogas a cromato reductasas sobre las que existe evidencia experimental reportadas en otras 

especies bacterianas. Estas incluyen una quinona reductasa (kp396), dos enzimas N-

etilmaleimido reductasas (kp4253 y kp266), una nitroreductasa (kp2917), dos dihidrolipoil 

deshidrogenasas (kp1822 y kp3896) y una flavin oxidoreductasa de la familia OYE (kp2515) 

(Tabla 3, Figura 16). 

 Tabla 3. Genes de K. pneumoniae AqSCr cuyos productos tienen alto porcentaje de identidad a reductasas de 

Cr(VI) reportadas en otros microorganismos. 

  

Genes de AqSCr 

% de 

identidad 

Reductasas de Cr(VI) con evidencia experimental 

Enzima # Acceso Microorganismo 

kp396 

(BHE81_22565) 

84.57 Reductasa de FMN dependiente 

de NADPH (YieF) 

ABJ74146 Escherichia coli K12 (Ackerley 

et al., 2004). 

60.96 Reductasa de FMN dependiente 

de NADPH 

D5QFC5  Gluconacetobacter hansenii 

ATCC23769 (Jin et al., 2012). 

39.56 Reductasa de FMN dependiente 

de NADPH (ChrR) 

AF375642 Pseudomonas putida  

(Park et al., 2000). 

34.08 Reductasa de FMN dependiente 

de NADPH (FerB) 

YP_917833 Paracoccus denitrificans 

(Mazoch et al., 2004). 

kp4253 

(BHE81_07500) 

kp226 

(BHE81_27485) 

86.58 

42.38 

N-ethylmalemido reductasa 

quinona reductasa, familia OYE. 

P77258 Escherichia coli K12 substr. 

MG1655 (Robins et al., 2013) 

kp2515 

(BHE81_06255) 

51.15 OYE Flavin oxidoreductasa 

ChrR 

B0JDW3 Thermus scotoductus 

(Opperman et al., 2008). 

kp1822 

(BHE81_01995) 

kp4050 

(BHE81_01240) 

43.83 

43.23 

Dihidrolipoil deshidrogenasa P85207 Thermus scotoductus 

ATCC700910/SA-01 

(Opperman y van Heerden, 

2008). 

kp2917 

(BHE81_20240) 

83.75 Nitroreductasa dependiente de 

NADPH insensible al O2 (nfsA). 

P17117 Escherichia coli K12 (Ackerley 

et al., 2004). 

51.67 Reductasa de FMN dependiente 

de NADPH (nfsA) 

P94424 Bacillus subtilis 168 

(Morokutti et al., 2005). 

38.33 NADPH-flavin oxidoreductasa 

(nfsA) 

AAA21331 Vibrio harveyi KCTC 2720  

(Kwak et al., 2003). 

 

Adicionalmente, se identificaron 4 arreglos de genes probablemente asociados a resistencia a 

arsénico los cuales fueron nombrados ars1, ars2, ars3 y ars4. Dentro de los arreglos ars1 (kp423) 

y ars2 (kp42-43) se identificaron dos genes arsH, estos genes son importantes para nuestro 

estudio, ya que Xue et al. (2014) reportaron que la oxidoreductasa ArsH de Synechocystis sp. 

posee actividad reductasa de Cr(VI) y Fe(III). En la cepa AqSCr uno de los genes arsH (arsH1, 

kp423) está completo, mientras que el otro (arsH2, kp42-43) aparentemente no es funcional, ya 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Heerden%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18218019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morokutti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
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que tiene una inserción de 14 nucleótidos a la mitad del gen, lo cual provoca un cambio en el 

marco de lectura.  

Por otra parte, cada uno de los cuatro arreglos ars de K. pneumoniae AqSCr poseen un gen arsC 

(arsenato reductasa), aunque las enzimas ArsC no han sido previamente asociadas a reducción de 

cromato es posible que por la homología química entre arsenato y cromato pudiera tener dicha 

actividad. 

Los 5 genes que codifican para posibles reductasas de Cr(VI) solubles, así como los 4 arreglos 

ars fueron eliminados de K. pneumoniae AqSCr mediante doble recombinación homóloga para 

determinar si alguno de ellos está involucrado en la reducción de Cr(VI) en este microorganismo 

(Figura 16). Además de las mutantes sencillas se generaron dos mutantes múltiples: K. 

pneumoniae AqSCr kp396-, kp2917-, kp2515-, kp266-, kp4253,- ars1- y K. pneumoniae AqSCr 

ars1-, ars2-, ars3-, ars4- (Figura 17). La capacidad de reducción de Cr(VI) de las mutantes en 

comparación con la cepa silvestre fue evaluada en medio citato de sodio anaeróbico. 

Adicionalmente, se estudió la actividad reductasa de Cr(VI) en extractos celulares. 

 

 

Figura 16. Esquema de las regiones del genoma K. pneumoniae AqSCr donde se realizó la eliminación de 

cada uno de los genes mediante doble recombinación homóloga. En verde se muestran los blancos a 



54 
 

eliminar y en azul los genes adyacentes. El cuadro rojo con líneas punteadas indica la región 

efectivamente eliminada. 

 

Figura 17. Productos de PCR obtenidos utilizando como templado DNA de la cepa silvestre (carriles 1-6) 

y de la mutante múltiple K. pneumoniae AqSCr kp396-, kp2917-, kp2515-, kp266-, kp4253- ars1- (carriles 8 

al 13). Abajo se indica el gen al que corresponde cada carril. El carril 7 corresponde al marcador de peso 

molecular. 

Ninguno de los cultivos de las mutantes presentó disminución en la reducción de Cr(VI) en 

comparación con la cepa tipo silvestre, incluso en las mutantes múltiples no se encontraron 

diferencias en cuanto a dicha capacidad (Figura 18a). Por otra parte, los extractos celulares de la 

mutante múltiple K. pneumoniae AqSCr kp396-, kp2917-, kp2515-, kp266-, kp4253-, ars1-  

presentaron una importante disminución en la actividad reductasa de Cr(VI) con respecto a la 

cepa tipo silvestre (Figura 18b). En los extractos celulares de la mutante sencilla K. pneumoniae 

AqSCr kp2515-, también se observó una disminución significativa en la actividad reductasa de 

Cr(VI) con respecto a la cepa tipo silvestre, pero el efecto fue menor que en la mutante múltiple 

(Figura 18b). 

 

Figura 18. Capacidad de reducción de Cr(VI) en las cepas mutantes en comparación con K. pneumoniae 

AqSCr tipo silvestre. a) Reducción de Cr(VI) por cultivos en crecimiento de la cepa silvestre y de las 

mutantes múltiples. b) Actividad reductasa de Cr(VI) en extractos celulares de la cepa silvestre y todas las 

mutantes.  
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En resumen, la mutante K. pneumoniae AqSCr kp396-, kp2917-, kp2515-, kp266-, kp4253-, ars1-  

no presenta diferencias en su capacidad de reducir Cr(VI) durante el crecimiento con respecto a la 

cepa tipo sivestre, sin embargo, sus extractos celulares poseen menor actividad reductasa de 

Cr(VI) dependiente de NADH. Estos resultados sugieren dos posibilidades: 1) que la actividad 

reductasa de Cr(VI) detectada en los extractos celulares no está relacionada con la actividad in 

vivo, o 2) que K. pneumoniae AqSCr posee una redundancia de genes que codifican enzimas con 

la capacidad de reducir Cr(VI) in vivo, pero la disponibilidad de NADH (u otro compuesto) en la 

célula limita la tasa de reducción de Cr(VI).  

VIII.5 Generación y análisis de una mutante en el gen chrA. 

El mecanismo de resistencia a cromo mejor estudiado consiste en la expulsión de cromato desde 

citoplasma hacia el exterior de la célula a través del transportador ChrA, cuyo gen es regulado 

transcripcionalmente por ChrB. En el genoma de K. pneumoniae AqSCr fueron identificados 

ambos genes, estando chrB rio arriba de chrA (Figura 19). Mediante el análisis de dominio con la 

herramienta CD-Search de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) se 

comprobó que su anotación fue correcta. El gen chrA fue eliminado mediante recombinación 

homóloga con el objetivo de determinar su contribución a la resistencia a Cr(VI) en K. 

pneumoniae. 

 

Figura 19. Esquema del operón chrBA presente en K. pneumoniae AqSCr, el recuadro rojo indica la región 

que fue eliminada. Se indican los códigos asignados en el GenBank para cada ORF y sus productos 

proteicos: ChrA transportador de cromato, ChrB regulador transcripcional.  

Para determinar si la mutante K. pneumoniae AqSCr chrA- perdió resistencia a Cr(VI) en 

comparación con la cepa tipo silvestre, se ensayó el efecto sobre el crecimiento en medio LB de 1 

y 3mM de Cr(VI). Como se muestra en la Figura 20, la mutante chrA- mostró un crecimiento 

similar al de la cepa tipo silvestre, indicando que la eliminación del gen chrA no afecta la 
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resistencia a Cr(VI) bajo las condiciones estudiadas. Este resultado sugiere que la cepa K. 

pneumoniae AqSCr posee otros mecanismos de resistencia a Cr(VI).  

 

Figura 20. Crecimiento de la cepa tipo silvestre de K. pneumoniae AqSCr y la mutantes chrA- en medio 

LB adicionado con 1mM y 3mM de Cr(VI) a las 2 horas de incubación. Las barras indican la desviación 

estándar. 

VIII.6 Respuesta global a Cr(VI) de K. pneumoniae AqSCr. 

Adaptación metabólica a Cr(VI). 

 

Con el objetivo de determinar si K. pneumoniae AqSCr posee mecanismos de adaptación 

inducidos por Cr(VI), antes de secuenciar el transcriptoma se realizaron ensayos de crecimiento 

de cultivos en medio LB pH 8 con 11mM de Cr(VI), inoculados con células cultivadas en 

presencia y ausencia de Cr(VI). Como se observa en la Figura 21, los cultivos inoculados con 

células sin adaptar a Cr(VI) presentan un crecimiento bifásico con un periodo de muerte y 

después de las 6 horas se inició la fase de crecimiento exponencial. Por otra parte, en los cultivos 

inoculados con células pre adaptadas a Cr(VI) no ocurrió el periodo de muerte, la fase de 

crecimiento exponencial empezó a las 3 horas de incubación alcanzado una viabilidad superior a 

las 24 horas de incubación en comparación con los cultivos inoculados con células no adaptadas. 

Cuando las células adaptadas a Cr(VI) fueron inoculadas en medio LB en ausencia de Cr(VI) y 

posteriormente re expuestas al metal, presentaron la misma fase de muerte y recuperación, 

indicando que la adaptación a Cr(VI) observada en la Figura 21 es metabólica y no genética en 

respuesta a la previa exposición al metal. 
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Figura 21. Crecimiento de K. pneumoniae AqSCr en medio LB pH 8 con 11mM de Cr(VI): células sin 

pre-adaptar (triángulos verdes) vs células pre-adaptadas a 11mM de Cr(VI) (círculos azules). Las barras de 

error indican la desviación estándar. 

En la Figura 22 se muestran las micrografías de transmisión electrónica de células de K. 

pneumoniae AqSCr cultivadas en medio LB pH8 con 11mM de Cr(VI), en ellas se observa la 

presencia intracelular de nanopartículas con alta densidad electrónica que no se observan en los 

cultivos crecidos en la ausencia de Cr(VI). En la mayoría de las células las nanopartículas se 

observaron en posiciones ordenadas, lo cual indica que su síntesis es localizada. Los cortes no 

fueron tratados con acetato de uranilo, por lo tanto, el contraste se debe a la presencia del cromo. 

Posteriores análisis de XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) deben de llevarse a cabo 

para determinar la composición elemental de las nanopartículas.  

 

Figura 22. Micrografías de transmisión electrónica de K. pneumoniae AqSCr a) crecida en medio LB pH 8 

solo y b) crecida en medio LB pH 8 con 11mM de Cr(VI). Cortes sin tinción con acetato de uranilo. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0584854707000997
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Análisis global de expresión diferencial de genes en presencia y ausencia de Cr(VI): 

estudios de RNAseq. 

En los últimos años las aproximaciones ómicas han permitido estudiar la repuesta global de los 

microorganismos a diversos ambientes y condiciones de cultivo, conduciendo a una mayor 

comprensión de diversos procesos como la supervivencia bacteriana en condiciones extremas de 

estrés. El primer estudio de respuesta global a Cr(VI) fue el análisis del transcriptoma de 

Shewanella oneidensis MR1 mediante microarreglos (Bencheikh-Latmani et al., 2005), desde 

entonces, un total de 12 estudios globales han sido reportados, los cuales consistieron en análisis 

proteómicos, de microarreglos y un estudio mediante RNAseq, de únicamente 7 especies 

bacterianas y una levadura (Tabla 4). Los resultados de estos estudios revelan que algunas vías 

generales se encuentran prendidas en respuesta a la presencia de Cr(VI), sin embargo, varios 

elementos de dichas vías son diferentes. Hasta el momento, no existe ningún estudio global de la 

respuesta a Cr(VI) en el género Klebsiella. En el presente trabajo se realizó la implementación de 

tecnologías de secuenciación masiva para estudiar el transcriptoma (RNAseq) en presencia y 

ausencia de Cr(VI) de K. pneumoniae AqSCr, ya que esta herramienta ómica tiene una alta 

sensibilidad. 

Tabla 4. Estudios de respuesta global a Cr(VI) en diferentes microorganismos. 

Microorganismo 
Tipo de 

análisis 
Referencia 

Condición de 

oxigeno 
Medio 

Concentración de 

Cr(VI) 

Shewanella oneidensis 

MR1 
Microarreglos  

Bencheikh-Latmani et 

al., 2005 
anaerobiosis SM 0.1mM  

Shewanella oneidensis 

MR1 

Microarreglos 

y proteómica 
Brown et al., 2006 aerobiosis LB pH 7 1mM  

Shewanella oneidensis 

MR1 

Microarreglos 

y proteómica 
Chourey et al., 2006 aerobiosis LB pH 7.2 0.3mM  

Shewanella oneidensis 

MR1 
Proteómica Thompson et al., 2007 aerobiosis LB pH 7.2 0.3, 0.5 y 1.0mM  

Shewanella oneidensis 

MR1 
Microarreglos  Chourey et al., 2008 aerobiosis LB pH 7.2 0.3mM   

Pseudomonas 

aeuruginosa 
Proteómica Kilic et al., 2010 aerobiosis NB pH 8 300mg/l  

Caulobacter crecentus Microarreglos  Hu et al., 2005 aerobiosis M2G 40-54uM  

Arthobacter sp. FB24 Proteómica Henne et al., 2009  aerobiosis NB 5 y 20mM  

Pseudomonas putida F1 Proteómica Thompson et al., 2010 aerobiosis LB y M9 1mM  

Ralstonia metallidurans Microarreglos  Monsieurs et al., 2011 aerobiosis 
TrisMMM-

gluconate 
0.1mM  

Staphylococcus aureus 

LZ-01 
RNAseq 

Zhang et al., 2014 
aerobiosis M9 0.4mM 

Sacaromices cerevisiae Microarreglos  Jin et al., 2008 aerobiosis YPD 0.4 y 1.7mM  
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Para realizar los estudios de RNAseq, fueron cosechados cultivos de K. pneumoniae AqSCr en 

medio LB pH 8 con y sin 11mM de Cr(VI) (30°C, 250rpms) en fase exponencial. A 

continuación, el RNA total fue purificado y tratado con DNAsa y exonucleasa, posteriormente, se 

realizó la síntesis de cDNA. Finalmente, tres bibliotecas (correspondientes a replicas biológicas) 

de cada condición fueron secuenciadas. 

Tabla 5. Resultados de secuenciación 

Bibliotecas Lecturas totales 

A1 (Sin Cr) 8764966 

A2 (Sin Cr) 15935358 

A3 (Sin Cr) 12924698 

B1 (Con Cr(VI)) 12507755 

B2 (Con Cr(VI)) 13496910 

B3 (Con Cr(VI)) 8786756 

 

 

Figura 23. Dispersión de los datos de las bibliotecas del transcriptoma de K. pneumoniae AqSCr en 

ausencia (A) y en presencia de 11mM de Cr(VI) (B). 

En la Tabla 5 se muestran el número de lecturas obtenidas para cada biblioteca y en la Figura 23 

se muestra la dispersión de los datos crudos obtenida utilizando R. De acuerdo a este análisis, una 

de las bibliotecas de cada condición (A_1 y B_3) presentó mayor dispersión que sus otras dos 

replicas, además, tuvo menor número de lecturas, a pesar de ello se agrupa claramente con las 

otras, por lo que las tres replicas de cada condición fueron utilizadas en el análisis. El universo 

total de lecturas mapeó sobre 5420 ORFs del genoma de K. pneumoniae AqSCr, de los cuales 

fueron filtrados aquellos con conteos poco significativos, obteniendo un set final de 5097 ORFs, 

que fueron sujetos a análisis de expresión diferencial con tres diferentes métodos DESeq, EdgeR y 

NOISeq (Anders y Huber, 2010; Robertson et al., 2010, Tarazona et al., 2011). Un total de 539 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anders%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20979621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huber%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20979621
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ORFs mostraron expresión diferencial de acuerdo a los tres métodos (Figura 24), 259 se 

encontraron sobreexpresados en ausencia de Cr(VI) y 280 en presencia de Cr(VI). Los datos de 

expresión diferencial obtenidos por RNAseq fueron validados mediante qRT-PCR de 11 genes 

(Tabla 6). Los ORF kp4174, kp708 y kp3531 que no mostraron expresión diferencial en los datos 

obtenidos por RNAseq fueron utilizados como controles internos, sin embargo, únicamente 

kp708 fue utilizado para normalizar. Como se muestra en la Tabla 6 se obtuvo una 

correspondencia entre los datos obtenidos por RNAseq y por qRT-PCR (esto se observó aún con 

los datos crudos, antes de realizar la normalización con el control interno). 

 

Figura 24. Expresión diferencial de genes de K. pneumoniae AqSCr en presencia y ausencia de Cr(VI). En 

la imagen se muestra el número de genes expresados diferencialmente de acuerdo a DESeq, EdgeR y 

NOISeq (Anders y Huber, 2010; Robertson et al., 2010, Tarazona et al., 2011).  

Tabla 6. Validación del análisis de RNA seq mediante qR-TPCR       

 

RNAseq 

 

qRT-PCR 

ORF Función del producto del gen Log2NC NC 2-ΔΔCt 

kp14 (BHE81_25425) Permeasa de sulfato 4.56 23.67 2.42 

kp598 (BHE81_12570) RpoE  1.62 3.08 2.70 

kp2076 (BHE81_19460) Citrato sintasa  1.51 2.84 2.59 

kp3165 (BHE81_07325) Citocromo b (561) 1.94 3.83 8.84 

kp3746 (BHE81_10435) Tirosina quinasa Wzc 3.17 9.00 1.40 

kp4428 (BHE81_25140) Citocromo soluble b562 1.50 2.84 2.45 

kp635 (BHE81_12780) 

RecN proteína de reparación de DNA 

(Reparación de rupturas de doble cadena) 1.56 2.94 4.14 

kp4050 (BHE81_01240) 

Dihidrolipoamida deshidrogenasa, complejo 

piruvato deshidrogenasa. 0.64 1.56 2.13 

kp602 (BHE81_12590) Piruvato formato liasa -5.21 0.03 0.03 

kp2087 (BHE81_19515) Citocromo d ubiquinol oxidasa subunidad II -2.60 0.17 0.16 

kp4689 (BHE81_03385) Citrato sintasa  -4.31 0.05 0.03 

kp4174 (BHE81_23755) 

RNA polimerasa DNA-dirigida, subunidad 

beta´ 0.02 1.01 1.39 

kp708 (BHE81_13165) Alanil-tRNA sintetasa -0.04 0.97 1.00 

kp3531 (BHE81_09265) L-serina deshidratasa subunidad beta -0.04 0.97 0.77 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anders%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20979621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huber%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20979621
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Las secuencias proteicas de los ORF diferencialmente expresados fueron analizadas para la 

asignación de KOs (KEGG ortology). La categorización funcional general se muestra en la 

Figura 25. A continuación se describen algunos de los elementos diferencialmente expresados de 

mayor relevancia con relación a la respuesta a Cr(VI).  

 

Figura 25. Categorización funcional genes de K. pneumoniae AqSCr expresados diferencialmente en 

presencia de 11mM de Cr(VI) con respecto a la condición sin Cr(VI).  

Genes diferencialmente expresados: 

En respuesta a la presencia de Cr(VI) se encontraron sobreexpresados genes relacionados a 

transporte de electrones, reparación de ADN, respuesta a estrés oxidativo, respuesta a estrés 

osmótico, adquisición de sulfato, respuesta a limitación de fosfato, limitación de hierro, 

transporte de molibdeno, metabolismo de ácidos grasos, síntesis de los grupos Fe-S, metabolismo 

de aminoácidos y reparación de proteínas (Apéndice 2). Por otra parte, se encontraron reprimidos 

genes relacionados al transporte de níquel y cobalto, síntesis de cobalamina, transporte de 

electrones, metabolismo de aminoácidos, síntesis de fagos y algunos genes relacionados a estrés 

oxidativo, reparación de ADN y transporte de hierro.  



62 
 

A) Genes relacionados a transporte de electrones. 

Uno de los aspectos importantes y aún poco comprendidos son las alteraciones en la maquinaria 

de generación de energía y transporte de electrones durante la exposición y reducción aeróbica de  

Tabla 7. Perfil de transcripción de los genes que codifican proteínas con 

homología a reductasas de Cr(VI) y de los genes chrA y chrB. 

ORF Producto del gen 
Nivel de 

cambio 

Log2 de N. 

cambio 

kp396 (BHE81_22565) Oxidoreductasa 0.7 -0.6 

kp4253 (BHE81_07500) N-etilmaleimido reductasa 1.0 0.0 

kp2917 (BHE81_20240) Nitroreductasa 0.9 -0.2 

kp2515 (BHE81_06255) Flavin oxidoreductasa OYE 1.4 0.4 

kp266 (BHE81_27485) N-etilmaleimido reductasa 1.3 0.4 

kp423 (BHE81_27795) ArsH1 1.1 0.2 

kp1822 (BHE81_01995) 
Dihidrolipoil 

deshidrogenasa 
0.8 -0.4 

kp3896 (BHE81_01240) 
Dihidrolipoil 

deshidrogenasa 
1.5 0.6 

kp4310 (BHE81_07815) ChrA 2.0 1.0 

kp4311 (BHE81_07820) ChrB 1.6 0.7 

 

Cr(VI). En este estudio mostraron sobreexpresión los genes que codifican para una enzima citrato 

sintasa, el complejo succinato deshidrogenasa (tres subunidades), el citocromo soluble b562 y el 

citocromo de membrana b561 (los cuales no tienen una función biológica asignada), así como el 

complejo ATP sintasa (las cuatro subunidades). Por otra parte, se encontraron reprimidos los 

genes que codifican para otra enzima citrato sintasa, el complejo fumarato reductasa (cuatro 

subunidades) y el complejo citocromo bd oxidasa (subunidades I y II). De estos resultados es de 

gran importancia la expresión diferencial de los dos genes que codifican para citrato sintasas, uno 

reprimido y otro sobreexpresado, este fenómeno no se ha reportado en los otros estudios de 

respuesta global a Cr(VI) y sería muy relevante estudiar las diferencias tanto de regulación como 

de función de dichas citrato sintasas. Por otra parte, genes involucrados en la vía de reducción de 

nitrato fueron reprimidos en presencia de Cr(VI), incluyendo a los que codifican el sistema de 

dos componentes NarXL, un transportador de nitrato/nitrito tipo MFS, el complejo nitrito 

reductasa, el complejo nitrato reductasa, el complejo formato deshidrogenasa N (dependiente de 

nitrato), así como varios genes involucrados en la biosíntesis de menaquinonas, indicando que en 
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presencia de Cr(VI) K. pneumoniae AqSCr detiene la transferencia de electrones desde el 

formato hacia el nitrato, ya que se sabe que el complejo formato deshidrogenasa N transfiere los 

electrones del formato hacia menaquinonas embebidas en membrana, las cuales son oxidadas por 

el complejo nitrato reductasa que transfiere estos electrones al nitrato (Berg et al., 1991). Estos 

resultados sugieren que la exposición a Cr(VI) de K. pneumoniae AqSCr conduce a un re-

direccionamiento en el flujo de electrones hacia elementos específicos de la cadena de transporte 

y a un incremento en la tasa de generación de ATP y/o en los requerimientos de este último. 

Ninguno de los genes que codifican para proteínas homólogas a las reductasas de Cr(VI) 

reportadas en otros microorganismos mostró expresión diferencial (Tabla 7), en concordancia con 

los resultados de las mutantes en dichos genes. 

B) Genes asociados a replicación y reparación de ADN. 

El daño a DNA por exposición a Cr(VI) ha sido ampliamente estudiado y demostrado 

(Kortenkamp et al., 1996; Slade et al., 2005; Casadevall et al., 1999), por lo tanto, la activación 

de sistemas de reparación de ADN debe ser crítica en bacterias capaces de resistir altas 

concentraciones de este metal. En K. pneumoniae AqSCr se encontraron sobreexpresados los 

genes que codifican para RecN y HNS (proteínas involucradas en reparación de rupturas de doble 

cadena de ADN) así como, las endonucleasa Nfo y Cho involucradas en reparación por excisión 

de bases. En contraste con otros reportes, recA no mostró expresión diferencial, por el contrario, 

se encontró sobreexpresado el gen dinI (inhibidor de la acción de RecA). También mostraron 

sobreexpresión los genes ssbp, nrdH, nrdA y nrdB involucrados en reparación y replicación de 

ADN. Por otra parte, se encontró reprimido un gen que codifica una exodeoxiribonucleasa VIII 

(actividad 5´-3´ exonuclease sobre DNA de doble cadena). 

C) Genes asociados a respuesta a estrés oxidativo. 

La reducción intracelular de Cr(VI) a Cr(III) tanto por compuestos reducidos (como el glutatión), 

como por enzimas que transfieren un solo electrón, conduce a la formación de los intermediarios 

Cr(V) y Cr(IV), los cuales a su vez conducen la formación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y H2O2 generando estrés oxidativo. Como estrategia para contender con este estrés, las 

células modulan la expresión de genes que codifican para proteínas con actividad antioxidante. 

Con relación a esto, en K. pneumoniae AqSCr se encontraron sobreexpresados los genes que 

codifican para una tiol peroxidasa, una Mn-superóxido dismutasa (SodA) y el regulador 
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transcripcional SoxX. Por otra parte, se encontraron reprimidos los genes que codifican una 

enzima catalasa/peroxidasa y una Fe-superóxido dismutasa (SodB). Estos resultados son de gran 

relevancia, ya que las enzimas superóxido dismutasas catalizan la reacción 2O2
.-

 + 2H+ → H2O2 + O2, mientras que las peroxidasas son capaces de reducir el peróxido de 

hidrogeno a agua (Branco y Morais, 2016), por lo tanto, en conjunto son potencialmente capaces 

de eliminar las especies reactivas de oxígeno y el peróxido de hidrogeno. La sobreexpresión y 

represión de dos superóxido dismutasas hace sentido debido a diversos antecedentes sobre este 

tipo de enzimas. Tanto las Mn-SOD como las Fe-SOD participan en respuesta a estrés oxidativo, 

sin embargo, se ha propuesto que las enzimas Fe-SOD responden a estrés en general, mientras 

que las Mn-SOD son inducidas por factores específicos (en este caso por cromo). Además, se ha 

propuesto que existe una especialización de las Mn-SOD para la protección de DNA y de las Fe-

SOD para la protección de proteínas citoplasmáticas (Hopkin et al., 1992). Adicionalmente, se ha 

sugerido que las Mn-SOD evolucionaron de las Fe-SOD en ambientes con bajas concentraciones 

de hierro (véase “respuesta a deficiencia de Fe” más adelante) (Aguirre et al., 2013). 

Recientemente, fue reportado que los genes chrC y chrF del determinante genético de resistencia 

a Cr(VI) denominado TnOtchr de la cepa Ochrobactrum tritici5bvl1 codifican para una Fe-

superóxido dismutasa (ChrC) y una Mn-superóxido dismutasa (ChrF), respectivamente,  

encontrándose que su presencia es importante para evitar la acumulación de especies reactivas de 

oxígeno durante la exposición a Cr(VI), sin embargo, en ausencia del gen chrC (Fe-Sod) existe 

una mayor acumulación de ROS que en ausencia de chrF (Mn-Sod), indicando una mayor 

contribución de ChrC. Por otra parte, estudios de respuesta global a Cr(VI) en Shewanella 

oneidensis, se encontró la sobreexpresión de una Fe-superóxido dismutasa (Brown et al., 2006; 

Chourey et al., 2006), mientras que en Caulobacter crescentus se encontró la sobrexpresión de 

una Mn-superóxido dismutasa en respuesta a cromo, cadmio y uranio (Hu et al., 2005). De 

acuerdo a los estudios mencionados, es posible que en diferentes microorganismos exista un uso 

preferencial de las Fe o Mn superóxido dismutasa en respuesta al estrés oxidativo generado por 

Cr(VI).  

Entre los genes de respuesta a estrés oxidativo también se encontraron sobreexpresados genes que 

codifican para los elementos involucrados en la vía de síntesis de centros hierro-azufre [Fe-S]. 

Estos cofactores son requeridos para funciones celulares fundamentales, incluyendo respiración y 

su ensamble debe ser muy fino para evitar la toxicidad de iones libres de hierro y azufre. En 
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bacterias existen tres vías de ensamble de los centros [Fe-S]; 1) elementos Isc (de mantenimiento 

o “Housekeeping”), 2) elementos Suf (utilizados bajo condiciones de estrés) y 3) elementos Nif 

(utilizados para el ensamble de centros especializados [Fe-S] de enzimas específicas) (Ayala-

Castro et al., 2008). En el presente estudio se encontraron sobreexpresados tanto genes isc, como 

suf. En estudios recientes se ha visto que tanto el sistema Isc como el Suf son inducidos por estrés 

oxidativo o en condiciones de limitación de hierro (Ayala-Castro et al., 2008) pero no se habían 

asociado a estrés por cromo.  

Por otra parte, se encontraron reprimidos los genes que codifican para las proteínas de estrés 

universal E, F y G. 

D) Genes asociados a respuesta a limitación de sulfato.  

El azufre es un elemento esencial para todos los seres vivos, ya que forma parte de cofactores 

como la biotina, coenzima A, S-adenosilmetionina, tiamina, glutatión, ácido lipoico y de los 

grupos Fe-S, así como de los aminoácidos cisteína, metionina y selenocisteína (Aguilar-Barajas 

et al., 2011). En bacterias existen varias vías de asimilación de azufre, estas incluyen la 

adquisición de sulfato (SO4
2-), tiosulfato (S2O3

2-), esteres de sulfato, sulfamatos, sulfonatos, 

metionina o cisteína (Davies et al., 1999). Sin embargo, para la mayoría de los microorganismos 

la fuente de azufre preferencial es el anión sulfato (Whalen y Warman, 1996). En diversos 

estudios se ha demostrado que el ion cromato es transportado al interior de la célula a través de 

los transportadores de sulfato, ejerciendo una inhibición sobre el transporte de este último y por 

lo tanto una deficiencia de azufre para la célula (Aguilar-Barajas et al., 2011). En bacterias se han 

encontrado cuatro familias de transportadores de sulfato SulT (CysPTWA), SulP, CysP/(PiT) y 

CysZ, pero el transporte de cromato ha sido encontrado únicamente en el caso de los 

transportadores SulT y CysP (Aguilar-Barajas et al., 2011). En el genoma de K. pneumoniae 

AqSCr están presentes los genes cysPTWA, un gen cysZ y 3 genes sulP. De ellos, únicamente uno 

de los genes sulP mostró expresión diferencial con un Log2NC de 4.6, este gen sulP es el único 

de los tres que se encuentra adyacente a un gen que codifica para una anhidrasa carbónica, la cual 

mostró un Log2NC de 6.4, lo cual es interesante y que se sabe que los genes sulP codifican para 

permeasas de sulfato cotransportadoras de HCO3
- (Aguilar-Barajas et al., 2011).  También se 

encontró la sobreexpresión de dos genes que codifican para posibles arilsulfatasas, esto resulta 

interesante porque estas enzimas participan en sistemas de transporte de sulfato de alta afinidad 
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ya que liberan el anión sulfato de sulfatos orgánicos esterificados y se ha reportado su 

sobreexpresión en condiciones de limitación de sulfato (Davies et al., 1999). 

Además de los genes involucrados en el transporte de sulfato se encontraron sobreexpresados los 

genes de otras tres vías de adquisición de azufre: el sistema de transporte de taurina (tauABCDE), 

el sistema de transporte de alkenosulfonatos (ssuEADCB) y el sistema de transporte de metionina. 

Estos resultados sugieren que en la cepa K. pneumoniae AqSCr la presencia de Cr(VI) conduce a 

una deficiencia de azufre, que es compensada con la activación de varios sistemas de adquisición 

de este elemento como una de las estrategias de resistencia a Cr(VI). 

 

E) Genes asociados a respuesta a limitación de hierro. 

Al igual que el azufre, el hierro es un elemento esencial para diversas funciones celulares y en 

diversos estudios se ha reportado que la presencia de cromo conduce a una deficiencia de hierro 

en varios microorganismos, aunque no se ha determinado claramente cuál es el mecanismo por el 

que se genera dicha deficiencia (Wang y Newton, 1969). En K. pneumoniae AqSCr la presencia 

de Cr(VI) condujo a la sobreexpresión de alrededor de 47 genes involucrados en la adquisición de 

hierro, incluyendo el gen fecl el cual codifica para un factor sigma de la RNA polimerasa de 

respuesta a limitación de hierro, así como los genes que codifican el sistema de transporte Fe(III)-

dicitrato (fecABCDE), el sistema de transporte Fe2+/Mn2+ (sitABCD), el sistema de transporte de 

enterobactina (ent), entre otros. En algunas bacterias se ha reportado que en condiciones de estrés 

por deficiencia de hierro se induce la importación de manganeso para substituir al hierro como 

cofactor en algunas enzimas (Martin et al., 2015). En K. pneumoniae AqSCr encontramos 

sobreexpresado el gen mntH que codifica para un transportador de manganeso, así como un gen 

vecino que codifica una proteína hipotética con un Log2FC de 2.2 y 1.8 respectivamente. En E. 

coli se ha reportado que el transportador mntH es inducido, además, como parte de la respuesta 

OxyR en condiciones de estrés por peróxido de hidrógeno (Anjem et al., 2009). Estos resultados 

indican una gran redundancia de genes que responden a la deficiencia de hierro generada por la 

exposición a cromo. 

F) Genes asociados a respuesta a limitación de fosfato. 

Entre los genes involucrados en deficiencia de fosfato mostraron sobreexpresión phoH, phoB y 

ptsH. En los estudios de respuesta global a cromo de Caulobacter crescentus se encontró también 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davies%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10368187
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la sobreexpresión del gen phoH (Hu et al., 2005), mientras que en Shewanella oneidensis el gen 

phoH mostro represión en presencia de Cr(VI) (Chourey et al., 2006). Lo cual sugiere que el 

Cr(VI) podría tener diferentes efectos en relación a la adquisición y metabolismo de fosfato en 

diferentes microorganismos. 

G) Genes asociados a transporte de molibdeno. 

El molibdeno es un metal esencial para la mayoría de las bacterias (exceptuando las que usan 

tungsteno). El molibdeno es importado al interior de las células como molibdato MoO4
2- 

principalmente por el sistema de transporte de sulfato-tiosulfato SulT (CysPTWA) (debido a su 

analogía estructural con el sulfato) y a través del sistema de alta afinidad ModABC (Aguilar-

Barajas et al., 2011). Como se mencionó, el sistema SulT transporta también iones cromato 

(CrO4
2-), por lo tanto, la presencia de este último puede conducir a la inhibición competitiva del 

transporte de otros aniones incluyendo al MoO4
2-. Por otra parte, el transporte de cromato por el 

sistema ModABC no ha sido estudiado. En K. pneumoniae AqSCr se encontró la sobreexpresión 

de los genes modA y modB con un Log2NC de 1.66 y 1.96 respectivamente, mientras que modC 

mostró una ligera sobreexpresión con un Log2NC de 1.26. Estos resultados indican que en K. 

pneumoniae AqSCr la presencia de Cr(VI) conduce a una deficiencia en molibdeno, que causa la 

expresión del sistema ModABC. 

H) Genes asociados a síntesis y degradación de proteínas. 

Ha sido reportado que algunas condiciones de estrés conducen a un incremento en la síntesis de 

subunidades ribosomales específicas para compensar una baja tasa de iniciación de la traducción 

(O’Connell y Thomashow, 2000). La sobreexpresión de subunidades del ribosoma en presencia 

de Cr(VI) también ha sido reportada en Pseudomonas aeuruginosa (Kilic et al., 2010), así como, 

en Shewanella oneidensis (Bencheikh-Latmani et al., 2005; Chourey et al., 2006). En este estudio 

se encontraron sobreexpresados cinco genes que codifican subunidades del ribosoma incluyendo 

S16, S21, S22, L13, L27 y L28. Adicionalmente, se encontraron sobreexpresados los genes que 

codifican para posibles chaperonas periplasmáticas involucradas en el replegamiento de 

proteínas, así como, la sobreexpresión del gen htrA/depG (que codifica una endoproteasa 

involucrada en el control de calidad de proteínas de membrana) y del gen htpX (que codifica 

proteasa de membrana regulada por estrés). 
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I) Genes asociados a respuesta a estrés osmótico y daño en la envoltura celular. 

Los elementos que integran la envoltura celular juegan un papel fundamental en la resistencia 

tanto a Cr(VI), como a otros metales. En varios de los estudios de respuesta global a Cr(VI) se ha 

reportado la sobreexpresión de genes involucrados en mantener la integridad tanto de la cápsula, 

como de las membranas celulares. En K. pneumoniae AqSCr la presencia de Cr(VI) condujo a la 

sobreexpresión del gen rpoE que codifica para un factor sigma 70 de la RNA polimerasa, cuya 

función principal es mediar la respuesta a estrés en la envoltura celular y a estrés extra-

citoplasmático en general (Rhodius et al., 2006), sin embargo, su expresión en respuesta a Cr(VI) 

no ha sido previamente reportada. Por otra parte, se encontraron sobreexpresados 6 genes que 

codifican elementos involucrados en respuesta a choque osmótico (cpxP, osmF, osmB, osmF y 

osmC). El gen cpxP que codifica para una proteína periplasmática de respuesta a envoltura 

celular, un gen que codifica posiblemente involucrada en formación de esferoplastos y el gen wzc 

que codifica una tirosina quinasa involucrada en síntesis de exopolisacáridos. También se 

encontraron diferencialmente expresados (tanto negativa como positivamente) genes de 

degradación, síntesis y modificación de ácidos grasos, lo cual sugiere una activa modificación de 

la membrana. 

J) Otros genes con expresión diferencial. 

Además de los genes mencionados, diversos genes mostraron expresión diferencial, sin embargo, 

su papel en la resistencia o reducción de Cr(VI) es difícil de comprender. Entre ellos mostraron 

sobreexpresión un total de 23 genes involucrados en síntesis y degradación de aminoácidos y 8 

genes con estas funciones mostraron represión. Por otra parte, se encontró una represión de los 

genes que codifican para el sistema de transporte de níquel (nikABCDER). También mostraron 

represión dos agrupamientos de genes cbiABCDE y cbiTTFGHJKLMQOP involucrados en la 

adquisición de cobalto y la síntesis de cobalamina, varios genes involucrados en síntesis de 

fimbrias (fimA, fimE y fimD), 18 genes relacionados a síntesis de bacteriófagos y 16 genes 

pertenecientes a sistemas pts. 

En conjunto los resultados indican que la resistencia a cromo por K. pneumoniae AqSCr 

involucra la participación de diversas vías para reparar y/o prevenir los daños causados por este 

metal, que incluyen elementos de respuesta a estrés oxidativo, respuesta a estrés osmótico, 
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adquisición de hierro y azufre y mecanismos de reparación de DNA. Un resumen de su posible 

participación se muestra en la Figura 26. 

 

Figura 26. Elementos genéticos con expresión diferencial en respuesta a Cr(VI). En rojo se indican las 

vías de respuesta generales para contender con los efectos tóxicos del Cr(VI) (véase la Figura 1). En azul 

se indican algunos de los genes inducidos y en verde los reprimidos. 

VIII.8 Resistencia a otros metales. 

Diversos ambientes contaminados con cromo, así como, las aguas industriales residuales 

usualmente se encuentran contaminados con otros metales ademas del cromo, por ello fue de gran 

interés el estudio de la resistencia a otros metales de por la cepa AqSCr. Las concentraciones 

mínimas inhibitorias para K. pneumoniae AqSCr de Cr6+, Co2+, Zn2+, Cu2+, Ag+, Al3+, Ni2+, Se6+, 

As5+, As3+, Cd2+ y Pd2+ en medio LB-agar se muestran en la Tabla 8. La CMI de Cr(VI) en medio 

solido fue >6mM y <7mM, tres veces mayor que la resistencia en medio LB líquido. La 

resistencia a As5+ fue mucho mayor a la de As3+. El metal resistido en mayor concentración por 

K. pneumoniae AqSCr fue selenio (Se6+) (>800mM), además se encontró que es capaz de reducir 
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este metal, dando como resultando en el crecimiento de colonias rojas (Figura 27) debido a la 

acumulación de cristales de Se° amorfo (Rathgeber et al., 2002). Por otra parte, Ag+ resultó 

inhibitoria para K. pneumoniae AqSCr a sólo 0.6mM. Adicionalmente se encontró que K. 

pneumoniae AqSCr es capaz de crecer en medio LB líquido con 5mM de acetato de uranilo 

U(VI) pero no a 10mM. En la Figura 28 se observan micrografías de K. pneumoniae AqSCr 

crecida en medio LB liquido con 1mM de acetato de uranilo. En ellas se puede observar la 

presencia de nanopartículas con alta densidad electrónica localizadas dentro de la célula, 

principalmente en la periferia, de manera similar a lo observado en las células crecidas en 

presencia de Cr(VI), pero a diferencia de ellas, las células tratadas con uranio muestran una alta 

densidad electrónica en la envoltura celular, indicando una acumulación del metal en esa región. 

Estos cortes también serán sometidos a análisis de XANES para determinar su composición 

elemental.  

Tabla 8. Concentración mínima inhibitoria para K. 

pneumoniae AqSCr de diferentes metales. 

Metal MIC 

Co2+ >4mM, <5mM 

Zn2+ >7mM, <8mM 

Cu2+ >8mM, <9mM 

Ag+ >.5mM,<.6mM 

Cr6+ >6mM, <7mM 

Al3+ >7mM, <8mM 

Ni2+ >8mM, <9mM 

Se6+ >800mM 

As6+ >500mM, <600mM 

As3+ >10mM, <11mM 

Cd2+ >3mM ,<4mM 

Pd2+ >2mM, <3mM 

U6+ >5mM, <10mM 

 



71 
 

 

Figura 27. Crecimiento de K. pneumoniae AqSCr en presencia de selenato. Las placas corresponden a 

medios LB suplementados con 0, 100 y LB 200mM de Na2SeO4. 

 

Figura 28. Micrografías de transmisión electrónica de células de K. pneumoniae AqSCr cultivadas 

aeróbicamente en medio LB pH 7 con 1mM de U(VI) a las 24 horas de incubación. Cortes sin tinción con 

acetato de uranilo.  
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VIII.9 Elementos de resistencia a arsénico en K. pneumoniae AqSCr: análisis de mutantes. 

 

El arsénico es el 53° elemento más abundante en la corteza terrestre y se encuentra en el 

ambiente como arsenato As(V) y arsenito As(III). Este último (As(OH)3) es considerado el estado 

más tóxico debido a su alta solubilidad y tendencia a reaccionar con los grupos tilo conduciendo 

a la inactivación de varias enzimas y receptores (Rosen, 2002). Los microorganismos tienen gran 

influencia sobre el ciclo biogeoquímico del arsénico, bajo condiciones anaeróbicas el arsenato 

puede ser utilizado por diversos microorganismos como aceptor final de electrones mediante 

enzimas unidas a membrana para la generación de energía (respiración de arsenato) (Lovley y 

Coates, 1997; Malasarn et al., 2008). Por otra parte, el arsenito puede ser utilizado como donador 

de electrones por microorganismos quimilitótrofos mediante enzimas unidas a membrana externa 

(Silver y Phung, 2005). De manera independiente a estos procesos, los microorganismos han 

evolucionado mecanismos de resistencia al arsénico, estos incluyen reducción-eflujo, oxidación 

extracelular de arsenito a arsenato (menos tóxico y menos soluble) y metilación-precipitación 

(Silver y Phung, 2005; Zhang et al., 2015). El mecanismo más estudiado es el de reducción-eflujo 

conferido por el sistema ars, que comúnmente se encuentra como operón. La forma canónica del 

operón ars incluye los genes que codifican para tres elementos principales; un regulador 

transcripcional ArsR de respuesta a As(III) and As(VI); una arsenato reductasa citoplasmática 

ArsC (diferente a las involucradas en respiración), que reduce arsenato a arsenito en el interior de 

la célula; y una bomba de antiporte de As(OH)3/H
+ ArsB, que bombea arsenito al exterior de la 

célula confiriendo por lo tanto resistencia tanto a arsenato, como a arsenito (Silver y Phung, 

2005). Los sistemas ars pueden incluir elementos adicionales y tener diferentes arreglos (Zhao et 

al., 2015).  

Como se indica en la Tabla 6, K. pneumoniae AqSCr es capaz de resistir hasta 11mM de As(III) 

y hasta 600mM de As(V), debido a esto, surgió un gran interés en comprender sus mecanismos 

de resistencia a este metal. En el genoma de esta cepa fueron identificados 4 arreglos genéticos 

posiblemente involucrados en resistencia a arsenato y/o a arsenito, los cuales fueron denominados 

ars1, ars2, ars3 y ars4. A continuación se describen algunas de sus características. 

La región ars1 se encuentra en el fragmento ensamblado #5 (205551 pb) que corresponde a DNA 

plasmídico y no se encuentra en la K. pneumoniae NTUH-K2044 (utilizada como referencia para 

el ensamble). La secuencia de ars1 ha sido encontrada únicamente en un organismo del genero 
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Klebsiella, dentro del plásmido pKOX_R1 (353865 pb) de K. michiganensis E718 con un 100% 

de cobertura y un 99% de identidad, pero también fue encontrado en plásmidos de otros géneros 

bacterianos. 

La secuencia ars2 se encontró en el fragmento ensamblado #14 (30202 pb) que también 

corresponde a DNA plasmídico y tampoco se encuentra en la cepa K. pneumoniae NTUH-K2044. 

La secuencia más cercana corresponde a Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis LMG 23823 

con un 92% de cobertura y 92% de identidad, también se encontró en el plásmido pCAV1374-

150 (150318pb) de Klebsiella oxytoca CAV1374 con un 92% de cobertura y un 91% de 

identidad. 

Las secuencias ars3 y ars4 se encuentran en posiciones alejadas entre ellas dentro del fragmento 

ensamblado #1 (3750327 pb) que corresponde a DNA cromosomal y sus homólogas fueron 

encontradas en K. pneumoniae NTUH-K2044, ambas con un 100% de cobertura y un 99% de 

identidad, estas regiones se encuentra muy conservadas dentro de la especie K. pneumoniae. En 

la Figura 29 se esquematizan los arreglos genéticos descritos y se indica en el recuadro rojo las 

regiones eliminadas mediante doble recombinación homóloga, para estudiar su función. 

 

Figura 29. Arreglos genéticos ars posiblemente involucrados en resistencia a arsénico. En verde se indican 

los elementos con posible participación en la resistencia a arsénico, el recuadro rojo indica la zona 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_924328937
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_828958755
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_57158257
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eliminada en las mutantes. Se indican los productos proteicos de cada ORF: ArsR regulador 

transcripcional, ArsB bomba de eflujo de arsenito, ArsC arsenato reductasa, ArsH oxidoreductasa 

asociada a resistencia a arsénico, TPX tiol peroxidasa (sistema de defensa contra estrés oxidativo), YfgC 

metaloproteasa, LysR regulador transcripcional, SOD superóxido dismutasa, oxidoreductasas 

dependientes de NAD(P)H, PH proteínas hipotéticas. Los genes representados en verde del arreglo ars1 

corresponden a los ORF: BHE81_27780 al BHE81_27800, los del arreglo ars2 corresponde a los ORF: 

BHE81_27875 al BHE81_27890, los del arreglo ars3 corresponden a los ORF: BHE81_12005 al 

BHE81_12025 y los del arreglo ars4 corresponden a los ORF: BHE81_14520 al BHE81_14575, los 

cuales fueron asignados al depositar el genoma de la cepa AqSCr en el GenBank. 

Como se describió, las mutantes en los cuatro loci ars fueron generadas para determinar su efecto 

sobre la habilidad de reducir Cr(VI) de K. pneumoniae AqSCr, sin embargo, dichas mutaciones 

no tuvieron efecto. Con el objetivo de estudiar el papel de estos elementos en la resistencia a 

arsénico, el crecimiento de las mutantes fue comparado con el de la cepa silvestre en medio LB-

agar con diferentes concentraciones de arsenato y arsenito. Debido a la homología química entre 

el ion cromato y el ion arsenato, se decidió también probar la mutante en la bomba de eflujo 

ChrA (la cual no presentó disminución sobre la resistencia a Cr(VI)). 

Como se observa en la Figura 30, tanto a 100mM como a 20mM de As(V), el crecimiento de la 

mutante K. pneumoniae AqSCr ars1- fue menor que el de la cepa tipo silvestre, mientras que en 

las mutantes K. pneumoniae AqSCr ars2-, K. pneumoniae AqSCr ars3- y K. pneumoniae AqSCr 

ars4-, no se observó una disminución importante en el crecimiento. La doble mutante K. 

pneumoniae AqSCr ars1-, ars2- presentó mayor sensibilidad que la mutante K. pneumoniae 

AqSCr ars1- siendo incapaz de crecer a 20mM de arsenato. Las otras dos mutantes en múltiples 

loci presentaron el mismo efecto. Esto indica que la resistencia a altas concentraciones de 

arsenato (400mM) está determinada principalmente por ars1, mientras que ars2, ars3 y ars3 

podría tener una participación menor.  

Con respecto a arsenito, se encontró también que la eliminación de ars1 disminuye gravemente la 

resistencia a este metal. Contrario a lo esperado, la eliminación de ars2, ars3, ars3 y chrA de 

manera individual, les confirió a las mutantes mayor resistencia a arsenito con respecto a la cepa 

tipo silvestre y el mismo efecto fue observado en las diferentes concentraciones ensayadas. Por su 

parte, las mutantes múltiples K. pneumoniae AqSCr ars1-, ars2-, K. pneumoniae AqSCr ars1-

ars2-ars3- y K. pneumoniae AqSCr ars1-ars2- ars3-ars3-, presentaron el mismo comportamiento 

que la mutante K. pneumoniae AqSCr ars1-. Esto indica que el grado de resistencia conferida por 
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la eliminación de ars2 (o los otros arreglos ars) no contrarresta la perdida de la resistencia 

provocada por la eliminación de ars1, esto puede ser resultado de la red de regulación o 

cooperación entre los cuatro agrupamientos ars. 

 

Figura 30. Crecimiento de la cepa tipo silvestre y las mutantes sencillas y múltiples en los agrupamientos 

genéticos ars, así como de la mutante chrA-, en presencia de 0mM de As (b), 6mM y 7mM de As(III) (c y 

e respectivamente) y 20mM y 100 nm de As(V) (d y f respectivamente). La distribución de las cepas en 

todas las placas se indica en el esquema de la parte superior izquierda (a). Todos los cultivos corresponden 

a 24 horas de incubación a 30°C, excepto el de 7mM de As(III) que corresponde a 48 hrs de incubación. 
 

En resumen, los resultados de este trabajo indican que el arreglo ars1 es el de mayor importancia 

tanto para la resistencia a As(V) como a As(III), sin embargo, ars2-, ars3-, ars4- también parecen 

tener un papel en el mecanismo de resistencia, si bien al momento su función no es clara. Ya que 

ars3- y ars4- se localizan en el cromosoma, es posible que representaran el mecanismo de 

resistencia original, esto se ve apoyado por el hecho de que ars1- y ars2-, además de estar 

contenidos en plásmidos, no se encuentran reportados en ninguna otra cepa de K. pneumoniae. 

ars3- y ars4- podrían haber conferido una menor resistencia a arsénico o podrían haber sufrido 

modificaciones como resultado de la redundancia genética, ya que recientemente ha sido 

propuesto que los procesos de pseudogenesis pueden estar impulsados por la adquisición 

horizontal de genes (Shapiro et al., 2016). 

El agrupamiento de genes ars1 incluye 5 genes, arsR1, arsB, arsC, arsH y arsR2, por el arreglo 

es posible que ArsR1 regule la expresión de arsB y arsC mientras que ArsR2 regule arsH lo que 
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sería muy interesante de determinar, así como, saber si los 5 elementos son requeridos para el alto 

grado de resistencia conferido por ars1, tanto para arsenito como para arsenato.  

IX. CONCLUSIONES. 

1) K. pneumoniae AqSCr posee varias características que le confieren un gran potencial 

biotecnológico, principalmente su capacidad de reducir Cr(VI), tanto de manera directa 

como de manera indirecta, mediante la reducción de Fe(III) a Fe(II). Por otra parte, 

presenta un alto grado de resistencia a varios metales incluyendo Cr(VI), U(VI), Se(VI) y 

As(V). 

2) El gen chrA presente en el genoma K. pneumoniae AqSCr no tiene una contribución a la 

resistencia a Cr(VI), al menos bajo las condiciones de cultivo estudiadas. 

3) K. pneumoniae AqSCr posee genes que codifican para enzimas homólogas a reductasas 

de Cr(VI), sin embargo, la eliminación de dichos genes no tuvo efecto negativo sobre su 

capacidad de reducir Cr(VI) bajo las condiciones ensayadas. 

4)  La respuesta transcripcional a cromo indica la participación de varias vías para contender 

con los efectos tóxicos del cromo y permitir la replicación bajo concentraciones 

subletales. Dichas vías incluyen elementos de reparación de ADN, respuesta a estrés 

oxidativo, respuesta a estrés osmótico, tres vías de adquisición de hierro, dos vías de 

adquisición de sulfato y síntesis de centros hierro azufre. Por otra parte, en presencia de 

Cr(VI), se encontró la sobreexpresión de elementos específicos de cadena de transporte de 

electrones, incluyendo un citocromo soluble (b562) y un citocromo de membrana (b561), 

los cuales podrían estar involucrados en reducción de Cr(VI). 

 

X. PERSPECTIVAS. 

Dado el alto potencial biotecnológico de la cepa K. pneumoniae AqSCr la perspectiva más 

evidente es continuar con su estudio, tanto para profundizar en los mecanismos de reducción de 

metales, como para el desarrollo de aplicaciones biotecnológicas. Los cuatro enfoques principales 

de estos estudios deberían ser: 

A) Eliminación de genes identificados en el análisis del transcriptoma potencialmente 

importantes en la resistencia y reducción de Cr(VI) en K. pneumoniae AqSCr. 
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Se pretende generar mutantes de genes que mostraron expresión diferencial en presencia de 

Cr(VI), en particular aquellos que podrían no ser necesarios en ausencia de Cr(VI), por ejemplo, 

la enzima citrato sintasa codificada por el gen kp2076, así como los citocromos b562 y b561, ya 

que podría estar involucrados en reducción de Cr(VI). Otro gen candidato para la mutación es la 

Mn-superóxido dismutasa para determinar su efecto sobre la resistencia a Cr(VI). 

 

B) Estudio in vitro de las posibles reductasas de Cr(VI) identificadas en K. pneumoniae 

AqSCr.  

En este caso sería interesante expresar heterónomamente la flavin-oxidoreductasa de la familia 

OYE codificada por el gen kp2515, ya que la mutante en este gen fue la que tuvo menor actividad 

en extractos celulares con relación a las otras mutantes sencillas, así como la oxidoreductasa 

codificada por el gen kp396, ya que esta posee 84.57% de identidad con la reductasa de Cr(VI) 

YieF de E. coli, la cual es la única enzima reportada hasta ahora que es capaz de reducir el Cr(VI) 

a Cr(III) sin intermediarios de Cr(V) o Cr(IV) in vitro. 

C) Determinar si K. pneumoniae AqSCr es capaz de reducir uranio. 

Los análisis con microscopía de transmisión electrónica de K. pneumoniae AqSCr muestran la 

presencia de nanopartículas localizadas intracelularmente, potencialmente compuestas de U(IV). 

De tal manera, por una parte, se pretende realizar el análisis de composición elemental de las 

nanopartículas, así como, ensayos de cinética de reducción de U(VI) en medio de cultivo citrato 

de sodio. 

D) Profundizar el estudio de resistencia a arsénico en K. pneumoniae AqSCr. 

Mediante la generación de una mutante múltiple en ars2, ars3 y ars3 se podría determinar el 

grado de resistencia que puede conferir ars1, así como estudiar la contribución a la resistencia de 

cada uno de los genes que lo componen. En este sentido, sería interesante obtener y estudiar 

mutantes dobles ars1-, ars3- y ars1-, ars4-, para compararlas con la mutante en ars1-, ars2- y 

determinar si ars1 y ars2 confieren la totalidad de la resistencia o si puede ser una combinación 

entre ars1 y cualquiera de los otros dos arreglos genéticos ars. 
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XII. APENDICES. 

APENDICE 1 

Oligonucleótidos utilizados para mutagenesis por recombinación homóloga 

Nombre Secuencia 5´3´ 

>396kpn1 tgcctgaaatcatcaacgaa 

>396kpn2 gacatgattgctcctttgg 

>396kpn3 ccaaaggagcaatcatgtcagtgtaggctggagctgcttc 

>396kpn4 atgctttaacccgccgaataattccggggatccgtcgac 

>396kpn5 attcggcgggttaaagcat 

>396kpn6 tccttcatcggtacctcgtc 

>2515kpn1 ataactacgccgccattcc 

>2515kpn2 taagcgctccgctattcg 

>2515kpn3 cgaatagcggagcgcttaagtgtaggctggagctgcttc 

>2515kpn4 ggctacctgctggcgaataattccggggatccgtcgac 

>2515kpn5 attcgccagcaggtagcc 

>2515kpn6 agcagtaactcgcggtgttt 

>2917kpn1 cttgatacctggcgcagtca 

>2917kpn2 cacgcctctccggttgata 

>2917kpn3 tatcaaccggagaggcgtgaattccggggatccgtcgac 

>2917kpn4 gatagcggttctcatgcaccagtgtaggctggagctgcttc 

>2917kpn5 ggtgcatgagaaccgctatc 

>2917kpn6 ggatcaccgcatcaaagtgt 

>4310kpn1 tgcgtaaaattcagcgtgac 

>4310kpn2 gtcactctgcggaagaacg 

>4310kpn3 cgttcttccgcagagtgacagtgtaggctggagctgcttc 

>4310kpn4 cagcttccacttatagcgaaacaattccggggatccgtcgac 

>4310kpn5 gtttcgctataagtggaagctg 

>4310kpn6 tttttccgattaccgtgagg 

>266kpn1 ttccacgttaaaagggcatt 

>266kpn2 aaacatctgatgggtggcaat 

>266kpn3 attgccacccatcagatgtttaattccggggatccgtcgac 

>266kpn4 cagagaaccgcgaccgtagtgtaggctggagctgcttc 

>266kpn5 acggtcgcggttctctg 

>266kpn6 agcgaccttcggtgatactg 

>4253kpn1 cctgctggcctactatcagc 

>4253kpn2 gcttccgacatagtgactcctg 

>4253kpn5 acaccgattacccgactctgt 

>4253kpn6 ttgtaaccgtccggatcttc 

>4253kpn3 caggagtcactatgtcggaagcaattccggggatccgtcgac 

>4253kpn4 acagagtcgggtaatcggtgtagtgtaggctggagctgcttc 
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>Ars1kpn1    tggtgtttatcactccttcacg 

>Ars1kpn2 cagcacggacgtaagttcac 

>Ars1kpn3 gtgaacttacgtccgtgctgagtgtaggctggagctgcttc 

>Ars1kpn4 atggatttaaacactgctgcaaaattccggggatccgtcgac 

>Ars1kpn5 ttgcagcagtgtttaaatccat 

>Ars1kpn6 gcgtttcttaaaacacccgtta 

>Ars2kpn1 ataaggagcgcctggcttac 

>Ars2kpn2 gccgcagcagtaccatagtg 

>Ars2kpn3 cactatggtactgctgcggcagtgtaggctggagctgcttc 

>Ars2kpn4 cctttctgaccttccggtagaaattccggggatccgtcgac 

>Ars2kpn5 tctaccggaaggtcagaaagg 

>Ars2kpn6 aatgaccagcacagtcgtga 

>Ars3kpn1 cagcagctgcggttgtaata 

>Ars3kpn2 gcgatatcaccggctttc 

>Ars3kpn3 gaaagccggtgatatcgcagtgtaggctggagctgcttc 

>Ars3kpn4 attggcgtgaaagatctggaaattccggggatccgtcgac 

>Ars3kpn5 tccagatctttcacgccaat 

>Ars3kpn6 agcgcagagagaacggatag 

>Ars4kpn1 gtaaaggacggatgccgtaa 

>Ars4kpn2 gccgtgttaatcctcctgt 

>Ars4kpn3 acaggaggattaacacggcagtgtaggctggagctgcttc 

>Ars4kpn4 attctccctgctgaacaggacaattccggggatccgtcgac 

>Ars4kpn5 gtcctgttcagcagggagaat 

>Ars4kpn6 tgttcattgagtggcagca 
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APENDICE 2 

Genes seleccionados activados en presencia de 11mM de Cr(VI) 

Designación del 

ORF  
Gen Función del producto del gen KO 

 Log2 Nivel 

de cambio  

Transporte de electrones y fosforilación oxidativa 

BHE81_25140 cybC 
Citocromo soluble b562, función biológica no 

asignada 
K15536 1.50 

BHE81_07325 cybB 
Citocromo soluble b561, acarreador de electrones 

transmembranal. 
K12262 1.94 

BHE81_19030 bisC 

Cadena A de la dimetilsulfoxido reductasa 

(anaeróbica), acarreador transmembranal de 

electrones 

K08351 1.95 

BHE81_19460 gltA Citrato sintasa K01647 1.51 

BHE81_19465 sdhC 
Succinato deshidrogenasa, subunidad de citocromo b-

556  
K00241 1.95 

BHE81_19470 sdhC 
Succinato deshidrogenasa, subunidad hidrofóbica de 

anclaje a membrana 
K00242 1.71 

BHE81_19480 sdhC Succinato deshidrogenasa, subunidad flavoproteína K00239 1.56 

BHE81_22675 atpH ATP sintasa subunidad delta K02113 1.83 

BHE81_22680 atpF ATP sintasa subunidad b K02109 1.64 

BHE81_22685 atpE ATP sintasa subunidad c K02110 1.73 

BHE81_22695 atpI ATP sintasa proteína I K02116 1.54 

Replicación, recombinación y reparación  

BHE81_26455 ssbp 
Proteína de unión a cadena sencilla de ADN, 

replicación, reparación y recombinación de DNA 
K03111 2.01 

BHE81_10860 nfo 
Endonucleasa IV, reparación de ADN por escisión de 

base 
K01151 1.76 

BHE81_12780 recN 
RecN: reparación de ruptura de doble cadena de 

DNA, recombinación homologa 
K03631 1.56 

BHE81_03730 cho 
Excinucleasa cho, endodeoxiribonucleasa sitio 

específica, reparación de ADN 
K05984 1.53 

BHE81_21170 dinI 
Proteína I inducida por daño a ADN, factor de 

respuesta SOS 
K12149 1.79 

BHE81_21980 dinI 
Proteína I inducida por daño a ADN, factor de 

respuesta SOS  
4.83 

BHE81_13045 nrdH 
NrdH2C, requerida para reducción de la enzima 

reductasa de ribonucleosido-difospato clase Ib 
K06191 6.72 

BHE81_13055 nrdA 

Subunidad alfa de reductasa de ribonucleosido-

difospato clase Ib, esencial para síntesis y reparación 

de ADN 

K00525 3.43 

BHE81_13060 nrdB 
Subunidad beta de reductasa de ribonucleosido-

difospato clase Ib, esencial para síntesis y reparación 
K00526 2.53 
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de ADN 

BHE81_08655 hns 

Proteína H-NS de unión a ADN, reparación de 

rupturas de doble cadena de ADN por recombinación 

ilegitima  

K03746 1.75 

BHE81_02385 
 

ADN polimerasa IV 
 

4.67 

Respuesta a estrés oxidativo 

BHE81_12570 rpoE Subunidad de RNA polimerasa RpoE  K03088 1.62 

BHE81_13040 ahpD Alkilhidroperoxidasa 
 

3.29 

BHE81_04165 tpx 
Tiol peroxidasa, protección contra estrés por peróxido 

de hidrogeno 
K11065 1.85 

BHE81_24245 soxS SoxS activador transcripcional del regulón SoxRS,  K13631 1.75 

BHE81_23030 Mn-sod Mn-superóxido dismutasa K04564 1.76 

Biosíntesis de centros [Fe-S] 

BHE81_12370 hscB 
Proteína chaperona HscB, biogénesis del centro [Fe-

S] 
K04082 1.77 

BHE81_12375 iscA 
Proteína de unión a Fe IscA, ensamble de centro [Fe-

S] 
K13628 1.81 

BHE81_12385 iscS Desulfurasa de cisteína K04487 2.31 

BHE81_12390 iscR 
Regulador transcripcional Rrf2, ensamble de 

centro[Fe-S] 
K13643 1.73 

BHE81_08295 sufS Desulfurasa de cisteína SufS/ selenocisteína liase K11717 2.09 

BHE81_08300 sufD Proteína SufD, ensamble del centro [Fe-S] K09015 2.16 

BHE81_08310 sufB Proteína SufB, ensamble del centro [Fe-S] K09014 2.73 

BHE81_08315 sufA 
Proteína de unión a hierro SufA, ensamble del centro 

[Fe-S] 
K05997 2.47 

Adquisición y metabolismo de azufre 

BHE81_25425 sulP Permeasa de sulfato 
 

4.56 

BHE81_25430 can anhidrasa carbónica K01673 6.36 

BHE81_15265 aslA Arilsulfatasa K07184 3.35 

BHE81_02200 aslA Arilsulfatasa K01130 2.78 

BHE81_13785 ssuD Alcanosulfonato monooxigenasa  K04091 2.64 

BHE81_13795 
 

Proteína de unión a alcanosulfonato 
 

4.17 

BHE81_15005 cbs Cistationina beta sintasa K01697 3.24 

BHE81_15010 cth Cistationina gama-liasa K01758 3.65 

BHE81_15015 lysR Regulador transcripcional LysR  
 

2.61 

BHE81_20670 ssuB 
Proteína de unión a ATP, sistema de transporte de 

sulfonato 
K15555 4.07 

BHE81_20675 ssuC Permeasa, sistema de transporte de sulfonato K15554 4.07 

BHE81_20680 ssuD Alquensulfonato monooxigenasa  K04091 4.02 
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BHE81_20685 ssuA 
Proteína de unión a alquenosulfonato, sistema de 

transporte de sulfonato 
K15553 5.28 

BHE81_20690 ssuE FMN reductasa, metabolismo de sulfuro K00299 3.89 

BHE81_04410 metQ 
Sistema de transporte de metionina, proteína de unión 

a substrato 
K02073 7.61 

BHE81_04415 metN 
Sistema de transporte de metionina, proteína de unión 

a ATP 
K02071 3.26 

BHE81_04420 metL Sistema de transporte de metionina, permeasa K02072 2.69 

BHE81_05670 metN 
Sistema de transporte de metionina, proteína de unión 

a ATP 
K02071 4.69 

BHE81_05675 metQ 
Sistema de transporte de metionina, proteína de unión 

a substrato 
K02073 4.55 

BHE81_08135 ssuB 
Permeasa, sistema de transporte de 

sulfonato/nitrato/taurina 
K02050 2.96 

BHE81_08140 tauT 
Proteína de unión a sustrato, sistema de transporte de 

sulfonato/nitrato/taurina 
K02051 3.59 

BHE81_08145 ssuA 
Proteína de unión a sustrato, sistema de transporte de 

sulfonato 
K15553 2.32 

BHE81_08155 ssuD Alquensulfonato monooxigenasa  K04091 2.99 

BHE81_08170 rsft Sulfurtransferase  
 

3.81 

BHE81_02450 tauA 
Proteína periplasmática de unión a sustrato, sistema 

de transporte de taurina 
K15551 3.08 

BHE81_02455 tauB 
Proteína de unión a ATP, sistema de transporte de 

taurina 
K10831 2.71 

BHE81_02460 tauC Permeasa, sistema de transporte de taurina K15552 1.84 

BHE81_02465 tauD Taurina dioxigenasa K03119 2.63 

Adquisición de hierro y manganeso 

BHE81_26615 fecl RNA polimerasa factor sigma Fecl K03088 3.06 

BHE81_26625 fecA Proteína de transporte de fe(III) dicitrato K16091 2.65 

BHE81_26630 fecB 
Proteína periplasmática de unión a sustrato FecB, 

transporte de Fe(III) dicitrato 
K02016 2.66 

BHE81_26635 fecC Permeasa FecC, transporte de Fe(III) dicitrato K02015 4.30 

BHE81_26640 fecD Permeasa FecD, transporte de Fe(III) dicitrato K02015 1.76 

BHE81_26645 fecE 
Proteína de unión a ATP FecE, transporte de Fe(III) 

dicitrato 
K02013 3.88 

BHE81_10835 cirA Receptor de ferrienterocolina y colicina I K16089 2.58 

BHE81_13420 sitA 
Sistema de transporte Fe2+/Mn2+, proteína de unión 

a sustrato 
K11604 3.97 

BHE81_13425 sitB 
Sistema de transporte Fe2+/Mn2+, proteína de unión 

a ATP 
K11607 4.53 

BHE81_13430 sitC Sistema de transporte Fe2+/Mn2+, permeasa K11605 4.60 

BHE81_13435 sitD Sistema de transporte Fe2+/Mn2+, permeasa K11606 4.34 

BHE81_13465 hemR 
Receptor de membrana externa de hemina, 

dependiente de TonB 
K16087 4.00 
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BHE81_13470 hmuS Proteína de transporte de hemina HmuS K07225 3.57 

BHE81_13475 fhuD Proteína periplasmática de unión a hemina K02016 4.61 

BHE81_13480 fhuB Permeasa, transportador de hemina ABC K02015 4.07 

BHE81_13485 fhuC ATPasa, transportador de hemina ABC K02013 4.92 

BHE81_15690 yqjH Reductasa de Fe-sideroforo K07229 2.06 

BHE81_16810 bfd Ferredoxina asociada a bacterioferritina  K02192 6.81 

BHE81_18780 fepA 
Receptor de membrana extrena para ferric-

enterobactiona dependiente de Ton-B 
K19611 4.23 

BHE81_18785 fes Esterasa de enterobactina K07214 3.45 

BHE81_18790 ybdZ Proteína periplasmica, biosíntesis de enterobactina 
 

3.28 

BHE81_18795 entF Enterobactina sintetasa, componente F K02364 2.65 

BHE81_18800 fepC 
ATPasa, sistema de transporte ABC de Fe(III)-

enterobactina 
K02013 3.51 

BHE81_18805 fepG 
Permeasa FepG, sistema de transporte de Fe(III)-

enterobactina  
K02015 2.03 

BHE81_18810 
 

Proteína hipotética 
 

3.00 

BHE81_18815 entS Exportador de enterobactina EntS K08225 4.47 

BHE81_18820 fepB 
Proteína periplasmica de unión substrato, sistema de 

transporte de fe(III) enterobactina  
K02016 3.50 

BHE81_18825 entC Isocorismato sintasa, biosíntesis de enterobactina K02361 4.17 

BHE81_18830 entE 
2,3-dihydroxybenzoato-AMP ligasa, biosíntesis de 

enterobactina 
K02363 4.72 

BHE81_18835 entB 
Isochorismato liasa / aril acarreador, biosíntesis de 

enterobactina 
K01252 4.59 

BHE81_18840 entA 
2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoatp deshidrogenasa, 

biosíntesis enterobactina 
K00216 3.37 

BHE81_18845 entH Tioesterasa, biosíntesis de enterobactina 
 

2.49 

BHE81_08215 mhp Activador transcripcional de operón Mhp K05818 2.67 

BHE81_08220 fecB 
Proteína periplasmica de unión a sustrato, sistema de 

transporte ABC de Fe(III)-enterobactina 
K02016 3.44 

BHE81_08225 fecD 
Permeasa, sistema de transporte ABC de Fe(III)-

enterobactina 
K02015 2.47 

BHE81_08230 fecE 
ATPasa, sistema de transporte ABC de 

cobalamina/Fe(III)-enterobactina 
K02013 2.00 

BHE81_08360 fecB 
Proteína periplasmica de unión a sustrato, sistema de 

transporte ABC de Fe(III)-sideróforo 
K02016 2.50 

BHE81_08365 fecD 
Permeasa, sistema de transporte ABC de Fe(III)-

sideróforo 
K02015 3.05 

BHE81_08370 fecE 
ATPasa, sistema de transporte ABC de 

cobalamina/Fe(III)-sideróforo  
K02013 2.36 

BHE81_08445 hemP Internalización de hemina 
 

1.95 

BHE81_09125 fhuA Proteína receptora de Fe K02014 2.26 
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BHE81_26060 fhuA Proteína receptora de Fe K02014 1.65 

BHE81_01495 fhuA Proteína receptora de Fe K02014 2.64 

BHE81_03560 fhuC/fecE ATPasa, sistema de transporte ABC Fe(III) K02013 1.86 

BHE81_03565 fecD Permeasa, sistema de transporte ABC de Fe(III) K02015 2.08 

BHE81_03570 fecB 
Proteína periplasmica de unión a sustrato FecB, 

transporte de Fe(III) dicitrato 
K02016 1.99 

BHE81_03575 
 

Proteína hipotética 
 

3.44 

BHE81_11640 
 

Proteína hipotética 
 

1.89 

BHE81_11645 mntH Transportador de manganeso dependiente de protones K03322 2.21 

Respuesta a limitación de fosfato 

BHE81_21040 phoH 
Proteína inducible por deficiencia de fosfato, ATPasa 

predicha 
K06217 2.33 

BHE81_02595 phoB 
Proteína reguladora de respuesta PhoB, sistema de 

dos componentes (PhoR-PhoB) 
K07657 2.29 

BHE81_22625 pstS 
Sistema ABC de transporte de fosfato, proteína 

periplasmática de unión a fosfato 
K02040 2.89 

Transporte de molibdato 

  

BHE81_19645 modA 
Transportador de molibdato tipo ABC, proteína de 

unión a sustrato ModA  
K02020 1.66 

BHE81_19650 modB 
Transportador de molibdato tipo ABC, permeasa 

ModB  
K02018 1.96 

Respuesta a estrés osmótico 

  

BHE81_10710 osmF 
Proteína de unión a glicina-betaína, sistema de 

transporte tipo ABC, respuesta a estrés osmótico 
K05845 1.54 

BHE81_13065 proV Permeasa de glicina-betaína K02000 2.10 

BHE81_03725 
 

Proteína relacionada a formación de esferoplastos 
 

4.72 

BHE81_04010 osmB 
Precursor de lipoproteína B inducible por shock 

osmótico 
K04062 4.29 

BHE81_04015 
 

Proteína hipotética 
 

8.29 

BHE81_07440 
 

Inhibidor de lisozima unido a membrana 
 

2.23 

BHE81_00470 osmY 
OsmY proteína periplasmática inducida por shock 

osmótico 
K04065 2.48 

BHE81_27505 osmC 
Peroxiredoxina OsmC, proteína inducida por estrés 

osmótico 
K04063 2.48 

Respuesta a estrés en la envoltura celular 

BHE81_12570 rpoE Factor sigma de RNA polimerasa RpoE  K03088 1.62 

BHE81_03725 
 

Proteína periplasmática relacionada a formación de 

esferoplastos  
4.72 

BHE81_10435 wzc Proteína tirosina quinasa Wzc  K16692 3.17 

BHE81_23050 cpxP 
CpxP, proteína periplasmática de respuesta a estrés en 

la envoltura celular 
K06006 2.88 
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Síntesis, degradación y modificación de lípidos 

BHE81_13000 lpxO 
Fe(2+)/alfacetoglutarato dioxigenasa LpxO 

(modificación de lípido A) 
K12979 1.86 

BHE81_14165 lgt 

Fosfatidilglicerol-prolipoproteína diacilgliceril 

transferasa (modificación de lípidos de 

polipoproteínas) 

K13292 1.50 

BHE81_14340 atoB Acetil-CoA C-acetiltransferasa K00626 2.09 

BHE81_09095 
 

Desaturasa de ácidos grasos 
 

5.41 

BHE81_24330 acs Acetil-CoA sintetasa K01895 2.35 

BHE81_24760 psd Fosfatidilserina decarboxilasa K01613 1.63 

BHE81_02930 tesC Tioesterasa K12500 2.22 

BHE81_01820 fadE Acil-CoA deshidrogenasa K06445 2.74 

BHE81_23670 fadA 3-cetoacil-CoA tiolasa K00632 2.40 

BHE81_23675 fadB Enoil-CoA hidratasa K01825 1.86 

BHE81_11550 fadL Transportador de ácidos grasos de cadena larga K06076 1.59 

BHE81_02200 aslA Arilsulfatasa K01130 2.78 

Síntesis, reparación y degradación de proteínas 

BHE81_15345 S21p Proteína ribosomal S21p (SSU) K02970 2.34 

BHE81_16205 L27p Proteína ribosomal L27p (LSU) K02899 2.18 

BHE81_16380 S9p Proteína ribosomal S9p (SSU) K02996 1.71 

BHE81_16385 L13p Proteína ribosomal L13p (LSU) K02871 1.78 

BHE81_18145 L28p Proteína ribosomal L28p (LSU) K02902 1.96 

BHE81_06740 S22p Proteína ribosomal S22p (LSU) 
 

1.73 

BHE81_03725 
 

Chaperona periplasmática de replegamiento proteico 
 

4.72 

BHE81_09355 htpX Proteasa de unión a membrana controlada por estrés K03799 2.25 

BHE81_01550 htrA/depG 
Endoproteasa, factor de control de calidad proteica de 

membrana externa 
K04771 3.32 

BHE81_23050 cpxP Chaperona periplasmática de adaptación a estrés K06006 2.88 

Metabolismo y transporte de aminoácidos 

BHE81_13455 ilv Acetolactato sintasa K01652 2.64 

BHE81_03695 astC Acetilornitina aminotransferasa  K00840 2.17 

BHE81_03700 astA Arginina N-succiniltransferasa K00673 1.60 

BHE81_03705 astD Succinilglutamico semialdehido deshidrogenasa K06447 1.59 

BHE81_03710 astB Succinilarginina dihidrolasa  K01484 1.90 

BHE81_03715 astE Succinilglutamato desuccinilasa  K05526 2.22 

BHE81_14340 atoB  Acetil-CoA acetiltransferasa K00626 2.09 

BHE81_15005 cbs Cistationina gama-liasa K01697 3.24 

BHE81_15010 cth Cistationina beta-sintasa  K01758 3.65 

BHE81_15015 
 

Regulador transcripcional, Familia LysR 
 

2.61 

BHE81_16510 qutE  3-dehidroquinato deshidratasa K03786 2.91 

BHE81_17350 puuE Gamma-aminobutirato:alfa-cetoglutarato K00823 3.14 
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aminotransferasa 

BHE81_19035 mtn Acireductona dioxigenasa  K08967 2.00 

BHE81_19765 hutU Urocanato hidratasa  K01712 1.52 

BHE81_20900 puuA Gamma-glutamil-putrescina sintetasa  K09470 3.14 

BHE81_04625 paaG Enoil-CoA hidratasa PaaB  K15866 6.75 

BHE81_08295 sufS Cisteína desulfurasa  K11717 2.09 

BHE81_09145 alr Alanina racemasa  K01775 1.73 

BHE81_09150 dadA D-amino ácido deshidrogenasa subunidad pequeña K00285 1.98 

BHE81_00145 gabD Succinato-semialdehido deshidrogenasa K00135 1.98 

BHE81_00150 
 

Proteína hipotética 
 

2.76 

BHE81_02465 tauD Taurina dioxigenasa K03119 2.63 

BHE81_23670 fadA Acetil-CoA acetiltransferasa  K00632 2.40 

BHE81_23675 fadB Enoil-CoA hidratasa K01825 1.86 

BHE81_24975 cycA Transportador de D-serina/D-alanina/glicina  K11737 1.80 

BHE81_02390 livF 
Transportador de aminoácidos ramificados, proteína 

de unión a ATP LivF 
K01996 3.23 

BHE81_05670 metN Transportador de metionina, proteína de unión a ATP K02071 4.69 

BHE81_05675 metQ 
Transportador de metionina, proteína de unión a 

substrato 
K02073 4.55 

BHE81_05695 
 

Glutamato sintasa [NADPH] subunidad grande 
 

2.46 

BHE81_05700 
 

Regulador transcripcional de la familia AraC 
 

2.51 

BHE81_07005 
 

Transportador tipo ABC, proteína de unión a 

substrato 
K02030 5.63 

BHE81_07010 
 

Transportador de metionina, proteína de unión a ATP K02028 8.98 

BHE81_07015 
 

Transportador de metionina, permeasa K02029 5.62 

BHE81_07020 
 

N-acetiltransferasa, familia GNAT   
 

5.17 

BHE81_07025 
 

 Transportador tipo ABC, proteína de unión a 

substrato 
K02030 5.75 

BHE81_19775 hutT Transportador de histidina, permeasa K16234 3.00 

BHE81_19235 gltI 
Transportador tipo ABC glutamato/aspartato, proteína 

de unión a substrato  
K10001 2.21 

 

Genes seleccionados reprimidos en presencia de 11mM de Cr(VI) 

Designación del 

ORF  
Gen Función del producto del gen KO 

Log2 Nivel 

de cambio 

Transporte de electrones y fosforilación oxidativa 

Generación de energía 

BHE81_12590 pfl Piruvato formato liasa  K06866 -5.22 

BHE81_17935 hydN Formato deshidrogenasa H HydN K05796 -3.43 

BHE81_19510 cydA Citocromo d ubiquinol oxidasa subunidad I K00425 -2.62 
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BHE81_19515 cydB Citocromo d ubiquinol oxidasa subunidad II K00426 -2.60 

BHE81_19520 
 

Proteína hipotética 
 

-2.40 

BHE81_19525 ybgE Proteína YbgE (función desconocida) del operon Cyd  
 

-1.76 

BHE81_20105 pflD Piruvato formato liasas/ formato C-acetiltransferasa K00656 -2.26 

BHE81_20495 pflD Piruvato formato liasas/ formato C-acetiltransferasa K00656 -1.71 

BHE81_09055 pflD Piruvato formato liasas/ formato C-acetiltransferasa K00656 -2.49 

BHE81_09060 tdcD acetato quinasa K00932 -3.37 

BHE81_24355 fdoG, fdfH Formato deshidrogenasa H (subunidad mayor) K00123 -4.06 

BHE81_24725 frdD Fumarato reductasa subunidad D K00247 -3.79 

BHE81_24730 frdC Fumarato reductasa subunidad C K00246 -4.16 

BHE81_24735 frdB Fumarato reductasa, proteína Fe-S K00245 -3.92 

BHE81_24740 frdA Fumarato reductasa subunidad flavoproteína K00244 -4.39 

BHE81_03385 gltA Citrato sintasa (si)  K01647 -4.34 

Metabolismo de nitrógeno 

BHE81_16965 nirB Nitrito reductasa [NAD(P)H] subunidad grande K00362 -6.78 

BHE81_16970 nirD Nitrito reductasa [NAD(P)H] subunidad pequeña K00363 -4.43 

BHE81_16975 cysG Sirohemo sintasa / Precorrina-2 oxidasa  K02302 -2.21 

BHE81_08705 narI, narV Nitrato reductasa subunidad gamma  K00374 -8.49 

BHE81_08710 narJ, narW Nitrato reductasa subunidad delta  K00373 -8.03 

BHE81_08715 narH, narY Nitrato reductasa subunidad beta K00371 -7.81 

BHE81_08720 narG, narZ Nitrato reductasa subunidad alfa K00370 -8.33 

BHE81_08730 
NRT, narK, 

nrtP, nasA 
Transportador MFS, nitrato/nitrito transportador K02575 -7.76 

BHE81_08735 narX 
Proteína histidina quinasa sensora de nitrato/nitrito, 

sistema de dos componentes 
K07673 -2.27 

BHE81_08740 narL 
Proteína reguladora de respuesta a nitrato/nitrito, 

sistema de dos componentes 
K07684 -2.47 

BHE81_13360 hypD 
Proteína involucrada en la maduración de [NiFe]-

hidrogenasas HypD 
K04654 -4.15 

BHE81_13365 hypE 
Proteína involucrada en la maduración de [NiFe]-

hidrogenasas HypE 
K04655 -4.17 

BHE81_20365 hcp Hidroxilamina reductasa/Nitrito reductasa K05601 -1.76 

BHE81_06840 fdnI 
Formato deshidrogenasa N subunidad gamma, 

inducible por nitrato 
K08350 -9.28 

BHE81_06845 fdnH 
Formato deshidrogenasa N subunidad beta, inducible 

por nitrato 
K08349 -7.26 

BHE81_06850 fdnG 
Formato deshidrogenasa N subunidad alfa, inducible 

por nitrato 
K08348 -7.12 

BHE81_06855 fdnG Formato deshidrogenasa N subunidad alfa  K08348 -6.59 

Biosíntesis de menaquinona 

BHE81_11200 menE 
O-ácido succinilbenzoico--CoA ligasa, biosíntesis de 

quinona 
K01911 -1.92 
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BHE81_11205 menC O-succinilbenzoato sintasa, biosíntesis de quinona K02549 -2.37 

BHE81_11210 menB Naftoate sintase, biosíntesis de quinona K01661 -3.10 

BHE81_11215 menH 
2-succinil-6-hidroxi-2,4-ciclohexadieno-1-carboxilato 

sintasa, biosíntesis de quinona 
K08680 -2.11 

BHE81_11220 menD 
2-succinil-5-enolpiruvil-6-hidroxi-3-ciclohexeno-1-

carboxilato sintasa, biosíntesis de quinona 
K02551 -2.72 

BHE81_11225 menF 
Isocorismato sintasa específica para biosíntesis de 

menaquinonas  
K02552 -2.21 

BHE81_20940 wrbA 
Flavoproteína WrbA, NAD(P)H deshidrogenasa, 

quinona reductasa 
K03809 -1.59 

Respuesta a estrés oxidativo y daño a DNA 

BHE81_19080 uspG Proteína de estrés universal G K11932 -1.78 

BHE81_21560 
 

Exodeoxiribonuclease VIII  
 

-2.52 

BHE81_04460 uspF Proteína de estrés universal F K14061 -3.60 

BHE81_04980 uspE Proteína de estrés universal E K14055 -1.67 

BHE81_06605 katG Catalasa/peroxidasa K03782 -2.82 

BHE81_07530 sod2 Superóxido dismutasa [Fe] K04564 -3.15 

Síntesis de cobalamina 

BHE81_13895 cobP Adenosilcobinamida-fosfato guanililtransferase  K02231 -2.20 

BHE81_13900 cbiP Ácido cobírico sintasa K02232 -2.07 

BHE81_13905 cbiO 
Componente ATPasa, transportador de cobalto del 

ECF 
K02006 -1.75 

BHE81_13910 cbiQ 
Componente transmembranal, transportador de 

cobalto del ECF 
K02008 -3.41 

BHE81_13915 cbiN 
Componente substrato especifico adicional, 

transportador de cobalto del ECF 
K02009 -3.28 

BHE81_13920 cbiM 
Componente substrato especifico, transportador de 

cobalto del ECF 
K02007 -3.87 

BHE81_13925 cbiL Precorrina-2/cobalto-factor-2 C20-metiltransferasa K03394 -3.41 

BHE81_13930 cbiK Sirohidrohlorina cobalto quelatasa  K02190 -3.35 

BHE81_13935 cbiJ Cobalto-precorrina-6A reductasa K05895 -4.50 

BHE81_13940 cbiH Cobalto-precorrina-3b C17-metiltransferasa K05934 -4.61 

BHE81_13945 cbiG Proteína de biosíntesis de cobalamina K02189 -4.73 

BHE81_13950 cbiF Cobalto-precorrina-4 C11-metiltransferasa K05936 -5.64 

BHE81_13955 cbiT Cobalto-precorrina-6B C15-metiltransferasa K02191 -6.01 

BHE81_13960 cbiE Cobalto-precorrina-7 (C5)-metiltransferasa    K03399 -4.71 

BHE81_13965 cbiD Cobalto-precorrina-5B (C1)-metiltransferasa K02188 -5.40 

BHE81_13970 cbiC Cobalto-precorrina-8X metilmutasa K06042 -5.50 

BHE81_13975 cbiB Adenosilcobinamida-fosfato sintasa K02227 -4.91 

BHE81_13980 cbiA Ácido cobírico A2CC-diamida sintasa K02224 -4.52 

Síntesis de pili 
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BHE81_12940 fimA Subunidad mayor de fimbria tipo1 FimA 
 

-2.41 

BHE81_14435 fimE Proteína reguladora de fimbria tipo 1 FimE 
 

-2.14 

BHE81_14445 fimA Subunidad mayor de fimbria tipo 1 FimA K07345 -4.15 

BHE81_14460 fimD Proteína de anclaje de fimbria tipo 1 FimD K07347 -1.73 

Metabolismo de aminoácidos 

BHE81_03655 ynjE Tiosulfato sulfurtransferasa K01011 -3.53 

BHE81_11350 pta Fosfato acetiltransferasa K13788 -1.62 

BHE81_13740 sdaB L-serina deshidratasa, subunidad beta K01752 -2.12 

BHE81_18035 gpmI Fosfoglicerato mutasa K15633 -2.40 

BHE81_05250 ynfE Dimetil sulfoxido reductasa, cadena A K07309 -2.51 

BHE81_05545 dapA Dihidrodipicolinato sintasa K01714 -2.20 

BHE81_06605 katG Catalasa/peroxidasa K03782 -2.82 

BHE81_23285 ilvC Cetol-ácido reductoisomerasa K00053 -1.61 

Adquisición de níquel 

BHE81_17475 nikA 
Transportador de níquel tipo ABC, proteína de unión 

a sustrato 
K15584 -2.73 

BHE81_17480 nikB Transportador de níquel tipo ABC, permeasa K15585 -1.81 

BHE81_17490 nikC Transportador de níquel tipo ABC, permeasa K15586 -4.10 

BHE81_17495 nikD 
Transportador de níquel tipo ABC, proteína de unión 

a ATP  
-2.57 

BHE81_17500 nikD 
Transportador de níquel tipo ABC, proteína de unión 

a ATP  
-2.84 

BHE81_17505 nikR Regulador de respuesta a níquel K07722 -2.31 

Sistemas PTS 

BHE81_13205 srlA PTS, transportador glucitol/sorbitol subunidad IIC K02783 -2.51 

BHE81_13210 srlE PTS, transportador glucitol/sorbitol subunidad IIB K02782 -2.58 

BHE81_13215 srlB PTS, transportador glucitol/sorbitol subunidad IIA K02781 -1.62 

BHE81_13220 srlD Sorbitol-6-fosfate 2-deshidrogenasa K00068 -2.40 

BHE81_00330 gfrC PTS, transportador de manosa subunidad IIC K19508 -4.09 

BHE81_00335 gfrD PTS, transportador de manosa subunidad IID K19509 -3.37 

BHE81_00340 gfrE Glucosamina--fructosa-6-fosfate aminotransferasa K19504 -2.51 

BHE81_00345 gfrF Glucosamina--fructosa-6-fosfate aminotransferasa K19510 -2.22 

BHE81_00415 celB PTS, transportador de celobiosa subunidad IIC K02761 -2.65 

BHE81_23760 dcuB transportador de C4-dicarboxilato DcuB K07792 -4.41 

BHE81_23765 celC 
PTS, transportador de diacetilquitobiosa componente 

IIA 
K02759 -1.99 

BHE81_03075 ptsG PTS, transportador glucosa subunidad IIC K02778 -3.51 

BHE81_22420 glvB 
PTS, transportador de maltosa y glucosa subunidad 

IIC 
K02749 -1.55 

BHE81_22425 yidP Regulador transcripcional de la familia GntR K03482 -1.71 

BHE81_22430 
 

Transportador K07085 -2.12 
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Transporte y almacenamiento de hierro 

BHE81_17105 feoB Transporte de Fe(II), proteína B K04759 -2.01 

BHE81_09660 ftnA Ferritina K02217 -2.30 

Genes de fagos y transposones 

BHE81_15380 
 

Proteína de tallo de fago 
 

-2.00 

BHE81_15385 
 

Proteína de tallo de fago 
 

-3.63 

BHE81_15395 
 

Proteína principal del tubo del tallo de fago K06908 -3.65 

BHE81_15400 
 

Proteína de tallo de fago K06907 -4.52 

BHE81_15410 
 

Fibra de tallo de fago 
 

-2.24 

BHE81_15420 
 

Proteína de ensamble de la base del fago 
 

-1.94 

BHE81_15425 
 

Proteína de ensamble de la base del fago K06903 -2.01 

BHE81_15430 
 

Proteína de ensamble de la base del fago 
 

-2.66 

BHE81_15435 
 

Proteína de morfogénesis del fago 
 

-3.01 

BHE81_15440 
 

Proteína del tallo del fago 
 

-2.64 

BHE81_15455 
 

Lisina de fago 
 

-1.91 

BHE81_15475 
 

Terminasa de fago, subunidad endonucleasa 
 

-5.04 

BHE81_15480 
 

Proteína de capside del fago 
 

-4.55 

BHE81_15485 
 

Proteína de andamiaje de la capside de fago 
 

-3.17 

BHE81_15490 
 

Terminasa de fago, subunidad ATPasa 
 

-1.86 

BHE81_21690 
 

Proteína portal del fago 
 

-2.86 

BHE81_21695 
 

Proteasa de fago 
 

-3.30 

BHE81_21700 
 

Principal proteína de capside de fago 
 

-2.04 

BHE81_27600 
 

Transposasa 
 

-2.41 

BHE81_27725 
 

Transposasa 
 

-2.57 

BHE81_27830 
 

Sistema de transferencia conjugativa tipo, pilina 

acetilasa TraX  
-1.83 
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XII. ANEXOS 

ANEXO 1. Propiedades fisicoquímicas de una muestra de suelo del sitio de deposito de residuos 

con Cr(VI) localizado en león Guanajuato. (Analisis realizados por Fertilab, Celaya Guanajuato, 

México). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pH (1.2 agua) 8.22 Alcalino 
52.04 % Arcila: 31.24 % l ino: 16.n % pH Botrer NO 

Punto de Saturación 56.0 % Alto carbonatos Totales (%) 5.62 % Mod. Bajo 
capacidad de Campo 30.0 % Alto Salinidad (CE Extracto) 27.0 d~m Requieren de Lavado 

Requerimienlos de Yeso 216 TonlHa 

Requerimientos de Cal No Requiere 

Punto March. Perm. 17.8 % Alto 
Cond. Hidráulica 1.06 anh" Bajo 
Dens. Aparente 

Det Result Gráfico Basado en % de Saturación 

K 

Ca 8909 

Mg 316 

Na· 16432 

Fe 2.42 

1.56 

Mo 0.96 

C, 0.87 

B 17.9 
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ANEXO 2. Imagen satelital del área de estudio (Google earth 2016). Triangulo amaerillo: Pila de 

residuos industriales con Cr(VI). Circulo rojo: Zona de muestreo de suelo. Cuadro azul: 

Piezometro número 2, utilizado para muestrear agua subterránea. 
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ANEXO 3.  Mapa de la localización del sitio de deposito de residuos industriales con Cr(VI) en 

león Guanajuato, México (Villalobos-Aragón et al., 2012). Se indican algunas características del 

sitio. 
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ANEXO 4. COLABORACIÓN: ARTÍCULO REVISIÓN. 

 

Heavy Metal Adaptation Advilnced arlide 

Ángel A Guev$tll·Gardll, ~:Iur, ...... '* ~~ VA«h :k It-,Ilm, , .. .. , ... 
"":t!ufo dt S'c.~ ~ _ ___ """""""'*~iJun, ~q, ~""'. . ...,...--'<,..... .. ~--_ .. 

,,_ ..... -¡", ""..., 

Pll lomll LAra F, D.:J;<OrUm!rII'C ~ 1r).r::tfiD (<&obry II.\:I<;>'~ In!:!IJ:o ~ 
"-""""''"'9Ól '~N.""""" ... ,'1"""",,,,, ,,a;,..,,. '-W'fT~ M<:ffinl. .v • ...,. 
killy Juóru L, tifpoa't~_~!O t. ~ ldi"" ~.ocaNIr!J, ,,_ .. 

"" ''''n~ '''WmIdnrl N""""" ... ,1"""",,,,,,,..,..,,. '-W'fT~ M<r.w, M', ,,,, 

l u i\ R HCH cr <'I-blr(' lId. "'"""'''''''' "'r."""¡ di .....,;".""" """ lo tIIX .... " j· 
W<J. (,'MHT~~ "'lO",'" G .. , OUOÍIut14 ~ 'P".IW, GW'JUf-JUl14 ~:ocit~ 

.. ~ 

. "-""" .. -
II:Ilf<l .. por. ... w P'f'rio..¡ • ... ,,""" 01 "'" .u .... ,~ ./-,. ~,,,I 
~c_'(J~' ¡ . J" ~ ~) 

nlty.thru ( he",I<~ 1 .r~ ..... nn. th",~ wllh d~n.~ 
11". hlyh •• Ihan S \1 ( m " • • ,. < .. l i\l",lu,d •• hu~y 
..... 11'11. , ( t olo'I< .... y 'f"I!nIolng, Rn~ ~I~m~nl 1h.~1 lo 
nol u .... In "".10: ", . t a bolb", o, bI .. d'"Yr. dab~ 
.hnuld he rcg3rdl!d oH a hu")' mMal. H~3Wy mM 
oh _ nalwtal compon"," of the bio.phere .. nd 
a •• wt h .. t t po.t ni hI"'!JI!Mhe",l<aI <rdM; hnw 
. v • . ••• ( O" " q.,.,Ke of hu,,, .... "",tI. "l,... hu,,>, 
_laI (nn(e nltIllInR. h.awf r<I' ... ""'d I,,~I. ¡.,w~ . In 
Ih •• 00 b . ... 1 w.t ... bocIN. of ", .. n~ ...... ~.I e'n. 

.",unll I h., ""' .... . Ach.".~ . .. . lng mullhtiulpli n.,-

....... 0 ........ Ind..tlng ·o",k.· .tr"le<J.", ."" • • aI 
IIKI" .... Inv"I""II ¡" hM.,. ",..t,,1 " II ... I ;ol i" .. ha..., 
10M .. 1 ..... I I"*d. 1 .. the <oml ..... ,. ..... lhe deuoiled 
• I udy D' U"" ..... hit ... U" .. D' ti,,,.,, I ,.don l o lhe 
hM,,>, m " " .1 IDI ... ;o", . ..... h ..... m . ..... en •• lite 
U'Ou l .. k bel __ 1 11""1. >h ould prodlK. Ih. "K· 
1M ... .,. .,,(I ... I~ t .... 1M II.wIop_"l M he .. "Y 
.... I .. ·ID ... .on1 uo", ItI'" ....... 111 '"""Dve .9, 1.,,1-
IU.I>I p.oductlvtty ID mM' .".. ... lng fD ........ m .. nd. 

Introduct ion 

1-1..,." """,1, ","'" I'wn ,.<'I"M ... ,~~ 1:"" '1' c,f ,.,,,,,,n" ,~ '" 
MVo <lo.,,,;"; "c ... ,li nf. \ , "'" " ",, 1 .~ ~ ~~ ,t.men" 
f~U in", ,h .. ono • ..,..., I-I, ..... v"' . ....... 1 oH n" ...... _ """'.1 nn 

. U \ul.ol.<.t .. _ PLoo 'L SC;" IC~ 

110;0 ID <110: 
eo ..... C. n ..... A,.".. /\; l,o . F. P, I,,, ,,., lu.íru L ""~; ."J 
I ....... .u~ •. L ... ~ (I' '"''''Y lO I /) IINooy MdolAd. ploIJon 
In : ~! 1(1/"01 'M1:)' !l SOrlS. Ltll: CIlIchc:t:t. 
()I)I, 1(0,1 OOJ!\l/tl(O<lOO! ' Wl .OIJIXIl J1 ~, p<Ob J 

rhy, j"., I. ch, ,,,;,,. 1 '" '"Tic J""f"'n;"; _ "nvo _ ,..-nT"",1 ,,' 
01 • ..,.;", ""'-'j' """. 1, . ln,,,,,,,,,inp' Y, ' loo """""'l" nf h" ,'1Y ,.".,,1 
c.an incl".1. ,.,_< I j,~h,,,, ,hM o,, ¡Mn ... " .. ~ch . .... ,., ... 
nf !he 11.::." ..,." "", .. l. In an ' .... "' ... k . ' .,.n"", • """ "l' ",,',,"1 
<:<luid b,,,on .. 'd,,,,d lO Ix "") ..,hd d .. "..",. de ..... ' lh., . .... oc, 
cm'irorunon' ''' pcll .. ion. Iha. <1«. "'" "',,'c ... y ,·i.ol f • ..,¡.., 
ond;' kme " k>w C'OI>C<OntroIion. 1, J. lcad """ ""'f<'Ut)' ). m.. 
h.u o .ito! .i>n<Uer> bu, ;. "'mf~1 lO "" "" .. ¡ ..... In hl¡l> 
OO"=.tnWooo. ,e g «>rP<' on<I MOOIybdcn, .. ) ot ,ha< e .. 1IOI 

Ix boioIo!ieallJ ~ _ te"'" lO "",""""",,,1M< WII<:", .~r 

11< .... )' ",,,,, l. "'" ""fi ........ 1, ... .., 'f".d o .• m, .. , ""'¡.",Iy ... .,..-..1 ' A 
proooct thom!o<l~o. t..,.,. ",,<.01 roi_ ,n. 1tI ..... ..",,...-d ...... 

~a"" r l •• , \ Ioero.and MIo.-u,"""" ~U ..... h 
IkaY)" mctal.o ." .......... 0_" Df lhc [;an.~'. e .... , 

m.un/v locaIim:I . i di "f'<"'O<d <"CW1f'<'ICnI' in """k formo,,,,,,,, 
r,-... <CO<)*=' ¡wa.: nI 031"'" ~') ....,... wkj.r. """' • 
non . ..... ~ mnal ~_. , . .... 1 on:I wal:' _ oc . ... 
.. _ io 10",,1. boi<d al a¡n.;_ IIU,. . ...... f""!U>~'J ..... """. 
j3~ <O< iodu>lri.ol ...... diopouJ p .. ct:<~. '" • conud<t&!ok 

no-'- ~f ~ Rc=<n' ti~,'9 '"SS'" ..... tho ~ 
r.'f<'OOC of I;';' i ocr .......... 1O <0I1~ <"" """""tJb ""'1 
t.c ~ r.opid ..... ellicio .. p "", . L I ... .po. , .. o "'" __ 

j : ... oIV<d 10 b::u J mo:t.oI Wpuliooo _ "" .... of muM,.lLoc •• 
f~"'" ' Pp<W<bc> " .< IO>:J"'I ..,...,,,' . " ...,. ... ..., '" ~ ... 
~ . h"" Ad . "",,,,,,, • ..,¡ N.lu .... ¡ Sd<\1",. : u . ........ 

BiogeochemicaJ Cycles of Heavy 
Metals 

On f.arth. """",ie. O/ld p"""'d " ,n",. 1 f"X".e ' <","" " " ",,. Iy 
... ppl)" ....,.,.. .. 00 ..... «mo., d>tm" , I, l<n' e,_. ,'i. !he \O-C . u. J 
b'''Il0", h, mic.d 'yele. In Ihe", ' role •. ~«"h. n>io" "'"' ~..,. 

(-"ioIi<>1 "'" t..><:d oc, ;oci4'büc .. .. M Il' . OI\J lh. ch' n>i. \<y of 
" le H •. ot,, ) " l\iiN ~n ",00.. "' .",,,..,, h;ou, oo lod e""m" . 1 . 1. · 
,,,,,,, L; ( ... bvo ,. mlJ "li'u, ¡.o!""~~ .... ", .. ,,J '""011. ",~.o.I><t "'"h 
~·'n,n .. o:I hr .... "Il'" p...., •• >l e lh, 1"' ''>.00)' <",,>tiIo, nh o( ,11 
b:oruok:cWn . ..... th<; Il biolop:>I Au. " ..., , onUoIJ.J t')I ",do, 
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.....,1I" .. I.tJ .. j:1~ b mlcrolle< ".Ioo<t;lClJ' ky IIIIM: .... rllHn. 
lc:oI <OtIlfXI01l1ool al.n 1I\"OS,11l'I1I<. The kit. 01 tL..,."Y _al.,.. 
pvt or fli<9>.Xt~n¡nl zydfllrJol; """.1 propoot<I ,.. .. ~ up:"""" 
60n 1 ... GIoo r.1lIlll.Y.Un O, H Wiror......,..ll lq.lililln.m. lretl lJId 
"""'la_. j1O.() IY;)Onl1WV) 00lU1s. Ill~ 11>;1 lW'<I ...... :Dm 
dUI rI.-oo:.-... -tiw: "",lOIs in 1he ÜIIh', crJ>'~ ¡:;"IOI tlIe ori~1 o, 
~:~ OI.y uve """. ':111l":10iii01) ~w lO Ül<'W1~,ly 01 , ..... '" 
n:.éily <")el.;) be .... ·~, Fe lU , ¡ [eme ion) lftd Fo(Il) (krrws icft) 

. tIta. 1. f .... -t. r-t< l1i1 n:Wc1_1w bom ~ .. <rr of!he 
• " llonlIld lIlb'ob:lllt$fÍ""lOtloo. 0:1 nnkm CM1h. r", 111 , llId 
MIIJV¡ n:Wc1loo 111: i:n1'QftW ~lO rOl !he mi:lalioo of 
.... v.ir "',""' in ~ ~i'·~"'¡1)" r<f ""¡,n_.~ u.ómn<no1l' ("-t 
f",,' ...... k .... , ,""¡,,,, ""I j, ",o.. , ... ~ ..... "'1" b ., I)j,,,.'¡', ­
IuIY ",,"<111) -..0.1 M,~r\l ) ,""J.';"" 1,., "', .0¡>JO ''''.' i.JuL • ...., 
". .... a_mluljI ofmJdern tIV,,,,,,mcnr, (F21m...<ti .. el .. 

1M) ~ 11>." IIIOttl ... :I I."dc~1 el"d .. 

Plant-heavy Metals Adaptat io n 

Differen(e.~ in eco logy 

Su ill'ru p".I ;" , ¡lIId ¡t"" ;w.t"p livt' 't" IJ()f'''' 

n... <liunt>ul;oo of ~ I'!., Of¡lIlIlSI'lI' In ~~"Y'1.n1< .1'1"0<100 ~ 
be.vy mctJl lo(lC~y Ikp.l~~¡ "'" only 01 .... t ,"d. ="",,, ... t,,,,, 
.Id <""",:'IIn:~on O! 1IlCla). 001 Ilt!.o (1ft r n.If!lnr!Io-'."IlO) r .... -wrs 
.vd 01 " IL' dI..'IlIlSUy. II.lltro¡::uuy u d. l. portlell:tf. r.u1n~11 

.l1li., \f\I'.1CIpolly nr:lOI:"l. 111".05"""",,. ud p.;r."""",u. Gno­
dicr,lS of >011 cOf.dil.ou ofkn drlCm1inc ....,... of ilKfCo:;:i"2 
. tre» Q' dlllvrN:1tt IRII inrjlOK __ : ~k>;tM Ift'-""" "" lhI: 
roIoo ¡,¡ 1: -'Il«i:J" [)u.i:le ,,"oluioo. l:bplali"", Iu. ~ <b~I"!1I'd 

in a -.ay .. idI; ~ of 0Il1llÍ~"" f ........ lI:~or ':lJ.,*""i< 
t ........ N . ""."""" .. rwo'»tli.", ;, ... JI...-Hd in .... hit~ I.m-

""' • .( "'. ", ' 1""-...... Ih., , ...... "", ., .. ~""",,io.: , " ...... j'.".'''' 
..-jJo 1 ...... ,) ,,0.:1.1> ." .... :tI <",.,. ~'"''''' "' .... I .. ~ ~-*' "'-'i l il.~ kJ 

l OO "'" .... J1O"o' IflIJ\;l Pf''SIl'I'I« (J( fIO'~II.lIy ",~Ic" ~M."""'''' _ 
_ ofllc(¡-,) Il'IIlUS. ~ :d"" N:oI U"'" !>..w.,llo n: 1/; .... 1"'''''--, 

'" CUrT1'11I ,.\Ill~ .~ ,.:o:l('llle l E .... 'l rooon"' .. "" L"""~.o; """'1 
Slrf.~ 1'h,'.1oI0~· 

Acid soil. ·;>ilh r.1I j.5 .... 10\1·"'. w:1ie~ sic" .le •• 11)" ~",il crop 
prodlK1':x'I ",orIdWKIf.. d,)<ftVt ¡;:«1l1 "'~"hO<I "':~ respea., 
h: Ilcro)" me".aJ \OlOC' :-'. 1 he ..... d iiO~$ 1'f'l~1rm .... I.I<l:s !Oue """"¡ of irOfl 0(11 mln~csc. f.II .. dI U do:~cicnciC$ o, ..,veral 
u..",r.1io1 ,,;1'1(<111 dane¡,u. priQcipal l)' ~phorolJ. .... "".d of 
.!In t"le ..ood', 1«aI iIC;1 aI'Id m.of rx:IIcn!"'lr .... bl~ 11J\d <re 
ocid will, For lhi. rtUOil , rt'cal;Be '~.e b,ocbrmn ,nec. ....... "" 
•• ,1 %'1"'" 1",.1,...-,1" '" • • · .. 1 ¡" l. ' " 11."" .""" ", ... ; .1 ",ji, 1,", 
~"., ,. ulJj'"l.11.~ uf,"",~ j"'-'-...... ~ ...... "'j LI", "",-"Id.;;:"" 
01,." ~"I " .,,,1 1)«"" I""l(lon 

1" 11 ... "JII'¡"~ ynl>. it ",iJl 1 ... 'u'',,,,,, ~ ILJ fo<~' ' ''LOe ~ff",,, 
00 "0"' .... t:wlC!n¡ lile n~!lJf\· of kIL_y """.1 .ollcky .Id medl_ 
.lisr:I¡ 1I\:a pl~:lll n~'e ~'01,«J 10 CO'1 .1f1d \V 11I1 mI, Und of 
Un, ... n... appli<""OOl 01 modcl'Jl l<'C .'lnolo~.' ~~ ~ ¡Iob.) <c~Je 
ronla · ,n l<tICS) ¡ t.0II1d prOI'ól v.,y I,l<;l(ul for \110", ~. 

, 

Hea\'y met<l l eff<i!(u on n .. tu. al pop~atlon ~ 

.'11 ""il> coraa 11<:."'1 .-.dal, Ind. ·dh 11''': ClICq:tioo of iroll. 
,.·t,dI;:aro I R ... a c:cr.ccr ..... :oon ,o 50~ 01 111 .... , 11 haI\"11Xt· 
... ''''''''''".1: ......... :llr.ll:oo ".1:110' !blll U. .• ,. ~ow-r::~ l !)JI 

.uUl ond loue = ' '''''''''''"1 !b1l <:t.,n~ I~ SIt'.ICIU~ 01 ¡JIU! 
".,.,..,."oues. I~ 1C1II :\Y. """~ rla:~ ,~"-"" hli oU O'O>'11lhll'sII· 
oId El ... :e¡¡ """h haI"r ...... '" ii lrui< .. "ry planl ..u".c4 lO 
l",~ '" """') 1KUC1--em1l1l:,111IIo:d >0.11 .. el"'" I m.'1I.~ 
.. "td ilIo:oc p ..... ", ........ r.l rotIihIy 0.2"- of ll' h,Cllcf p_l • 
.\lCIaIlop~,." aIlllc ,, ~U!O:OW ,. ob>OllAC. S".I\:1 « ea:llClallo­
ph)le>. ",hicll E1U'" (011) ¡, oonIlIIli!llll"'¡ soiI •. and (Ka 1III"'e 
... """udom<llIIk'pb>'lC5, .. tc,;h.tfO' ,n &o:Il COfIIanIIII()[l '"'" 

BOIKXJr.liIo'II;nmd 1Oi1. (~"". ~ll l 
S",,,, ," " 'h"b IIdaIl~Ul lr<l"""ro ClW,11C(! bas..'\l 0:1 1111; 

h~a'l)' "",131 th:II lI1O) ...,.Uy cootl1r.: sorpefibn3 ""!; N.. .. ":lII) 
conll.n nlckel. ",,,,,,,l oro ... D .• .,.., nen 111 ;c .~u"". <:a!.I. ... 're 
.."1,,,",,,, r..~h 1"'''''1 oI .. ""ud D . 01 ll'k:: "'lncan~. IlcIl 
rentoin a mixtJn: 01 """""r. c,",d!. ct1r:xn,cm. lidd ,~d zinc 
(Allord ~I al., 2IJIO.'. A ¡p,:...,,1 ~0lC ~ IO:IS eOll :amlnl :eO ,,"',111 
mc''''''Y: ",crc"1)-oo.~I~ m..'lIlIophyloJ .p~w (O 101 Cl; ~1 
I I Icr~>I1ntly. IW\"R<'~~1I1 ""c .. ;a""l~l~,~" ! ~), a pllnl ~()..~<i 
vo .. b~ in a hi ~y coolllm'llled .Iea il Northcm l tuiy. is Q ~oOO 
"","molom. 01 merc~¡y • MUS. ~IIJJ .• ~'lJ IV), 
Melallop~)'1C:! or;: tlll; ","," 11 01 tcn5. hu<lml. nnd o flen ... ,jl. 

I,ons el ycar> 01 ,uoo~ ""'c<tlV~ pr"Oi SllIl'J !MI nlCl:>l·jOlíldcd 

IOH, uro "" pl u l>. Tt.,rá"",. mo:oUOJ)hyIc$ eU "" uscd .. 

"JlO" PW' I"""l''' ., .. 10)1 ..... , "" .1 • • ,, ... . .. ... ".' ~, .. ~,_ 
i'lg in p<J' j;rtod .... , (>J I'<~ .. __ • (M<f<J"y"",,,.........,.wl; 

M M¡'w:11oJ "''''' c'u c..,~~·I<~ r0 l1<II-J "'''' .... ,.Uo'uloJ 
_ n>'~I~.)¡ Id) ,.."""" ,.",1:1M "'~. _ 1 {Me _"~.I; 
l.) rlIla>p< fP<lin9<flJn, (~ .. ", ........ :o.), \,) \'I0Io- /,:"" ,~ .... JI,Cli;-Q 
llüd.>:<:.....,I.¡",,:, (9) C<l'll"rnp<~ />(/VI :""""1' .... uI~<...,...¡"y); 
(h) I'k>;>.' wrnJt,unJ I,O<Imio«run"cl. 1Ot), (O SI_ ~~ .. \I"u.'¡ 
,,-..... Mo.,.. Ih''''j (1»400"" ",lIIr>Nnno i1IO.1"Y """ ... ..,., ... ,1>,1\11: ,1<) 
rJob;¡¡i ~ (10< ... ) "",""'¡-o<nnul;\C 11; O) ..,., l/1COb<" :"",".oIIcc:.~1C 
"""o,'",) '"""'" "Lo., .... I.~ " '." H ..... !.P • .¡. •• , 
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bi, ~n.,kc" n f Ioc ",'y 1I", 'a l. p"II" Ic.¡ "" il, . C • •• ¡ c>a"'pb i " ,t", 
re~:mI are <prin~ sandwO<t (.'If;nll" m·a .... "''' : l ' lgu r~ l b). ~l,,'a 
lu'"" " p. CiJ'''',,,,W';II 'T ig"'" 1>,) . ..,,,¡ """"',;" ,,,,,,,Ji,,,, '["1 '. 
Milu'. (IIlg" .... Id). whi,h ¡ row in .coit, ",ith h i~h , ioc con 
centmioos. There i •• 1'lO the n>ckel-hyperaxll ffiul<1tOr l7ola,pi 
g/)t"\i~! ... n ,\·,",,, ( Fi h~ ' "' I . ) ... t ~' I~"'J " 1'. 1<'nljÍJI","" (Fi ~u .... 
I r). which ¡:ro«' in wil, .... ilh hijl h t,3d concentralion<. 'tloe 
Iwo sped .. $ al.o ~· we1l in oonpollUlffl ",n<: Cardrmin~p,i:; 

hall"i (Fi~uJ'" 1(1. l7ola,p; c" ... ~I<sccllS (Fi~uJ'" ]h ) Si!cne ;'"/­
gMi< (Fi~u", t i j . MJ'~'''''' "",j/. num"", Wi ~,,", Ir , .,.1 TIoliJ·\I" 
ap,,('oii~m (i'll!" " Ik.) ilJ"ow oo[y in t....av~' metal t>eap< . In 
",ktil .... ~'/)'~ In ""I", (Figu", I t) i, a ""talt"lt,~ tc r"" u [ t~ti \ e 

(lJ"'t....Xl l l ). 
Toxk melóll, are belio,"ed lo be redudn~ lhe . t,u.Lldóll,.;e .. .Lld 

, ti'~"NI 1 Y " f "f"~'''' : , h~)' . 1.,,, , eleel f • .- , h~ pn, [, (e", ' • • , "fr~,i "· 

lan{/{onlJU population, s.,wr:!1 ,"udi" hav: shown Ihe h,~h 

, pe.:jfi oil}' of """"i .. dist.ribulic'llS in metal-poi",,,.d =sy <!em, . 
In ['1. "1"- the f,,,,,,. I. ,,, n r c,~b "i ,,,,, h .. , 1 .... :10 J ,,,,,,,,,,, 'o,t 
in dill~", nl ",o<y<!~m, """,nd tt... I>orld 1", ""mple. on lhe 
", ~,i c. 1 i, [am l <l f Ne,," r .. l",k. " ., ('nm"u" , ' d~ t tifQH.m' iu 
"",aJ "'rpe:ntine roil <cootainin¡ lOlic ""el, of n,c~el. chrominm. 
cob,1I ond mon>!ane.., cove.- abo"1 "". -lhird of th: islond' , sur­
flte"". n,~ .... 1) I" c. [ly inf..,.ti le Moj [, cm,tam ' I ~lm, im , td) 1 '«)() 

n>t i' ", rl0!3 corqui<:n¡ I>ocod~' pe-,",nniaj, . epiph~ lic orc h:d< and 
C)"per .... .. I',fOwir1~ in xefO\Jhytic "'fUb ¡{ 1"", >! Iirude , 0.-.. of 
,t", c,kic" "c ' I"cie, rm", l\~..,., r:.ic<h ,," i, the , h, ub ,\(II}I."u.\ 

lolmieri . wh irh i< one of Ih, n,,,. llWljlane" hYP"'"'"Xumula(O! 
pbm we;; i" reoo¡¡,ni<¡e,j worldwid: {Moral </ al .. 1986; ~r­

n","" n al. . 200 ' ). In !he ooppe~ "'g ioo 01 Uppe' Shabl in lai"', 
which compri,eo; aboU1 100 coppe~ CObl lt ore depoo ig !Otalhnjl 
' 011'" 20 1:1Il' di, sellli""tcd in o n ... lóIl lo¡¡,enk I'f(,vinco. a numbe, 
" f ,li, linl·t "","lI i fe~ ,u, h"bital> c> » t, " ... h .,. C'~ll"" dc.,rin[t' 
and nalur:!II~' isoll1.d copper hil loc lo:.>. TIl.,e areas 1><", 'poc.1lic 
pbm,. not;ili ly " ,llIl l Jnnu, l het1>, ond ¡¡¡a, ... . ApproxiulOIoly 
2m 'n •• '" 1><0","'" ,~ , U"''"'' nu' c" ~, ,, ,,!?" . • ,f ", I"d , 42 .re 
rnd: mic. >;O"'" 01 lM '" plant Sf""ie< a", localffl on a <111¡le 
hillock (:>laIJis ... 11)8}), In lho minillj( ar •• of Swlber~ (South 
:\<'O:lIen. Gttman)"J. llnu!" ",,-,S ilJ"O'" well on hill, of minmjl 
, mell" .. h !hat h ,~e o tou! I: .d com.m of Ul' lo 1 0--20~ k;<- ' . 
In e. eI , .,f , h~"" ""''''' . ¡" c tli\", .. "NI' Y" pl. "t ' 1'""-' "' i, ,",,\'\."re ly 
re;:¡ricted. and .,.;laph ic ""OIYP"' . which are wl'r:!nt !O lhe ~ 
d lk metal preo;cm in oxce" in th: ",il. are ofion quickly ,""Iected. 
F.ndc" ",,,,' nrI." ty!';c. [ in " I."" IK,I[" ,,,, I f, ,, f~""'Cf U,." 20 )''''''' '. 
ÜlIIt< habilm in which adaptation loJ¡" place rapidl )" include 
, paces benealh ~.I '"lII ';<¡e,j fe ""e, and on ,ood, ides. s.., a l",, : 
tn'·lro nm~nt31 I M.rog.n.I!)' : I-' mpora l and ~ pa n~1 

Colonise rs of specific site s 

The .bilil ie< 01' c""ain p!ant Sf""ie< lO co!oo izffi etWironment5 
pollnted by he,,")' fllt'I. l, h"", bun widely de,.:ribed. 1m., 
eo;tin¡¡!y. mo1ecull! ' ludi .. have d: mo",t.rated • hil',h:r dive,­
, il)' " r C" ~ "f~, ~ i " 110"" pn ,k ,,)", ~i<: ' ''1:aT,i,,,, , Ii ,'i"" in Io:." y 
metal ,--on"""inatffi habilm .. ¡\pprm i mOle l~' ~ 01 lM 100al 
biom .. , i, represtnled by eubryotic miorooijl >: .r. lated lo lhe 
,,,, ul m!,l ,i li" '1'"cie, . <ud , .. , fJ}rJU¡'I"""',;"'" 1'h}.-""iI" ui<" . 
Ü\','injl !O tt>e p" dom inance or eubryOli, microaljl "" in exu-.me 
""idie onviro"mem,. il h •• been su~geslOd Ihot Ih: JdoptJtio n 

t" Ihi, ~ int l " f c, .~ti l .... ",,,,t hoyc ¡" en ",I, ti ,eh' f .. " ,,'c, 
evoluhoo.ry tuTle", .l e, . ~'" aho: t<oph~'51oIogka l Itospon, .. 
of l'Iant!' lo Air Pollutio" 

1" Ih~ pi, ,,, ' i" c.J",,, . it "-'C"" d e a, 110." (o,le, ancc lO ' t",.,y 
melal, has . ri", n indep"n<len!ly in lt>e full speClrum 0 1' l .mili e, 
h is oon~llO/\ to find ,pe.:jo, of C,a/flin<ar. Cal}'OI,¡,)'lIaet>" • • 

Líln'WCM~ 'M j'aMee,-I<' .. idd)" dislri bU!ffl am~ t...l')' 
me,,1 cootamina' ffl ",as~" lem, Tho f,mili .. nncOtJtliaCl'M . 
Kolaecae ond Bras, jcaeear eonl,,;n mast of me so--e01led hyper­
.... cu""" [. ,,,"" . in .. hiel! 11", ~cnc", AlJ. ,~"'''' 0:.\0 "f"'~'c>'¡ .ml 
I~'a,p'- (aboot XI 'l"" i" J haY" toNn Ihe most l> id. I~' ,'1!ar 
aclerised , :>leullo~hytes con be exdudof> (,ueh as VIola sp.) 
.,,- 11 )1""",-""" ",1.< 1,,, " r I"-,,,,'y mc t,1<. 11>1 >."", c,""", ul, I,,,,"- ore 

deti """ " plaOI< !h>l acti' '''ly lote up and tran<1oc.ale " OV 
JlIlOU m, of ono or more he.v)" I1101al. from !he so n. the.reb)" 
.... cu""" [. tm!'; ti"",,, i" "1."""[1".",,1 ",-~"" (c"l""'i,lIy b vc,) . 
at coooent,.,.tion, l OO · 'o l lO:J to ld higt...r IIIan tilo"" lound in 
nonhype.-..:eun:ul .. ti "" ,pe.:jes. In nlOlallophYlo, . tlJO OOl,.;e ,,­
t .. I ... " f hC'iV~ " " t, l, m 1 .. 1, ",KI ["""c>' i, lo i l~ l , 1>",1 11", "",.1 
p>.ttiti oo betwttn shoOl, and root.s dill"'" trom one """'lI oph)'te 
lO ano!he,. oven for plaJl1S I',fowin¡.: , ide by , ide ond fo r <" h 
""""Y " .. ~ I (1'1< ,11",. 20 11, Krj,m ... . 20 10). 110 ""~ ... -.,= 119 , I.,~, 

no ' )"nlploms of ph)'!Oloxio.'ity : aban ,1 ~1J an¡iOóperm sp<c i" 
hove been idontified Ihu, fa,., heav)" metal hype.raccu n:uIJtors . 
. lt h , . ,~ h lOe,," 'qK '~ > " r , "ch I~"' "' "f~ c .. ,{o,,".[I)' ",-, i"[i I",h­
I!>he<!. _\Io<! pl1m , are hYp"raccumula!Ors 10< a , inile t...l')' 
melal. 001 som: plaJlt. can ¡'ype: ... cumuIJte mullipl. m<l.1> 
( . """ ,,,~, ... -->.1"''''''', ", ,,,, [t, c. , ~ ... ,. " " 10[:>''' .... = ni"k l. b.J .",i· 
mon~'. ", I,nium and IlI>lIi llITl , inc). '1: C{"",!~jems. C. JI..,({~ri and 
Y",lum .Ll.'Jio!ilii h~'pe<aceumul .te , inc and codmio bU! nO! ]eM. 
Ha""UlJ1 ia>tr~m h;r",,~e/U"e is a hyperaccumulato' (J[ COP!l"'. 
M1 X'''''' ,""mi,. Alyx.\ utn ¡'",Iul,m" .""1 1I~rkl",,,, ,wMii hYP"' . 
acoumulJ:e niekc l, Plc'" 1',rraW "cumulotc, seleoium and 1-,00a 
'i<K"'~J"""'ix i, • ", '¡m., 11 )1>.""",,, ",, ,,,1.< 1'''. O " .... c, {o",,", hYP"' . 
accumu[ator i, S~IHt1ia acumi""ra. I> h,ch can accum" lat~ up to 
26% <" ",,",) of niekel ir1 jt, 101"-' (BodJo . :! Ol l , Bro 3dley el al .• 
2007: r:hil"' ''~ ~I 111. , 2O tO: Wu . 2O tO: Ve,h,ul'-l'en '" ,,1.. '.!l)J9) 

In!ere<l in2Iy. hYp' raccu ll".ulati n~ pi.",. h,,"" 001 ooly e\'o l~ffl 

a mechan ism 10 Ji"" iJl toxi<: CO!1o: ntratioD< of heav)" metcl, oot 
h)"J""""c ,,,,, u[. ti ,. , m.~ . I ~, f",,,tu,,, " • ' 1 .. 1e[.')' " , I',,,,c,,t 
prNal ion . .\, an ~.xample. lile nir};: 1 rich " .ave< ot SI"ph<m::" 
po,'>'l aloid,s prevem lM deYeloprnenl of the herb i~OI'ous I, rv"" 
.,f f'ieri, "~.",,, . ,,,1 i" hitoi t ¡"C ¿""", 'h " f U" I'h)' '''I .. II" ,~c",e 

bacterinm Xam'w",o"",u cafl1p~sln', A l"ep<"' 11ent ert"", 01' tt... 
plal\t sap fwm S. acw,,;".u~ (25% nktel dry w!) was obse"ed 
... 11", fruit Oy nr.m'I,hil" m"ltmogll,"¡n (~ .[(nc, .1 u l., [9'lRl 
The detensi,,,, en .. 1< 01 eigll' hea,'Y me<al, a~ , i !l!;t 1'(~Ui"" 

~)Jr»l':la 1"""",, h",,, also be.n delllom lratod. COPI-'er. riJ"; . 

bki. ch~ u "i u", . ",,1 .. [1. 1,., Ir" ,,, ,,,. ",an[:>""", .",,1 nidcl . re 
011"" JCCumu lat.,.;l b)" pllm, . lI,..,x~ ly. N,,,, 01' IU.., "" rol< 
("c!mium. manjl",e"" . nickel. lead and zinc) are toxic belo,," 
acoumulJtor 10,,,1,. and tru-ee of them (, admium. le.d ,nd , in,) 
. ft." , [, ,, tm i<:.1 ' .... "."" nrt. [.","[."C .... "lU."' I ... , •• " t" l' .y!",I~!~·J 

' Ibtse hnd1J1¡ll .u~,, !lm • met, 1 hype<aC>.'llmulation del" ,."... 
mechanism to herll ivores moy be "I ide'l'fe;,d all,or", pb Jl t:> (JiJee 
. 1,,1.. '200f;¡ 

HYP""""",,mu lator plan!.> ha,,,, ~n = d .. · inc!ic~tor.· ror 
melallic dopo, i!> fO! hundred.s of yelrS. Th eir com m • .rcial 

, 
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i"'I""'"1ICe f,,,. ",d , 1 Im " I"O.' i",\ " i"Ji'I"' I"hk, n ., ,h lll h 
lI)'oor.lh,,, jforib!lM~.1 L> u,.,.,;l as an indiCalO! lor ni, ,",] in 
Australia. A ",ild varietl of the plam ¡",PiJlk" , Nbumjn~. 

f" JI . 1 in 10.:",1 ____ ; ,,,, " ",1" 1 dL" "I" i" 1<. li.' . i, rc¡'. nbl .< • 
loc.ll bioin ~iealor lor !~ .. ""131<, Lrog<Jnium ir.,1a",m (des.en 
1PJ rupet), O.nflfl",ra ca.'wiw,ra and ",me speo'" of tho genu, 
"x¡"'t~!~, I.~ , p"lln"",i. '~ . I}m(u," ,,, . .4 , Ih"",!",,¡¡¡,..! 1m '" 1 ... "" 

'u<c"",fn11)' u;:.ed .. in diea!or plant' in uranium rrosl'<"1in¡. 
Finol ly. it ;. importan! t" note thJt hYI"', ,.;cumuL>tOf ~l.n!> 

¡' " e l~"in ed "",,io le ... l>le .lLe" I ~", ,~, i "g 1" Ihe1' IOMe" li. 1 ",<e i" 
environmen",l lech"olo¡ies sueb as lhe N""",'xw,t)' o!' eootam 
inJted sit .. (ph, l(.:emedi~ti o,,) o: me ro,over". of rorrunerdally 
," I,,"ole H",¡" I, r .... " ",<:I.I,h .. 1o.:<1 ",i l, II, hyl" ",i" ",,\). s". " j,¡, o: 
1IIor~mI'dL,tlon 

An exte,,,i'e IiSl c( hy pe,.,.;cumul~tor pL>,lI, of differonl 
1",.,) H",I" I, " " oc ("u",1 . 1 hUI ", :!!en."" ik il"" h.' .Uft'" ib i 
Hyperaccumulalor 

Mechanisms of metal uptake, exclusion, 
transport and storage 

I.-[,I" ' e ,,( ... ,. "e Hlel.1 ~,Iu l e , r .... " Ihe .. ';1 en, in", ,,,eHI "'"1 
oce ur ~i, a • • mer media1ed ,,'t~m . ,\ I t<-J'1\l\I i,·,I~' . .. in the 
case " f c.ruon, . l!>ey CJn be driv: n ""ro", lhe pIJ",,,,, memt.:ane 
lawl, b, 11 .. n'¡ ali' ... poIMIi. 1 ~nerated in pan bn'rot o'Hx,ru 
, h , "",diOled by lile membr.;u", etlZyn", H ATPa:;e (aJen,,, ine 
'''ph '''I"" I,,,,,). [n (a., , IlIc r",1 ,,,11 "I\IC I"", c ,<I" .. ,,1 1" 1"'''1 
""tal. i> !he plasma mernb~ . in .. hi, h . n H+ Al'l'a", 2"tI 
em .. !he dr i'in& fon:e (pfOlon elootroc~mk.1 gmdienl) mOl 
mediote. ""'\al up!ólJo:e (Of e." I", iOl) from the so i!. lñe ~l .. ma 
1O ",mr.-.""~!!~ ATl'. "" ", Ii ,i ' ~ i , " uel )' "'gul.<lc<l h~ Te.""ihle 
pb""phoryl' lioo in r,,,pon'" !o mll1)' enocvnoo , .nd exoVnoo. 
, i-",-.ah. incl"di n,o he.~)' mel. 1 exposure. In plOJl1'. the rne<h. -
1O i, 1O ' "r ,1e1"" i" e"Ii ,," ,,¡ h.",,~ melal, i, u[, I;", lI ,ei, d",lali"" 
and c!epot; it ion in(o 1M. cenltJ l v"oole , M<i.l Iran,poI! inw the 
~,.;u<>1e i. medL>ted by o lonop~""t (vacu ol..- me n:brane) H~ 
,~TI'll,e . ",,,,d ,,,,,,, , de,,,,,1 1" ., "', ·ee('"<.",,)'mc' J "" lO' il, 
abilil)' CO . 1Ie< jt. acli" ly in r",pon'" (o ~n,'ironmenta l SI,...;,,,. 

P10:01< use .. 'efal mate¡;ie, to ... imil m e:s,omio! metal> ,,-,d. 
" ' 11", " ,,'" l i",~. 1" 1'''''''",1 " ",Ia l I". iei I~ , Planl ¡'e", ",,,,, e" e,>.1e 
law lamih.,; of melalln.n.pomr:s !hat "OOIdi nal~ Ih eir aeli~it"" 

10 ,ncintoin metal horneo,!>., i •. Transporte" irroolv:d in metal 
em", ind u,1o.: 11 ", P,. _ATr."" f. mil) "" <1 11", ""Ii ,", J iff" ,""" 
!'aeililOlor (COL ') f3mil )'. Ülhtt !ra~,ponttS' !'arni l~ in~olved in 
motcl up\a);e . r: !he oatufOl re.i' tance -.. """ iOlod lU""m ¡:ohJ~e 

¡m ~ ei " (NR'" MP,. 'oc 7 lP (Ii , ""¡n,"_'q~" I ,lcd 1"" " 1" '11",) ¡~, ,. 

!6ns and the pl:un 'l"" itk Ye IlOlM ~ Iripe l lite ( YSL) 01' """al 
u¡:ota\;e lr.;u,,,,,,,, .... (Kabala rl ~I .• 2(X)8'I. Scc !liso: ATPuscs: 
l"n _",,~ i .. ; h." \1(~ ¡". "'T P."" P-1H" 4. TP",,: r~1l \ 1"",_ 
bmn,..,: IDn Jc. II"I~r plJ ~nd I'.l""lrocb~n,lcal 1'oI~DIIa I : CoI l 
;\ [. mbmn<' Feal""" 

Biol'-'l'!lcol exuJatco. irdu din~ microbi. 1 sideropho.-., OJ,d 
",,, I,,!:,lU' "" "' I"'u,>.1, d ['l " '"' I" n neol I'h)' ''"i ' "'''1,h,.-e". 
'-'" 101,,, ... : n W l:\te pan in !he mooili"'li oo and dilt'erential 
u¡:ota\;e of cenain . Iemon!> . In !hi, w~y_ n-.olybd: num OJ,d 
c" l'l'"' h.yc "'-"n ,h,,~'TI 1" (, m " , In.'t ""ml'~e,e.' " ilh ,1" , 
clas< ot molN:ul.,;. lacili !alln¡ lII, ir uplill. lI nder:stao dinll 
tho mechan;'m, of ,ynm: si, . • e, .-..tion. metal ... v:"" ing OJ,d 

,io lo.: T1 ~'¡'(~e. " ."Ii", ,,, 1 " ",1" 1 " 1'1" ,e h>\'e m " 11", " hj<:Lli, e , 
c( "v~fol reoe..-.:;h -""OIIp,. Phy\(»ide.-opbo"" OJ'e proou-;ed by 

(;'''111;'''''' ' ''.(\ ['l,,,I, in ''''I>'''~ 1" ''' "' , Io.: f", ... ,," )' ", I'"" .,f., 
¡:ohy\(»id, mphore-medi 'lod iron ul'l:\te ,ystcm. Thl> . )-,;tem i, 
" 1"" e ff""" yc . 1 l,. n'I".-lin[: ,,1 .. .,- " ",1" 1, i,d", li n[: ,.1 ,",. "" 11'''. 
nic l e! ond ,o.dmium. ,u~ge:sti n g il> pa¡ticipJtion in ~",yenting 

""""1 ,,0.:,, 1 I", i, il J (C le" ",n, el "'-. 20 1.1 ). 

O:!" in the ",11 . lhe O<i:l11 i;;m mun ,ntka1ly bal"""e lhe 
inl.-..:e llul..- coooemratioo, of lhe>e po!entiolly 10Úo; met.l, . 
In oorr.e bacleria and =1I.,3n, . :min" l, and lun2t a el .. , 
c( ,moll c)-,;teine--rich mel. l-bindi"" protei ns ca1led motollolll­
~Jn, appe" CO be of primar:; importan" in ""tal eompan 
mentalisatio" and 1<>Ier"" o< . lñe .. metol lolllionein gene. have 
mn u",d !O prod"''''' he.avy """al-COle",nl !""'ienic pl"'l' 
In pl .. ltS, anoth: r d." c( metol-bindi"" lij!and, CJlled ¡:oh}'­
!oc~iali ns h .. been d , ... -";be<! , 'l hese pl'Ol'in. art riell in lllu 
tomine and cynelne "" id"e, au d ,nay ¡:oro lec1 .e",i li~e enlyn"" 
b)' ""l um~rin2 h .. ,'Y """.1,. , ocll >< " dmium. I" d and tinr 
Mmllo!hi" ", in, or: pol}'¡>eplide, encodc d by ~ ~ene fJmil}'. 
"'he ...... ' pb)'1OC~] >l i ns are a I'",til)' 01' pe-p lide, enl)'malieall)' 
.yothesised . BoIh "nimal, and pl:m!> contai n m,¡.1I<lthioo: in ond 
e"e l. li n ,~ , ,, h,,,,,, [,..'TI~' m I h~i , ll'mmo.::, ",>.1 in h< ~h C'liM. .. . 

cy'teine-,;ch polype¡:oticle:l ha"e e,'Ol~ed ... a "",ohOJüsm to con-
1,,,111,,, "p llo ' e ",.1 """"" lL, l.< li.m ,,¡ h"""1 " ", I"k n ", l" i" eil ,,1 
eviden ...... fOf lhe funruon of phYlOchel.l ins in h: .. 'y me!.1 deto";­
f"" I" ,,, ,Io.: ri, e .. rn. " , h~ ch ",u; lcri," I ~", "r .~ "'!);'},-'I" ". I""1;'",,, 
and Sc~ i;:05<lrrl",,,o,,,w,." pumb< mutaoltS. ",hich "'" oITeol<:d in 
Ih e l,hy l .. ;¡", I"' m 'Y""'''''' l~"'" ",,¡, mu' , ,,'> ",c ¡' i~h l )' ,"",i_ 
li~e to "admium and """o'" concentrati"", lhat do nol . ff",,,, 
!heir wild-type ooo!lterparts, The , tudy of metalloth ionein. in 
planu; has mn ditli ,nlt ho!>~ver ... hen mel. II 01hionein i"M' 
fmm A , 1II , lian. are exw r . .. :d in }'=I and Syoe<l-.oooccu, 
meI>1I0Ibion ein·defi,.'",OI SI",in< lhey ate able CO conl~r ' oppe' 
and Liac to\erl/lce. showiog m, ! plam metallo1hioneins h"" the 
biolo¡ica l I'unctlOn 01 bulOlMini ~ 1<>1 , ,,,,,,,, (l'obbell and 
GoId>brough. 2002. "lcodou-CÓlOlI rr al" 2(X)8 ). Scc ab,,: 
l'lan l ~Ires, l'IIyslGlogy: Trans.g.nl< 1'~n lS: G' n<'!lea lly ) [00_ 
ificd Pla"t, 

'1 be maJOri l~' 01' O<i:ani'ms th. 1 inhabil m' lOlhli': rolls w H. :1ft 

kIlO"' " 10 exdude IOxic metals . The productio u of eXln ;;: lIu­
lar po [y""",h,ri<!e~ and the exereli oo 01 .hela,ini rub' taoc"" . 
suoh .s Of~:mic "cid>. by plOJ,t 'I'""i .. may l'Mkip~te in the 
irnmobilizallOn 01 sne h Io:<ie ~lemeOI< u n." i, l:nov'I1 abool l~ 

mo~ecular. bioch: mk . 1 OJ,d ¡:ohy.iolo¡;icol proce .. ", lhat "" ult in 
!he h)'peraeenmul, !or phenOlype,. evtn "'. 10"''- molecu lar "'e igll! 
chelOlOfS. lno h,din~ ",me .mioo ,.;jd, ;md organic acid, (e ,g. 
" ime aCid). have ~n <llOIMn 10 patl1Cipate in lran;:pon. rom­
p..-t¡nentJ lisatioo ,,00 detoxilk'lioo me.:h"" i" ",. On ly a SlnJll 
1'rac!ion 01' lhe melal i, IOlloo .. 1= ' qua ioo" Therd ore. I~ 

moj (.jt)' of io,", must be boooo lo 1"", ,oolC'C\lI..- m"" lillaods or 
1" [m .ei", . n .. "c on: " ",,)' mel . I ' ~"Kl i "r ¡'¡""" ,Iceub 11" , hoyc 
mn ... poned lo be iffilolvffl in ""lueslerin¡:. !ransponini <oc , tor 
ing h .. ,'y metcl. in hyp< .-..:cumulotOf sl'"" i" . Example. c( ~l :ml 

li¡ and< inr l~de mUllin";c ... -id . nieotrn,mi"". eilrie ",id ,nd hi,ti 
di ne. In ten", of h)'per¡¡;;cwnula1<lr plan!>. lhe geoomo-",ide tran­
"" ipt ion an,I )'¡;i, pen<>rmed in A ni/!lui ~,ve . 'I""'ial not<­
as il enobled the iclcntilkatioo of a "'1 of novel ~ene, ill\'Oh-.d in 

.U U 0'0 1',)ohn \\1 ~y " :>On" l t d. -.0,<1' -,,<1 
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11 ",1,1 hYfC""-"",,, ul" i,m , ",1 "' ..... l1ce [T, n e PI "j . • 2f()(i) . S.., 

al",: lllo .... modl~IIor' 

In Iho l enu, .~I}'JI"". io " hk h the nid :ol coo.;e" lratioo c~o 
"""-'h .1% ,,( Ih e lea¡ ,1')' ~i , """",. 11", 10kra,,1 Te' I""''';: "'><Te-

1,,", " ilh an incr"-ase in Ihe lev: l, ()/ Ir"" bi' ti<l i"". '['h. suppl)' 
of th i, .mino ",id oom pare.;[ with J nOllaccumu !Jtin~ ,,,,,,,i., 
"",<l1ly incre .... both i!:l nk tel mle",oce an.;! Uln'l'Ofl lo tl>e 
,h' H" ( KTiiIl . ;1' pi ,,1.. 1'1%). T","""ril~ i , .. le"" l, ,, ¡ <c',-", O¡ ,1.., 
eigll1 ¡e,.." imp l;""tod in bistidine bio,~nlllesi, \Mere hi¡ her in tl>e 
hy"" """,,u Il'.U!alor A. 1~,biocUJ" comp.,.:d ... i lh tM !'OOIl.'OXU mula-
1'0: A ""'''1'''''11,'. Funhorlllo re.!h: owrcxp""" ion irl.1. rh~JiaTla 
" f 11" .~TP·lt" ,,,, I II,ri", "y l lr.",¡c,,,,'e (I he r'N hi>.! idi,,, hi, "~TI· 
Ihc!;i, enzymo) re,u lt, in ni");ol ¡O"' ... nco ( I n~lo N 111.. :;1 X)'\ I. S.., 

abo : I'~nt l:~II: U~."I."" 
Pro/ ille h .. ~I <¡oJ be: n J"""ioled ", ith heJ")' motJ I IOle' Jnee . 

TI,i. "' ''lll<> ""id 1"", l>.:"" 'X1l.1hl VCly :iluiliuJ ill tl o: Cl .. tCAt 
" f 1'1."1 "" l"H '>= lo ,. Ii," ' y. "," 'e r ,!cr,c il,,- h;,;h '<''' '1"''"· 
1= and M"'~' ""'Ial ,"""",,- Proline ,0cumula1i00 i, he>")' 
metal-iOOlldb\e in se''efal pl. llt ,p.d ... Jnd lhe m.tJl-1010r~m 

poJllll;;¡tio." of lhree differen! SoPede, (Armaia ,-, ,,,,ilim,, . 
n ""'¡'u I1IW'" ""'{Ji""" "1_1 S . " ~I!""i,) ho,'e hi l~l",r 1',,,li,,, le, · 
el, <Xlmp.ll'ed " ilh tlleir noo(oleranl re lati",,<. MoreO\'t:r. hi¡1Ier 
prolin. prodocli oo ha< bttn dtmon'I"'IM lo dri"" melJ l lol"~ 

ance in t'Jll,~enic Chu.",}'d""ro,,~, reir.harJli¡ (SiripomJdllh il 
d 111., 2002). TI>.: ¡u,,,-,;, m ,, ¡ ¡m,lll>': iTl he.O'y 11" ,"1 1,~e"'1"-" 

i, 11 ,,,,1,,,,, c." al ,!" rm l l~ e,.,IJ 1", ", b leJ 111 Tn e ill l d ", lali ll g 

O< ocav"-I1¡in¡ trtt radical, inc!u " d by re;lo.' melJ l< ,,,,'h "' 
eo.drnium. zine . Ooppef ~nd mo=f)'. 

In lxI, iey (Horrk"", ,"ulg":"l . • h: .. ·y rnetal -induclble 
ru:"I'in r. li k I~, ~~i ll ~ i ,,",,,, "'"' moe ll, l)' i,.," lifi.., l. fnle"," · 

i""ly. thi, receptor is al<¡oJ upre~ulaled duri n~ lo.r sea: .ceneo. 
'UI"""';")/ tlo: ide. ()( al, ""e, l:Iwi,,~ "".:d lJni'III cl~,trull i ll~ 

Io:.",y ",d , 1 I~ " , .." ,,",i , ,,~t lc., f ""IC.'ee,,,-,,. 1! """I" ,,,. lt ke 
pro!e in kin""." p"rtbrm importao l n ..... ' lions in Ihe peteeplion 
ao<l Irarudu;:tion of e.\lro- oJld intracellulJI , j¡ ""I,. hUI neve.­
before hJ'" beeo J~)' of Ib e .. ki oasc, "s'i(lC i~ted with he. v)' 
11 ",1,1·,1",,, ""'I .. n,e (Oudh .. lj pi al.. = l. 

l 'he ?aull'.ul, lioo 01 or¡:,nic ...:id, . such >S eitric. i"",ilrir. 
o." lIc . tarta'; , . "",Ii, . rrulon i, and ",,,,,nili, ...:id, . in rool' , nd 
I : a~ .. 0.-" fil"'a l-IolcrJO I pl. II!:I h ... l>o becn cJes,,;,ibed . h i, 
i"'1'lie,l lh"' ,1 ... "" JlC id, pl, ~." il1ll"..-1" '" ni" in n ... ~ 1 hYI"""'· 
"""", '-< 1.<1. TI.., ¡o1'"" li. <1 II f " "i,mie , ,,. und"'t,,-, L ' .i,.,.."il,. lc 
e""'P lex .. ", rullS ;n m"", zinc pa;:s i n~ II'lI'ru¡ h lhe exo;"d <!em 
of Pin", mdial~. , imib r OC> co pper in fuVJrus , tem .. In "" pon .. 
lo zinc. the , (JO(> oí A ¡¡allm don.,,,,,lralod ;l¡' ino ", ... in their 
b d , ,, ¡ "r~", i e ,ei,"'. TI",e "' ''pbe, I."i li .d ~ . ffe<.' Ir." ' " 
pon in lhe ., )'I, m b~' re;luei n¡ adsorption lO th. ,.",,,,,1 wall< 
""j try dec, . ,<inl\ !h , ,,:e of lat<'.f3 1 ."'"p". A caus.al " I"ion­
,hip helw""n or~""k ""id a«umlll~tion J.'1d metJl tol er.lIlo: ha, 
e"e n ""e n ]1n1I."e,L TI,i, rcl, li"n,hip i, ... d l e,I , ~h, hc,1 rO. 
n ,c~,,1 .lC,um"l,u ,nl: pl,,"I'. whi,h Cl\m r¡~x ni c~~ 1 ... i lh malal' . 
"",1011'" " ,d , i11" "",. In the Imx Qt :;, M~mh",w. lhe mOlSl 
extreme ok kcl-hypefll«U filul' li "" Iree kOO"lll. '0001 of tho melal 
i, I~""" I I" e il",!e . "]1 I,",~~ , 'I~ ,1", ,,,,!"n ie .'>.-,.1, hi," II " heo,'y 
11 ",1, 1, 111 Ihe e~ h . , I :"1II ."d Ihi, e" ' ~l l", i, 1i ,,,lIy ",,"'''TIIllaLe ol 
in the v",'uO:: • . H"",,,,,,,, . it i< Iit: l)' th.1 OJ'i"lic " id, do nO! bi nd 
metal io"" m oo¡;ly eJl(.J~h 1<> f"Jl;:tíon a, looj(-<li,tonce Ir",,<;­
poners , Sr •• Iso: Rhuo;ph , ,.. 

Hea')' MeMI Ad.pl~tlon 

A,_~ her ,il~Tll fi e,," e" u,," "r mel,l I Il, ie i l~ in JlCidic "ni,,, 
manga,..,se. wbich " u= slUnled ¡roMh. chloro <lS and "",,,,,,,io 
l .. ions O!l le.' .... TIte phy,iolo,ioal mech .. ,i,u" ;:o" f. " i"l! '])J¡] ­
~1Il'" t,-"ki\y (a"d 10Ie' Jne.) hJ'" ,101 heen elucid:l1ed. H"", ­
"""r. il has twn ' "¡ i<:I"d ¡ha< man¡arI.se-iI1 duced o.,id' li ' ." 
"""" mJy be !he C~"" of i" toxid')'. With ro,,,,,,,. 1<> '])J¡] ­
~1Il'" ' oleran«. plarJ l jlenes lful\ en<o<Ie Ma" """,pon.,,; 
h"e "'-" n ~1 "" ili e,L ,",'h ieh. ",1 .. ,. ."erc"]1""",,1 1II ' '''''','e" ie 
planl'. ,oo l'er rrun¡' ..... se lol.raoce vi. metal ""''llffiulalion in 
bOIh whole-pl,n1 arl d tonoplast vesi '¡" App"rer" I~' Ih;, Irans 
portef b., • brood , u' mllO rJfl~ e for d i"~len! eali om aJld mJy 
1>.: 1I,,]'lie" 'eol in "~ e"'1ICe 1" ,~ I"" 1",",)' ,, ", ,~ I , h)' ,e,!lJe>.!en,,~ 

¡hem int~ ,~o'k)I, . Sn . 1 .... ' I'an l "~rlN\l "" 

H<a"y m;,lal loleraoce ho, bff:n d"."I"f"'l lO. vario,"" planl 
. peci<:l . and it i, ~ ""f)' ~ood e ... mple of evolutioll al)' eoo ­
""'k'l.'''-"C. TI>.:lI. il ;. ,,,,1 • >Uf]lri>< U,a! .I!"Jte~i" to C'-"ll.l:llJ 
",ilh I"",v~ mel, 1 l1l1l1 ' " IIT,, ' i,m <liffLT ocl",',,"" Jirre".,,1 ]1'-<111 
'poci<:l . A , ,,,, ,~' ,,ma ''P. ~.ill!ui has sp<,ial ¡ I,nd, IlIlI! >.re appar 
ent1y u>ed lo ... ".10 .. " . ss ho.vy fim.I, . V. rricoo'of , • .:ret .. 
he,~y "", ,,,Is i" IO the Ilairs or le"", alld ' tem,. whioh a,e di, ­
""rJeol ... 1",,, , ,.e~,-.u "'J. OI I"'T 1'1.'"1 ' 1"-""" ",.:h ", \' Iu!m "11J 
& ri:.hl')'" COilii ~Sla bli ,h ' ymbioli' ,,;:ociation, "Iilh arbu=hr 
m~'oorrtli",l fun¡ i (GIM'US ,nf""ffljias 11 ' 1). th.re~ )' allov.i n¡ 
,1",," 1< , ~T"'" i" ",i l, ... ,,11 . di vo" i l ~ n¡ 1,,",)' mel~l, (""~ I ", . 

~IJ I I) 

In rummary. p!anlS ca n cope ... i lh Ihe ad ,."rse . n",,, ot heav~' 

¡,..,tJl, " ,in~ o., e '" • cOIm ino. ion of the fo[["" i"" m a'e¡¡,j .. : 

Format;oo and excrel;OI' of Ilu~e oompl:x ,ooleoul .. (;:olled 
,,.k:" l o1o ,",,,) """,i"L:'" cld, I"" " f h~",)' TI ",I. I, 1" ¡"m , . 
Iar¡e eomp¡,X 1l!JI ,,,nnOl be ab<o:>rbed ~ )' lhe o<!I , 
Sym"""i, of oaoboxyHc x id, (maht~. d tml. (OC ou l. " " ,,) 
th.t CO/\ biOO heavy meu l, in !h: .ruzo,phere '" irl roce 
"1' " b"., 1" r":;'en1 ,I",ir upI,k 
Synl""'i' 01' mol",ul .. w!lh SullydriJ ~roop" (SH )groop •. 
rueh .. histidi,.., or 2lulllh;or.;-,. or polyamines th •• ,can blnd 
hea"y metJl, 10 maimain their !JooneQSlóIS;, io c)'topl .. m. 
S~ nll lC>. i , ..r ,,,,, 11 e~,le1T",. rid , ]1" "ei, I>. eoll ed TI .. ~ I I , " h · 

ion"; n, ()¡JI " n ~ind he.avy """']s in ()¡, ~H 2roJp' ot th. 
;:y'tei,,,, ,. 
S~nll lC>. i , ,, ¡ p h)'''IC I", I"li n, "'"III" ,,,,d ,, ¡ Tn lJ l' il'le ",,~hJC>. 

o¡ ~ l ll la""Ic---<: )' , lc i"e " " lin¡,; ", iln "r lye ine . ",h ieh o" n m,1J 
h<a''Y "",Ial, in 1M SH 2""up< ot Q" I. i ........ Phytoch.latins 
are ,ymlx:,L>ed "",man>IOI ionall)' b)' ""yt"" hel~ti"e ,ynlh;¡¡;o 
fro ", ~ h;to t h ,on: . 

TI ", ,...'i"1IY ,,¡ he",'y ",,,,~ I I",,,,,..-Le,,", pi .. " ,," " " ", I .... ne 
and looopIasl includ" .. vera l elm: .. oflran;:pon"" 10 heav~' 

m.tals such as CPX ,\1l',= for ropper,OO cadmio. ABe 
fo< co.d n:iUln , ZIP fo, ir"" alld l in< ond C'>ran:p OJld the CDF 
¡, mi l) ,",'1I h " !>r.",1 ,. n,'c ,,( " ffrn ili", ¡, ,, he",)' ",ello l, 

Plant gen"me, hav • . "",·.ra) !'P'" .ococti n~ I'nr e.lCh cIa." ot 
t",n'poner . ..,., """"ni orth.m are inducible by IleJO'Y m;,la15 
and ome,' f"",m; (e ,~ . ~l. nt d: ,."lopm<nt slale ",. anJlual 
"""" '). 1" , 'e ne", '- '",n'l"H1<."" e" IlT"~ ,1i"''I1", i,,"le ¡>.: I "'L"n 
o<>.e nliol ob"eTlI, Ilr 1,» ie 1.,.,,) ",c{~ I , 

Un Ihe b .. is ot Ibe <ynl""'i' 01' Re"li ' ." o.'~'2en 

Spoc ies--dotmi fyi"" (ROS-') delOxif}'in~ enzym.,. ~I ."!:I 

h",e :t 1 ,," eT~ II f , 1",,, "" 1.0' ''' !).,"" ""h "' ~l u l, l h i "ne 

, 
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Hcavy MCt.l I /Wapt.ltlOfl 

S-u.nsier~se. supcroxide dismu l . ... c)"tocMo me N~O . Jld 
Ihl"",ooxln . .. hose rran<c ri~on and io< ", Iivll}' i. inclu, lbl. 
by several lYPCs of m o .. ir>; h:ding ho ,,")' met.l, 11101 '""'" 
ROS I m"ILIC I I ,~ , . F« ~I"nr" !T", lo.:."I·"h"d . Im.ci","re 01, ,, 
expr< .,oo iJl "" pon .. to he .. ,. mOI. 1 o'P<" iüon; lhe:;.e 
I'f< ~c ln, "",,,'lO In Im.u.' "n ol ",['"i, Im.ci", rmm miJoll ," 
"'o;:s. 
Altero lion in roo! morph<>1on. 'I\"h ile dilforeJlI met¡¡lI""hytes 
h.,,, " " ,,~I , "r """. il o.,. I-... .. n rt.U." II~ 'L1","",1 Ih.1 
Thlw pi cau,,,,I<scen, • • h}'peIllcc lll1lulOlo< of LÍa.; ..-.d cad ­
mi" . 1" ' .. ' .... ""', a 1"n..:1L,k ,lo.:n n.1 b )", " r "di " ilh 'h idm .... d 
lan¡:en'l . l cd l ",.11, impre¡:!IlI!ed ",i lh li~nin thll apporeo ll}' 
oon be . ,oorpholo~ic ol rool od~pI.lion lo he,V)' m.ul , tre .. , 
TI " , , ,,!>.." I,,re i, ntO I" ......... n ' in il , eh ...... ",I. ti" c, 11 ... "'",. 
met. ll ophy'te '/-"¡asp , ,7rw~.-... , The ,l~ l ho.,"nc • . lf "" y. 01 
Ihi, ~""icul..- IOOI =omy "".in'l h: ,,'y !lIOI~l , n o .. i'!lOI 
d ,':U: , IItH Uun, Uf 11,,' "",1 H"-"Plou"'~ uf "h .... , H ..... l, ll" 
ph}10' h, ve nOl beea repomd. 

H.avy m, ral lol .... a~c e 1, Ihe re ", 1I 01' ptl!1ini lnt<> operal1On 
dilfcrem me<haoi,nl5. In f>el. reo: nI eXl"'rinlO lillIl dna SUI'POfl 
' 1 ..... ","", ~ i ,. , 11,,1 he,,'y ",,,, , 1 t<>lm ' ''c ...... nol h ) I "",c' '' ''!J,'-' I ~",. 

• .arlier con<i<lM':d to b< indeper.:! , n, ~h,-"i.>",",. "'" ckl<e l~' 

rebled. Tmn. " iptional ,tudi .. h.Ye ro",oIod 'P\lIllXim'loly 30 
~enes ",late<! to mml h)"P""",,,umulal1On In A, MI/eri. """" 01 
whleh h"" 01", be"n r. laled to meto! tolefl\flCe in oonhype.-..xu­
mul, {¡ .- [, b " L. , TI ......... ~ i ,. I , " r " "" p"," i\'c , I"di", ,~ , the L:I" "" I 
".Ie are j usI b<1:innrn¡ a~d shoold i .... ' lude in""", ",,.,.= 11 in Ih. 
comi"" Y."" , 

Perspectives 

Th o mechoni,m of melol hype.-..xu mubtion is tIJe object or 
inl,,", i. o im'c<1il'. I ~"". o<r=i,lI) "i tl , ,e,~, n l t" the """I" De. 1 
',' plOltation 01 m.'h plaOl<, U .. ~ua l depletion of ",-,"'}" 
tems en"ooIJ~o, re ... n:he" nOl only to i n'''' ti~oto Ih. notu ­
m i "" I"n", ," "'l~"n i "n , ¡¡ >i"l' ,. , "," t. mi" :",,,1 , ib I .. t 01" , 
10 ,nu .. t <lral"i:i:< l o< e""ironmental ' l"nup. lhe laek 01 
appr".cI ,,"~ fur I"'d » ' m", . 1 "",,,,di.ti to, 1.." u edk d • "'d;'>r 
,IO. d fo.- tIJe dc-velopment of nove l '1l111'1(ie>. Curren! , o"","",h 
k"""" ,~ , 11 ... itlo.:ntif",. ti, .. " r ""el 1'10)'."" '" mel , I ' " ... "' , ........ 
• .mplO)' ln2 po<t~, oomlc .pproc..'1Ie, su..'h os metal>ohc proN hn2. 
~ Ioool trans;;ril'lom: ..-.d ¡o:OIoomle analys-.i, ..-.d meta",enomics 
."I"c , ,,,,,,~ !n ", kliti, ... m,, '"nl, "e",1 t" Ceded,,1 n.,ti , ... ly rn, 
al,......,.;l metal "ns l¡jvit}' It would not N 'lll'pti' in2 il' 1lI, 11" 01 
~on ... nd II" n: prooum in,'Olved in meto! h()",e"'I~'is and he",,}' 
metal delen", expao'" In Ihe ...,,,, lutu"" S~ ~Iso : M <-{abollt. 
Profil i"" in J' 1~n l>; TI'~n"<liptollli~ ~nd Pr"tcolllÍ<S: I nlo~ .... 
tH U' ? 

U .. appllc' tions 01 2'"''' lc en¡i,""",ri~ hav, b«n sho-.. n lo 
be hi~hly soro;ess ful in obl.i n i n~ he~v)' m: u l-resistant """d • • , 
T"'"'1"" 'ic I'I.nl' I ,~ ""n l " , " '''''' "'~. , .. h" i" m "",-~, ic . le, d. 
zinc , r.:! " Ien inm h.ve alre3 dy bee:n 2'"'"ated , \\' ilh "'2ard 
' 0 ""' '' '' ' } 30d .=oic ,~I "f'nc~ .>n "le2'"' '"",","''''pen;o 
appro", h \l'J< ~l~.d 'Ibe ellic l,1'IC)' 01 Ih. use ol tr:ms 
~enio pl;:Ul1s os .lflItCRY fo< e"~i fOnmem.1 cleonllp rem.i", 10 
1 ... , L",,~,>-1ru t ,, 1 in t·,mt" "i".,,,1 ">11, , 11 i, ele." th, t 1 .... ,,) 

, 

me!cl mio""",. i> a muhifoolor phenom: oon. Th. refore .• ho,­
l n~ a planC, metal>ohs m t'ia Iran , : e"""l' may " su lt In addil10nal 
bea: fid~ 1 or detrimontal elfect:\. T",'O reponod eumple:l help 1<' 

ill u, l", k IM~ h '"""" , !n 11 ... r,r<1 " ..... . oel" ,ic " "''''' I'",,,i,,n " f 
, ]-' type .\Tl'aoe JirIm A rlta.'ian., (:\tHM:\3) complem, nl the 
" ,lmiu" .'I"" .. I.I'Ylu"-,,," i,' e >t",in )'\." r l ," ,""':I:I",,,,,,,W"l',' , ... ,.. 
'''';'7f .r.:! impro'-..:l planl lol .... a~c e lo cadmlum, cobal1. lea.:! 
..-.d l ino (Morol n al.. 200')) , la th. secOfld 000. the ove rexp "" ­
,~"' nr 11 ... F.",·h,,"-IriI, mii ", ,,-,,, Ie ",d,,,I.,,, f A",q ~", ... i " ~. 

rl,~J¡'ma tr~n'1 0nk pl.nls rosu lted nOl in arsenk res-.i'tan<e but in 
• h)'I",,,e,,,iti. o 1'1"" . ~),I"' . ' 1"."" " ly ,lUlO 1" the h i ~1 , . fIi nity " f 
""",n"e tor prOI eln thlO12r<>Upo and lhe <">I\,e<¡uenl depl" lon 01 
the ",11ul..- ~ h;t>. l h ione pool (Dh;:ulllier Cf ~J.. 2002), So< a l ... : 
T""",~...,ni<: l1 .n,-" c,.",.¡ k.Uy \ l,. lir .. d 11~ "I , 

.\ lthough lhe,." h" bffn """" '''''''''''' ",ith he.av~' 
me!cl-re';,;t01\t plant,. the f>o:t th,1 we do nOl ",m ~l otol)' uooo ,­
, 1"mJ tI ..... lm ,i~,,~ f><c' ur> '" i, ..... "'",in ~ upt al-.e. t<>U'>.! ....... ' I;..," ,"iJ 
lolero",. 10 mxic chomic~l element' mokes !he ''''' tinuotion of 
funol:".,cnL"1 . ,,1 . I'pl icd ","","re l, , ........... ,,''Y. IInl",,,',,,1 ,'e 'le' ie 
en: ln""rtrI¡ "rate~es ~ to N ..:I:~l .. d. 300 pov.'",lll1 'omie,' 
str. to~i o, ,",ve . Ircody init iat::.j, Moreover. hype.-..xu mub ror 
' ¡-c¡;ic", . , .... N:i ,,~ "., lu.t,,1 ", il o ""I-.oc' (¡. tI",i, IM~",,1r" 1 " M." 
" mol"",u l" 2'"" tic mOO,1 ' yste",",. A II 01 th" "'Ofk moo ld 
o,,,nlu. lI )' moke il P<" , ihle lo ,,.'efoorne. at 10'11. monotal-y . ud 
environmental eo", . lhe problem 01 heav)" "..,tal contamml1ion 
FinaUy. it is ve,} in:portant to leep in mind thot lhe e\,<muol 
, "'",k~", ... nt ," ' ''y ,. re .... n' inm",,,,, la l d , . " ,, 1' 1cch"'~"r Y ,,,, ,>-1 
be supp'-"'ed by multid l;;clplinar)". l1oou, in"",l' ." ",.,."",h 
fOCWied 00 Ih. uOOorlyiJl~ ¡)f"" .... s 00 Ih. ~ • .-.eti(. mol o,ular. 
lo:n" hm " ... ...,1. It '~,~,h"¿ic. l . c ..... '~ n¿ic, 1 "",1 .~"T .. """"i" bd, 
s.~ . 10;0: IJlor . nwdL,tlon 

Recent ""\.",,," , in 1110001 .... 01. studi .. . reforred 10 a. 'omios ' 
lionomb. nlOllbolomics . tr""""iplOmics . ¡o:OIoomb. etc,). 
1"", ".' lri l-on ..... 1 (¡. 11 ... iLb " i li t·oti ,. , ' " I", ce elm""" t. ," et , I~,· 

lite<. rran,cri~on ¡Jel"", ('1'1'.) ao d "',;:s lnd llCl~ 1e proIel", 
i nYO I~od in he~v)' metal lol: ",,>;e , Event""Uy. Ihi, knov.' lcoJ~o 

"" 1 .... ">c ol (¡. 1"" ..... "' k 1 .... ,,)' ","t~I·","',. ", pi, ,,,> tn 1 ... 11' 
lmp"""-' a~ric ul!U",1 prodl • .-li\ity. 

Tñe identilkll ioo of all 1""'-nK>1e<:ular-,,.it>,h t m: l.bulite:l 
U>e<! b~ "'}:doi, Uf ' t hr,jfJ~llO" t lI", ir Je,'d """" ." ldl ,t.~= ", 
refo"ed to ., metalx>lomb (Art>ona ,,~J , . 20 1 3), Some mot.bo­
lil e, . , .... h •• • mi"" ,...iJ, "mi . ",,,I e •. "'D'"ic ",,~I, . " Iut, thi"n" 
, r.:! alplt, locc-pl!erol ond pIlenols h, ve been associated " lth 
he",,}' meto! stress 101 0"""" . 

.>. 11 ",,... n ~ "' KI mi e~,,,, i,,",,, 1 "" tri , ,, ", (i" ... ...,,) , re e' .... " · 
11, 1 to prope< pl"'t dewlopmen t. bu l 311 01 lbem ,"O berom. 
loxle ", hea ¡)f . .. nt in hi~h con, ontrotions. Tñey addjti ,"" l1y plJ}' 
lmportant rol .. In h .. t")' metal, " ress (L!a' ter. 2(10). 

Slud:e:I of iollOmi" focusi"" 00 <>1te,otions in i""oma as • 
=I ''''''~ Lo 1 .... ,)' " ... L. I. " .... " " ' ... nt' l. " , .. ",",le im l "~"" " . ,Iri· 
bution<; 10 ou, krIo<> led¡:e ol'lhe pru-ticipalion 01 mi...,n l nUlrient.> 
in heayy m: ,,1 toler"""", h ha> >eoord i n~ly be on . ' Iobl ish: d mOl 
tlle d r ........ t, ur 1 .... ,)" " ... t. l, '"' i,",,, , ... , c." h .... ,I i"'t·t (d " nL'" in 
nutrienl leve l o, imp' I","",,1 Or; O!1 lra~spo<t ) o, lndir= ( ohao~ 
jn 0011 w , 1I " me '",e ) 

Wllh ""p""t to rran"-'rip!om"". lt shook:l be el.ar IMI an)' jjnd 

of stress indu,., Ih •• xp"",io.1 of a se! of ",ellO ' m, t determino 
tlle pi, ,,!,, """1" "'"" to, t e" ,r" >t=-, I ,~ e""", .... (,., .,hi",o 
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T~b1< 1 TIl1=riplioll f. Clr,... (IT,) invol ved iu h, . v)" metaI IOl' rl\JJo;o 

" 
WRKY ~ 

W RK Y 22. 2, ",.1 29 
O.'( S~ 

STO Pl 
blH ,1I1R .. . I 19 

PY F. 
b HLH l OO 
ACE l 
u,n, 
W RKY ·15 
OSIS", P l 
MITI 
!\ SR ) 
H,f",.+.l 
ACP I 
C. PF I 

TF f"",ily 

W RK Y 
W RKY 
C2 Hl LI' 
C2-H2 ZF 
bl ll 11 

bl ll 11 

b HLH 

ITSF 

WRKY 
Zi,Jo; -rl ll>'ef proteill 
Cl-1I2 

'" AP2/EREBP 
M '2/ERERP 
,~I Y U . b HLH. bL IP 

S",,,,:c 

A. '-'w!iJ,,.,, 

A. '-'U,!iJ"," 

..... ,¡'"lialW 
A. t!;o!i.vIa 
A . • -'w!iJ,,.,, 

A. '-'w!iJ,,.,, 
..... ,¡'al ialta 
A. t!;o!i.vIa 
A. ,""mi"" 
A. 'lIOf;l .'na 

S . I""'tu' .... 

n. ""'''''' u. <mi", 
O. >u1;m 

p. ""U"" 
P " "'d,n~¡ ... , 
~, " ,7i"1'd ,i 

el ~I .. 2(X)I)-; Tn;u, el al .. 2010). A trans",iplOone analy,is C(. 

plan! e~ to "'.av~' "",ra~ sil'" " re~"I , IlIlIt rh" !rea!m<nl 
iM Uces the exp..."",i,.., 01 ""v ... >1 Il~. I>bich in mm ",: u1are 
"",,",,,1 1"'''-'''''':< in""l."¡] in 1",,,) ",el"l " " ¡,,n," , (1 j'''l' ,,1 ", .. 
~IJ IJ ) . ,\ Ii;:¡ 01' '1'1 ', .¡""' ~y in.oI\'''' in heJ>)" ""'ta~ to:",ane. 
i, ind uded in T~blo 1. &<- 01",, : Trons<t'ip tiollil l r("o/i lin~ b, 
Pbnl. 

Pro<wmie, h" . 1<0 re"n usffi ' 0 comp= v.ri, hOru; in pl1 nl 
proIoin r.:ofile, "Mor hoovy fIl<'tal ;:¡ress (Ah"", el al.. 2009) , On 
' ''' basi, 01 , oomparison 01 th. ",suU, or Sludie< o! "'J>)" ",",al 
plant =¡>.:>""'" witlt t"",l>Orip1<lmi",, and pr"'tcmics ;:¡rJt<-: i" . 
it is ele.,- lhat ¡(ene e,pre" ion chan~es are 001 al w~y, reftooted 
on Ir.. prot~;" ~,,,I .. ¡>.:>,ttran ... , ripti,..,aL t",nslati ooa),nd po61 
trJ~sJatio.,, 1 mod ificJ tion, PrO!Cin stab ilit)" J~d lo;;JliLatio n "" d 
prolein pro!' in ;" Iemeti,.." "'" determm",ts 01' a Nnal prole in 
tuocti ,.., (Hoo<ain and " om.lm. ~IJ I J : l>alcorso ~I al. . ~IJ L<). 

[¡ is ... ell eslabli,hed that several pro:cins ... t direclly ill pl.nl 
",:hpmion lo he .. ')' me<.1~ , t",,, (Ko"w1 n ".o . 2U11 l. tl nd .. 
he ,,)" ,netJIs ,uess. defeflCe protoin, and mol eeul. r ch.pe .. """, 
pb y impon""t fun-.;Iion, fo: sco,,,n~ing ROS aud ree'tJblhh ­
in¡ tunctlOnal prot<-Jn rontormati,.., . ",specti'''ly (LIt,o. l U16: 
Sharmin ti al .. 2012; W ..... er 01.. 2012). However. h(IIJ>ele epiu~ 

m.: l"IM>lie 1I1I lhw"), <ud,", !' ''"t, ,,) ,, ,I,,,, i,. "" P;"" ;(~' ,," I ,, ,, ~ ,· 

ten ,netabolism are . 1<0 altered (Hct;,ain and Komatsu. ~OLl). 
Therefore. determi nin~ chongos in th. protein profile in response 

10 "'''v~' m' I,ls will be '''''Y = ru l 1<:" =ntually uM."tand 
in~ the m« hon i"", beh ind !he tolerano e 10 this type of 'u"". 
S, ,,¡' ~ ",,,,bl¡~ ", .. 1,1 "" ,, 11 i" 1'"'pe r . 1'1'",,,,, h rOl' 1I,,;r """ 
!ro l ,nd monavm, nL Proteom ic onal )"si, has bttn m.de nO! 
onl)" in plant' \1-00" oomum¡:otion i, rc~i on.l . su;;h .. s"uc<,Ja 
""1",,. l,~ "" i ",\ i" ... ,,, "' i" lorl i,",1 ,,~'" nf Ihe Yd., .. , R,,,,-", Oella 
. e,,,rcly ,onJ.lm in.ted ... ith ,nerc ",ry. bu t aho on p~ant> CIlhivated 
;;u><I consumed ..oodw>de as ¡jee and ",;;Uzo:, oX¡JO&ed 1Q hi¡¡,h Ie. ­
el, " r " . :re ur) . ,. 1 eh""" i" " ,. r~"I>.:LI ,\'ely ,O.:n ,,¡ ,JI __ 20 12; 

1I\'11d:"",1 

" Co l " lKI C" 
Cd 

" Co l " lKI F..: 

" i n.nd ¡'" 
C. 
n , 
Zn . nd ¡;., 
Ca. Cd, Cu. Li . nd Zll 

" '" C" 
Cd ",><1 Cu 

Co l. r:u "",17" 
Cd 

o,>l1i ll"" ,,1 (201,1) 
fI¡".:n .'kr ~) ,,1. fm 12) 
LIlan, main ~~ al. (2UI I ¡ 
llIChi el al. (2007) 

""" "¡ ,,I , (2012) 
I . , " , ~ d ¡,I , f1()10¡ 
V, n de Mone l ~~ a:. (l lJ')6¡ 

XuttoJ!. (2009 ! 
1 le,,".:ILC " ,,1, '-21»'\) 
Van de Monel ¿~ a:. (21)Xi) 

Mukh<>pU!ly.)" er al, (2004) 
y." ,,); ,) ¡,I , 1'1O'l'I ) 
,\renh.n ~r al (2013) 
Shim el ~I , (2M) 
CIK> rr "J. (200~ ) 
T.", ~"¡ ,,1, f200';) 
0 30n,,1 (20 1:1 ) 

Liu <1 al .. 201 J ; Wall>' el al .. 20 131. In """h ofthese rntdi" ,,"ore 
i<!entiti.d p""rin, I""" ioosJy aMoci' ted ... i lh tum on tIlolo¡:ic.l 
proce=, to c"" len~ ... ith tite ,,"',. ,,115M ~}' ",av)" ,"",a~. " 

well IS. protoin, thut canuO! be d ireetl)" ",lot. d 1Q the mechonlsm 
,. h,,"vy " " Ia l I"km"",: , r" ' ''l" " '". 11,", e ,¡-c"" .", I~ 1 ,~ ( I " 1"''' 
~i de ""1> ;",i: hts ¡ha, in Ihe comin¡ wiU lacHitare un<k r:mndin¡ 
the moleeul .. ,nd ph~,iol o¡:k>l mechao i, m, uf'lokrl )"i n: ¡",,,). 

me l, 1 , In:." '" 1'''''1' , S..., .1 .. " Pn .. ;n r:harad .. ¡,ati"" ¡n 
I'ror-""ml",-

Amon.o !he strotej>J .. to ~enoll:ie ... 1, u .. d 10 ' t" dy the ",,,cho­
ni,m uf h"a\'~ ",,,ralluk.TlII"'C.. abu <1::;,,,,", n>.:nli ,", Uo: G1:nuuo: 
Wi,1c ,oh ' u ,'¡",i"" \(',WiI) "'''I'I'i''I' , C,WA . 11 ,,,,,, ,1 ... ' 1",1) " r 
h"""l\e di!1~""nt all, l .. ot a ¡toe wrre se lecta:! in n.tural JlOPIIl. 
1" ,,, 'n ",0,1'11" • 1'''1i" " I. r "", in",,, . :n l, 1 ",""Iili ,", ",. 1 " Ir.:.-..I)" 
it has bttn mcce« lully ustd in A. I/wlw/Ul . rice 'M maize rOl' 
tite i<kntitiertti ,.., 01 qu,ntitarive I",il loc'-" (QTL¡ ,nd can ~i 

date ¡en .. for " .. "oo. e-col"t',kol and '4',rku hural u-aits (Korle 
"nJl F:<rln w. :ID I,l ). Rcu:n ll ). C;WA "'"!'1''''l~. """l'k,,",nl~, 1 ",ill , 
ti", "'app;n¡ and tran,¡, n'Ceorup~m, n,arioo. wr", socees,rull )" 
u .. d \o rO"eol !lool the He",,}' MetJ I A,,,,,, iJ:ed3 gen e (H:>IAJ. ~ 
I'."¡'"<I ¡, .. ." Ii,«1 .\TP">.e.1 ) " ,1", l,ri "ó r,"1 1""",lio.: ,lclo"" in . ,,1 
01 !IlItural loleran" to ".,ultipie hea,'Y ""'tals iocl" ~in¡ cao:lmium . 
zine . cobah an d le.d (Ot'D. ti al .. 2012). Se. abo: Pl nut Quno_ 
lilati'. Tr. il' ; :>!a tural \'ar~,ti"" ~, • Too!. fur Gi:<," l d~D­

Im ... ti" n ¡" Pb "¡,, r. .""RI.· " ¡oI • • "'''K,¡. ti,,,, SI",I ;"'; : TI", 
Su""",,,s. roilu ... 000 Fu tu ... 

Concluding Remarks 

In ' ''' las l c. ntw)". the "'Ieru;i", i"dumia! us.e 01' mm l, hH 
,.,uh,d in stf iou> enViro.1mental po l1" li oo. wloic h hJ> "<elled 
s..ignilkJo l , eleotivo pre"".re on ~l ""t> ~ivin~ ri .. lo new 
rne l , I~,hc ", Ienleli ,." " ilh " ",," 1, [)cl, ik <i ~" "" I " I~~ ,. nI .",1 

7 
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H","Y M~I"I Ad'pl"11on 

melaOOli< in:enu:tians of phuns ",il h mOI. I, ean be u>ed lO 

d<vdop m,le2¡"< l O! """ up'ra,ion a l ,oil """ "'Iu,1e" conl.m 
i"" lo,1 ,",'il1< I.:H! HloLa l, \' i". l'"'''''''' ". lI eol ¡'i,m,,,",,ha li,., 

S"me m:1óIl.s c, n be lro",reuned 10 J le" sol uble OIld less IOxic 
Sla,e via red uctio n (e .¡ . s,, ( ~ 1). Ct( V 1) aOO Ur( VI JI IJ( oxid>l1On 

\ ".1:- A.;(Ul l) . F", ",""' pie. n. ,n,,., .. k:nl . rKI "" i"" ie ",.: Ia l, "",1< 
OS C . (lI,'. I'to(JlJ JIId Cd(JlJ con !le extracle~ tmm ",il "" j sed;­
menu: vi, h}'!", ,,,,,,,umul. lO' p i",,",. "' he<! ,"v"ml """im nm<nlS 
"'" c, .. :"",~", ; "" , ,,,1 1>1 ,Iifk n:,,' ,,","he r,-.- "," n ~lle ,"11> " f 
"" !pC..,---<:1< m mi" " H"'-"¡C, i, i, llCC,(X,"f~ ,,, ,bd" l' in l q~",1 

WJ:epie> mal ¡",lude lII< use "t p i""" lo perl'onn eU-'e ti ' .. 
b iun·"~>.l i"IIu,, . S .... b ... , B;on-D>"'U"U," , 

0 " ,he " her h, " d. [>, 11< " ;",, ro , "" <nvim'''nef1' h .. t..1d • 

negalive impJ<1 on pu blic h:. lth ""d toc-d •• t-'I)" ond w. l:r 
rk"" "",k In Uri • • ~d,. . "-",>.: ~~r.:ri" >.:,~a1 . 1I>L":~i,' . ",,·u b~ 

l" inl O/j, nism, wero des<ribed 1Q . dd.ress lll is .<río"" ¡o:oo lem, 
tn!loe Jt<>r tut= . no,,,1 'ooJi", ' "p"n""ntal .. rale~;"'; shoo ld 
mü,. i,,,¡ .. ~.,, 1 ",""n",l o '" ' b, ., lJrc ",,,,¡,; ¡" II "" ' )(1 I"" h le" " 
lhat n m il inore",inJo: ' !'jkultuflI l ,.-oducti,ity in a warld Witi1 • 
coostaolly ~ro"'in2 popu l"ion JIId drm,fI{[ t(}(" tOOr:!. 
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