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A. RESUMEN 

Las especies inorgánicas pentavalentes y trivalentes de Arsénico (As), As(V) y As(III), 

representan los compuestos más tóxicos de As y los más abundantes en la corteza terrestre. 

El As(III) actúa formando enlaces covalentes con los grupos sulfhidrilo de los residuos de 

cisteína, afectando la estructura y función de múltiples proteínas y enzimas; además puede 

generar especies reactivas de oxígeno al unirse al glutatión. Por otra parte, el As(V) debe su 

toxicidad a su analogía con el grupo fosfato, por lo tanto interrumpe su transporte y 

asimilación  y desacopla la fosforilación de ADP, lo que conlleva a un impacto energético. 

El principal sistema bacteriano de resistencia a As radica en la reducción del As(V) a As(III) 

por acción de una arsenato reductasa (ArsC) y la posterior expulsión del As(III) a través de 

bombas membranales (ArsB/Acr3). Se han descrito diversos sistemas de resistencia a As en 

procariotas, no siendo el caso de Burkholderia xenovorans LB400, bacteria de genoma 

relativamente grande (9.73 Mpb) aislada de un suelo contaminado con bifenilos policlorados. 

LB400 ha sido estudiada por nuestro grupo de trabajo por sus múltiples genes de resistencia 

a cromato (chr).  

Previamente se identificaron múltiples secuencias de probables genes ars en el genoma de 

LB400 y se demostró su resistencia a As, comparada con cepas estándar. Esto sugirió que los 

probables genes ars participan en la resistencia a los oxianiones de As. El objetivo de este 

trabajo fue determinar el papel de los múltiples genes arsB y arsC en la resistencia a As de 

LB400. Primeramente, se realizó un análisis filogenético donde se identificaron dos 

probables transportadores de As(III): Acr3 y ArsB, y cuatro probables arsenato reductasas 

ArsC1, ArsC2, ArsC3 y ArsC4. Acr3 y ArsC2 son codificados en el probable operón 

arsRacrCH. Posteriormente, los genes se clonaron y transfirieron a cepas de Escherichia coli 

mutantes en genes ars homólogos y a Pseudomonas aeruginosa PAO1. Se encontró que el 

grupo de genes arsRacrCH y los genes arsB y arsC4 confieren resistencia a As a las cepas 

transformantes. También se encontró que la resistencia de LB400 a As es inducida por ambos 

oxianiones de As. Finalmente, se encontró mediante RT-PCR que la expresión de los genes 

arsR, arsC1 y arsC4 se indujo en presencia de As(III), mientras que arsC3 presentó una 

expresión basal en presencia y ausencia del oxianión. Para los genes arsRacrCH y arsB no 

se logró detectar la expresión. Estos resultados indican que los genes acr3, arsB y arsC 

presentes en el genoma de LB400 participan de forma diferencial en la resistencia a As. 

 

Palabras clave: operón ars, resistencia a arsenato, resistencia a arsenito, regulación 

transcripcional, redundancia de genes.  
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B. ABSTRACT 

Analysis of the arsenic resistance genes of Burkholderia xenovorans LB400 

The pentavalent and trivalent inorganic species of Arsenic (As), As(V) and As(III), represent 

the most toxic compounds of As and the most abundant in the earth's crust. As(III) acts by 

forming covalent bonds with sulfhydryl groups of cysteine residues, affecting the structure 

and function of multiple proteins and enzymes; in addition, it can generate reactive oxygen 

species by binding to glutathione. On the other hand, As(V) owes its toxicity to its analogy 

with phosphate groups, therefore it interrupts its transport and assimilation and uncouples  

phosphorylation of ADP, which leads to an energetic impact. The main bacterial system of 

resistance to As lies in the reduction of As(V) to As(III) by the action of an arsenate reductase 

(ArsC) and the subsequent efflux of As(III) through membrane pumps (ArsB/Acr3). Several 

systems of resistance to As in prokaryotes have been described, not being the case for 

Burkholderia xenovorans LB400, a relatively large-genome bacterium (9.73 Mpb) isolated 

from a soil contaminated with polychlorinated biphenyls. LB400 has been studied by our 

working group due to its multiple chromate resistance genes (chr). 

Previously, multiple sequences of probable ars genes were identified in the LB400 genome 

and its resistance to As was demonstrated, compared with standard strains. This suggested 

that the probable ars genes participate in resistance to the oxyanions of As. The objective of 

this work was to determine the role of the multiple arsB and arsC genes in resistance to As 

of LB400. Firstly, a phylogenetic analysis was carried out and were identified two probable 

As(III) transporters: Acr3 and ArsB, and four probable arsenate reductases ArsC1, ArsC2, 

ArsC3 and ArsC4. Acr3 and ArsC2 are encoded in the probable arsRacrCH operon. 

Subsequently, the ars genes were cloned and transferred to strains of Escherichia coli 

mutants in homologous ars genes and to Pseudomonas aeruginosa PAO1. It was found that 

the arsRacrCH gene cluster and the arsB and arsC4 genes conferred As resistance to the 

transformant strains. It was also found that resistance of LB400 to As is induced by both As 

oxyanions. Finally, it was found by RT-PCR that expression of the arsR, arsC1 and arsC4 

genes was induced in the presence of As(III), whereas arsC3 presented a basal expression in 

the presence and absence of  the oxyanion. Expression of the arsRacrCH and arsB genes was 

not detected. These results indicate that the acr3, arsB and arsC genes present in the LB400 

genome participate differentially in As resistance. 

 

Key words: ars operon, arsenate resistance, arsenite resistance, transcriptional regulation, 

gene redundancy. 
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I. INTRODUCCIÓN 

1. Arsénico 

1.1 Generalidades del Arsénico 

El Arsénico (As) es un elemento químico perteneciente al grupo de los metaloides, término 

que engloba a aquellos elementos que presentan propiedades físicas y químicas intermedias 

entre los metales y los no metales. Fue descubierto en el año 1250 por el sacerdote alemán 

Alberto Magno y desde entonces ha sido ampliamente utilizado a lo largo de la historia, 

principalmente como veneno (Rosen, 1999). El As tiene el número atómico 33 y presenta 

cuatro estados de oxidación: +5, +3, 0 y -3. En el ambiente se encuentra presente en diferentes 

formas químicas, orgánicas e inorgánicas (Bienert y col., 2007), predominando los estados 

de oxidación trivalentes y pentavalentes (Zhu y col., 2014), representados generalmente por 

los oxianiones arsenato [AsO4
-3 o As(V)] y arsenito [AsO2

-1 o As(III)], mientras que el As 

elemental y la arsina son las especies químicas menos abundantes (Oremland y col., 2009). 

1.2 Distribución ambiental del Arsénico: Ciclo biogeoquímico  

El As ocupa el lugar número 20 en abundancia en la corteza terrestre (Oremland y col., 2009), 

está ampliamente distribuido aunque en muy bajas concentraciones (Cervantes y col., 1994) 

y se presenta de manera no uniforme por toda la corteza dependiendo de la región geográfica, 

las características geoquímicas del suelo y la actividad industrial (Rangel y col., 2015). Los 

rangos de concentraciones en los que se encuentra presente son los siguientes: suelo, 0.1-

1000 ppm; polvo atmosférico, 50-400 ppm; agua de mar, 2.6 ppb y agua dulce, 0.4 ppb 

(Mukhopadhyay y col., 2002). 

La mayoría del As se encuentra presente en la litósfera y es liberado a los ambientes terrestres 

y del océano por actividades naturales como el desgaste de rocas, actividades geotermales y 

volcánicas o por actividades antropogénicas como la minería, la excavación de pozos y la 

fundición de metales (Zhu y col., 2014) (Figura 1). El As(V) es la forma predominante en 

ambientes oxigénicos, como en la superficie de agua y en suelos aeróbicos, mientras que el 

As(III) se vuelve la forma predominante en condiciones reductoras, como en suelos 

inundados o sedimentos anaeróbicos (Mishra y col., 2016).  

Al ingresar a la biósfera, el As puede ser transferido a través de la cadena alimentaria, donde 

organismos superiores como plantas y animales acumulan compuestos de As a niveles por 

encima de los ambientes donde viven. Los microorganismos, principalmente las bacterias, 

llevan a cabo reacciones redox y la formación de enlaces covalentes con el carbono, siendo 

parte fundamental del geociclo del As (Mukhopadhyay y col., 2002) (Figura 1). 

El As(V), principal componente de As en agua de mar, es tomado por organismos marinos, 

como fitoplancton, algas, crustáceos, moluscos y peces, convirtiéndolo en pequeños 

compuestos orgánicos (como ácido metilarsónico y ácido dimetilarsónico) y formas 

orgánicas de almacenamiento que incluyen arsenoazúcares solubles en agua (dimetilarseno- 
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Figura 1. Ciclo global del Arsénico. El ciclo inicia con la liberación del As de la litósfera, 

lugar donde es más abundante, a la biósfera por actividades naturales y antropogénicas. 

Dentro de la biósfera, las interacciones con microorganimos generan las diferentes especies 

del metaloide. Sobresale la especie volátil trimetilarsina [As(CH3)3], compuesto que asciende 

a la atmósfera, donde por acción de los rayos ultravioleta (UV) se transforma en compuestos 

orgánicos no volátiles que posteriormente retornan a los suelos, donde dan lugar a especies 

de As inorgánicas mediante su interacción con los microorganimos, descrito con detalle en 

el texto, cerrando el ciclo del metaloide (Modificado de Zhu y col., 2014). 
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azúcares) y compuestos liposolubles (arsenolípidos); el principal organoarsenical aislado de 

organismos marinos es la arsenobetaína (C5H11AsO2) (Mukhopadhyay y col., 2002) (Figura 

1). 

El As inorgánico, una vez metilado, genera compuestos orgánicos que eventualmente pasan 

a ser trivalentes y pentavalentes. De los distintos organoarsenicales que se generan se 

distingue a la trimetilarsina [As(CH3)3], especie volátil que asciende a la atmósfera donde es 

oxidada por acción de los rayos ultravioleta (UV), retornando a especies orgánicas no 

volátiles que posteriormente se depositan en la superficie de los suelos (Zhu y col., 2014), 

donde son degradadas por acción del metabolismo microbiano a ácido metilarsónico y a As 

inorgánico, completando el ciclo biológico del As (Mukhopadhyay y col., 2002) (Figura 1). 

1.3 Mecanismos de toxicidad del Arsénico 

El As es considerado el carcinógeno ambiental número 1 (Yang y Rosen, 2016). La toxicidad 

de los compuestos de As depende de su estado de oxidación, estado físico y la solubilidad en 

el medio biológico. Teniendo así que la escala de toxicidad decrece en el siguiente orden: 

arsina > As(III) > As(V) > organoarsenicales trivalentes > organoarsenicales pentavalentes 

> As elemental (Rangel y col., 2015). La interconversión de estos compuestos ocurre en la 

naturaleza con la participación de los microorganismos, promoviendo la movilización y 

biodisponibilidad del As en el ambiente (Zhu y col., 2014) (Figura 1). Los compuestos 

trivalentes orgánicos o inorgánicos son más tóxicos que los compuestos pentavalentes y son 

primeramente responsables de los efectos biológicos del metaloide (Mukhopadhyay y col., 

2014).  

El As (III) tiene la capacidad de ingresar a la célula a través de las acuagliceroporinas (AQPs) 

(Rosen y Liu, 2009), familia de proteínas que transportan moléculas de agua y solutos 

pequeños, como urea y glicerol (Mukhopadhyay y col., 2014); un ejemplo en bacterias es 

GlpF, AQP identificada en Escherichia coli (Sanders y col., 1997). El As(III) ingresa en su 

forma no ionizada, como hidróxido arsenioso [As(OH)3], actuando como un imitador 

molecular inorgánico del glicerol (Mukhopadhyay y col., 2014). Dentro de la célula, el 

As(III) puede actuar como un metal, formando enlaces covalentes con los grupos sulfhidrilo 

de los residuos de cisteínas, afectando la estructura y función de numerosas proteínas y 

enzimas (Yang y col., 2012). Además, el As(III) puede generar especies reactivas de oxígeno 

(EROs) al unirse al glutatión, principal antioxidante celular, evitando la regulación del estado 

intracelular redox y generando a la célula un daño oxidativo (Mukhopadhyay y col., 2014) 

(Figura 2).  

Por otra parte, el As(V) debe su toxicidad a su analogía con el grupo fosfato (Aguilar-Barajas 

y col., 2010), por lo cual tiene la capacidad de ingresar a la célula a través de los 

transportadores de fosfato; por ejemplo Pit (Transportador inespecífico de fosfato) y Pst 

(Transportador específico de fosfato) de E. coli (Rosen y Liu, 2009). Ambos compuestos 

presentan constantes de disociación (pKa) similares, As(V): 2.2, 7.0 y 11.5 y el fosfato; 2.1,  
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Figura 2. Mecanismo de toxicidad del arsenito en bacterias. El As(III) (triángulos rojos) 

ingresa a la célula como hidróxido arsenioso [As(OH)3] a través de GlpF (AQP), al tener una 

analogía estructural con el glicerol (C3H8O3). En el citoplasma bacteriano, el As(III) puede 

unirse de forma covalente con los grupos sulfhidrilo de las proteínas, inhibiendo la actividad 

enzimática y el metabolismo celular o puede dar lugar a la formación de especies reactivas 

de oxígeno (EROs), generando estrés oxidativo y por lo tanto daño celular (Modificado de 

Rosen y Liu, 2009). 
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7.2 y 12.7; esto indica que en cualquier ambiente existirán especies estructurales semejantes 

de As(V) y fosfato. Siendo así que el ingreso del As(V) a la célula dependerá de la 

concentración de fosfato en el medio debido a que ambos oxianiones compiten por el mismo 

sistema de transporte (Mukhopadhyay y col., 2002). Al comparar los parámetros cinéticos 

del transporte del As(V) y fosfato, ambos compuestos presentan una constante de Michaelis-

Menten (Km) de 0.4 mM, indicando que la afinidad del transportador por cada compuesto es 

similar; sin embargo, la diferencia radica en la velocidad máxima (Vmax), donde el fosfato 

presenta un valor aproximadamente del doble comparado con el As(V), indicando que la tasa 

de transporte del fosfato es mayor comparada con el As(V) independientemente de la 

concentración de ambos compuestos en el medio (Rothstein y Donovan, 1963).  

Retomando el mecanismo de toxicidad del As(V), una vez que éste logra ingresar a la célula, 

interrumpe la asimilación de fosfato (Bienert y col., 2007) y desacopla la fosforilación de 

ADP, lo que conlleva a un impacto energético y finalmente a un daño celular (Aguilar-

Barajas y col., 2010) (Figura 3). 

Al comparar el mecanismo de toxicidad de ambos compuestos, se señala al As(III) como el 

agente más tóxico, aproximadamente 10 veces, debido a que presenta una mayor facilidad de 

ingreso a la célula al no competir con ninguna otra molécula, situación que ocurre entre el 

As(V) y el fosfato; además, el As(III) presenta un blanco celular más accesible y esencial 

(proteínas y enzimas) (Chen y col., 2016) (Figura 2).                                                                                                                                          

1.4 Usos del Arsénico 

A lo largo de la historia el ser humano le ha dado al As una diversidad de usos en distintas 

áreas, generalmente como sales u óxidos. Se ha utilizado como veneno desde la Edad Media, 

principalmente entre las clases dominantes italianas, siendo conocido como “El veneno de 

reyes” y “el rey de los venenos” debido a la facilidad de pasar desapercibido en alimentos y 

bebidas y provocar la muerte de algunos reyes, como Luis XVI (Dilda y Hogg, 2007). En la 

industria se ha utilizado para la elaboración de semiconductores en unión con plomo y cobre 

(Mukhopadhyay y col., 2002) y en preservativos de madera, para evitar la putrefacción y el 

contacto con termitas, hormigas y otros insectos (Rosen y Liu, 2009). En la agricultura se 

han empleado organoarsenicales para el desarrollo de herbicidas y pesticidas; en la avicultura 

se utilizan organoarsenicales aromáticos pentavalentes, como roxarsona y ácido p-aminofenil 

arsónico como promotores de crecimiento y control de coccidioidomicosis (Yang y Rosen, 

2016). 

Por otra parte, el As se ha utilizado con fines terapéuticos desde hace más de 2,400 años 

(Klaassen, 1996). En la medicina tradicional China, el ácido arsenioso o trióxido de As se 

utilizó para el tratamiento de enfermedades como la psoriasis, la sífilis, las hemorroides y el 

reumatismo (Shen y col., 1997); en el siglo XVIII, Thomas Fowler desarrolló “La solución 

de Fowler”, basada en bicarbonato de potasio de trióxido de As, utilizada para tratar una serie 

de enfermedades, incluyendo leucemia, enfermedad de Hodgkin y anemia perniciosa, así  
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Figura 3. Mecanismo de toxicidad del arsenato en bacterias. El As(V) (pentágono azul) 

ingresa a la célula de forma ionizada [AsO4
-3]  a través de los transportadores de fosfato Pst 

o Pit, debido a su analogía con el grupo fosfato. Además de que inhibe el transporte de 

fosfato, dentro de la célula interfiere en los mecanismo de síntesis de ATP, generando un 

impacto energético y por consecuencia un daño celular (Modificado de Rosen y Liu, 2009). 
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como otras afecciones como eccema, asma, pénfigo y psoriasis (Kwong y Todd, 1997). En 

1998, Paul Ehrlich desarrolló al primer organoarsenical para uso terapéutico, el “Salvarsan” 

(Arsfenamina), utilizado para tratar la sífilis y la tripanosomiasis africana (enfermedad del 

sueño) (Lloyd y col., 2005). En 1949, se desarrolló el Melarsoprol, organoarsenical 

trivalente, para el tratamiento de la tripanosomiasis (Friedheim y Mel, 1949) y en 1971 los 

clínicos chinos probaron la eficacia de una solución intravenosa de trióxido de As al 1% que 

contenía cantidades traza de cloruro de mercurio para el tratamiento de diversos tipos de 

leucemia, logrando resultados en la leucemia promielocítica aguda (APL), un subtipo de 

leucemia mieloide aguda (LMA), y desde entonces a la fecha es utilizado como un agente 

anticanceroso en pacientes con APL (Dilda y Hogg, 2007). 

2. Resistencia bacteriana a Arsénico  

El As ha estado presente desde el origen de la tierra, hace aproximadamente 4.5 mil millones 

de años (Li y col., 2014), permaneciendo en el ecosistema en sus diferentes especies químicas 

según las condiciones ambientales (Line, 2002). Estudios sobre el origen de la tierra señalan 

que al inicio probablemente presentaba una atmósfera altamente reductora (Zahnle y col., 

2010), ambiente que favoreció la presencia del As en su forma más reducida, As(III) 

(Mukhopadhyay y col., 2002). La presencia del As(III) sobre la corteza terrestre, desde el 

origen de la vida, hace aproximadamente 3.5 mil millones de años (Line, 2002), ejerció una 

presión selectiva sobre los organismos vivos, llevando a la selección de aquellos sistemas 

que pudieran sobrellevar el estrés generado por dicho agente tóxico. La relación 

contaminante-microorganismo probablemente originó una serie de procesos adaptativos que 

finalmente se expresaron como mecanismos genéticos de resistencia hacia el metaloide 

(González y col., 2013). Las bacterias resistentes a As son filogenéticamente diversas y están 

ampliamente distribuidas en los ambientes naturales sin importar el nivel de contaminación 

por As (Achour-Rokbani y col., 2007). Debido a lo mencionado anteriormente, Yang y 

Rosen, en el año 2016, resaltaron lo siguiente: “Sin los sistemas de destoxificación de As la 

vida sobre la tierra no podría haber existido”. 

3. Operones ars 

Los genes relacionados a As se encuentran presentes en cromosomas y plásmidos 

procarióticos, principalmente los genes denominados ars, que han sido identificados en todos 

los genomas de especies bacterianas secuenciados a la fecha (Yang y Rosen, 2016). Dichos 

genes generalmente se encuentran formando operones o grupos, aunque también se han 

identificado dispersos de forma individual en los genomas (Li y col., 2014).  

Los operones ars presentan una gran diversidad estructural; sin embargo, generalmente 

mantienen algunos genes representativos, siendo éstos los constituyentes del denominado 

operón ars mínimo (Yang y Rosen, 2016), conformado por (Figura 4):  

 Gen arsR, que codifica ArsR, una proteína reguladora perteneciente a la 

superfamilia de proteínas metalorreguladoras SmtB/ArsR (Osman y Cavet, 2010). 
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Figura 4. Operón ars mínimo. El operón ars mínimo representa al sistema más simple de 

resistencia a As(V) y As(III). Está constituido por tres genes, señalados en flechas de colores, 

que codifican un regulador transcripcional (ArsR), una bomba de expulsión de As(III) (ArsB 

o Acr3) y una arsenato reductasa (ArsC). Se indica el promotor (P) del operón en la región 

río arriba del extremo 5´ de arsR (Modificado de Rosen, 1999b). 
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Funciona como represor, al impedir que la RNA polimerasa pueda realizar la 

transcripción de los genes adyacentes, actuando en forma trans, uniéndose al 

operador de los operones ars (Ji y Silver, 1992). La unión de ArsR con As(III) genera 

un cambio conformacional, el cual conduce a la disociación de la proteína de la región 

operadora del operón permitiendo así su transcripción (Rosen, 1999) (Figura 5). 

 Genes arsB y acr3, que codifican ArsB y Acr3, respectivamente, proteínas de 

membrana capaces de expulsar As(III) del citoplasma celular, disminuyendo la 

acumulación intracelular del compuesto tóxico (Yang y col., 2012) (Figura 6). 

 Gen arsC, que codifica ArsC, una arsenato reductasa que transforma el As(V) a 

As(III) para su posterior expulsión del citoplasma celular (Messens y col., 2002) 

(Figura 6). 

La identificación del operón ars mínimo presenta una larga historia, iniciando en 1968, 

cuando Novick y Roth identifican una cepa de Staphylococcus aureus resistente a As; en ese 

tiempo, el estudio de genes de resistencia a antibióticos representaba una de las áreas de 

investigación de mayor demanda; sin embargo, después de esto surge una nueva línea de 

estudio dirigida a la resistencia bacteriana a As. Posteriormente, se identificó al elemento 

móvil que confería la resistencia al metaloide en S. aureus: el plásmido pI258 (Peyru y col., 

1969), que años después fue secuenciado, identificando a los genes arsR, arsB y arsC (Ji y 

Silver, 1992), considerados hoy en día como los genes mínimos requeridos para conferir 

resistencia a especies de inorgánicas de As.  

Actualmente, se han identificado genes ars adicionales a los del operón mínimo dando lugar 

a operones más complejos, ampliando el sistema de resistencia a As, mejorando al sistema 

codificado por el operón ars mínimo y/o confiriendo resistencia a especies orgánicas del 

metaloide. A continuación se indican los genes ars adicionales identificados a la fecha:  

-  Gen arsA, que codifica ArsA, una ATPasa citosólica (Rosen y col., 1990) que participa en 

la expulsión de As(III) al formar un complejo con ArsB (Yang y col., 2012) transformándolo 

en un sistema de transporte primario, dependiente de la hidrólisis de ATP (Rosen, 1999).  

- Gen arsD, que codifica ArsD, una metalochaperona relacionada a As(III) que participa en 

la resistencia a As al aumentar la capacidad de ArsB de expulsar al compuesto tóxico (Lin y 

col., 2006). 

- Gen arsH, que codifica ArsH, una metilarsenito oxidasa dependiente de NADPH que lleva 

a cabo la oxidación de metilarsenito a metilarsenato, confiriendo resistencia a compuestos 

orgánicos trivalentes (Ye y col., 2007). 

- Gen arsI, que codifica ArsI, dioxigenasa dependiente de hierro con actividad de liasa que 

rompe enlaces Carbono-Arsénico, degradando metilarsenito a As(III), un compuesto más  

tóxico (Yoshinaga y Rosen, 2014). 

- Gen arsJ, que codifica ArsJ, proteína de membrana perteneciente a la familia de  
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Figura 5. Regulación del operón ars. En el extremo 5´ río arriba del operón ars se encuentra 

la región reguladora, donde se esquematiza a la proteína ArsR, la cual reprime la expresión 

de los genes al impedir la interacción con la RNA polimerasa. El As(III) (triangulo rojo) se 

une a la proteína represora ArsR, provocándole un cambio conformacional que resulta en la 

liberación de la región reguladora del operón, promoviendo así su transcripción (Li y col., 

2014). 
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Figura 6. Sistema bacteriano de resistencia a Arsénico. El As(V) (pentágonos azules) 

ingresa a la célula a través de los transportadores de fosfato (Pst/Pit), mientras que el As(III) 

(triángulos rojos) lo hace a través de las acuagliceroporinas (Glpf). Dentro de la célula, ambos 

oxianiones pueden llevar a cabo sus efectos tóxicos. Por parte del sistema de resistencia, la 

arsenato reductasa (ArsC) reduce el As(V) a As(III) y las proteínas de membrana ArsB o 

Acr3 expulsan tanto el As(III) que ingresó a la célula a través de GlpF, como el generado por 

ArsC. Modificado de Serrato-Gamiño y Cervantes, 2017. 
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trasnportadores MFS, tiene la capacidad de expulsar 1-arseno-3-fosfoglicerato, compuesto 

donde el As participa con una valencia de +5, por lo cual confiere resistencia a As(V) (Chen 

y col., 2016).  

- Gen arsM, que codifica ArsM, una S-adenosilmetionina metiltransferasa, la cual cataliza la 

metilación de As(III) generando compuestos orgánicos menos tóxicos y confiriendo 

resistencia a la principal especie inorgánica de As (Qin y col., 2005). 

- Gen arsP, que codifica ArsP, proteína de membrana perteneciente a la familia Duf318, 

permite la expulsión de compuestos orgánicos pentavalentes de As, evitando los efectos 

tóxicos dentro de la célula (Shen y col., 2014).  

A la fecha, existen genes también denominados ars, debido a que se identificaron en operones 

que albergan genes ars caracterizados y cuya eliminación afecta el fenotipo de resistencia a 

As; tal es el caso de los genes arsO y arsT, cuyos probables productos de traducción son: 

Monoxigenasa de unión a flavina y Tiorredoxina reductasa, respectivamente. Sin embargo, 

ninguno de estos determinantes se ha caracterizado (Wang y col., 2006).  

3.1 Evolución de los operones ars 

El sistema de resistencia a As radica principalmente en la expulsión del As(III) (Figura 6) 

(Li y col., 2014), siendo considerado un mecanismo ancestral para la destoxificación de As 

(Bienert y col., 2007). Por lo tanto, al tratar de dilucidar la evolución de los sistemas de 

resistencia al metaloide es fundamental tomar en cuenta las condiciones presentes en la tierra 

cuando se originó la vida. Considerando un ambiente altamente reductor y anaerobio, donde 

el As(III) sería la principal especie química de As (Mukhopadhyay y col., 2002), es lógico 

pensar que el determinante ancestral de la resistencia fue el gen arsB, ya que la estrategia 

más rápida y simple para evitar los efectos tóxicos del As(III) sería expulsarlo de la célula 

(Rosen, 1999). Debido a que todos los operones ars son controlados por un represor ArsR 

similar, se ha propuesto que la adición de un gen regulador ocurrió en una etapa temprana de 

la evolución del operón, conduciendo así al primer sistema de resistencia a As: el operón 

arsRB (Rosen, 1999), del cual existe un claro ejemplo en el genoma de Bacillus subtilis 

(Dubnau, 1993). Al paso de los años, conforme la atmósfera comenzó a oxidarse debido a la 

presencia del oxígeno generado por las cianobacterias (Mukhopadhyay y col., 2002), el 

As(III) empezó a ser transformado a As(V), especie que hoy en día predomina en condiciones 

aerobias. La aparición de una nueva especie de As, condujo al desarrollo de ArsC, proteína 

que transforma el As(V) a As(III), sustrato para el cual ya existía una bomba de expulsión 

(ArsB), concluyendo con el operón mínimo arsRBC (Rosen, 1999).  

Los mecanismos de resistencia a As están presentes en todos los organismos analizados a la 

fecha, incluyendo plantas (Tripathi y col., 2014) y humanos (Drobna y col., 2010), apoyando 

la teoría de la fuerte presión selectiva ejercida por las condiciones ambientales primitivas 

(Yang y Rosen, 2016). 
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3.2 Distribución y diversidad de operones ars 

Como se mencionó anteriormente, los genes microbianos de resistencia a As fueron 

identificados por primera vez en los llamados plásmidos R de aislados clínicos bacterianos, 

durante el análisis de genes de resistencia a antibióticos (Novick y Roth, 1968). 

Primeramente, se identificó el plásmido pI258 de la bacteria Gram-positiva S. aureus (Peyru 

y col., 1969), como elemento móvil que confería resistencia a las especies inorgánicas de As: 

As(V) y As(III). De igual manera, en una cepa de la bacteria Gram-negativa E. coli, aislada 

de una paciente con una infección del tracto urinario, se identificó un factor R que confería 

resistencia al metaloide (Hedges y Baumberg, 1973). Años después se determinó la secuencia 

de ambos elementos móviles, señalando la presencia de operones ars; en pI258 se presentó 

un operón conformado por los genes arsRDABC (Chen y col., 1986), mientras que en R773 

se identificó al operón arsRBC (Ji y Silver, 1992) (Tabla 1).  

Los plásmidos pI258 y R773 se consideran pioneros en la identificación de operones 

relacionados con la resistencia de As, por lo cual los genes que los conforman se utilizan 

como base de comparación en el análisis de probables genes de resistencia al metaloide 

(López-Maury y col., 2003).  

Los operones modelo arsRBC y arsRDABC se han identificado en plásmidos de otros 

organismos; algunos ejemplos incluyen cepas de E. coli, de Acidiphilium multivorans AIU 

301, aislada de agua mineral ácida, de Yersinia sp. y de Sinorhizobium sp. M14, aislada de 

sedimentos ricos en As en una mina de oro (Tabla 1). También, existen ejemplos de 

transposones que presentan variantes de los operones modelo; tal es el caso de las cepas 

JH642 de B. subtilis, Acidithiobacillus caldus y Leptospirillum ferriphilum (Tabla 1).   

Actualmente se han identificado operones ars que difieren significativamente del operón 

mínimo arsRBC, en clase y número de genes, diferencias atribuidas a la transferencia 

horizontal de genes y/o rearreglo genético ocurridos al paso de los años (Li y col., 2014). 

Años después de la identificación de genes ars en los plásmidos R773 y pI258, la 

disponibilidad de secuencias de genomas completos de diversas especies procariotas, 

permitió identificar genes relacionados a As en cromosomas bacterianos; tal es el caso de 

cepas de E. coli (Diorio y col., 1995) y Pseudomonas aeruginosa (Cai y col., 1998), donde 

se identificó la presencia de operones arsRBC (Tabla 1), cuyos componentes resultaron ser 

genes homólogos a los presentes en R773 y pI258; en ambos casos, el operón ars se 

caracterizó funcionalmente.  

Las variantes de los operones ars en cromosomas de especies bacterianas y arqueas son 

comunes; hoy en día es posible considerar que toda especie procariota posee al menos un 

sistema de resistencia a As (Li y col., 2014). Ejemplos de dichas variantes se han identificado 

en las bacterias Thiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Pseudomonas 

fluorescens MSP3, Synechocystis sp. PCC 6803, Shewanella oneidensis ANA-3 y 

Campylobacter jejuni, además de la arquea Ferroplasma acidarmanus (Tabla 1).  
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Tabla 1. Ejemplos de operones ars presentes en microorganismos resistentes a Arsénico. 

Especie Clasificación/Origen* Genes ars Replicón # Referencia 

No. 

Staphylococcus aureus Firmicutes/C RBC pI258 53 

Escherichia coli γ-proteobacteria/C RDABC R773 24 

Escherichia coli γ-proteobacteria/R RBC Crom 33 

Yersinia sp. γ-proteobacteria/A HRBC pYV 81 

Pseudomonas aeruginosa γ-proteobacteria/R RBC Crom 20 

Bacillus subtilis Firmicutes/R RAcr3C Tn (skin) 108 

Acidiphilium multivorum α-proteobacteria/A RDABC pKW301 114 

Thiobacillus ferrooxidans γ-proteobacteria/A BCHR Crom 18 

Pseudomonas fluorescens γ-proteobacteria/A RBC Crom 92 

Acidithiobacillus ferrooxidans γ-proteobacteria/R CRBH Crom 19 

Serratia marcescens γ-proteobacteria/C RBCH R478 102 

Ferroplasma acidarmanus Arquea/A RB--A Crom 43 

Synechocystis sp. Cianobacteria/A BHC---R Crom 66 

Shewanella oneidensis γ-proteobacteria/A DABC Crom 105 

Halobacterium sp. Arquea/A ADRC---MR2 pNRC100 120 

Corynebacterium glutamicum Actinobacteria/A R1B1C1---R2B2C2 Crom 83 

Acidithiobacillus caldus γ-proteobacteria/A RCDADA---B TnAtcArs 116 

 

Herminiimonas arsenicoxydans 

 

β-proteobacteria/A 

RCaBH--- 

RCaBCbH--- 

RCaAcr3CbH-

RCaH 

 

Crom 

 

80 

Ochrobactrum tritici α-proteobacteria/A RDAB--- 

R2C2Acr3H 

Crom 14 

Campylobacter jejuni ε-proteobacteria/C PRCAcr3 Crom 122 

Bacillus sp. Firmicutes/A RBCDA—R2BC2 Crom 10 

Geobacillus kaustophilus Firmicutes/A R1B1C1---

R2B2C2--C3 

Crom  

27 

Sinorhizobium sp. α-proteobacteria/A RC---RCaCbB--HR pSinA  

34 

Pseudomonas putida γ-proteobacteria/A R1B1C1H1---

R2B2C2H2 

Crom  

86 

Rhodopseudomonas palustris α-proteobacteria/A RCBH---RRCC--

RM 

Crom  

137 

Leptospirillum ferriphilum Nitrospira/A URCB Crom  

54 Acidithiobacillus thiooxidans γ-proteobacteria/A CRBH Crom 

*C, origen clínico; A, origen ambiental; R, cepa de referencia.  # Crom, cromosoma; Tn, 

transposón. En el caso de genes plasmídicos, se da el nombre del plásmido (Tomada de 

Serrato-Gamiño y Cervantes, 2017). 
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3.3 Redundancia de operones ars 

Además del operón arsRBC mínimo, en diversas especies microbianas se han identificado 

grupos más complejos de genes ars con una gran variedad de configuraciones génicas (Tabla 

1). La presencia de múltiples genes ars redundantes parece ser frecuente, confiriendo 

diversos grados de resistencia a As (Li y Krumholz, 2007), y teniendo en claro que el número 

de operones ars no necesariamente presenta correlación directa con el nivel de resistencia al 

metaloide (Zhao y col., 2015); es probable que la presencia de genes ars redundantes se 

relacione con una expresión diferencial, dependiendo de las condiciones ambientales 

(Sánchez-Pérez y col., 2008). 

La redundancia de genes ars se considera resultado de la duplicación de genes y/o 

transferencia horizontal (Li y col., 2014). A la fecha, se han identificado operones ars con 

una amplia gama de arreglos genéticos, existiendo cepas con variantes del operón ars mínimo 

repetidas, como Bacillus CDB3, Geobacillus kaustophilus A1 y Pseudomonas putida 

KT2440; genes ars distribuidos en el cromosoma principal y en plásmidos o transposones 

como es el caso de la arquea Halobacterium sp. y L. ferriphilum, respectivamente; además 

de la presencia de genes diferentes a los canónicos, como ocurre en Corynebacterium 

glutamicum ATCC 13032, Herminiimonas arsenicoxydans, Ochrobactrum tritici SCII24 y 

Rhodopseudomonas palustris CG009 (Tabla 1). Las especies bacterianas con genes ars 

redundantes usualmente habitan ambientes complejos y perturbados por la contaminación de 

As (Serrato-Gamiño y Cervantes, 2017). 

3.4 Elementos del sistema bacteriano de resistencia a Arsénico 

Generalmente los sistemas bacterianos de resistencia, ante cualquier agente tóxico, consisten 

en una disminución de la concentración intracelular del compuesto nocivo, para lo cual han 

desarrollado diversas estrategias como: limitar su ingreso a la célula, promover su expulsión 

o transformar al agente tóxico en compuestos de menor toxicidad (Yang y col., 2015). 

Haciendo referencia al As, el mecanismo de resistencia consiste primeramente en la 

reducción del As(V) a As(III) por acción de una arsenato reductasa; la conversión de un 

compuesto tóxico a uno con mayor toxicidad radica en que el sistema de resistencia a As 

presenta una bomba de expulsión específica para As(III), que al participar de forma conjunta 

con la arsenato reductasa, confirieren resistencia a ambos oxianiones (Rosen, 1999) (Figura 

6).  

3.4.1 Bombas de expulsión de arsenito 

El As(III) ha estado presente en la tierra desde el origen de la vida, favoreciendo la selección 

de sistemas de resistencia hacia dicho agente tóxico. Esto condujo al surgimiento de las 

bombas de expulsión de As(III), considerado el mecanismo bacteriano mayormente utilizado 

en la naturaleza (Rosen, 1999). Los transportadores de membrana de As(III) identificados a 

la fecha pertenecen a las familias ArsB, primeramente encontrados en el plásmido pI258 de 

S. aureus (Chen y col., 1986) y ArsY en el elemento SKIN de B. subtilis (Sato y Kobayashi, 
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1998). Debido a que ArsY es homólogo a ACR3, transportador de As(III)  en Saccharomyces 

cerevisiae, este grupo de transportadores se han denominado Acr3 en bacterias (Bobrowicz 

y col., 1997) (Tabla 1).  

A continuación se indican las características de cada transportador:   

 ArsB 

Proteína integral de membrana perteneciente a la superfamilia de transportadores de iones 

ArsB (Prakash y col., 2003); se han identificado en bacterias y arqueas (Fu y col., 2009) y 

sus características se resumen en la Tabla 2.  

 Acr3  

Proteína integral de membrana, miembro de la superfamilia de transportadores 

bilis/arsenito/riboflavina (BART) (Mansour y col., 2007); se han identificado en bacterias, 

arqueas y eucariontes (plantas, animales y hongos) (Achour y col., 2007; Fu y col., 2009). 

Presenta los extremos amino y carboxilo localizados en el área citosólica (Dey y Rosen, 

1994); además de una Cys conservada en el motivo P/R-C-T/I-AMV localizada en el tercer 

segmento transmembranal (STM) (Aaltonen y Silow, 2008), cuya eliminación da lugar a la 

pérdida de función por lo cual se considera esencial en el mecanismo de transporte del As(III) 

(Fu y col., 2009). Se resumen sus características en la Tabla 2. 

Ambas bombas de expulsión llevan a cabo un transporte activo secundario antiporte; utilizan 

la energía generada por el gradiente electroquímico de protones (H+) para impulsar As(III) 

en su forma no ionizada, como As(OH)3 (Rosen, 1999), en dirección contraria de dicho 

gradiente, expulsando al agente tóxico del citoplasma celular (Villadangos y col., 2012). Sin 

embargo, al acoplarse a ArsA, pueden formar un sistema de transporte primario de expulsión 

de As(III) dependiente de ATP, aumentando la eficiencia de las bombas de expulsión (Zheng 

y col., 2013). 

A pesar del similar rol biológico de ArsB y Acr3, se considera que estos transportadores 

evolucionaron de forma independiente, al presentar un valor relativamente bajo de similitud 

(16%) en los análisis de secuencias (Bobrowicz y col., 1997), además, de las diferencias 

estructurales y de afinidad mencionadas anteriormente. Por estas razones, ArsB y Acr3 se 

han clasificado en familias de transportadores diferentes (Prakash y col., 2003; Mansour y 

col., 2007). Sin embargo, hoy en día algunos miembros de la familia Acr3 siguen señalados 

en la literatura como ArsB aún sin tener una similitud con dichos transportadores (Fu y col., 

2009). Un estudio de los genomas bacterianos secuenciados a la fecha reveló una más amplia 

distribución de homólogos Acr3 en comparación con ArsB (Yang y col., 2015). 

Aunque ArsB y Acr3 se han reconocido como los principales transportadores de As(III) 

predominantes, existen reportes de otros posibles transportadores bacterianos de As(III). Por 

ejemplo, Aqps, acuagliceroporina caracterizada como un transportador bidireccional de 
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Tabla 2. Transportadores de arsenito caracterizados. 

 

 

 

Tabla 3. Arsenato reductasas caracterizadas. 

 

* aa, aminoácidos  

 

 

 

Transportador Origen Tamaño 
(aa)*

No. de segmentos 
transmembranales

Especificidad Identidad
(%)

ArsB

Escherichia coli
plásmido R773 

429 12 As(III) y Sb(III) 57.5Staphylococcus
aureus plásmido 

pI258 

Acr3 Bacillus subtilis Tn 404 10 As(III) 
ArsBR773: 26.7 
ArsBpI258: 27.8

Arsenato
reductasa Origen

Tamaño
(aa)* Cofactor

Sitios 
catalíticos 

ArsCTrx Staphylococcus
aureus (pI258)

131 Tiorredoxina Cys 10, Cys 82 
y Cys 89

ArsCGrx/GSH Escherichia coli
(R773) 141

Glutarredoxina
y Glutatión Cys 12
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As(III) en Sinorhizobium meliloti, confiere resistencia a As(V) y As(III) mediante la 

expulsión del As(III) (que ingresa directamente a la célula o el generado por ArsC) con ayuda 

de la energía generada por el gradiente provocado por la acumulación intracelular del As(III) 

(Yang y col., 2005) y ArsP, permeasa reportada como transportador de As orgánico 

trivalente, codificada en el operón ars de C. jejuni; confiere resistencia a compuestos 

organoarsenicales como roxarsona (Wang y col., 2009) (Tabla 1). 

3.4.2 Arsenato reductasas  

Como se mencionó anteriormente, durante el origen de la vida la tierra presentaba 

condiciones altamente reductoras; sin embargo, tras la aparición de las primeras 

cianobacterias se generó un aumento de oxígeno en la corteza terrestre, que provocó un 

cambio radical en el medio ambiente de la tierra transformando la atmósfera anteriormente 

reductora a oxidante; este fenómeno es mejor conocido como la Gran Oxidación 

(Mukhopadhyay y col., 2002). El ambiente oxidante presente en la tierra condujo a la 

oxidación de As(III), especie predominante de ambientes reductores, a As(V) y con ello a la 

evolución de proteínas capaces de reducir As(V) a As(III), para el cual ya existían las bombas 

de expulsión, ArsB y Acr3 (Mukhopadhyay y Rosen, 2002).   

Las arsenato reductasas son pequeñas enzimas monoméricas que reducen el As(V) a As(III) 

a través de la oxidación y/o reducción de los grupos tiol presentes en sus cisteínas 

(Mukhopadhyay y col., 2002), reacciones acopladas a las enzimas Glutarredoxina o 

Tiorredoxina, que participan en el reciclaje de los grupos tiol de ArsC (Messens y Silver, 

2006). Sin embargo, las ArsC pueden ser divididas en distintas familias, cuyas secuencias no 

están relacionadas y cuyos mecanismos difieren en los detalles catalíticos (Mukhopadhyay y 

col., 2002).  

A la fecha se han identificado dos clases de arsenato reductasas: las ArsC relacionadas con 

Glutarredoxina/Glutatión (ArsCGrx/GSH) y las ArsC relacionadas con Tiorredoxina (ArsCTrx) 

(Messens y Silver, 2006). 

 Familia ArsCGrx/GSH 

Primer grupo de ArsC identificado, presentan un tamaño de 141 aminoácidos (aa) y dos 

residuos de Cys conservados; sin embargo, sólo requieren el residuo Cys12 para llevar a cabo 

la reducción del As(V) (Martin y col., 2001). Requieren como cofactores Glutarredoxina 

(Grx), enzima capaz de reducir enlaces disulfuro intramoleculares y/o intermoleculares, y 

Glutatión reducido (GSH) (Messens y Silver, 2006). Estas enzimas no presentan actividad 

fosfatasa (Mukhopadhyay y col., 2002) y su pH óptimo es de 6.5 (Messens y col., 2002). La 

ArsC modelo de esta familia corresponde a la proteína caracterizada en el plásmido R773 de 

E. coli (Hedges y Baumberg, 1973).  

 Familia ArsCTrx 
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Grupo de enzimas con un tamaño de 131 aa, presentan tres residuos de Cys conservadas 

esenciales en la catálisis: Cys10, Cys82 y Cys89 (Zegers y col., 2001); requieren como 

cofactor Tiorredoxina (Trx), oxidorreductasa de enlaces disulfuro (Holmgren, 1995). 

Presentan como pH óptimo 8.0 (Messens y col., 2002). Poseen actividad de fosfatasa, aunque 

en un rango menor al de las fosfatasas de bajo peso molecular (PTPasa-LMW) además, de 

presentar un 26% de identidad al comparar ambas enzimas. La ArsC modelo de esta familia 

corresponde a la proteína caracterizada en el plásmido pI258 de S. aureus (Ji y Silver, 1992).  

4. Burkholderia xenovorans 

El género Burkholderia corresponde a un grupo de bacterias filogenéticamente bien definido 

y representa el grupo dominante de las β-proteobacterias (Kormas, 2011). Fue nombrado en 

honor al bacteriólogo norteamericano W. H. Burkholder, el primero en relacionar a las 

bacterias con enfermedades de las plantas (Burkholder, 1948). Alberga especies con una gran 

variedad de nichos ecológicos, oscilando del suelo a ambientes acuosos y asociadas con 

plantas, hongos, parásitos, animales, y humanos; las especies van de saprófitos a 

endosimbiontes y agentes de biocontrol a patógenos (Estrada-de los Santos y col., 2015). 

Burkholderia xenovorans [del griego XENOS extranjero; VORANS devorar, digerir; 

XENOVORANS que digiere compuestos extraños (xenobióticos)]. Son bacilos de 1-2 µm 

de longitud y 0.5 µm de ancho,  Gram-negativos, móviles, no esporulados, no fermentadores 

de glucosa y su temperatura optima es 30°C (Goris y col., 2004). 

Varias especies del género Burkholderia han ganado interés por su capacidad de degradar 

compuestos xenobióticos, como aromáticos halogenados; tal es el caso de Burkholderia 

cepacia CSV90, degradador de 2,4-diclorofenoxiacetato y 2-metil-4-clorofenoxiacetato 

(Bhat y col., 1994); Burkholderia spp. SJ98, degradador de 2-cloro-4-nitrofenol (Pandey y 

col., 2011), y B. xenovorans LB400, uno de los ejemplos mejor estudiados (Goris y col., 

2004). 

4.1 Burkholderia xenovorans LB400 

B. xenovorans LB400 fue aislada de un suelo contaminado con bifenilos policlorados (PCB) 

en Moreau, Nueva York, EEUU por ingenieros de la compañía General Electric (Bedard y 

col., 1986). Es un degradador de PCB bien estudiado, representa el organismo modelo de la 

degradación de PCB y oxida más de 20 derivados de PCB, con un máximo de seis 

sustituciones en los anillos bifenilo. Tiene uno de los genomas más grandes dentro del género 

Burkholderia (Voronina y col., 2014), forma parte del grupo de Burkholderias no patógenas 

(Suárez-Moreno y col., 2008) y pertenece al clado de Burkholderia graminis, con miembros 

que comúnmente son encontrados en la rizósfera del césped (Chain y col., 2006).  

4.1.1 Genoma de Burkholderia xenovorans LB400 
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Las especies de Burkholderia comúnmente poseen genomas grandes, compuestos por 

multirreplicones, cromosomas y plásmidos, confiriéndoles una elevada plasticidad 

genómica, lo cual explica la versatilidad del género (Lessie y col. 1996). 

El genoma de LB400 tiene un tamaño de 9.73 megapares de bases (Mpb) y contiene 

aproximadamente 9,000 secuencias codificantes distribuidas en tres replicones circulares que 

han sido designados como: cromosoma 1 (4.90 Mpb), cromosoma 2 (3.36 Mpb) y 

megaplásmido (1.47 Mpb) (Chain y col. 2006) (Figura 7). 

El cromosoma 1 contiene los genes principales del funcionamiento celular; por ejemplo, los 

partícipes en la replicación de DNA, división celular, metabolismo de nucleótidos y 

maquinaria de traducción, por lo que es considerado el cromosoma central de LB400. El 

cromosoma 2 fue denominado como cromosoma, y no como megaplásmido, debido a que 

presenta  tres operones con genes ribosomales y varios genes para tRNAs, así como funciones 

celulares centrales involucradas en la replicación del DNA, un factor de elongación del DNA 

(polB) y metabolismo de aminoácidos. Además, el cromosoma 2 tiene funciones enfocadas 

al metabolismo energético, metabolismo secundario, transporte y metabolismo de iones 

inorgánicos, aminoácidos y carbohidratos, por lo cual se considera el determinante del estilo 

de vida de la cepa LB400 (Chain y col. 2006). Por último, el megaplásmido no participa en 

ninguna función esencial y está ausente en otras cepas de la misma especie; brinda funciones 

altamente especializadas, haciendo de LB400 una cepa con características específicas, como 

la reducción de nitrato y las vías de degradación de bifenilos y benzoato. Además, 

considerando que presenta un porcentaje de GC 1% menor a los dos cromosomas y un 

elevado número de secuencias de inserción, es considerado un mosaico de material genómico 

probablemente de origen foráneo (Chain y col. 2006) (Figura 7). 

4.1.2 Redundancia génica de Burkholderia xenovorans LB400 

El término de redundancia génica hace referencia a la presencia de dos o más genes dentro 

de un mismo genoma que codifican proteínas con funciones similares (Aslund y Beckwith, 

1999). Las bacterias con genomas grandes comúnmente presentan redundancia génica 

(Denef y col., 2006), asegurando el mantenimiento de alguna función ante el fallo de un gen, 

debido a una mutación o desafío ambiental, compensando con la presencia de genes 

redundantes (Mendoça y col., 2011).  

Basado en un análisis de secuencias, se determinó que LB400 presenta una redundancia 

génica de 17.6%, valor que corresponde a las 1,581 secuencias codificantes que presentaron 

mayor relación con secuencias propias de LB400 que con los 260 genomas completos 

utilizados en el análisis. Se concluyó así que, a la fecha, LB400 presentaba el mayor 

porcentaje de redundancia génica de bacterias de vida libre, donde el promedio es de 7.6%  

(Chain y col. 2006).  La lista de parálogos consta de genes relacionados con transporte (230 

parálogos), transducción de señales (164 parálogos), elementos móviles (112 parálogos), 

proteínas de membrana (66 parálogos) y metabolismo secundario (165 parálogos). Estos  
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Figura 7. Genoma de B. xenovorans LB400. Se indica el esquema, tamaño y número de 

genes presentes en los tres replicones en los que se distribuye el genoma de B. xenovorans 

LB400. En líneas rojas se indica la localización del origen de replicación de cada replicón 

(Modificado de Chain y col., 2006). 
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1,581 parálogos se encuentran distribuidos numéricamente de manera más o menos uniforme 

entre los tres replicones (aproximadamente 500 genes por replicón). El elevado número de 

parálogos correspondientes a proteínas de transporte se correlaciona con la gran fracción de 

los genes de LB400 (aproximadamente 1,386 genes que codifican 610 sistemas de transporte) 

dedicados a esta función. El genoma de LB400 presenta más de 180 sistemas de expulsión, 

incluyendo 89 bombas de expulsión de drogas, 18 sistemas de secreción de proteínas, 21 

bombas de expulsión de metales pesados y 18 bombas de expulsión de aminoácidos y de 

aminoácido-lactonas. Los 430 sistemas restantes están involucrados en el ingreso de 

compuestos orgánicos, cationes inorgánicos esenciales y varios aniones (Chain y col., 2006). 

Otro de los grupos con mayor número de parálogos corresponde a las proteínas relacionadas 

con la transducción de señales. Se ha visto anteriormente que el número de redes de 

transducción de señales aumenta desproporcionadamente con el tamaño del genoma (Chain 

y col., 2006). LB400 dedica el 9% de su genoma a la transducción de señales, y utiliza casi 

todos los dominios sensores y reguladores encontrados en la transducción de señales en 

procariotas. Sin embargo, de forma dominante presenta proteínas de transducción de señales 

de un componente y un módulo regulatorio, de los cuales gran parte corresponden a sistemas 

citoplasmáticos solubles, lo que indica que detecta la mayoría de las señales ambientales 

intracelularmente, después de que han sido transportadas a la célula. Los sistemas de 

transducción de señales de dos componentes son menos abundantes (Chain y col. 2006). B. 

xenovorans LB400 presenta una extraordinaria capacidad de sensado comparada con otros 

microorganismos, tal es el caso de Rhodococcus sp., un microorganismo de nichos y genomas 

de tamaños similares a LB400, que posee 25% menos de sistemas de transporte y menos de 

la mitad de sistemas de transducción de señales (McLeod y col. 2006). 
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II. ANTECEDENTES 

En el año 2007, Díaz-Pérez y col., realizaron un análisis filogenético de la superfamilia de 

transportadores de cromato CHR, estudio que resalta a las β-proteobacterias como el grupo 

taxonómico con mayor número de homólogos de CHR. Dentro de este grupo bacteriano 

sobresale B. xenovorans LB400, cuyo genoma posee seis homólogos CHR; cuatro 

homólogos de proteínas grandes (ChrA1a, ChrA1b, ChrA2 y ChrA6) y dos homólogos de 

proteínas pequeñas (ChrNCa y ChrNCb). En 2009, León-Márquez determinó que LB400 

presenta un fenotipo de resistencia a cromato, al realizar ensayos de susceptibilidad a dicho 

agente y comparar con cepas de referencia (Figura 8). Estos resultados sugerían que el 

fenotipo de resistencia a cromato era debido a los homólogos CHR; para probar dicha 

hipótesis los genes fueron clonados y expresados en E. coli, donde todos los homólogos 

confirieron resistencia a cromato aunque de manera diferencial dependiendo de las 

condiciones de sulfato (análogo no tóxico de cromato) en el medio, sugiriendo que el sulfato 

podía regular la expresión de los genes chr en E. coli, y que esto también podría suceder en 

LB400. En 2014, Acosta-Navarrete y col., evaluaron la expresión de los genes homólogos 

chr, mediante RT-qPCR, partiendo de RNA total extraído de LB400, crecida en medio 

mínimo con diferentes concentraciones de sulfato y en presencia o ausencia de cromato; 

obteniendo que los genes chr presentan diferentes niveles de expresión entre sí pero que esto 

no está relacionado a la presencia de sulfato, concluyendo que el sulfato no regula la 

expresión de los genes chr. Por otra parte, se determinó que el gen chrA2 perteneciente al 

operón chrBACF, localizado en el megaplásmido, fue el único gen inducido por cromato 

(Figura 9). Recientemente, Reyes-Gallegos y col., (2016) determinaron que los genes 

chrA1b y chr1NCb, del cromosoma 2, y chrA2, del megaplásmido de LB400, son los 

principales responsables del fenotipo de resistencia a cromato. Posteriormente, realizó la 

interrupción del gen chrA2 con un cassette de resistencia a Gentamicina (Gm), generando las 

mutantes chrA2::Gm-1 y chrA2::Gm-2, herramienta que permitió concluir que el gen chrA2 

del megaplásmido es el que confiere el mayor nivel de resistencia a cromato en LB400 

(Figura 10). 

Teniendo en cuenta que B. xenovorans LB400 fue aislada de un suelo contaminado con 

bifenilos policlorados y dados los resultados obtenidos en los trabajos mencionados 

anteriormente, donde se señala la resistencia de la cepa a cromato, es razonable considerar 

que LB400 probablemente cuenta con sistemas de resistencia a otros compuestos tóxicos, 

tales como As. En 2016, Reyes-Gallegos realizó una búsqueda preliminar para determinar la 

presencia de genes de resistencia a As en el genoma de LB400, logrando identificar un grupo 

de genes ars (8 arsR, 3 arsB, 2 arsC y 1 arsH), localizados en los cromosomas 1 y 2, los 

cuales probablemente confieren resistencia a dicho metaloide (Figura 11). La identificación 

de los genes ars en LB400 condujo a indagar sobre su participación en la resistencia a As. 

Salgado-Lora en 2017 determinó, mediante ensayos de susceptibilidad, que LB400 es 

resistente a As en comparación a una cepa estándar (Figura 12).  
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Figura 8. Susceptibilidad a cromato de B. xenovorans LB400. Los cultivos se crecieron 

en caldo nutritivo por 24 h con agitación constante a 30ºC, utilizando las concentraciones de 

cromato indicadas. Se midió la absorbencia a 590 nm. Como cepas de referencia se utilizó E. 

coli W3110 y P. aeruginosa PAO1 (Tomado de León-Márquez, 2011). 
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Figura 9. Expresión relativa de los genes chr de B. xenovorans LB400 durante la fase 

exponencial. Se crecieron los cultivos en medio K1m con 50 μM de sulfato, a una 

absorbencia de 0.6, en ausencia (barras azules) y presencia de 2 μM de cromato (barras 

amarillas). En el eje de las X se indican los genes chr y su localización dentro del genoma de 

B. xenovorans. La expresión del gen 16S RNAr se usó como normalizador (Modificado de 

Acosta-Navarrete y col., 2014). 
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Figura 10. Susceptibilidad a cromato de las mutantes chrA2::Gm de B. xenovorans 

LB400. Los cultivos se crecieron en medio K1m por 24 h a 30°C con agitación constante, 

utilizando las concentraciones de cromato indicadas. B. xenovorans LB400 (●), chrA2::Gm-

1, (○), chrA2::Gm-2 (□). n=6. (Tomado de Reyes-Gallegos, 2016). 
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Figura 11. Localización de genes ars en el genoma de B. xenovorans LB400. Se indican 

los dos replicones en los que se localizarón genes ars en el genoma de B. xenovorans LB400. 

En flechas rojas se indica la localización de los genes ars identificados; 8 arsR (azul), que 

codifican probables reguladores transcripcionales, 3 arsB (morado), que codifican probables 

transportadores de arsenito, 3 arsC (amarillo), que codifican probables arsenato reductasas y 

1 arsH (verde), que codifica una probable metil arsenito oxidasa (Modificado de Chain y 

col., 2006). 
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Figura 12. Susceptibilidad a As(III) y As(V) de B. xenovorans LB400. Los cultivos se 

crecieron en Caldo Nutritivo por 24 h a 30°C y agitación constante a las concentraciones de 

As(III) y As(V) indicadas; después de ese tiempo se midió la absorbencia a 590 nm. Cepas 

utilizadas, E. coli JM101(○) empleada como control sensible y B. xenovorans LB400 (■). Se 

muestran las barras de error estándar de la media n=5 (Tomado de Salgado-Lora, 2017). 
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III.   JUSTIFICACIÓN 

Burkholderia xenovorans LB400 posee un genoma relativamente grande que contiene 

numerosos genes adaptativos cuyos productos le permiten colonizar zonas contaminadas con 

hidrocarburos o con derivados tóxicos de elementos como cromo y arsénico. Previamente se 

encontró que LB400 presenta en su genoma múltiples genes ars probablemente relacionados 

con su resistencia a arsénico. Estos genes incluyen tres homólogos arsB, que codifican 

probables transportadores que expulsan arsenito, y dos homólogos arsC, que codifican 

probables arsenato reductasas que transforman arsenato en arsenito. El estudio de la función 

y la expresión de los múltiples genes arsB y arsC de LB400 es importante para entender las 

interacciones de este microorganismo con ambientes contaminados con derivados del 

arsénico. 

 

IV.  HIPÓTESIS 

Los genes arsB y arsC presentes en el genoma de Burkholderia xenovorans LB400 participan 

de forma diferencial en la resistencia a iones de arsénico. 

 

 

V. OBJETIVO GENERAL 

Determinar el funcionamiento de los múltiples genes arsB y arsC de Burkholderia 

xenovorans LB400 en la resistencia a iones de arsénico. 

 

 

VI.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Realizar un análisis in silico de los probables homólogos de las proteínas ArsB y ArsC 

presentes en el genoma de B. xenovorans LB400 y establecer relaciones filogenéticas de 

las proteínas ArsB y ArsC. 

2. Establecer la participación de los genes arsB y arsC de B. xenovorans LB400 en la 

resistencia a arsenato y arsenito. 

3. Evaluar la expresión de los genes arsB y arsC de B. xenovorans LB400 en ausencia y 

presencia de arsenito. 
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  
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VIII.   MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Medios de cultivo 

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes: 

 Caldo Luria Bertani (CL). Se preparó utilizando NaCl (J. T. Baker) 1%, peptona de 

caseína (Bioxon) 1% y extracto de levadura (Becton Dickinson) 0.5%. 

 Caldo Nutritivo (CN). (Bioxon). 

 Agar Nutritivo (AN). (Bioxon).  

 Agar Luria Bertani (AL). Se preparó adicionando 1.5% de agar bacteriológico 

(Bioxon) al CL. 

2. Cepas empleadas 

Las cepas empleadas fueron las siguientes: 

 B. xenovorans LB400 (Goris y col., 2004). Cepa donada por el Dr. Jesús Caballero 

Mellado† del Centro de Ciencias Genómicas de la UNAM en Cuernavaca, Morelos.  

 E. coli JM101 [F-, traD36, proAB, laclqZ∆M15] (Yanisch-Perron y col., 1985). Cepa 

receptora de los plásmidos recombinantes derivados de los vectores pJET1.2/Blunt 

y pUCP20. 

Las cepas utilizadas como receptoras de los plásmidos recombinantes derivados de pUCP20 

y en pruebas de susceptibilidad fueron las siguientes:  

 E. coli BW25113 [F-, ∆(araD-araB)567, lacZ4787(del)::rrnB-3, λ-, rph-1, ∆(rhaD-

rhaB)568, hsdR514] (Grenier y col., 2014). 

 E. coli W3110 [F-, mcrA, mcrB in (rrnD-rrnE)] (Hayashi y col. 2006). 

 P. aeruginosa PAO1 (Holloway, 1969).  

Las cepas mutantes utilizadas en pruebas de susceptibilidad a As debido a su fenotipo fueron 

las siguientes: 

 E. coli AW3110. Cepa mutante de W3110, presenta el operón ars sustituido por un 

cassette de resistencia a cloranfenicol (Cm). AsS (Carlin y col., 1995).  

 E. coli JW3469-1. Cepa mutante de BW25113, presenta el gen arsB interrumpido 

por un cassette de resistencia a kanamicina (Km) (Genetic Stock Center, Yale 

University).  

 E. coli JW3470-1. Cepa mutante de BW25113, presenta el gen arsC interrumpido 

por un cassette de resistencia a Km (Genetic Stock Center, Yale University).  

3. Plásmidos empleados 

Los plásmidos utilizados fueron los siguientes: 

 pJET 1.2/Blunt. Vector que se utilizó para la recuperación de productos de PCR 

(Figura 13). 
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Figura 13. Mapa del vector pJET 1.2/Blunt. El vector contiene el gen bla de resistencia a 

ampicilina, un origen de replicación para E. coli rep (pMB1); el gen letal eco471R que 

permite la selección positiva de las transformantes con el inserto en el vector; el promotor T7 

para la transcripción in vitro del inserto; el promotor PlacUV5 para la expresión del gen 

eco471R a un nivel suficiente para permitir la selección positiva y un sitio múltiple de 

clonación (SMC) (Fermentas).  
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 pUCP20. Vector de expresión binaria que se utilizó para la expresión de los genes de 

interés (Figura 14). 

4. Oligonucleótidos empleados 

Para el diseño se utilizó el programa OligoAnalyzer 3.1. Se diseñaron parejas de 

oligonucleótidos específicos para la amplificación y clonación de los genes (Tabla 4), 

además de oligonucleótidos para RT-PCR que permiten amplificar regiones intergénicas del 

operón ars y regiones internas de los genes individuales en análisis (Tabla 5). 

5. Análisis filogenético 

Para el análisis se utilizó la información de la base de datos del genoma de LB400 

[Burkholderia Genome DB (http://www.burkholderia.com/)] y se analizó en los programas: 

Blastp (NCBI), donde se realizó la depuración de datos; Clustal W, para el alineamiento 

múltiple de secuencias; MEGA,  donde se elaboraron árboles filogenéticos mediante los 

métodos Neighbor Joining y Mínima Evolución con Boostrap 1000, y HMMER, utilizado 

para determinar  la presencia de dominios conservados (HMMER). 

6. Búsqueda de probables promotores  

Para realizar la búsqueda de probables promotores se ingresó la secuencia río arriba del codón 

de inicio (50 nucleótidos) de los genes en análisis al programa Softberry, Inc. 

(http://www.softberry.com/), el cual arrojó la posible relación con los promotores 

correspondientes a los factores Sigma (σ) de E. coli, eligiendo para cada caso el de mayor 

similitud. Además, la búsqueda de probables promotores también se realizó mediante un 

análisis visual. 

7. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El procedimiento de amplificación de los genes de interés, mediante la reacción en cadena 

de la polimerasa, se llevó a cabo utilizando DNA a una concentración aproximada de 200 

ng/ml, 10 picomoles de los oligonucleótidos específicos, 5 μl de la mezcla de reacción Master 

Mix (Promega) que contiene la enzima Taq polimerasa, MgCl2 y dNTPs a concentraciones 

optimizadas en un volumen final de 10 μl. Para la amplificación de los diferentes genes se 

siguieron las especificaciones indicadas en la  Tabla 6. 

8. Electroforesis en geles de agarosa 

La separación de los productos de PCR y del DNA plasmídico se realizó en geles de agarosa 

(Sigma) a una concentración de 1% (p/v); se empleó como amortiguador TAE [Tris-acetato 

0.04 M (pH 7.5) y EDTA (Ácido etilendiamino tetracético) 0.5 M (pH 8.0)]. Los geles se 

depositaron en una cámara de electroforesis horizontal, conteniendo TAE. Las muestras de 

DNA se mezclaron con solución de carga [azul de bromofenol 0.05%, EDTA 0.1 M (pH 8.0), 
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Figura 14. Mapa del vector de expresión binaria pUCP20. El vector contiene el gen bla 

que confiere resistencia a ampicilina y carbenicilina; orígenes de replicación para E. coli (orc) 

proveniente del plásmido pBR322 y P. aeruginosa (orp); el gen rep, que codifica una 

proteína implicada en la replicación en Pseudomonas; α-lacZ,  parte del gen que codifica la 

región amino terminal de la  β-galactosidasa; el promotor plac y un sitio múltiple de clonación 

(SMC) (West y col., 1994). 
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Tabla 4. Oligonucleótidos empleados para la clonación de genes*. 

 

 

 

  

* Se indica el nombre del operón y de los genes ars, teniendo en cuenta el código 

correspondiente en la base de datos del genoma de LB400, el nombre de los oligonucleótidos, 

indicando su sentido directo (D) y reverso (R) y en la secuencia se subraya el sitio de corte 

adicionado de la enzima de restricción . 
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Tabla 5. Oligonucleótidos empleados para RT-PCR *. 

 

 

 

 

* Se indica el nombre del operón y de los genes ars, la denominación asignada para cada 

fragmento amplificado y el nombre de los oligonucleótidos, indicando su sentido directo (D) 

o reverso (R). 
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Tabla 6. Condiciones empleadas para la amplificación por PCR*. 

 

 

 

* Se indica el nombre de los genes ars, la denominación asignada para cada fragmento 

amplificado y las condiciones utilizadas en los ensayos de PCR.   
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SDS (dodecil sulfato de sodio) 5% y sacarosa 40%] y se colocaron en los orificios del gel. El 

corrimiento electroforético se realizó a un voltaje constante de 125 voltios por un periodo de 

30-40 min. Posteriormente las bandas teñidas con GelRedTM (Biotium) se observaron en un 

transluminador de luz ultravioleta de onda corta (Ultra-Violet Products Inc). Los marcadores 

de tamaño molecular que se utilizaron fueron el DNA del fago lambda digerido con la 

endonucleasa HindIII o el marcador de 1 kb plus (Invitrogen). 

9. Purificación de DNA en geles de agarosa 

Para purificar el DNA que se utilizó en las reacciones de ligación se empleó el kit comercial 

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) siguiendo las indicaciones del 

proveedor. La presencia y concentración del DNA recuperado se verificó en un gel de agarosa 

al 1% (p/v) comparando con el marcador de tamaño molecular. 

10. Tratamientos enzimáticos  

Para realizar las técnicas de ligación del DNA y posterior clonación en un vector, el DNA 

tuvo que ser sometido a diferentes tratamientos enzimáticos, los cuales se describen a 

continuación: 

      10.1 Ligación de los productos de PCR en el vector pJET 1.2/Blunt 

Los productos de PCR se ligaron en el vector pJET 1.2/Blunt manteniendo una proporción  

3:1 (inserto:vector) empleando el kit comercial CloneJETTM PCR Cloning kit (Fermentas) 

siguiendo las indicaciones del proveedor.  

10.2 Ligación de los fragmentos de DNA en el vector pUCP20 

Los fragmentos de DNA purificados se ligaron con el vector pUCP20 manteniendo una 

proporción 3:1 (inserto:vector) utilizando una unidad de la enzima DNA ligasa del fago T4 

(Promega). La reacción se llevó a cabo a 4°C durante toda la noche. 

10.3 Restricción con endonucleasas  

El DNA purificado se digirió utilizando una unidad de la endonucleasa de restricción 

(Promega) por cada μg de DNA y se incubó a 37°C durante toda la noche. Posteriormente se 

realizó el corrimiento electroforético de las mezclas de restricción en geles de agarosa al 1% 

para determinar el tamaño de los fragmentos obtenidos. 

11. Aislamiento de DNA plasmídico por lisis alcalina 

Para el aislamiento de plásmidos se utilizó el método de lisis (Adaptado de Birnboim y Doly, 

1979 e Ish-Horowics y Burke, 1981), de acuerdo al siguiente protocolo: 

Un cultivo bacteriano crecido en 4 ml de CL durante 18-20 h a 37°C con agitación constante 

se centrifugó durante 2 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente. Se decantó el 



“ANÁLISIS DE LOS GENES DE RESISTENCIA A ARSÉNICO DE Burkholderia xenovorans LB400” 

Nallely Serrato Gamiño 39 IIQB-UMSNH 

sobrenadante, el sedimento se resuspendió en 100 μl de la solución STE (sacarosa 50 mM, 

Tris-HCl 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM), y se le adicionó 20 μl de una solución de lisozima 

(20 mg/ml), se mezcló ligeramente y se incubó a 37°C durante 5 min. Posteriormente a la 

suspensión se le agregó 300 μl de la solución lítica recién preparada (NaOH 0.2 N y SDS 

1%), se mezcló suavemente y se mantuvo durante 10 min en hielo. Transcurrido ese tiempo 

se le adicionó 300 μl de la solución de acetato de potasio 3 M pH 4.8, se mezcló ligeramente 

y se mantuvo 10 min en hielo. Se centrifugó durante 10 min a 13,000 rpm a temperatura 

ambiente y el sobrenadante se transfirió a otro tubo. Se adicionaron 500 μl de la mezcla 

fenol:cloroformo (1:1), se mezcló moderadamente y se centrifugó durante 10 min a 12,000 

rpm a temperatura ambiente. Se recuperó la fase acuosa superior, se le adicionó 1 ml de 

etanol absoluto frío y se mantuvo durante 20 min a -80°C. Transcurrido este tiempo se 

centrifugó durante 10 min a 13,000 rpm a temperatura ambiente. El sedimento se lavó dos 

veces con 500 μl de etanol al 70% centrifugando durante 5 min a 12,000 rpm entre cada 

lavado, se recuperó el sedimento y se secó a temperatura ambiente. Se resuspendió la pastilla 

de DNA obtenida en 50 μl de agua desionizada y estéril. Se adicionó 5 μl de RNasa (100 

mg/ml) y se incubó 30 min a 37°C. Posteriormente se inactivó la RNasa incubando 15 min a 

65°C. Las muestras se almacenaron a -20°C y se sometieron a corrimientos electroforéticos 

en geles de agarosa para determinar la presencia del plásmido. 

12. Secuenciación de DNA 

El DNA purificado se diluyó a 200 ng/µl y se envió para su secuenciación a una 

concentración de 3 µM, a CINVESTAV, Unidad Irapuato. México. 

13. Preparación de células competentes de E. coli  

Para la preparación de células competentes de E. coli JM101 se creció la cepa en 4 ml de CL 

a 37°C con agitación constante durante 18-24 h. Posteriormente se inoculó 250 ml de CL con 

los 4 ml del preinóculo y se incubó a 37°C con agitación constante hasta alcanzar una 

densidad óptica de 0.6 a 590 nm. Posteriormente el cultivo se colocó en hielo por 20 min y a 

partir de este punto se mantuvieron siempre a una temperatura cercana a 4°C. Se centrifugó 

el cultivo por 10 min a 6,000 rpm a 4°C. La pastilla celular se lavó dos veces con 40 ml de 

agua desionizada, estéril y fría, centrifugando 10 min a 6,000 rpm a 4°C. Finalmente, las 

células se resuspendieron en 2 ml de glicerol 10% estéril y frio y se almacenaron en alícuotas 

de 200 μl a -80°C. 

14. Preparación de células competentes de P. aeruginosa y mutantes de E. coli 

Para la preparación de células competentes de las cepas de P. aeruginosa PAO1 y mutantes 

de E. coli se siguió el método adaptado de Enderle y Farwell, (1988), el cual se describe a 

continuación: Se crecieron los cultivos en placas de AL durante 18-24 h a 37°C y 

posteriormente se transfirió una asada de células con la ayuda de un asa bacteriológica estéril 

en 500 μl de agua desionizada estéril y fría. Las células se resuspendieron en vórtex hasta 
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que se formó una mezcla homogénea. Se centrifugó a 12,000 rpm por 1 min y se desechó el 

sobrenadante. La pastilla se lavó dos veces con 500 μl de agua desionizada estéril y fría. 

Finalmente la pastilla se resuspendió en 500 μl de glicerol al 10% estéril y frío. 

15. Transformación por el método de electroporación 

A 100 μl de células competentes se les adicionó 1 μl de DNA a una concentración aproximada 

de 40 ng/μl; la mezcla se colocó en una celda para electroporación 215 (Eppendorf); la 

mezcla se sometió a  un pulso eléctrico de 1.8 kilovoltios y se transfirió inmediatamente a un 

tubo con 2 ml de CL incubándose por 1 h a 37°C con agitación constante. Posteriormente, se 

distribuyeron 100 μl del cultivo en placas de AL selectivo (100 μg/ml de ampicilina para E. 

coli y 400 μg/ml de carbenicilina para P. aeruginosa) incubándose a 37°C durante toda la 

noche. 

16. Pruebas de susceptibilidad en medio líquido 

De un cultivo de 4 ml de CN crecido durante la noche se tomaron 40 μl para inocular tubos 

con 4 ml del medio con concentraciones crecientes de arsenato [As(V)] (Na2HAsO4.7H2O) 

y arsenito [As(III)] (NaAsO2). Los tubos se incubaron 24 h a 37°C con agitación constante y 

la susceptibilidad se determinó en función de la turbidez de los cultivos al medir la 

absorbencia a 590 nm en un espectrofotómetro Spectronic 21, Milton Roy. 

17. Cinéticas de crecimiento de B. xenovorans LB400 

Se promovió el crecimiento de la cepa realizando una dilución 1:25 de un cultivo crecido 

durante la noche a 30°C en matraces con 25 ml de CN y concentraciones crecientes de As(V) 

o As(III). Los matraces se incubaron a 30°C con agitación constante  y el crecimiento de los 

cultivos se evaluó a intervalos en función de la absorbencia a 590 nm. 

18. Ensayos de inducción de la resistencia a arsénico de B. xenovorans LB400 

Se promovió el crecimiento de la cepa realizando una dilución 1:25 de un cultivo crecido 

durante la noche a 30°C en 4 matraces con 25 ml de CN; 1) Control sin adiciones, 2) Control 

del inductor, 3) Cultivo no inducido y 4) Cultivo inducido. A los matraces 2 y 4 a tiempo 

cero se les añadió 1/10 de la concentración de As(V) o As(III) determinada como tóxica en 

las cinéticas de crecimiento y a las 4 h, a los matraces 3 y 4 se les añadió la concentración 

tóxica de As(V) o As(III). Los matraces se incubaron a 30°C con agitación constante y el 

crecimiento de los cultivos se evaluó a intervalos en función de la absorbencia a 590 nm.  

19. RT-PCR 

19.1 Aislamiento de RNA 

Se resuspendió el cultivo de B. xenovorans LB400 en 1 ml de reactivo TRI (Ambion) por 

cada 5-10 x 106 células, se incubó 5 min a temperatura ambiente, se centrifugó a 12,000 rpm 
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por 10 min a 4°C y el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo. Posteriormente se 

adicionaron 150 µl de cloroformo, se mezcló bien, se incubó 5 min a temperatura ambiente, 

se centrifugó a 12,000 rpm por 10 min a 4°C y la fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo. 

Se adicionaron 500 µl de isopropanol, se agitó, se incubó 8 min a temperatura ambiente, se 

centrifugó a 12,000 rpm por 8 min y se descartó el sobrenadante. Se adicionó 1 ml de etanol 

al 75%, se centrifugó a 7,500 rpm por 5 min, se removió el etanol y se secó la pastilla de 

RNA. Por último, se resuspendió la pastilla en 50 µl de agua libre de nucleasas. El RNA total 

fue tratado con RQ1 RNase-Free DNase (Promega) utilizando una unidad por µg de RNA. 

La reacción se llevó a cabo a 37°C durante 2 h. Posteriormente se adicionó 1 µl de solución 

de paro y se procedió a incubar a 65°C durante 5 min para inactivar la DNasa. Las muestras 

fueron sometidas a corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1.5% y se almacenaron 

a -70°C. 

19.2 Amplificación 

El RT-PCR se realizó con el RNA total y con el Kit Access RT-PCR System (Promega) de 

un solo paso, siguiendo las instrucciones del proveedor. Se utilizaron las condiciones 

descritas en la Tabla 7. Los productos del RT-PCR se analizaron en un gel de agarosa al 

1.5% (p/v) y se sometió a un corrimiento electroforético a un voltaje constante de 125 voltios 

durante 30 min. Posteriormente las bandas teñidas con GelRedTM (Biotium) se observaron en 

un transluminador de luz ultravioleta de onda corta (Ultra-Violet Products Inc). Los 

marcadores de tamaño molecular que se utilizaron fueron el DNA del fago lambda digerido 

con la endonucleasa HindIII o el marcador de 1 kb plus (Invitrogen). 
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Tabla 7. Condiciones empleadas para los ensayos de RT- PCR*. 

 

 

 

* Se indica el nombre de los genes ars, la denominación asignada para cada fragmento 

amplificado y las condiciones utilizadas en los ensayos de PCR.   
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IX. RESULTADOS 

Objetivo 1. Realizar un análisis in silico de los probables homólogos de las proteínas 

ArsB y ArsC presentes en el genoma de B. xenovorans LB400 y establecer relaciones 

filogenéticas de las proteínas ArsB y ArsC 

1. Análisis filogenético de los probables transportadores de arsenito y arsenato 

reductasas de B. xenovorans LB400 

El análisis preliminar del genoma de B. xenovorans LB400 indicó la presencia de 8 genes 

arsR, 3 arsB, 2 arsC y 1 arsH (Reyes-Gallegos, 2016) (Figura 11). Debido a que en este 

trabajo sólo se abordó el estudio de los genes que probablemente codifican un fenotipo de 

resistencia a especies inorgánicas de As [As(III) y As(V)], el estudio fue dirigido únicamente 

a los genes arsB, que codifican una bomba de expulsión de As(III), y arsC, que codifican 

una arsenato reductasa.  

El análisis filogenético se realizó con el objetivo de verificar que las proteínas codificadas 

por los genes señalados como arsB y arsC pertenezcan a familias caracterizadas, identificar 

probables transportadores de As(III) y arsenato reductasas adicionales a los señalados en el 

genoma de LB400 y determinar el grupo filogenético al que pertenecen las proteínas 

codificadas por dichos genes.  

Con la finalidad de facilitar el manejo de las secuencias utilizadas en los análisis, a las 

proteínas codificadas por los genes Bxe_A1054, Bxe_B0303 y Bxe_B2062, señalados como 

arsB, se les asignó el nombre ArsB1, ArsB2 y ArsB3, respectivamente, y a los productos de 

los genes Bxe_B0302 y Bxe_B3030, señalados como arsC, se les asignó el nombre ArsC1 y 

ArsC2 (Tabla 8). 

El procedimiento general del análisis consistió primeramente en elaborar una base de datos 

de probables transportadores de As(III) y arsenato reductasas de LB400, para lo cual se 

realizó un Blastp con el genoma de LB400, utilizando como molde las proteínas de los 

organismos donde fueron caracterizadas por primera vez (Tablas 2 y 3). Concluida la base 

de datos de cada grupo de proteínas, se procedió a realizar alineamientos múltiples para 

determinar si existe homología entre las proteínas de LB400 y las caracterizadas; se fueron 

descartando secuencias al considerar los valores de identidad obtenidos y la localización en 

los árboles generados a partir de los alineamientos, y finalmente con el grupo de proteínas 

que se mantuvo como probables transportadores de As(III) y arsenato reductasas se 

elaboraron árboles filogenéticos. Cabe señalar que el análisis de cada grupo de proteínas 

concluyó en diferentes etapas del procedimiento mencionado anteriormente.  

1.1 Transportadores de arsenito 

1.1.1 ArsB 
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Tabla 8. Genes arsB y arsC de B. xenovorans LB400*. 

 

 

 

 

* Se indica la ubicación y el código de acceso de los genes arsB (morado) y arsC (amarillo) 

indicados en la base de datos del genoma de Burkholderiales. En verde se señalan los genes 

que forman parte del operón arsRBCH de B. xenovorans LB400.  

 

 

 

 

 

 

 

ArsB1

ArsB2

ArsB3

Replicón arsB arsC

Cromosoma 1 Bxe_A1054 -

Cromosoma 2

Bxe_B0303 Bxe_B0302

Bxe_B2062 Bxe_B3030

ArsB1

ArsB2

ArsB3

ArsC1

ArsC2

Operón 

arsRBCH
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La base de datos generada a partir de los análisis Blastp con las proteínas ArsB molde R773 

y pI258 concluyó con 38 proteínas, incluyendo a ArsB1 y ArsB3, pero no agrupando a 

ArsB2. Para establecer la relación entre el grupo de proteínas seleccionadas se elaboró un 

alineamiento múltiple, obteniendo los porcentajes de identidad de las proteínas (Figura 15) 

y un árbol basado en el alineamiento (Figura 16). El reporte de identidades mostró que 

ArsB1 presenta 9.4 y 9.9% de identidad con las ArsB R773 y pI258, respectivamente; 

mientras que ArsB3 presenta 21.4 y 22.0%, respectivamente. Del resto de las proteínas en 

análisis Bxe_B2638 y Bxe_C0981 presentaron los mayores valores de identidad (17-21%) 

con las proteínas molde (Figura 15). Al observar el árbol del alineamiento se corroboran los 

datos numéricos mencionados anteriormente, ArsB3 claramente se agrupó en una misma 

rama con las ArsB R773 y pI258; además de que Bxe_B2638 y Bxe_C0981 se encuentran 

relativamente cercanas a éstas. En el caso de ArsB1, se ubica alejada de las proteínas molde, 

agrupada con otras de las proteínas de LB400 (Figura 16). El hecho de que ArsB1 presentara 

valores de identidad relativamente bajos con las ArsB R773 y pI258, además de ubicarse 

distante a éstas en el árbol del alineamiento, condujo a descartar a ArsB1 como probable 

transportador de As(III). 

Por otra parte, se continuó con el análisis de las tres proteínas restantes: ArsB3, Bxe_B2638 

y Bxe_C0981. La probable función de cada una de ellas difiere; ArsB3 es la única indicada 

como probable ArsB mientras que Bxe_B2638 está señalada como un probable transportador 

ABC de sulfonato y Bxe_C0981 como un transportador ABC de 

nitrato/sulfonato/bicarbonato; sin embargo, ninguna de ellas está caracterizada. Por lo tanto, 

se decidió realizar un alineamiento múltiple de las proteínas con las ArsB R773 y pI258, para 

posteriormente elaborar árboles filogenético con los métodos Neighbor Joining y Mínima 

Evolución con Bootstrap 1000, y determinar si las proteínas presentaban una relación 

evolutiva con los transportadores de As(III) caracterizados. En el alineamiento múltiple se 

obtuvieron los porcentajes de identidad de las proteínas a comparar (Figura 17A), donde 

ArsB3 presentó los mayores valores de identidad con las ArsB R773 y pI258 (25.2 y 26.6%, 

respectivamente). Además, en el árbol obtenido del alineamiento fue la única proteína que se 

agrupó con las proteínas modelo, mientras que Bxe_B2638 y Bxe_C0981 se agruparon entre 

ellas (Figura 17B). En el caso de los árboles filogenéticos, con ambos métodos se obtuvo 

nuevamente a ArsB3 agrupándose con las ArsB caracterizadas (Figura 18). Estos resultados 

permitieron concluir que ArsB3 probablemente es un transportador de As(III) perteneciente 

a la familia ArsB, no siendo el caso de Bxe_B2638 y Bxe_C0981, las cuales fueron 

descartadas del análisis. 

1.1.2 Acr3 

Para el caso de las proteínas Acr3, la base de datos fue generada a partir de la proteína molde 

Tn Acr3 (Tabla 2) y concluyó con 12 probables Acr3, incluyendo a la proteína señalada 

como ArsB2 de LB400. 

Se realizó el alineamiento de las 12 probables proteínas Acr3, obteniendo los valores de  
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Figura 15. Búsqueda de transportadores de As(III) ArsB de B. xenovorans LB400. Se 

indica la tabla de relaciones de identidad y divergencia del alineamiento múltiple de 

probables proteínas ArsB, en azul se señalan los porcentajes de identidad de las proteínas 

ArsB1 (9.4 y 9.9%) y ArsB3 (21.4 y 22.0%) de B. xenovorans LB400 con las ArsB modelo 

(R773, gris y pI258, rosa) y en amarillo se indican los porcentajes más elevados obtenidos 

por parte de las posibles proteínas ArsB adicionales (Bxe_B2638, 21.5 y 18.3 %; 

Bxe_C0981, 20.1 y 17.9%). Alineamiento realizado mediante Clustal W. 

 

 

 

 

Percent Identity

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

1 11.1 11.9 10.9 15.3 10.3 10.3 13.0 9.1 9.1 9.4 9.1 44.0 13.0 8.3 10.1 5.8 8.1 7.3 12.2 7.8 7.3 8.7 9.9 9.8 8.6 11.1 12.3 10.3 9.6 9.7 9.5 10.2 6.5 13.0 11.1 12.7 7.5 8.3 10.0 1 Bxe_A0163.pro

2 451.0 9.2 7.7 6.8 9.9 14.2 12.3 9.4 10.7 6.5 9.6 10.2 5.9 7.1 5.0 5.9 10.2 6.5 7.7 8.4 7.9 12.9 11.3 8.0 10.0 10.7 7.9 13.6 7.3 9.8 10.3 6.5 7.8 6.7 10.7 8.9 6.0 9.3 7.3 2 Bxe_A0721.pro

3 418.0 577.0 11.9 10.9 14.4 9.6 12.4 10.4 9.5 10.1 10.0 8.8 9.6 10.8 9.1 10.5 12.5 6.8 11.9 9.8 7.8 13.1 11.5 10.9 7.1 7.4 13.7 7.4 7.6 9.4 9.8 10.1 7.3 9.6 9.6 10.6 11.1 6.5 4.4 3 Bxe_A0745.pro

4 466.0 754.0 422.0 12.6 11.2 8.4 8.8 10.8 10.2 9.3 8.5 10.7 9.3 8.4 8.1 7.0 10.2 9.6 12.1 8.1 7.0 11.4 8.6 9.8 8.6 11.1 10.7 7.9 8.9 8.9 9.2 9.2 8.0 5.8 11.5 9.8 8.5 9.4 9.9 4 Bxe_A1054.pro

5 321.01000.0466.0 396.0 11.1 11.9 10.1 11.6 14.1 11.6 12.5 20.9 16.0 9.5 35.5 10.7 9.8 8.8 13.9 13.0 9.4 8.6 9.3 8.4 20.7 10.6 13.8 12.3 7.7 10.8 9.2 11.1 5.5 25.9 11.2 34.8 10.3 11.4 9.8 5 Bxe_A1320.pro

6 493.0 524.0 344.0 447.0 456.0 14.5 7.4 10.3 12.1 9.7 7.8 8.3 12.4 9.7 8.7 9.3 12.1 11.0 11.7 9.0 9.4 9.6 10.2 14.3 10.3 11.2 9.3 10.7 7.4 11.2 13.9 10.3 12.0 6.2 11.2 7.9 10.2 12.9 11.0 6 Bxe_A1445.pro

7 493.0 349.0 538.0 649.0 418.0 339.0 16.8 8.8 17.2 11.0 12.8 10.1 12.5 13.6 10.9 4.7 13.1 11.4 14.4 11.7 11.0 12.1 11.7 11.1 8.1 10.0 9.8 19.9 12.1 8.1 11.3 7.0 8.6 11.6 9.1 10.7 10.4 13.3 10.7 7 Bxe_A1467.pro

8 380.0 403.0 403.0 605.0 504.0 845.0 294.0 5.5 12.4 8.9 10.7 9.9 14.9 8.5 5.8 9.4 10.3 9.2 11.1 10.7 8.1 12.2 11.0 7.1 8.5 8.5 10.9 23.8 9.2 8.6 8.8 8.1 6.4 10.1 8.9 7.8 8.2 10.4 11.2 8 Bxe_A1953.pro

9 577.0 560.0 493.0 466.0 434.0 498.0 615.01000.0 8.2 12.1 11.9 10.4 3.7 10.6 10.5 9.3 12.2 7.1 10.0 8.1 8.7 11.3 9.7 10.8 6.8 9.8 7.6 7.9 8.3 8.7 12.0 9.1 9.3 7.6 10.2 8.6 8.3 9.6 10.6 9 Bxe_A2078.pro

10 577.0 471.0 545.0 498.0 352.0 414.0 285.0 399.0 688.0 9.3 7.5 10.0 14.2 10.3 10.3 8.1 10.3 7.3 8.0 13.9 4.8 9.7 12.1 9.5 9.2 11.6 6.1 12.7 7.2 7.9 11.1 11.9 8.4 9.2 10.0 7.8 8.4 9.5 8.0 10 Bxe_A2468.pro

11 560.01000.0511.0 569.0 430.0 538.0 456.0 605.0 414.0 560.0 9.7 9.1 6.5 7.7 9.1 10.5 11.3 8.1 11.7 7.9 5.7 13.1 9.4 9.0 6.4 9.0 10.7 13.6 9.3 10.9 10.9 7.6 11.0 11.3 10.1 10.1 8.8 10.0 10.3 11 Bxe_A2951.pro

12 577.0 538.0 517.0 649.0 399.0 754.0 389.0 476.0 422.0 796.0 531.0 9.8 7.4 9.0 9.1 14.0 10.6 8.7 14.0 8.6 5.4 9.2 9.0 11.7 6.8 9.3 8.4 10.2 8.8 13.0 8.0 10.4 6.5 6.2 8.6 8.7 10.1 8.4 10.3 12 Bxe_A3111.pro

13 97.6 498.0 615.0 476.0 236.0 675.0 504.0 524.0 493.0 517.0 577.0 531.0 14.0 6.6 13.0 9.4 10.7 8.5 10.1 9.4 9.6 8.9 7.9 9.2 10.3 12.6 8.5 10.5 8.4 11.4 8.7 10.6 9.1 14.2 12.2 14.6 7.3 11.3 9.8 13 Bxe_A3118.pro

14 383.01000.0538.0 569.0 307.0 403.0 399.0 332.01000.0349.01000.0819.0 352.0 9.3 15.7 2.5 14.2 13.0 7.7 9.3 7.5 12.3 9.3 12.0 15.7 11.2 8.6 10.0 13.2 7.6 9.4 11.2 3.7 10.3 11.2 9.3 8.5 12.0 10.2 14 Bxe_A3353.pro

15 675.0 945.0 466.0 649.0 545.0 531.0 365.0 649.0 476.0 498.0 775.0 595.01000.0560.0 10.3 11.6 10.8 7.3 8.7 7.2 7.3 11.0 11.4 9.2 5.9 12.4 10.7 5.7 6.8 10.2 8.3 7.8 9.1 5.9 12.4 10.8 11.0 11.1 9.1 15 Bxe_A3598.pro

16 504.01000.0577.0 688.0 130.1 626.0 466.01000.0482.0 498.0 577.0 577.0 380.0 313.0 493.0 4.7 11.9 9.4 9.5 10.9 7.4 10.5 7.2 9.8 15.0 9.2 11.5 11.0 7.3 7.5 8.7 10.8 6.3 23.5 9.2 30.0 10.4 12.6 9.3 16 Bxe_A3686.pro

17 1000.01000.0487.01000.0471.0 560.01000.0553.0 560.0 688.0 487.0 354.0 553.01000.0430.01000.0 5.8 8.1 10.5 7.0 7.0 5.8 7.0 7.0 4.7 5.5 6.1 8.2 12.8 5.8 7.0 7.0 7.0 8.1 5.5 11.6 3.5 4.7 5.8 17 Bxe_A3718.pro

18 703.0 498.0 399.0 504.0 524.0 414.0 380.0 493.0 407.0 493.0 442.0 476.0 471.0 349.0 466.0 418.01000.0 8.0 12.5 8.9 10.2 11.4 12.9 11.2 10.9 14.9 8.4 11.5 10.2 12.9 7.7 11.6 5.9 10.1 14.5 11.4 8.4 11.6 8.8 18 Bxe_A4020.pro

19 874.01000.01000.0545.0 615.0 456.0 442.0 569.0 907.0 845.0 688.0 615.0 649.0 383.0 874.0 560.0 688.0 719.0 6.4 6.6 7.3 11.1 8.6 7.1 7.8 8.0 9.9 8.3 6.5 8.1 9.7 8.1 5.7 9.4 8.8 9.6 7.1 9.2 8.5 19 Bxe_B0471.pro

20 407.0 754.0 422.0 414.0 357.0 430.0 342.0 451.0 517.0 719.0 426.0 354.0 511.0 775.0 626.0 545.0 487.0 399.01000.0 10.7 6.4 13.5 10.7 12.4 6.4 13.3 8.6 14.5 9.1 11.3 9.0 11.0 7.9 6.1 14.2 10.9 8.8 9.6 8.5 20 Bxe_B0640.pro

21 754.0 661.0 531.0 703.0 383.0 586.0 430.0 476.0 688.0 357.0 736.0 626.0 560.0 569.0 907.0 461.01000.0605.01000.0476.0 7.8 13.4 14.2 13.1 7.3 11.1 9.2 11.3 7.0 8.7 7.7 9.7 8.5 10.2 12.5 9.9 8.2 10.7 9.7 21 Bxe_B1043.pro

22 845.0 736.0 754.01000.0560.0 553.0 461.0 703.0 626.01000.01000.01000.0545.0 819.0 845.0 819.01000.0504.0 874.01000.0736.0 8.1 11.6 5.1 7.9 6.9 5.3 10.9 21.9 7.2 7.0 7.2 7.2 9.1 6.9 8.5 11.1 9.5 7.0 22 Bxe_B1769.pro

23 615.0 383.0 377.0 442.0 637.0 538.0 410.0 407.0 447.0 531.0 377.0 577.0 605.0 407.0 461.0 482.01000.0438.0 451.0 365.0 368.0 688.0 9.6 10.7 6.9 11.3 7.8 11.0 8.4 9.1 11.0 10.7 8.3 5.9 11.3 10.2 10.1 9.8 9.8 23 Bxe_B1783.pro

24 524.0 442.0 434.0 637.0 569.0 498.0 430.0 456.0 538.0 410.0 560.0 595.0 719.0 569.0 442.0 874.01000.0386.0 626.0 471.0 349.0 430.0 538.0 7.1 7.2 11.2 3.8 9.4 9.7 8.4 10.3 7.9 7.7 9.3 12.3 5.8 10.4 11.3 8.0 24 Bxe_B1836.pro

25 524.0 719.0 466.0 524.0 649.0 347.0 451.0 907.0 471.0 553.0 586.0 430.0 577.0 414.0 569.0 524.01000.0451.0 907.0 403.0 377.01000.0476.0 907.0 9.9 12.3 8.5 11.5 8.4 9.9 10.1 11.6 8.4 9.9 13.0 9.9 9.1 21.4 22.0 25 Bxe_B2062.pro

26 637.0 511.0 907.0 626.0 237.0 493.0 703.0 649.01000.0577.01000.01000.0498.0 313.01000.0330.01000.0461.0 754.01000.0874.0 719.01000.0907.0 524.0 9.5 6.2 9.1 8.5 9.6 7.4 7.1 8.9 15.8 10.2 18.1 11.0 11.1 8.0 26 Bxe_B2620.pro

27 451.0 471.0 819.0 451.0 482.0 447.0 511.0 649.0 524.0 430.0 595.0 560.0 396.0 447.0 399.0 577.01000.0330.0 703.0 371.0 451.01000.0442.0 451.0 403.0 553.0 10.7 9.4 9.2 12.4 9.1 11.7 8.3 10.1 92.1 9.8 9.6 21.5 18.3 27 Bxe_B2638.pro

28 403.0 736.0 360.0 476.0 357.0 560.0 531.0 461.0 775.01000.0476.0 661.0 637.0 626.0 476.0 434.01000.0661.0 517.0 637.0 577.01000.0754.01000.0649.01000.0471.0 9.4 5.3 9.9 6.1 11.5 9.9 9.9 10.7 14.6 8.4 6.2 2.3 28 Bxe_B2648.pro

29 498.0 365.0 845.0 719.0 403.0 471.0 246.0 206.0 719.0 389.0 365.0 504.0 482.0 517.01000.0461.0 675.0 434.0 661.0 339.0 442.0 461.0 456.0 553.0 438.0 586.0 560.0 560.0 9.4 9.9 8.7 7.5 5.4 6.1 10.7 7.2 8.9 10.3 9.1 29 Bxe_B2705.pro

30 538.0 874.0 796.0 595.0 775.0 845.0 414.0 569.0 675.0 907.0 560.0 615.0 649.0 374.01000.0874.0 389.0 498.01000.0586.0 945.0 224.0 649.0 538.0 649.0 637.0 569.01000.0553.0 10.0 7.0 8.3 9.3 9.9 8.5 10.6 11.1 9.6 9.1 30 Bxe_B2709.pro

31 531.0 531.0 553.0 605.0 466.0 451.0 688.0 637.0 626.0 736.0 461.0 383.0 438.0 775.0 504.0 796.01000.0386.0 703.0 442.0 615.0 874.0 586.0 649.0 524.0 538.0 399.0 517.0 524.0 517.0 9.3 12.0 5.3 5.9 10.5 10.6 9.1 9.7 7.9 31 Bxe_C0196.pro

32 553.0 493.0 531.0 577.0 569.0 354.0 442.0 605.0 418.0 451.0 461.0 703.0 615.0 553.0 661.0 615.01000.0775.0 538.0 586.0 754.0 945.0 456.0 498.0 511.0 845.0 577.01000.0626.0 945.0 560.0 12.6 9.4 9.8 9.5 10.3 8.9 11.2 10.9 32 Bxe_C0341.pro

33 504.01000.0504.0 569.0 456.0 498.01000.0703.0 586.0 422.0 775.0 493.0 482.0 447.0 736.0 471.01000.0430.0 703.0 461.0 538.0 907.0 476.0 719.0 434.0 907.0 430.0 438.0 796.0 675.0 414.0 393.0 7.5 7.6 11.7 9.2 12.7 11.8 9.5 33 Bxe_C0483.pro

34 1000.0736.0 845.0 719.01000.0414.0 626.01000.0569.0 661.0 461.01000.0577.01000.0577.01000.01000.01000.01000.0736.0 637.0 874.0 661.0 775.0 649.0 605.0 661.0 517.01000.0560.01000.0553.0 819.0 9.1 7.9 8.8 10.1 9.3 8.5 34 Bxe_C0730.pro

35 380.01000.0538.01000.0190.61000.0430.0 504.0 775.0 577.0 447.01000.0349.0 498.01000.0209.0 688.0 511.0 560.01000.0504.0 586.01000.0569.0 524.0 311.0 511.0 517.01000.0517.01000.0531.0 796.0 586.0 10.1 27.6 5.5 11.2 8.8 35 Bxe_C0800.pro

36 451.0 471.0 538.0 438.0 451.0 447.0 577.0 595.0 504.0 511.0 511.0 626.0 407.0 447.0 399.0 577.01000.0339.0 615.0 349.0 396.01000.0442.0 407.0 380.0 504.0 8.3 471.0 471.0 649.0 482.0 553.0 430.0 719.0 511.0 9.8 9.6 20.1 17.9 36 Bxe_C0981.pro

37 393.0 605.0 482.0 531.0 133.5 736.0 471.0 736.0 637.0 754.0 504.0 626.0 337.0 569.0 466.0 159.7 430.0 442.0 538.0 466.0 524.0 649.0 504.01000.0517.0 273.0 531.0 337.0 874.0 482.0 482.0 493.0 577.0 605.0 176.5 531.0 9.5 11.1 10.1 37 Bxe_C0997.pro

38 796.01000.0451.0 649.0 493.0 498.0 487.0 675.0 675.0 649.0 615.0 511.0 845.0 649.0 456.0 487.01000.0649.0 907.0 605.0 688.0 451.0 504.0 487.0 586.0 461.0 545.0 661.0 605.0 451.0 586.0 605.0 393.0 504.01000.0545.0 545.0 11.2 8.4 38 Bxe_C1170.pro

39 661.0 569.01000.0553.0 438.0 386.0 374.0 487.0 545.0 553.0 511.0 661.0 442.0 414.0 451.0 393.01000.0434.0 569.0 545.0 476.0 553.0 524.0 447.0 230.0 451.0 228.01000.0498.0 538.0 538.0 451.0 426.0 569.0 447.0 245.0 456.0 447.0 57.5 39 T1.pro

40 517.0 874.01000.0524.0 531.0 461.0 471.0 451.0 482.0 703.0 498.0 498.0 531.0 504.0 577.0 569.01000.0615.0 637.0 637.0 531.01000.0524.0 719.0 222.0 719.0 270.01000.0577.0 586.0 719.0 461.0 553.0 649.0 605.0 274.0 511.0 649.0 61.9 40 T2.pro

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
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Figura 16. Selección de transportadores de As(III) ArsB de B. xenovorans LB400. Se 

muestra el árbol del alineamiento múltiple de probables proteínas ArsB, señalando las 

proteínas ArsB caracterizadas en los plásmidos R773 (gris) y pI258 (rosa) y las proteínas 

señaladas en el genoma de B. xenovorans LB400 como ArsB (azul), además de las proteínas 

adicionales obtenidas en los análisis Blastp. Las líneas discontinuas indican los gaps 

insertados por cada 100 aminoácidos sustituidos. Alineamiento realizado mediante Clustal 

W. 
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Figura 17. Búsqueda y selección de proteínas ArsB de B. xenovorans LB400. A. Reporte 

de relaciones de identidad y divergencia del alineamiento múltiple; en azul se señalan los 

porcentajes de identidad de ArsB3 (25.2 y 26.6%) con las ArsB modelo. Se indica la función 

predicha de las proteínas de B. xenovorans LB400. B. Árbol del alineamiento múltiple. Se 

señalan las proteínas ArsB caracterizadas en los plásmidos R773 (gris) y pI258 (rosa). Las 

líneas discontinuas indican los gaps insertados por cada 100 aminoácidos sustituidos. 

Alineamiento realizado mediante Clustal W. 
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Figura 18. Relaciones filogenéticas de las proteínas ArsB de B. xenovorans LB400. Se 

muestran los árboles filogenéticos de las probables proteínas ArsB, donde se indican las 

proteínas ArsB caracterizadas en los plásmidos R773 (gris) y pI258 (rosa) y la proteína 

señalada en el genoma de B. xenovorans LB400 como ArsB3 (azul). A. Neighbor Joining. 

B. Mínima Evolución. Bootstrap 1000. 
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identidad con la proteína molde Tn Acr3 (Figura 19) y el árbol generado a partir del 

alineamiento (Figura 20). En la tabla de porcentajes de identidad, ArsB2 fue la única 

proteína que presentó un valor relativamente elevado (26.7%) con la Acr3 molde (Figura 

19), lo cual fue claramente representado en el árbol del alineamiento donde se ubicó en la 

misma rama que la proteína caracterizada (Figura 20); en el árbol también se observa a 

Bxe_B1806 ubicada junto con Tn Acr3 y ArsB2, sin embargo, no se consideró relevante 

debido a que en la tabla de identidades presentó una valor de 9.1% con la Acr3 molde 

(Figuras 19 y 20). Debido a esto se concluye que la proteína señalada como ArsB2 en el 

genoma de LB400 corresponde probablemente a un transportador de As(III) de la familia 

Acr3. 

Por parte de los transportadores de As(III), los análisis anteriores permiten concluir que 

ArsB2 forma parte de la familia de transportadores Acr3, ArsB3 probablemente pertenece a 

la familia de transportadores ArsB, y ArsB1 no pertenece a ninguna de las familias de 

transportadores de As(III) caracterizados.  

1.2 Arsenato reductasas 

En el genoma de LB400 se señalan dos genes arsC (Figura 11) que codifican probables 

ArsC: Bxe_B0302 (ArsC1), formando parte del operón arsRBCH y Bxe_B3030 (ArsC2), 

localizada de forma individual (Tabla 8). 

1.2.1 ArsCGrx/GSH 

La base de datos generada con la proteína ArsCGrx/GSH identificada en el plásmido R773 de 

E. coli (Tabla 3) consistió en 15 proteínas, donde se incluyen a ArsC1 y ArsC2 indicadas en 

el genoma de LB400 (Tabla 3). Inicialmente, se realizó un alineamiento múltiple de las 15 

proteínas con R773 Grx/GSH, cuyas relaciones de identidad se establecieron con la tabla de 

porcentajes de identidad (Figura 21) y el árbol obtenido con el alineamiento (Figura 22). 

ArsC1 y ArsC2 presentaron valores relativamente elevados de identidad con la R773 

Grx/GSH (65.7 y 41.7%, respectivamente). Además sobresalen Bxe_A1669 y Bxe_B1460, 

que aunque presentaron valores bajos con la ArsC Grx/GSH molde (16-18%), obtuvieron un 

valor relativamente elevado (23%) con ArsC2 (Figura 21); cabe señalar que ambas proteínas 

se indican en el genoma de LB400 como proteínas hipotéticas. En el caso del árbol obtenido, 

ArsC1 y ArsC2 se localizan en la misma rama de R773 Grx/GSH, junto con Bxe_B0451, 

mientras que el resto de las proteínas, incluyendo a Bxe_A1669 y Bxe_B1460, se ubican en 

ramas separadas (Figura 22). Hasta este punto, los resultados obtenidos indican que ArsC1 

y ArsC2 probablemente son arsenato reductasas pertenecientes a la familia Grx/GSH; sin 

embargo, debido a que no es clara la relación de Bxe_A1669, Bxe_B0451 y Bxe_B1460 con 

R773 Grx/GSH, se consideró necesario realizar un análisis más amplio para determinar si 

dichas proteínas presentaban relación evolutiva con las ArsC. El análisis consistió en 

comparar las proteínas de LB400 con ArsC caracterizadas en otras especies; los resultados 

se muestran posterior al análisis de las arsenato reductasas de la familia Trx, debido a que el  
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Figura 19. Búsqueda de transportadores de As(III) Acr3 de B. xenovorans LB400. Se 

indica la tabla de relaciones de identidad y divergencia del alineamiento múltiple de 

probables proteínas Acr3, en azul se señala el porcentaje de identidad de la proteína ArsB2 

(26.7%) con la Acr3 molde (turquesa). Alineamiento realizado mediante Clustal W. 
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Figura 20. Selección de proteínas Acr3 de B. xenovorans LB400. Se muestra el árbol del 

alineamiento múltiple de probables proteínas Acr3, señalando la proteína Tn Acr3 

caracterizada en B. subtilis (turquesa), la proteína ArsB2 señalada en el genoma de B. 

xenovorans LB400 como ArsB (azul), además de las proteínas adicionales obtenidas en los 

análisis Blastp. Las líneas discontinuas indican los gaps insertados por cada 100 aminoácidos 

sustituidos. Alineamiento realizado mediante Clustal W.  
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Figura 21. Búsqueda de proteínas ArsCGrx/GSH de B. xenovorans LB400. Se indica la tabla 

de relaciones de identidad y divergencia del alineamiento múltiple de probables proteínas 

ArsCGrx/GSH, en azul se señalan los porcentajes de identidad de las proteínas ArsC1 (65.7 y 

40.9%) y ArsC2 (41.7%) con la ArsCGrx/GSH molde (gris) y en amarillo, porcentajes de 

identidad relativamente elevados de proteínas de B. xenovorans LB400 con ArsC2 

(Bxe_A1669, 18.3 y 23.0%; Bxe_B1460, 16.7 y 23.0 %). Alineamiento realizado mediante 

Clustal W. 
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Figura 22. Selección de proteínas ArsCGrx/GSH de B. xenovorans LB400. Se muestra el 

árbol del alineamiento múltiple de probables proteínas ArsCGrx/GSH, señalando la ArsCGrx/GSH 

caracterizada en E. coli (gris), las proteínas ArsC1 y ArsC2 indicada en el genoma de B. 

xenovorans LB400 como ArsC (azul), además de las proteínas adicionales obtenidas en los 

análisis Blastp. Las líneas discontinuas indican los gaps insertados por cada 100 aminoácidos 

sustituidos. Alineamiento realizado mediante Clustal W. 
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análisis incluyó a ambas familias de ArsC. 

1.2.2 ArsCTrx 

Para llevar a cabo las comparaciones correspondientes al análisis de las proteínas ArsCTrx, se 

utilizó como proteína molde a ArsCTrx del plásmido pI258 de S. aureus, ya que fue la primera 

proteína de esta familia caracterizada (Tabla 3). La base de datos generada concluyó con 20 

proteínas, entre las cuales no se incluye ninguna de las ArsC indicadas inicialmente dentro 

del genoma de LB400. Se realizó el alineamiento múltiple de las 20 proteínas; el reporte de 

porcentajes de identidad resaltó cinco proteínas con valores relativamente elevados de 

identidad (20-24%) con la ArsCTrx  molde; Bxe_B0508, Bxe_B1017 Bxe_B1727, Bxe_2556 

y Bxe_C1087 (Figura 23). Además, en el árbol generado a partir del alineamiento (Figura 

24) el grupo de proteínas se localizó en la misma rama que la ArsCTrx  molde (pI258 Trx), 

indicando una probable relación. Posteriormente, con la finalidad de afinar más el análisis, 

se realizaron ediciones descartando las proteínas con menores porcentajes de identidad y 

mayores cambios identificados en el alineamiento, concluyendo con cinco posibles ArsCTrx,. 

En la tabla de identidades (Figura 25A) y el árbol generados a partir del alineamiento 

(Figura 25B), se observó que las cinco posibles ArsCTrx presentaron porcentajes de identidad 

similares (22-25%) con la proteína molde; cabe señalar que las proteínas están indicadas en 

el genoma como Tirosina fosfatasas; sin embargo, ninguna ha sido caracterizada. Además, 

en el árbol del alineamiento todas surgen a partir de la misma rama que pI258 Trx, a 

excepción de Bxe_B1017. 

Hasta este punto no fue posible descartar ninguna de las proteínas candidatas como ArsCTrx, 

por lo cual se continuó con la elaboración de árboles filogenéticos, mediante los métodos 

Neighbor Joining y Mínima Evolución con Bootstrap 1000 (Figura 26), para establecer la 

probable relación evolutiva de dichas proteínas. Ambos árboles mostraron a Bxe_B1017 en 

la misma rama que pI258 Trx, mientras que Bxe_B0508 y Bxe_C1087, con las que 

anteriormente se obtuvieron los mayores porcentajes de identidad, se presentaron en ramas 

separadas indicando un grupo evolutivamente diferente (Figura 26). Debido a que los 

porcentajes de identidad obtenidos (Figura 25A) y las relaciones filogenéticas (Figura 26) 

difieren, se decidió realizar un análisis filogenético donde se incluyan ArsC de ambas 

familias caracterizadas con la finalidad de esclarecer si alguna de las proteínas en análisis 

presenta una relación evolutiva con una ArsC caracterizada. 

1.2.3 ArsCGrx/GSH y ArsCTrx de otras especies   

En los análisis individuales de las familias ArsC surgieron proteínas adicionales a ArsC1 y 

ArsC2, candidatas a ser arsenato reductasas; sin embargo, la evidencia mostrada en los 

ensayos anteriores no fue suficiente para clasificarlas de tal manera. Por lo cual se decidió 

agrupar las proteínas identificadas y someterlas a un análisis filogenético con proteínas ArsC 

caracterizadas de ambas familias, lo que permitiría determinar la existencia de relaciones 

evolutivas que en los análisis anteriores no fueron percibidas al abordar a las familias por  
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Figura 23. Búsqueda de proteínas ArsCTrx de B. xenovorans LB400. Se indica la tabla de 

relaciones de identidad y divergencia del alineamiento múltiple de probables proteínas 

ArsCTrx, en amarillo se indican los porcentajes más elevados obtenidos por parte de las 

probables proteínas ArsCTrx adicionales (Bxe_B0508, 23.2%; Bxe_B1017, 20.2%; 

Bxe_B1727, 21.4%; Bxe_B2256, 21.0%; Bxe_C1087, 24.0%) con la ArsCTrx pI258 molde 

(rosa). Alineamiento realizado mediante Clustal W. 
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Figura 24. Selección de proteínas ArsCTrx de B. xenovorans LB400. Se muestra el árbol 

del alineamiento múltiple de probables proteínas ArsCTrx, se indica la proteína ArsCTrx 

caracterizada en el plásmido pI258 de S. aureus (rosa) y las proteínas adicionales obtenidas 

en los análisis Blastp. Alineamiento realizado mediante Clustal W.  
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Figura 25. Búsqueda y selección de proteínas ArsCTrx de B. xenovorans LB400. A. 

Reporte de relaciones de identidad y divergencia del alineamiento múltiple; se indican en 

amarillo los porcentajes de identidad de las probables ArsCTrx (Bxe_B0508, 24.8%; 

Bxe_B1017, 22.9%; Bxe_B1727, 22.3%; Bxe_B2256, 23.4%; Bxe_C1087, 25.6%) con la 

proteína molde. Se señala la función predicha de las proteínas de B. xenovorans LB400.  B. 

Árbol generado a partir del alineamiento. La proteína ArsCTrx caracterizada en el plásmido 

pI258 de S. aureus se señala en rosa. Las líneas discontinuas indican los gaps insertados por 

cada 100 aminoácidos sustituidos. Alineamiento realizado mediante Clustal W. 
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Figura 26. Relaciones filogenéticas de proteínas ArsCTrx de B. xenovorans LB400. Se 

muestran los árboles filogenéticos de las probables proteínas ArsCTrx, donde se indica la 

proteína ArsCTrx caracterizada en el plásmido pI258 de S. aureus (rosa) y las proteínas 

adicionales obtenidas en los análisis Blastp. A. Neighbor Joining. B. Mínima Evolución. 

Bootstrap 1000. 
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separado. Se elaboraron árboles mediante los métodos utilizados anteriormente; en ambos 

casos claramente se distinguen las familias de Arsenato reductasas; las ArsCTrx, se 

localizaron en la parte superior mientras que las ArsCGrx/GSH se presentaron en la parte 

inferior del árbol. ArsC1 y ArsC2 se ubicaron junto con las ArsCGrx/GSH y en el caso de las 

proteínas adicionales de LB400, dos se muestran como grupos externos, al localizarse fuera 

de ambas familias, seis se agrupan entre ellas en un rama localizadas en el grupo de las 

ArsCTrx, mientras que las dos restantes, Bxe_A1669 y Bxe_B1017, se localizaron en ramas 

compartidas con ArsC caracterizadas en otras especies (Figura 27). 

Bxe_A1669 se agrupó con ArsCGrx/GSH de Salmonella enterica y Neisseria gonorrhoeae, 

presentando un porcentaje de identidad de 43.1% y 45.2%, respectivamente. Por otra parte, 

Bxe_B1017, se agrupó con las ArsCTrx de P. aeruginosa PAO1 y A. ferrooxidans ATCC 

23270, con las cuales presentó un porcentaje de identidad de 32.9% y 27.8%, respectivamente 

(Figura 28). 

En el análisis de las arsenato reductasas se concluye que existen cuatro probables ArsC en 

LB400: tres ArsCGrx/GSH, ArsC1, ArsC2 y Bxe_A1669, y una probable ArsCTrx, Bxe_B1017. 

Se concluye que LB400 cuenta con dos probables transportadores de As(III) y cuatro As(V) 

reductasas, teniendo un gen de cada tipo formando parte del operón arsRacr3CH. A partir de 

ahora, los probables transportadores de As(III) y las As(V) reductasas de LB400 serán 

nombradas como se indica en la Tabla 9. 

 2. Establecer la participación de los genes arsB y arsC de LB400 en la resistencia a 

arsenato y arsenito 

 Susceptibilidad a Arsénico de cepas mutantes de E. coli afectadas en genes ars 

Teóricamente era probable predecir el fenotipo de las mutantes de E. coli afectadas en genes 

ars al tener en cuenta el gen eliminado o interrumpido en cada caso; sin embargo, al ser las 

cepas que posteriormente se utilizarían como receptoras de los genes asociados a la 

resistencia a As de LB400, era necesario tener el resultado experimental de dichos fenotipos, 

por lo cual se realizaron ensayos de susceptibilidad a As(V) y As(III).  

En las mutantes interrumpidas en genes únicos se obtuvo que, para ambas especies de As, la 

mutante JW3469-1 tuvo un crecimiento mucho menor comparado con la cepa silvestre 

BW25113 (Figura 29), y la mutante JW3470-1 presentó un crecimiento menor que la cepa 

silvestre en el medio con As(V) (Figura 29A) mientras que en el medio con As(III) creció 

de forma similar al control (Figura 29B). En el caso de la mutante que presenta deletado el 

operón ars, AW3110, ésta mostró un crecimiento menor con ambas especies de As, en 

comparación con la cepa silvestre (W3110) (Figura 30). Los fenotipos de las cepas mutantes 

se resumen en la Tabla 10 y concuerdan con la información teórica sobre el papel que juega 

cada gen en la resistencia a As(V) y As(III). 
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Figura 27. Relaciones filogenéticas de proteínas ArsC de B. xenovorans LB400. Se 

muestran los árboles filogenéticos de las probables proteínas ArsC, donde se indican las 

proteínas ArsC caracterizadas en otras especies, en gris la famila ArsCGrx/GSH y en rosa la 

familia ArsCTrx, en azul las proteínas ArsC1 y ArsC2 señaladas en el genoma de B. 

xenovorans LB400 y en negro las proteínas adicionales obtenidas en los análisis Blastp. Se 

encierra en amarillo proteínas de B. xenovorans LB400 que presentan relación evolutiva con 

las ArsC caracterizadas, adicionales a ArsC1 y ArsC2. A. Neighbor Joining. B. Mínima 

Evolución. Bootstrap 1000. 
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Figura 28. Búsqueda de proteínas ArsC de B. xenovorans LB400. Se indican las 

secuencias de ArsC caracterizadas en otras especies y de las probables proteínas ArsC de B. 

xenovorans LB400 a comparar, señalando en rosa ArsCTrx (ArsC de pI258, A. ferrooxidans 

ATCC 23270 y P. aeruginosa PAO1), en gris a ArsCGrx/GSH (ArsC de R773, S. enterica y N. 

gonorrhoeae) y en azul a las ArsC indicadas en B. xenovorans LB400. Se señalan los 

porcentajes de identidad relevantes de ArsC1 (65.7%) y ArsC2 (40.9%) con ArsCGrx/GSH de 

R773, Bxe_A1669 (43.1 y 45.2%) con ArsCGrx/GSH de S. enterica y N. gonorrhoeae, y 

Bxe_B1017 (27.8 y 32.9%) con ArsCTrx de A. ferrooxidans ATCC 23270 y P. aeruginosa 

PAO1.  
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Tabla 9. Probables transportadores de As(III) y As(V) reductasas identificadas en el 

análisis filogenético de B. xenovorans LB400. 

 

 

 

 

Se señalan en verde los genes que forman parte del operón arsR3acr3C2H de B. xenovorans 

LB400 y las probables proteínas que codifican. 

 

 

 

 

 

 

 

Gen Proteína Función

Bxe_B0303 Acr3

Transportadores de arsenitoBxe_B2062 ArsB

Bxe_A1669 ArsC1

Arsenato reductasas
Bxe_B0302 ArsC2

Bxe_B1017 ArsC3

Bxe_B3030 ArsC4

Operón
arsRacr3C2H
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Figura 29. Susceptibilidad a Arsénico de las mutantes de E. coli interrumpidas en genes 

únicos. Los cultivos se crecieron en caldo nutritivo (CN) por 24 h a 37°C con agitación 

constante y se les adicionó A. arsenato de sodio [As(V)]  o B. arsenito de sodio [As(III)] a 

las concentraciones indicadas. Para ambos casos, BW25113 (O), JW3469-1 (∆) y JW3470-1 

(□). La susceptibilidad se determinó en función de la absorbencia a 590 nm. Se muestran las 

barras de error estándar de la media; t-Student, * cambios significativos respecto a BW25113 

(p<0.05), n=3. 
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Figura 30. Susceptibilidad a Arsénico de la mutante E. coli AW3110. Los cultivos se 

crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación constante y se les adicionó A. As(V) o B.  

As(III) a las concentraciones indicadas. Para ambos casos, W3110 (O) y AW3110 (∆). La 

susceptibilidad se determinó en función de la absorbencia a 590 nm. Se muestran las barras 

de error estándar de la media; t-Student, * cambios significativos respecto a W3110 (p<0.05), 

n=3. 
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Tabla 10. Fenotipos de cepas de E. coli 

 

 

* R, resistente; S, sensible; HS, hipersensible 

 

 

 

 

 

 

Cepa Genotipo

Fenotipos*

As(V) As(III)

BW25113

W3110 arsRBC R R

JW3469-1 arsB::Km S S

JW3470-1 arsC::Km S R

AW3110 ∆arsRBC S HS
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2.1 Participación del operón arsRacrCH en la resistencia a As de LB400 

En el laboratorio se contaba con la construcción pUC_arsRacrCH (Salgado-Lora, 2017) 

(Figura 31A); ésta fue transferida y caracterizada en las cepas AW3110, JW3470-1 y PAO1 

(Figura 31B), para posteriormente realizar los ensayos de susceptibilidad a As(V) y As(III). 

2.1.1 Susceptibilidad a As de las transformantes con el operón arsRacrCH  

Con el propósito de evaluar si el operón arsRacrCH de LB400 es funcional en la resistencia 

a As, se realizaron ensayos de susceptibilidad de las cepas transformadas a los oxianiones de 

As, empleando arsenato de sodio [As(V)], para evaluar a arsC2, y arsenito de sodio [As(III)], 

para evaluar al transportador acr3. Se utilizaron como controles resistentes a las cepas 

W3110(pUCP20), en el caso de AW3110, BW25113(pUCP20), en el caso de la mutante 

JW3470-1, y como control sensible a la mutante correspondiente. Obteniendo los siguientes 

resultados: 

 E. coli AW3110 (pUC_arsRacrCH) 

En el ensayo realizado con AW3110 (pUC_arsRacrCH) en un medio con As(V), la cepa 

presentó un crecimiento ligeramente mayor comparado con la mutante AW3110 pero bajo 

comparado con la cepa silvestre (Figura 32A). En el medio con As(III) (Figura 32B), 

AW3110 (pUC_arsRacrCH) presentó un crecimiento claramente mayor comparado con la 

cepa mutante; sin embargo, la cepa silvestre W3110 siguió teniendo mayor resistencia. Lo 

cual significa que el gen acr3 del operón es funcional al conferir resistencia a As(III), aunque 

no con la misma eficiencia que el arsB de la cepa silvestre (Figura 32A). Por otro lado, arsC2 

confirió una ligera resistencia a As(V) comparado con la arsC de W3110 (Figura 32B); por 

esta razón se decidió transferir el operón a la mutante JW3470-1 afectada en arsC, en espera 

de observar un fenotipo más claro.  

 E. coli JW3470-1 (pUC_arsRacrCH) 

La proteína ArsC realiza su función en presencia de As(V), mientras que en As(III) su 

presencia o ausencia no se relacionará con el fenotipo de resistencia a dicho compuesto, por 

lo cual para evaluar la participación de ArsC2 en la resistencia a As, únicamente se muestran 

los ensayos realizados en un medio con As(V).  

En el ensayo de susceptibilidad realizado, se observa que la cepa JW3470-1 

(pUC_arsRacrCH) presentó un crecimiento similar a JW3470-1, teniendo ambas un fenotipo 

de sensibilidad a As(V) (Figura 33A); debido a que ya se había hecho uso de dos cepas de 

E. coli y que en ninguna se pudo esclarecer la participación de ArsC2, se decidió utilizar una 

bacteria filogenéticamente más cercana a B. xenovorans, eligiendo a P. aeruginosa PAO1. 

 P. aeruginosa PAO1 (pUC_arsRacrCH) 
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Figura 31. Caracterización del plásmido pUC_arsRacrCH en E. coli y P. aeruginosa. A. 

Mapa genético del plásmido pUC_arsRacrCH. Se muestran los sitios de corte de las enzimas 

de restricción BamHI y HindIII. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de la 

restricción enzimática. M, marcador de tamaño molecular de 1kb; 1-3, producto de 

restricción con las enzimas BamHI/HindIII  de las cepas con el plásmido: 1. E. coli AW3110, 

2. JW3470-1 y 3. PAO1; en el lado derecho se señalan las bandas del tamaño esperado, de 

aproximadamente 2.90 (arsRacrCH) y 3.90 kb (pUCP20). 
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Figura 32. Susceptibilidad a Arsénico de E. coli AW3110 (pUC_arsRacrCH). Los 

cultivos se crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación constante y se les adicionó A. 

As(V) y B. As(III) a las concentraciones indicadas. Para ambos casos, W3110(pUCP20) (O), 

AW3110 (∆) y AW3110 (pUC_arsRacrCH) (▲). La susceptibilidad se determinó en función 

de la absorbencia a 590 nm. Se muestran las barras de error estándar de la media; t-Student, 

* cambios significativos respecto a AW3110 (p<0.05), n=3. 
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Figura 33. Susceptibilidad a As(V) de E. coli JW3470-1 (pUC_arsRacrCH) y P. 

aeruginosa PAO1 (pUC_arsRacrCH). Los cultivos se crecieron en CN por 24 h a 37°C con 

agitación constante y se les adicionó As(V) a las concentraciones indicadas. Donde A. 

BW25113(pUCP20) (O), JW3470-1 (∆) y JW3470-1 (pUC_arsRacrCH) (▲) y B. P. 

aeruginosa PAO1(pUCP20) (O) y PAO1(pUC_arsRacrCH) (●). La susceptibilidad se 

determinó en función de la absorbencia a 590 nm. Se muestran las barras de error estándar 

de la media; t-Student, * cambios significativos respecto a PAO1(pUCP20) (p<0.05), n=3. 
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En el ensayo de susceptibilidad a As(V), PAO1 (pUC_arsRacrCH) presentó un crecimiento 

claramente mayor comparado al control sensible, PAO1(pUCP20) (Figura 33B). 

En el análisis del operón arsRacrCH se concluye que los genes acr3 y arsC2 de LB400 son 

funcionales confiriendo resistencia a As. 

 Susceptibilidad a As de las transformantes con los genes arsB, arsC1, arsC3 y arsC4. 

Para determinar la participación de los genes ars que no forman parte del operón arsRacrCH 

de LB400 en la resistencia a As(V) y As(III), fue necesario evaluar a los genes de forma 

individual, por lo cual primeramente se realizó la amplificación mediante PCR de los genes 

arsB, arsC1, arsC3 y arsC4, utilizando los oligonucleótidos y las condiciones específicas para 

cada gen (Tabla 4 y 6); posteriormente los genes se clonaron en el vector pJET 1.2/blunt y 

se transferieron a la cepa E. coli JM101, donde se realizó la caracterización de cada plásmido 

recombinante mediante las enzimas de restricción correspondientes a cada construcción 

(Tabla 4). Con el objetivo de determinar la funcionalidad de los genes ars de LB400 en E. 

coli JM101, se realizó la subclonación de los genes mencionados anteriormente en el vector 

de expresión pUCP20. Para ello se realizó la digestión de los plásmidos recombinantes con 

las enzimas correspondientes (Tabla 4), liberando los insertos para de esta manera dirigir la 

ligación de los genes en el vector pUCP20 de acuerdo al procedimiento descrito en Materiales 

y Métodos. Obtenidos los plásmidos recombinantes, posteriormente fueron transferidos a 

células competentes de E. coli JM101, donde se caracterizaron con las enzimas específicas 

para cada gen (Tabla 4), originando los fragmentos de restricción esperados. Finalmente los 

plásmidos recombinantes fuerón transferidos a las cepas necesarias, donde se realizaron 

ensayos de susceptibilidad a As, para determinar su participación en la resistencia al 

metaloide.  

2.2 Participación del gen arsB en la resistencia a As de LB400 

Los plásmidos recombinantes pJET_arsB (Figura 34A) y pUC_arsB (Figura 35A), 

presentaron los fragmentos esperados de aproximadamente 2.24 y 2.60 kb, y 2.24 y 3.89 kb, 

respectivamente (Figura 34C y 35B). 

2.2.1 Susceptibilidad a As de las transformantes con el gen arsB 

Los ensayos fueron realizados en un medio con As(III) en las cepas AW3110 (pUC_arsB) y 

JW3469-1 (pUC_arsB), obteniendo lo siguiente: 

 E. coli AW3110 (pUC_arsB) 

AW3110 (pUC_arsB) presentó un crecimiento mayor comparado con la mutante AW3110, 

indicando un fenotipo de resistencia a As(III); sin embargo, la cepa silvestre W3110 siguió 

presentando un mayor crecimiento (Figura 36). 
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Figura 34. Clonación de arsB en el vector pJET 1.2/Blunt. A. Mapa genético del 

plásmido pJET_arsB. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restricción PstI y 

XbaI. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de PCR de arsB. C. Digestión 

enzimática del plásmido pJET_arsB. M, marcador de tamaño molecular de 1kb; P, 

producto de PCR de arsB (1.8 kb); R, producto de digestión con las enzimas PstI/XbaI; 

en el lado derecho se señalan las bandas del tamaño esperado, de aproximadamente 2.24 

(arsB) y 2.60 kb (pJET). 
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Figura 35. Subclonación de arsB en el vector pUCP20. A. Mapa genético del plásmido 

pUC_arsB. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restricción PstI.y XbaI B. Gel 

de agarosa donde se muestra el producto de la restricción enzimática. M, marcador de tamaño 

molecular de 1kb; R, producto de restricción con las enzimas PstI y XbaI; en el lado derecho 

se señalan las bandas del tamaño esperado, de aproximadamente 2.24 (arsB) y 3.89 kb 

(pUCP20). 
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Figura 36. Susceptibilidad a As(III) de E. coli AW3110 (pUC_arsB). Los cultivos se 

crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación constante y se les adicionó As(III) a las 

concentraciones indicadas. Donde W3110 (pUCP20) (O), AW3110 (∆) y AW3110 

(pUC_arsB) (▲). La susceptibilidad se determinó en función de la absorbencia a 590 nm. Se 

muestran las barras de error estándar de la media; t-Student, * cambios significativos respecto 

a AW3110 (p<0.05), n=3. 
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 E. coli JW3469-1 (pUC_arsB) 

En el caso de JW3469-1 (pUC_arsB), presentó un crecimiento ligeramente mayor comparado 

a la mutante AW3110; sin embargo, al compararse con el control resistente BW2513, 

presenta un fenotipo de sensibilidad a As(III) (Figura 37). El gen también fue transferido a 

PAO1; sin embargo, no se obtuvo un resultado positivo, manteniendo a la cepa transformada 

sensible a As(III) (datos no mostrados). 

Los resultados obtenidos permiten concluir que el gen arsB de LB400 es funcional bajo las 

condiciones ensayadas, siendo más eficiente en AW3110 (pUC_arsB). 

2.3 Participación del gen arsC1 en la resistencia a As de LB400 

Los plásmidos recombinantes pJET_arsC1 (Figura 38A) y pUC_arsC1 (Figura 39A),  

presentaron los fragmentos esperados de aproximadamente 0.26, 0.90 y 2.73 kb, y 0.90 y 

3.86 kb, respectivamente (Figura 38C y 39B). 

2.3.1 Susceptibilidad a As de las transformantes con el gen arsC1 

Los ensayos se realizaron en medio con As(V), utilizando las cepas AW3110 (pUC_arsC1), 

JW3470-1 (pUC_arsC1) y PAO1 (pUC_arsC1), obteniendo los siguientes resultados: 

 E. coli AW3110 (pUC_arsC1) 

La cepa AW3110 (pUC_arsC1) presentó un crecimiento estadísticamente mayor que la 

mutante AW3110, aunque solamente en algunas concentraciones; sin embargo, presentó un 

fenotipo de sensibilidad a As(V) (Figura 40). Debido a esto se transfirió el gen a la mutante 

individual JW3470-1, mutada en arsC, en espera de esclarecer la participación de ArsC1 en 

la resistencia a As(V). 

 E. coli JW3470-1 (pUC_arsC1) 

JW3470-1 (pUC_arsC1) presentó un crecimiento similar a la cepa mutante JW3470-1, 

concluyendo con un fenotipo de sensibilidad al agente tóxico (Figura 41A). Debido a esto 

se transfirió a arsC1 a PAO1, herramienta que anteriormente fue útil para esclarecer la 

participación del gen arsC2 en la resistencia a As(V) (Figura 33B). 

 P. aeruginosa PAO1 (pUC_arsC1) 

En este caso se observó un comportamiento similar a lo ocurrido con las mutantes AW3110 

y  JW3470-1; PAO1 (pUC_arsC1) presentó un crecimiento casi idéntico al control sensible 

(Figura 41B). 

Los resultados anteriores permiten concluir que el producto del gen arsC1  no es funcional 

bajo las condiciones ensayadas, al no conferir resistencia a As(V). 
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Figura 37. Susceptibilidad a As(III) de E. coli JW3469-1 (pUC_arsB). Los cultivos se 

crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación constante y se les adicionó As(III) a las 

concentraciones indicadas. Donde BW25113 (pUCP20) (O), JW3469-1 (∆) y JW3469-1 

(pUC_arsB) (▲). La susceptibilidad se determinó en función de la absorbencia a 590 nm. Se 

muestran las barras de error estándar de la media; t-Student, * cambios significativos respecto 

a JW3469-1 (p<0.05), n=3. 
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Figura 38. Clonación de arsC1 en el vector pJET 1.2/Blunt. A. Mapa genético del 

plásmido pJET_arsC1. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restricción BamHI y 

HindIII. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de PCR de arsC1. C. Digestión 

enzimática del plásmido pJET_arsC1. M, marcador de tamaño molecular de 1kb; P, producto 

de PCR de arsC1 (0.90 kb); R, producto de digestión con las enzimas BamHI/HindIII; en el 

lado derecho se señalan las bandas del tamaño esperado, de aproximadamente 0.26 (pJET), 

0.90 (arsC1) y 2.73 kb (pJET). 
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Figura 39. Subclonación de arsC1 en el vector pUCP20. A. Mapa genético del plásmido 

pUC_arsC1. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restricción BamHI y HindIII. 

B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de la restricción enzimática. M, marcador de 

tamaño molecular de 1kb; R, producto de restricción con las enzimas BamHI/HindIII; en el 

lado derecho se señalan las bandas del tamaño esperado, de aproximadamente 0.90 (arsC1)  

y 3.86 kb (pUCP20). 
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Figura 40. Susceptibilidad a As(V) de E. coli AW3110 (pUC_arsC1). Los cultivos se 

crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación constante y se les adicionó As(V) a las 

concentraciones indicadas. Donde W3110 (pUCP20) (O), AW3110 (∆) y AW3110 

(pUC_arsC1) (▲). La susceptibilidad se determinó en función de la absorbencia a 590 nm. 

Se muestran las barras de error estándar de la media; t-Student, * cambios significativos 

respecto a AW3110 (p<0.05), n=3. 
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Figura 41. Susceptibilidad a As(V) de E. coli JW3470-1 (pUC_arsC1) y P. aeruginosa 

PAO1 (pUC_arsC1). Los cultivos se crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación 

constante y se les adicionó As(V) a las concentraciones indicadas. Donde A. BW25113 

(pUCP20) (O), JW3470-1 (∆) y JW3470-1 (pUC_arsC1) (▲) y B. P. aeruginosa PAO1 

(pUCP20) (O) y PAO1 (pUC_arsC1) (●). La susceptibilidad se determinó en función de la 

absorbencia a 590 nm. Se muestran las barras de error estándar de la media; t-Student 

(p<0.05), n=3. 
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2.4 Participación del gen arsC3 en la resistencia a As de LB400  

Los plásmidos recombinantes pJET_arsC3 y pUC_arsC3 al ser digeridos con las enzimas de 

restricción (Figuras 42A y 43A) presentaron los fragmentos esperados de aproximadamente 

0.97 y 2.97 kb, y 0.97 y 3.89 kb, respectivamente (Figura 42C y 43B). 

  2.4.1 Susceptibilidad a As de las transformantes con el gen arsC3 

Las transformantes con las arsenato reductasas evaluadas anteriormente (ArsC1 y ArsC2), 

presentaron un fenotipo diferencial dependiendo de la cepa donde se evaluaron; debido a esto 

se transfirió el gen arsC3 tanto a las mutantes de E. coli AW3110 y JW3470-1, como a P. 

aeruginosa PAO1 para realizar los ensayos de susceptibilidad, obteniendo los siguientes 

resultados: 

 E. coli AW3110 (pUC_arsC3) 

La cepa AW3110 (pUC_arsC3) presentó un crecimiento muy similar a la mutante AW3110, 

teniendo un fenotipo de sensibilidad a As(V) (Figura 44). Debido a que no se observó la 

participación de ArsC3 en la resistencia al oxianión se transfirió a la mutante JW3270-1. 

 E. coli JW3470-1 (pUC_arsC3) 

En el caso de la cepa JW3470-1 (pUC_arsC3) se observó un crecimiento idéntico a la mutante 

JW3470-1, presentando un fenotipo de sensibilidad a As(V) (Figura 45A), similar a lo 

ocurrido con AW3110. Debido a esto se transfirió a PAO1. 

 P. aeruginosa PAO1 (pUC_arsC3) 

P. aeruginosa PAO1 (pUC_arsC3) presentó un crecimiento similar al control sensible PAO1 

(pUCP20), resultando sensible a As(V) (Figura 45B). 

Por lo tanto se concluye que ArsC3 no es funcional bajo las condiciones ensayadas. 

2.5 Participación del gen arsC4 en la resistencia a As de LB400 

Los plásmidos recombinantes pJET_arsC4 (Figura 46A) y pUC_arsC4 (Figura 47A), 

presentaron los fragmentos esperados de aproximadamente 0.24, 0.60 y 2.73 kb, y 0.60 y 

3.87 kb, respectivamente (Figura 46C y 47B). 

2.5.1 Susceptibilidad a As de las transformantes con el gen arsC4 

Al igual que con las arsenato reductasas anteriores, arsC4 fue evaluada en las mutantes de E. 

coli AW3110 y JW3470-1, y P. aeruginosa PAO1, obteniendo los siguientes resultados: 

  E. coli AW3110 (pUC_arsC4) 
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Figura 42. Clonación de arsC3 en el vector pJET 1.2/Blunt. A. Mapa genético del 

plásmido pJET_arsC3. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restricción BamHI y 

XbaI. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de PCR de arsC3. C. Digestión 

enzimática del plásmido pJET_arsC3. M, marcador de tamaño molecular de 1kb; P, producto 

de PCR de arsC3 (0.97 kb); R, producto de digestión con las enzimas BamHI/XbaI; en el lado 

derecho se señalan las bandas del tamaño esperado, de aproximadamente 0.99 (arsC3) y 2.97 

kb (pJET). 
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Figura 43. Subclonación de arsC3 en el vector pUCP20. A. Mapa genético del plásmido 

pUC_arsC3. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restricción BamHI y XbaI. B. 

Gel de agarosa donde se muestra el producto de la restricción enzimática. M, marcador de 

tamaño molecular de 1kb; R, producto de restricción con las enzimas BamHI/XbaI; en el lado 

derecho se señalan las bandas del tamaño esperado, de aproximadamente 0.99 (arsC3) y 3.8. 

kb (pUCP20). 
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Figura 44. Susceptibilidad a As(V) de E. coli AW3110 (pUC_arsC3). Los cultivos se 

crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación constante y se les adicionó As(V) a las 

concentraciones indicadas. Donde W3110 (pUCP20) (O), AW3110 (∆) y AW3110 

(pUC_arsC3) (▲). La susceptibilidad se determinó en función de la absorbencia a 590 nm. 

Se muestran las barras de error estándar de la media; t-Student (p<0.05), n=3. 
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Figura 45. Susceptibilidad a As(V) de E. coli JW3470-1 (pUC_arsC3) y P. aeruginosa 

PAO1 (pUC_arsC3). Los cultivos se crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación 

constante y se les adicionó As(V) a las concentraciones indicadas. Donde A. BW25113 

(pUCP20) (O), JW3470-1 (∆) y JW3470-1 (pUC_arsC3) (▲) y B. P. aeruginosa PAO1 

(pUCP20) (O) y PAO1 (pUC_arsC3) (●). La susceptibilidad se determinó en función de la 

absorbencia a 590 nm. Se muestran las barras de error estándar de la media; t-Student, * 

cambios significativos respecto a PAO1(pUCP20) (p<0.05), n=3. 
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Figura 46. Clonación de arsC4 en el vector pJET 1.2/Blunt. A. Mapa genético del 

plásmido pJET_arsC4. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restricción HindIII 

y XbaI. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de PCR de arsC4. C. Digestión 

enzimática del plásmido pJET_arsC4. M, marcador de tamaño molecular de 1kb; P, producto 

de PCR de arsC4 (0.60 kb); R, producto de digestión con las enzimas HindIII/XbaI; en el 

lado derecho se señalan las bandas del tamaño esperado, de aproximadamente 0.24 (pJET), 

0.60 (arsC4) y 2.73 kb (pJET). 
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Figura 47. Subclonación de arsC4 en el vector pUCP20. A. Mapa genético del plásmido 

pUC_arsC4. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restricción HindIII y XbaI. B. 

Gel de agarosa donde se muestra el producto de la restricción enzimática. M, marcador de 

tamaño molecular de 1kb; R, producto de restricción con las enzimas HindIII/XbaI; en el 

lado derecho se señalan las bandas del tamaño esperado, de aproximadamente 0.60 (arsC4)  

y 3.87 kb (pUCP20). 
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La cepa transformante AW3110 (pUC_arsC4) presentó un crecimiento similar a la mutante 

AW3110, con un fenotipo de sensibilidad a As(V) (Figura 48). 

 E. coli JW3470-1 (pUC_arsC4) 

JW3470-1 (pUC_arsC4) presentó un crecimiento ligeramente mayor, en las concentraciones 

más elevadas de As(V), comparado al control sensible, aunque menor comparado con el 

control resistente (Figura 49A).   

 P. aeruginosa PAO1 (pUC_arsC4) 

En un medio con As(V), P. aeruginosa PAO1 (pUC_arsC4) presentó un crecimiento similar 

al control sensible (Figura 49B). 

Por lo tanto se concluyó que el producto del gen arsC4 es funcional confiriendo resistencia a 

As(V) bajo las condiciones en las que se ha evaluado. 

 3. Evaluar la expresión de los genes arsB y arsC de LB400 en ausencia y presencia de 

arsenito 

3.1 Búsqueda de regiones promotoras del extremo 5´ de los genes ars de LB400 

Previo a los ensayos de expresión mediante RT-PCR, se realizó un análisis in silico para 

identificar regiones conservadas de elementos genéticos de regulación de los genes ars de 

LB400. Se analizaron las regiones río arriba del extremo 5´del operón arsRacrCH y de los 

genes arsB, arsC1, arsC3 y arsC4  y se compararon con las secuencias promotoras σ28, σ32, 

σ54 y σ70 de E. coli. Obteniendo los siguientes resultados: 

 Operón arsRacrCH 

Se identificaron elementos genéticos en la región consenso -35 y -10 correspondientes a un 

probable promotor relacionado con el factor σ70 (Figura 50). 

 Genes arsB, arsC1, arsC3 y arsC4 

En los cuatro genes ars individuales se identificó un probable promotor del mismo tipo 

relacionado con el factor σ32 (Figuras 51,52, 53 y 54).  

Debido a los distintos probables promotores identificados se sugiere que el grupo de genes 

en análisis presenta una expresión diferencial: el operón probablemente se expresa en 

condiciones normales de crecimiento, mientras que los genes individuales probablemente se 

expresan bajo alguna condición de estrés.  

3.2 Análisis in silico del probable regulador ArsR 

Al hablar de un operón ars, un elemento importante es la proteína reguladora ArsR, la cual 
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Figura 48. Susceptibilidad a As(V) de E. coli AW3110 (pUC_arsC4). Los cultivos se 

crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación constante y se les adicionó As(V) a las 

concentraciones indicadas. Donde W3110 (pUCP20) (O), AW3110 (∆) y AW3110 

(pUC_arsC4) (▲). La susceptibilidad se determinó en función de la absorbencia a 590 nm. 

Se muestran las barras de error estándar de la media; t-Student, * cambios significativos 

respecto a AW3110 (p<0.05), n=3. 
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Figura 49. Susceptibilidad a As(V) de E. coli JW3470-1 (pUC_arsC4) y P. aeruginosa 

PAO1 (pUC_arsC4). Los cultivos se crecieron en CN por 24 h a 37°C con agitación 

constante y se les adicionó As(V) a las concentraciones indicadas. Donde A. BW25113 

(pUCP20) (O), JW3470-1 (∆) y JW3470-1 (pUC_arsC4) (▲) y B. P. aeruginosa PAO1 

(pUCP20) (O) y PAO1 (pUC_arsC4) (●). La susceptibilidad se determinó en función de la 

absorbencia a 590 nm. Se muestran las barras de error estándar de la media; t-Student, * 

cambios significativos respecto a JW3470-1 (p<0.05), n=3. 
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Figura 50. Probable región promotora del operón arsRacrCH de B. xenovorans LB400. 

Se muestran los genes que conforman al operón arsRacrCH (flechas), el código de acceso en 

la base de datos del genoma de B. xenovorans LB400 de cada uno de los genes (Bxe) y el 

contexto genómico. En la parte inferior se muestra la secuencia río arriba del gen arsR donde 

se localizó la probable región promotora. Se señalan las cajas -35 y -10 identificadas; en la 

parte inferior se muestra la secuencia consenso reconocida por el factor σ70 de E. coli donde 

se indican en líneas verticales los nucleótidos que coinciden en ambas secuencias y se resalta 

en verde el codón de inicio de la traducción. 
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Figura 51. Probable región promotora del gen arsB de B. xenovorans LB400. Se muestra 

al gen arsB (flecha rosa), su código de acceso en la base de datos del genoma de B. 

xenovorans LB400 (Bxe_B2062) y el contexto genómico. En la parte inferior se muestra la 

secuencia río arriba donde se localizó la probable región promotora. Se señalan las cajas -35 

y -10 identificadas, el sitio de unión al ribosoma (RBS); en la parte inferior se muestra la 

secuencia consenso reconocida por el factor σ32 de E. coli donde se indican en líneas 

verticales los nucleótidos que coinciden en ambas secuencias y se resalta en verde el codón 

de inicio de la traducción. 
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Figura 52. Probable región promotora del gen arsC1 de B. xenovorans LB400. Se muestra 

al gen arsC1 (flecha rosa), su código de acceso en la base de datos del genoma de B. 

xenovorans LB400 (Bxe_A1669) y el contexto genómico. En la parte inferior se muestra la 

secuencia río arriba donde se localizó la probable región promotora. Se señalan las cajas -35 

y -10 identificadas, el sitio de unión al ribosoma (RBS); en la parte inferior se muestra la 

secuencia consenso reconocida por el factor σ32 de E. coli donde se indican en líneas 

verticales los nucleótidos que coinciden en ambas secuencias y se resalta en verde el codón 

de inicio de la traducción. 
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Figura 53. Probable región promotora del gen arsC3 de B. xenovorans LB400. Se muestra 

al gen arsC3  (flecha rosa), su código de acceso en la base de datos del genoma de B. 

xenovorans LB400 (Bxe_B1017) y el contexto genómico. En la parte inferior se muestra la 

secuencia río arriba donde se localizó la probable región promotora. Se señalan las cajas -35 

y -10 identificadas, el sitio de unión al ribosoma (RBS); en la parte inferior se muestra la 

secuencia consenso reconocida por el factor σ32 de E. coli donde se indican en líneas 

verticales los nucleótidos que coinciden en ambas secuencias y se resalta en verde el codón 

de inicio de la traducción. 
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Figura 54. Probable región promotora del gen arsC4 de B. xenovorans LB400. Se muestra 

al gen arsC4  (flecha rosa), su código de acceso en la base de datos del genoma de B. 

xenovorans LB400 (Bxe_B3030) y el contexto genómico. En la parte inferior se muestra la 

secuencia río arriba donde se localizó la probable región promotora. Se señalan las cajas -35 

y -10 identificadas, el sitio de unión al ribosoma (RBS); en la parte inferior se muestra la 

secuencia consenso reconocida por el factor σ32 de E. coli donde se indican en líneas 

verticales los nucleótidos que coinciden en ambas secuencias y se resalta en verde el codón 

de inicio de la traducción. 
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es codificada por el gen arsR, y es la encargada de regular la expresión de los genes que 

conforman dicho operón. Debido a esto se decidió analizar a detalle la proteína reguladora 

ArsR3 codificada por el gen arsR del probable operón ars de LB400.  

Se realizó un alineamiento múltiple de ArsR con proteínas ArsR caracterizadas en otros 

organismos (Burkholderia sp., Burkholderia aspalathi, Caballeronia choica y 

Agrobacterium tumefaciens),  con la finalidad de determinar si ArsR presentaba los 

elementos conservados en la familia de metarreguladores SmtB/ArsR. En el alineamiento 

realizado, ArsR presentó el dominio de unión a DNA o dominio HTH (Gajiwala y Burley, 

2000) requerido para su interacción con la región reguladora del operón ars. Además se 

identificaron las Cys conservadas correspondientes al sitio catalítico, región donde el As(III) 

interacciona con la proteína  (Kang y col., 2016). También se identificó una Cys adicional 

conservada en ArsR y en las ArsR de cepas pertenecientes a la orden Burkholderiales 

(Figura 55). Los resultados obtenidos sugieren que arsR codifica un probable regulador, 

ArsR, el cual actúa controlando la expresión de los genes ars adyacentes. 

3.3 Inducción de la resistencia a As de LB400 

Para determinar si la resistencia a As de LB400 es inducible, se realizaron ensayos de 

inducción con As(V) y con As(III); previamente, en cinéticas de crecimiento, se establecieron 

las concentraciones tóxicas de As(V) (Figura 56A) y As(III) (Figuras 56B) a utilizar, 

considerando 15.0 y 0.5 mM, respectivamente, como las concentraciones a usar. Para la 

concentración inductora se utilizó de manera arbitraria la décima parte de la concentración 

establecida como tóxica de cada compuesto. Además, se realizaron cinéticas de crecimiento 

para establecer el tiempo adecuado para adicionar la concentración toxica de As(V) o As(III), 

concluyendo que 4 h era el tiempo en que el cultivo presentaba un crecimiento adecuado para 

observar la probable inducción (datos no mostrados). En cada caso se evaluó la inducción de 

la resistencia a As(V) y As(III) utilizando como inductor a ambos compuestos. 

En los ensayos de inducción se obtuvieron los siguientes resultados: 

 Inducción con As(V)  

El As(V) como inductor generó una disminución del crecimiento tanto de los cultivos 

inducidos como de los no inducidos. En el caso del medio donde el As(V) actuó ademas 

como agente tóxico, el oxianión causó menos daño ya que los cultivos no presentaron un 

efecto notorio en el crecimiento tras la adición de la concentración tóxica (Figura 57A), 

mientras que en el medio con As(III) después de la adición del oxianión se presentó una clara 

disminución del crecimiento (Figura 57B), lo cual va en relación a que la especie trivalente 

es más tóxica que la pentavalente; sin embargo, en ambos casos los cultivos continuaron 

creciendo siendo los cultivos inducidos los que claramente presentaron un mayor crecimiento 

comparado con los no inducidos (Figura 57). 
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Figura 55. Alineamiento de la proteína ArsR del operón de B. xenovorans LB400. Se 

muestra el alineamiento múltiple de ArsR de B. xenovorans LB400 con proteínas ArsR 

caracterizadas en otras especies. Se indican en recuadros negros los aminoácidos idénticos; 

en rosa los aminoácidos que forman parte del dominio HTH y en verde las Cys conservadas 

que representan el sitio catalítico de la proteína. Además, se identificó una Cys adicional 

conservada en ArsR y las ArsR de cepas pertenecientes a la orden Burkholderiales, señalada 

en recuadros naranjas.  
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Figura 56. Determinación de la concentración tóxica de As(V) y As(III) de B. 

xenovorans LB400. Los cultivos se crecieron en CN a 37°C con agitación constante y a 

tiempo cero se añadió el agente tóxico. A. As(V), donde 0 mM (O), 3 mM (●), 9 mM (∆), 15 

mM (▲), 18 mM (◊), 24 mM (   ) y 27 mM ( . B. As(III), donde 0 mM (O), 0.15 mM (●), 

0.25 mM (∆), 0.5 mM (▲), 0.75 mM (◊), 1.0 mM (   ), 1.25 mM ( ) y 1.5 mM (▼). Se 

midió el crecimiento del cultivo a intervalos en función de la absorbencia a 590 nm. n=2. 
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Figura 57. Inducción de la resistencia a As de B. xenovorans LB400 con As(V). Los 

cultivos se crecieron en CN a 37°C con agitación constante y a tiempo cero se añadió el 

agente inductor, 1.5 mM de As(V). A las 4 h se les adicionó a cada cultivo la concentración 

tóxica (flecha): A. 15 mM de As(V) y B. 0.5 mM de As(III), y se midió el crecimiento del 

cultivo a intervalos en función de la absorbencia a 590 nm. Para ambos casos, cultivo control 

(O), cultivo no inducido (∆) y cultivo inducido (▲). Se muestran las barras de error estándar 

de la media; t-Student, * cambios significativos respecto al cultivo no inducido (p<0.05), 

n=2. 
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 Inducción con As(III)  

En el caso de los ensayos utilizando como inductor al As(III), se observó que la adición del 

oxianión, como se esperaba, generó una disminución del crecimiento de los cultivos; similar 

a lo ocurrido en los ensayos de inducción con As(V) descritos anteriormente. La adición de 

la concentración tóxica de As(III) provocó un daño mayor comparado con el As(V), el cultivo 

requirió de una hora tras la adición del As(III) (Figuras 58A) para continuar creciendo, 

mientras que en el medio con As(V) los cultivos no detuvieron el crecimiento (Figuras 58B). 

En ambos casos, el cultivo inducido presentó un crecimiento mayor comparado al cultivo no 

inducido (Figuras 58) y conforme transcurrió el tiempo la diferencia entre ambos cultivos 

fue significativa. Por lo tanto se concluye que B. xenovorans LB400 presenta genes de 

resistencia a As cuya expresión se induce por la previa exposición a concentraciones 

subinhibitorias de As(III) y As(V). 

3.4 Expresión de los genes ars de LB400 

Los ensayos de expresión se realizaron mediante RT-PCR, utilizando dos muestras de  RNA 

pertenecientes a LB400; una aislada de un cultivo en fase exponencial sin inducir y la otra 

de un cultivo similar pero inducido con 0.15 mM de As(III), concentración elegida en 

ensayos preliminares, que fue añadida a tiempo cero. Para cada análisis se incluyeron como 

control negativo una reacción en la que se sustituyó el RNA por agua y como control positivo 

el ensayo de PCR correspondiente. Cabe señalar que esta técnica permite detectar DNA 

amplificado a partir del DNA complementario (DNAc) generado de una muestra de RNA 

por acción de la enzima Retrotranscriptasa, lo cual significa que evalúa la transcripción de 

los genes de forma indirecta. 

 Operón arsRacrCH 

El grupo de genes arsRacrCH se ha considerado como un probable operón; sin embargo, 

hasta este punto no se ha demostrado tal hecho. Por tal motivo fue necesario evaluar la co-

expresión del grupo de genes que conforman el probable operón; para ello se  diseñaron 

oligonucleótidos que permitían la amplificación de las regiones intergénicas, teniendo un 

total de 3 fragmentos: arsR-acr3, acr3-arsC2 y arsC2-arsH (Tabla 5).  

Previamente se determinó que el gen arsR codifica un probable regulador ArsR (Figura 55). 

La expresión de los genes arsR de operones ars caracterizados (arsR de R773 y pI258) se 

induce en presencia de As(III), debido a esto antes de evaluar la co-expresión de las regiones 

intergénicas del grupo de genes arsRacr3C2H se decidió determinar si la expresión de arsR 

era inducida por As(III). Para esto se diseñaron oligonucleótidos que amplificaran una región 

interna del gen (Tabla 5). Como resultado se obtuvo la banda correspondiente al amplificado 

del gen arsR (181 pb) sólo en el ensayo realizado con el RNA extraído del cultivo inducido 

con As(III) (Figura 59), lo cual permite concluir que la expresión de arsR es inducida por 

As(III). Este resultado arrojó la posibilidad de que el grupo de genes arsRacrCH corresponda  
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Figura 58. Inducción de la resistencia a As de B. xenovorans LB400 con As(III). Los 

cultivos se crecieron en CN a 37°C con agitación constante y a tiempo cero se añadió el 

agente inductor, 0.05 mM de As(III). A las 4 h se les adicionó a cada cultivo la concentración 

tóxica (flecha): A. 0.5 mM de As(III) y B. 15 mM de As(V), y se midió el crecimiento del 

cultivo a intervalos en función de la absorbencia a 590 nm. Para ambos casos, cultivo control 

(O), cultivo no inducido (∆) y cultivo inducido (▲). Se muestran las barras de error estándar 

de la media; t-Student, * cambios significativos respecto al cultivo no inducido (p<0.05), 

n=2. 
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Figura 59. Ensayo de expresión del gen arsR de B. xenovorans LB400. Gel de agarosa al 

1.5% donde se muestran los resultados del RT-PCR. Se señala la banda correspondiente al 

amplificado del gen arsR (181 pb). M, marcador de tamaño molecular de 1kb; -, reacción 

con agua (Control negativo); +, reacción con DNA (Control positivo de amplificación); -Asi, 

reacción con RNA extraído de un medio sin As(III) y +Asi, reacción con RNA extraído de 

un medio con 0.15mM de As(III).  
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a un operón inducible con As(III). 

Posteriormente para determinar que el grupo de genes arsRacrCH corresponde a un operón 

ars y que por lo tanto se trascriben como un único RNA mensajero (RNAm), se evaluó la co-

transcripción de las regiones intergénicas arsR-acr3, acr3-arsC2 y arsC2-arsH en espera de 

obtener los fragmentos amplificados de 440, 383 y 435 pb, respectivamente; esto en presencia 

de As(III) teniendo en cuenta los resultados anteriores con el gen arsR. Sin embargo, en los 

ensayos de RT-PCR realizados no se lograron identificar las bandas correspondientes en 

ninguna de las muestras de RNA. Por lo tanto, hasta este punto no es posible confirmar que 

el grupo de genes correspondan a un operón ars inducible por As(III). 

En el caso de los genes ars individuales, se diseñaron oligonucleótidos para amplificar 

regiones internas de los mismos (Tabla 5). A continuación se presentan los resultados 

obtenidos para cada uno de los genes: 

 Gen arsB 

En el ensayo de RT-PCR donde se evaluó la expresión del gen arsB se esperaba una banda 

de 611 pb correspondiente a la amplificación de la región interna del gen; sin embargo, el 

fragmento de DNA no se observó a partir de ninguna de las muestras de RNA utilizadas. Por 

lo tanto, la expresión del gen arsB no se logró detectar bajo las condiciones utilizadas. 

 Gen arsC1 

El fragmento interno de DNA correspondiente al gen arsC1 (535 pb) se detectó en los ensayos 

de RT-PCR realizados con el RNA extraído de un medio con As(III) (Figura 60), y aunque 

la banda obtenida fue muy tenue, se concluye que la expresión del gen arsC1 se induce en 

presencia de As(III). 

 Gen arsC3 

En el ensayo de RT-PCR del gen arsC3 se esperaba un amplificado de DNA de 296 pb, 

correspondiente a la región interna del gen. En éste caso, se obtuvieron bandas del tamaño 

señalado en las reacciones con RNA extraído en ausencia y presencia de As(III); para ambos 

casos las bandas fueron tenues, manteniendo la misma intensidad entre ellas (Figura 61). 

Por lo tanto, se concluyó que la expresión de arsC3 no es inducida por As(III). 

 Gen arsC4 

Para el gen arsC4, el fragmento interno de DNA esperado era de 215 pb. La banda del tamaño 

señalado fue obtenida en los ensayos de RT-PCR realizados con el RNA extraído tanto en 

ausencia como en presencia de As(III); sin embargo, la cantidad de amplificado de DNA 

obtenido a partir del RNA inducido con As(III) presentó mayor intensidad (Figura 62).  
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Figura 60. Ensayo de expresión del gen arsC1 de B. xenovorans LB400. Se muestra el gel 

de agarosa al 1.5% donde se muestran los resultados del RT-PCR. Se señala la banda 

correspondiente al amplificado del gen arsC1 (535 pb). M, marcador de tamaño molecular de 

1kb; -, reacción con agua (Control negativo); +, reacción con DNA (Control positivo de 

amplificación); -Asi, reacción con RNA extraído de un medio sin As(III) y +Asi, reacción 

con RNA extraído de un medio con 0.15mM de As(III).  
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Figura 61. Ensayo de expresión del gen arsC3 de B. xenovorans LB400. Se muestra el gel 

de agarosa al 1.5% donde se muestran los resultados del RT-PCR. Se señala la banda 

correspondiente al amplificado del gen arsC3 (296 pb). M, marcador de tamaño molecular de 

1kb; -, reacción con agua (Control negativo); +, reacción con DNA (Control positivo de 

amplificación); -Asi, reacción con RNA extraído de un medio sin As(III) y +Asi, reacción 

con RNA extraído de un medio con 0.15mM de As(III).  
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Figura 62. Ensayo de expresión del gen arsC4 de B. xenovorans LB400. Se muestra el gel 

de agarosa al 1.5% donde se muestran los resultados del RT-PCR. Se señala la banda 

correspondiente al amplificado del gen arsC4 (215 pb). M, marcador de tamaño molecular de 

1kb; -, reacción con agua (Control negativo); +, reacción con DNA (Control positivo de 

amplificación); -Asi, reacción con RNA extraído de un medio sin As(III) y +Asi, reacción 

con RNA extraído de un medio con 0.15mM de As(III).  
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Por lo tanto, se concluye que la expresión del gen arsC4 se induce en presencia de As As(III). 
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X. RESUMEN DE RESULTADOS 

 

 

1. El genoma de B. xenovorans LB400 codifica dos transportadores de As(III): Acr3 y 

ArsB, y cuatro Arsenato reductasas: ArsC1, ArsC2, ArsC3 y ArsC4; de los cuales Acr3 

y ArsC2 son codificados por el operón arsRacrCH. 

 

2. El operón arsRacrCH es funcional confiriendo resistencia a As. 

 

3. El gen arsR codifica un regulador ArsR cuya expresión es inducida por As(III). 

 

4. El gen arsB es funcional confiriendo resistencia a As(III), sin embargo, no se detectó 

su expresión en las condiciones utilizadas. 

 

5. El gen arsC1 no confiere resistencia a As(V) en las cepas evaluadas, sin embargo su 

expresión es inducida por As(III). 

 

6. El gen arsC3 se expresa constitutivamente sin embargo, no confiere resistencia a As(V). 

 

7. El gen arsC4 participa moderadamente en la resistencia a As(V); además, su expresión 

es  inducida en cultivos con As(III). 
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XI. DISCUSIÓN 

El Arsénico se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre (Cervantes y col., 

1994) y ha sido señalado como el carcinógeno ambiental número 1 (Yang y Rosen, 2016) 

debido a la toxicidad de sus diferentes formas químicas, en específico de las especies 

inorgánicas pentavalentes y trivalentes, representadas por los oxianiones de As(V) y As(III) 

(Oremland y col., 2009).  

Se considera que el As ha estado presente desde el origen de la tierra, interaccionando 

constantemente con los organismos vivos, principalmente con los microorganismos (Li y 

col., 2014). La relación contaminante-microorganismo probablemente condujo a la aparición 

de los sistemas de resistencia a As (González y col., 2013). De hecho, se ha propuesto que 

sin los sistemas de resistencia al metaloide la vida sobre la tierra no hubiese sido posible 

(Yang y Rosen, 2016). 

 Los sistemas de resistencia a As se han descrito en cromosomas y plásmidos procarióticos, 

principalmente los codificados por los genes ars (Yang y Rosen, 2016). El sistema más 

común de resistencia al metaloide radica en la reducción del As(V) a As(III) por acción de 

una arsenato reductasa y la posterior expulsión del As(III) a través de bombas (Li y col., 

2014). Hoy en día se han caracterizado diversas variantes del sistema general, conduciendo 

a sistemas de resistencia más complejos (Tabla 1), indicando la constante necesidad de los 

organismos vivos de defenderse ante los efectos tóxicos del metaloide. 

Anteriormente, en análisis filogenéticos se reportó la presencia de genes ars en cepas del 

género Burkholderia, pero éstos no se han analizado a nivel molecular (Li y col., 2014). Sin 

embargo, en la cepa en estudio en este trabajo, Burkholderia xenovorans LB400, no se ha 

reportado la presencia de genes de resistencia a As, lo cual llamó la atención al tratarse de 

una cepa que presenta una versatilidad fenotípica y metabólica. Por ejemplo, LB400 fue 

aislada de un ambiente contaminado con bifenilos policlorados, presenta un genoma 

relativamente grande (9.73 Mpb) comparado a otras bacterias, tiene una elevada redundancia 

génica (17.6%) en comparación con bacterias de vida libre (Chain y col., 2006) y en nuestro 

grupo de trabajo ha sido ampliamente estudiada por sus múltiples genes de resistencia a 

cromato (Acosta-Navarrete y col., 2014; Reyes-Gallegos y col., 2016). 

Considerando que LB400 proviene de un ambiente contaminado (Chain y col., 2006) y dado 

que cuenta con un sistema caracterizado de resistencia a cromato (Acosta-Navarrete y col., 

2014; Reyes-Gallegos y col., 2016), fue razonable considerar que esta cepa probablemente 

contara con sistemas de resistencia a As. Debido a esto, en 2016 Reyes-Gallegos realizó una 

búsqueda de probables genes ars en el genoma de LB400. Se identificaron 8 genes arsR, 3 

genes arsB, 2 genes arsC y 1 gen arsH, los cuales probablemente estaban relacionados con 

la resistencia al metaloide. Esto condujo a que en 2017, Salgado-Lora realizara ensayos de 
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susceptibilidad al metaloide, concluyendo que B. xenovorans LB400 es resistente a As en 

comparación con una cepa estándar de E. coli (Figura 12).  

El presente proyecto abordó el análisis de los genes que codifican un fenotipo de resistencia 

a las especies inorgánicas de As, As(V) y As(III), siendo dirigido a los genes arsB, que 

codifican una probable bomba de expulsión de As(III) y arsC, que codifican una probable 

arsenato reductasa. 

Primeramente se realizó un análisis filogenético de los genes señalados como arsB y arsC en 

LB400, con la finalidad de verificar que pertenezcan a familias caracterizadas, identificar 

probables transportadores de As(III) o arsenato reductasas adicionales y determinar el grupo 

filogenético al que pertenecen las proteínas codificadas por dichos genes.  

El análisis filogenético realizado por Li y col. en 2014 señaló que el género Burkholderia 

presenta únicamente transportadores de As(III) de la familia Acr3; sin embargo, el genoma 

de LB400 indicaba la presencia de genes para tres proteínas ArsB (Tabla 8). Debido a esto, 

el análisis se inició con la familia de transportadores de As(III) ArsB. Las proteínas molde 

para realizar el análisis fueron ArsB codificadas en los plásmidos R773 de E. coli (Chen y 

col., 1986) y pI258 de S. aureus (Ji y Silver, 1992), primeras proteínas caracterizadas de 

ambas familias de transportadores. La base de datos generada de las probables ArsB de 

LB400 presentó 38 proteínas, incluyendo a ArsB1 y ArsB3 (Figuras 15 y 16). El 

alineamiento múltiple de las 38 probables ArsB generó un árbol donde la mayoría de las 

proteínas, incluyendo a ArsB1, se localizaron distantes a las ArsB caracterizadas y además 

presentaron valores de identidad de su secuencia de aminoácidos menores al 14% (Figura 

15); estos valores sugieren que las proteínas en análisis no se encuentran filogenéticamente 

relacionadas. ArsB1 en específico presentó valores de identidad de 9.4 y 9.9% con ArsB 

R773 y ArsB pI258 (Figura 15), respectivamente, datos relativamente bajos que 

establecieron que ArsB1 no corresponde a los transportadores de As(III) de la familia ArsB, 

por lo que fue descartada del análisis.  

Por otro lado, ArsB3, Bxe_B2638 y Bxe_C0981 se localizaron en la misma rama que ArsB 

de R773 y pI258 (Figura 16), además de que presentaron los mayores porcentajes de 

identidad (17-22%) en relación a los transportadores caracterizados. Los valores de identidad 

de ArsB3, Bxe_B2638 y Bxe_C0981 son relativamente bajos; sin embargo, se encuentran 

dentro de los límites que comúnmente son utilizados para considerar la existencia de 

homología entre las proteínas. Bxe_B2638 y Bxe_C0981 se señalan como probables 

transportadores de la familia ABC de sulfonato y nitrato/sulfonato/bicarbonato, 

respectivamente, aunque ninguno se ha caracterizado.  

El alineamiento múltiple generado tras la edición de la base de datos señaló a ArsB3, que 

presentó los mayores valores de identidad con ArsB R773 y pI258 (26.6 y 25%, 

respectivamente), mientras que Bxe_B2638 y Bxe_C098, presentaron valores menores al 
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20% (Figura 17A). Los porcentajes de identidad claramente se reflejaron en los árboles tanto 

del alineamiento múltiple (Figura 17B) como del análisis filogenético (Figura 18),  donde 

es clara e indudable la relación existente entre ArsB3 y los ArsB de R773 y pI258 que se 

agrupan en la misma rama dejando fuera a Bxe_B2638 y Bxe_C098. Por lo tanto, se 

estableció que ArsB3 es el único transportador de As(III) perteneciente a la familia ArsB del 

genoma de LB400.  

El análisis de los transportadores de As(III) continuó en el genoma de LB400 con la familia 

Acr3. La base de datos inicial contaba con 12 proteínas, dentro de las cuales sorpresivamente 

se encontró a la proteína señalada como ArsB2. Al realizar el alineamiento múltiple se 

observó que únicamente ArsB2 presentó un porcentaje de identidad relativamente elevado 

(26.7%) con la proteína Acr3 molde, Tn Acr3, perteneciente a Bacillus subtilis (Sato y 

Kobayashi, 1998); el resto de las secuencias no superó el 10% de identidad (Figura 19). 

Además, la relación se mantuvo en el árbol generado donde ArsB2 y Tn Acr3 se agruparon 

en la misma rama, distantes del resto de las proteínas (Figura 20). La excepción fue 

Bxe_B1806 que también se localizó en la misma rama; sin embargo, no se consideró 

relevante ya que presentó un porcentaje de identidad de 9.1%, valor que comúnmente es 

considerado bajo para establecer relaciones filogenéticas con Tn Acr3. Lo anterior permitió 

concluir que LB400 cuenta con dos probables transportadores de As(III), ArsB2 y ArsB3 

denominados en el resto del trabajo como Acr3 y ArsB, respectivamente. La presencia de un 

transportador de cada tipo probablemente proporciona al organismo una mayor capacidad 

ante los efectos tóxicos del As(III) y Antimonito [Sb(III)]. 

El Sb(III) puede ser expulsado por las bombas de expulsión ArsB (Ji y Silver, 1992), dada su 

similitud química con el As(III); un ejemplo de este fenómeno es Ochrobactrum tritici 

SCII24 (Branco y col., 2008), bacteria capaz de crecer en un medio con As(III) o Sb(III).  

Por parte de las arsenato reductasas, se ha indicado que las Burkholderias comúnmente 

presentan diversas copias de los genes que codifican proteínas ArsC (Li y col., 2014). En el 

caso de LB400, el análisis de su genoma indicaba dos probables ArsC, sin especificar la 

familia a la que pertenecían. El análisis inició con la familia ArsCGrx/GSH, utilizando como 

modelo a la ArsC de R773 (Chen y col., 1986). La base de datos inicial fue de 15 proteínas 

donde se incluyó a ArsC1 y ArsC2 (Tabla 8); en el alineamiento múltiple, ambas proteínas 

presentaron los mayores porcentajes de identidad con ArsC de R773 Grx/GSH (65.7 y 

41.7%), respectivamente, además de tener una identidad relativamente elevada entre ellas 

(40.9%) (Figura 21). El resto de las proteínas en análisis presentaron valores de identidad 

que no superaron el 18%. En dicho análisis resaltaron Bxe_A1669 y Bxe_B1460 que, a pesar 

de presentar porcentajes relativamente bajos de identidad con la proteína molde, mostraron 

una identidad del 23% con ArsC2. En el árbol generado, se obtuvo a ArsC1 y ArsC2 presentes 

en la misma rama con ArsC de R773 Grx/GSH, siendo ArsC1 la que mostró una relación 

más estrecha (Figura 22); junto a ellas se localizó Bxe_B0451, proteína que no había sido 

señalada debido a que en el reporte de identidades presentó un valor relativamente bajo 
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(14.9%) con la proteína molde (Figura 21). Por otra parte, Bxe_A1669 y Bxe_B1460, que 

anteriormente mostraron relación con ArsC2, se localizaron en ramas distantes a ésta (Figura 

22). Hasta este punto fue posible determinar que ArsC1 y ArsC2 son arsenato reductasas 

pertenecientes a la familia ArsCGrx/GSH; sin embargo, el surgimiento de otras probables ArsC 

condujo a la elaboración de un análisis más detallado donde se incluyeron otras ArsC 

caracterizadas. 

 En el análisis de las ArsCTrx, utilizando como proteína molde ArsCTrx de pI258 (Ji y Silver, 

1992), se obtuvo una base de datos de 20 proteínas de LB400; el alineamiento múltiple de 

las 20 proteínas resaltó a cinco proteínas que presentaron valores relativamente elevados de 

identidad (20-24%) con pI258 Trx (Bxe_B0508, Bxe_B1017, Bxe_B1727, Bxe_2556 y 

Bxe_C1087) (Figura 23). En el árbol generado, estas secuencias se agruparon con la proteína 

molde, siendo Bxe_B1017 la que presentó una relación más cercana (Figura 24). Las cinco 

proteínas indicadas anteriormente se encuentran señaladas en el genoma de LB400 como 

probables Tirosina fosfatasas, lo cual no rompe la conexión con las ArsC ya que existe 

evidencia de que las ArsCTrx tienen una relación evolutiva con las enzimas llamadas 

fosfatasas de bajo peso molecular (PTPasa-LMW) (Bennett y col., 2001). En el alineamiento 

múltiple, las cinco proteínas presentaron porcentajes similares de identidad con pI258 Trx 

(22-25%) (Figura 25A), además de que en el árbol generado todas surgieron a partir de la 

misma rama que la proteína molde, a excepción de Bxe_B1017 (Figura 25B). Hasta este 

punto no era posible descartar a ninguna de las probables secuencias candidatas por lo cual 

se elaboraron árboles filogenéticos para esclarecer la existencia de relaciones evolutivas. Con 

ambos métodos filogenéticos se obtuvieron árboles con la misma topología, donde 

Bxe_B1017 es la única proteína que se agrupó en la misma rama con pI258 Trx mientras que 

el resto se mostró en una rama separada (Figura 26); estos resultados difieren de lo obtenido 

anteriormente por lo que se mantuvo el grupo de las cinco proteínas y se procedió a ampliar 

el análisis. 

El grupo de proteínas que se mantenían sin una relación definida con las ArsC moldes 

utilizadas se reunieron en un alineamiento múltiple con ArsC de diferentes especies 

caracterizadas. Los arboles filogenéticos generados indicaron claramente ambas familias de 

arsenato reductasas; ArsC1 y ArsC2 mantuvieron la relación que se observó anteriormente, 

localizándose dentro del grupo de ArsCGrx/GSH (Figura 27), mientras que el grupo de 

probables ArsC de LB400 se agruparon entre sí en una rama independiente, a excepción de 

Bxe_A1669 y Bxe_B1017 que se localizaron en el grupo de ArsCGrx/GSH y ArsCTrx, 

respectivamente. Bxe_A1669 presentó valores de identidad relativamente elevados con 

ArsCGrx/GSH de Salmonella entérica (Veeraraghavan y col., 2016) y Neisseria gonorrhoeae 

(43.1% y 45.2%, respectivamente), y Bxe_B1017 presentó identidad con la ArsCTrx de 

Pseudomonas aeruginosa  PAO1 (Cai y col., 1998) y Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 

23270 (Butcher y Rawlings, 2002) (32.9 y 27.8%, respectivamente) (Figura 28).  
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Lo anterior condujo a concluir que LB400 cuenta con cuatro probables proteínas ArsC: 

ArsC1 (Bxe_A1669) del cromosoma 1, ArsC2 (Bxe_B0302) y ArsC4 (Bxe_B3030) del 

cromosoma 2, pertenecientes a la familia ArsCGrx/GSH, y ArsC3 (Bxe_B1017), también del 

cromosoma 2, perteneciente a la familia ArsCTrx. 

La presencia simultánea de secuencias de ambas familias ArsC es común en proteobacterias 

donde inclusive se han encontrado formando parte de un mismo operón. Por ejemplo, en 

Herminiimonas arsenicoxydans (Muller y col., 2007), Ochrobactrum tritici (Branco y col., 

2008) y Sinorhizobium sp. (Drewniak y col., 2013), organismos que presentan una resistencia 

relativamente elevada a As(V). Esto lleva a considerar que la presencia de secuencias de 

ambas familias de arsenato reductasas permite a los microorganismos ampliar las rutas 

metabólicas contribuyendo con la reducción del As(V), representando un sistema con mayor 

eficiencia comparado a los organismos que únicamente cuentan con un solo tipo de ArsC 

(Muller y col., 2007). Anteriormente se observó que LB400 es más tolerante al oxianión 

As(V), al comparar su crecimiento en As(III) en concentraciones relativamente equivalentes 

[12.5 mM de As(V) y 1.25 mM de As(III)] (Figura 12), teniendo en cuenta que el As(III) es 

aproximadamente 10 veces más tóxico que el As(V) (Chen y col., 2016); lo anterior indica 

que el sistema de reducción de As(V) de LB400 es más efectivo que el sistema de expulsión 

del As(III), lo que probablemente esté relacionado con el número y variedad de arsenato 

reductasas que presenta, tal es el caso de Ochrobactrum tritici SCII24, cepa que presenta dos 

arsenato reductasas ambas codificadas por un mismo operón y pertenecientes a familias 

diferentes, las cuales confieren un nivel de resistencia a As(V) (200mM) cuatro veces mayor 

que a As(III) (50mM) (Branco y col., 2008). 

El análisis filogenético de los genes de resistencia a As de LB400 expone que el organismo 

cuenta con un sistema de resistencia complejo, conformado por integrantes de ambas familias 

existentes tanto de transportadores de As(III) como de arsenato reductasas. Debido a esto se 

condujo al análisis de los distintos elementos que conforman dicho sistema para determinar 

su participación en la resistencia a As. 

- Operón arsRacrCH 

El termino operón fue introducido a inicios de los 60s por Jacob y col. (1960) y utilizado por 

Jacob y Monod en 1961 para describir al grupo de genes bacterianos adyacentes cuya 

expresión se encuentra regulada bajo un mismo promotor y las proteínas generadas 

pertenecen a una misma ruta metabólica. El grupo de genes arsR3, acr3, arsC2 y arsH del 

genoma de LB400 cumplen con dichas características: son genes adyacentes e inclusive las 

secuencias de algunos de ellos se sobreponen (acr3 y arsC2, 4 pb; arsC2 y arsH, 1 pb); 

únicamente se identificó un probable promotor río arriba del extremo 5´de arsR3 (Figura 50), 

y además los cuatro genes probablemente participan en la resistencia a As.  
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Para determinar la participación del grupo de genes denominado  arsRacrCH en la resistencia 

a As de LB400, un fragmento de DNA que contiene al grupo fue clonado y transferido a 

cepas estándar de laboratorio para posteriormente realizar ensayos de susceptibilidad a As(V) 

y As(III). Inicialmente, el grupo de genes fue transferido a E. coli AW3110, cepa cuyo operón 

cromosómico arsRBC fue eliminado (Carlin y col., 1995) por lo cual presenta un fenotipo de 

sensibilidad a As (Figura 30), resultando la primera opción para determinar el 

funcionamiento del grupo de genes. Los ensayos de As(V) permitieron evaluar la 

participación de ArsC2 (Arsenato reductasa) mientras que en As(III) se analizó a Acr3 

[bomba de expulsión de As(III)]. En las pruebas con As(V), la cepa AW3110 

(pUC_arsRacrCH) presentó un crecimiento ligeramente mayor comparado a AW3110; sin 

embargo, el fenotipo fue mucho menor comparado con el control resistente, W3110 

(pUCP20). En As(III), AW3110 (pUC_arsRacrCH) presentó un crecimiento 

significativamente mayor comparado con la cepa mutante (Figura 32). Estos resultados 

indican que la bomba de expulsión Acr3 es funcional aunque a un nivel menor (70% 

aproximadamente) comparada con la bomba ArsB presente en la cepa silvestre W3110, cuya 

función se intentaba complementar. Se ha propuesto que la eficiencia de los transportadores 

de As(III) radica en la afinidad que existe por el sustrato; ArsB expulsa As(III) en su forma 

neutra [As(OH)3], sin requerir residuos catalíticos, mientras que Acr3 lo hace en su forma 

ionizada requiriendo residuos de cisteína conservados (Fu y col., 2009). El transportador 

Acr3 de LB400 carece de algunos de los sitios catalíticos que permiten su interacción con el 

As(III) dentro de la célula conduciendo a una expulsión menos efectiva comparada con el 

ArsB de W3110. Este fenómeno se ha observado anteriormente en Alkaliphilus 

metalliredigens (Fu y col., 2009) y Corynebacterium glutamicum (Villadangos y col., 2011). 

Sin embargo, a pesar de la diferencia observada se concluye que LB400 cuenta con un 

transportador Acr3 funcional que participa en la resistencia a As(III). 

Por otra parte, en el análisis de ArsC2 de AW3110 (pUC_arsRacrCH) se observó que la 

proteína presentó una mínima participación en la resistencia a As(V) lo cual llamó la atención 

al tener en cuenta que LB400 presenta una resistencia relativamente elevada a dicho oxianión 

(Figura 32); por esta razón se continuó con el análisis en E. coli JW3470-1, cepa 

interrumpida en el gen arsC, en espera de esclarecer la participación de ArsC2 en la 

resistencia a As(V). Sin embargo, se obtuvo un resultado inesperado donde JW3470-1 

(pUC_arsRacrCH) presentó un crecimiento similar a la mutante, indicando un fenotipo de 

sensibilidad al agente tóxico (Figura 33A). Por lo tanto, se concluyó que ArsC2 no es 

funcional en las cepas de E. coli evaluadas. 

La actividad de las arsenato reductasas depende de los cofactores glutarredoxina/glutatión o 

tiorredoxina, dependiendo de la familia que pertenezcan; E. coli presenta cuatro isoformas 

de Grx: Grx1, Grx2, Grx3 y Grx4, las cuales a su vez se clasifican en términos estructurales 

y propiedades catalíticas, distinguiéndose Grx2 del resto por poseer baja similitud en 
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secuencia y propiedades cinéticas únicas; su principal función es donar electrones para la 

reducción del As(V), colaborando con ArsCGrx/GSH (Ye y col., 2014).  

Debido a que ArsC2 pertenece a la familia ArsCGrx/GSH, su actividad relativamente baja en 

AW3110 (Figura 32) y JW3470-1 (Figura 33A) probablemente se deba a que existe una 

mínima concentración de Grx2 en el citoplasma de las cepas utilizadas, debido a que 

predomina alguna de las otras isoformas o, en su caso, la Trx. Se ha reportado que arsenato 

reductasas de la familia ArsCTrx de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 expresadas 

en AW3110 confirieron una resistencia 30 veces mayor a As(V) en la cepa complementada 

comparada con la mutante (Ordóñez y col., 2005), lo cual señala que la Trx presente en 

AW3110 permite la función de las ArsCTrx. Debido a esto, se transfirió el plásmido 

recombinante (pUC_arsRacrCH) a una cepa de una especie filogenéticamente más similar a 

LB400, Pseudomonas aeruginosa PAO1. En los ensayos en As(V), PAO1 

(pUC_arsRacrCH) presentó un crecimiento significativamente mayor comparado al control 

resistente, sin sufrir afectación inclusive a la mayor concentración de As(V) utilizada (15 

mM) (Figura 33B). De esta forma, se concluyó que ArsC2 es funcional confiriendo un 

elevado nivel de resistencia a As(V). 

Hoy en día existe una gran diversidad de operones ars caracterizados (Tabla 1), cada uno 

presentando ciertas peculiaridades estructurales; sin embargo, al referirse a los elementos que 

regulan la expresión, específicamente al promotor, es más común la presencia de promotores 

relacionados con el factor σ70 de E. coli. Como ejemplos están los operones ars de 

Acidithiobacillus ferrooxidans (Butcher y col., 2002), Acidiphilium multivorum AIU 301 

(Suzuki y col., 1998), Ochrobactrum tritici SCII24 (Branco y col., 2008), Synechocystis sp. 

(López-Maury y col., 2003) y E. coli (Chen y col., 1986) (Tabla 1). De igual manera, el 

análisis in silico del grupo de genes en estudio arsRacrCH reveló un probable promotor 

relacionado con el factor σ70 (Figura 50). El factor σ70, denominado así debido a su peso 

molecular (70 kDa), también es denominado factor σ primario, vegetativo y/o constitutivo o 

proteína RpoD; representa el factor responsable de la expresión de la mayoría de los genes 

esenciales para la célula (Davis y col., 2017). Debido a esto, se propone que el operón 

arsRacrCH de LB400 probablemente se expresa bajo condiciones normales de crecimiento, 

señalándolo como el participante primario en la resistencia a As en ambientes de baja 

toxicidad, al no requerir de una condición específica de exposición a As para su expresión. 

Teniendo en cuenta que el arreglo de genes en operones provee una ventaja en los sistemas 

de resistencia al coordinar la regulación de genes que codifican proteinas con funciones 

relacionadas (Salgado y col., 2000). 

Al referirse a un operón ars, un elemento fundamental es la proteína reguladora ArsR, la cual 

actúa reprimiendo la expresión del operón (Xu y col., 1996). En la actualidad se conoce a 

detalle el mecanismo de acción de los reguladores de la familia ArsR (Busenlehner y col., 

2003) y los elementos conservados en su estructura. Son esenciales el dominio de unión a 

DNA, denominado dominio HTH (Gajiwala y Burley, 2000), el cual interacciona con la 
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región reguladora del operón, y el sitio catalítico, conformado por cuatro Cys conservadas 

que son las encargadas de la interacción con el As(III) (Kang y col., 2016). Debido a esto se 

realizó un análisis in silico de la proteína ArsR codificada por el grupo de genes arsRacrCH 

con la finalidad de identificar el dominio HTH y el sitio catalítico que presentan los 

reguladores pertenecientes a la familia SmtB/ArsR; para ello se realizó un alineamiento 

múltiple de la ArsR de LB400 y algunas ArsR caracterizadas en otras especies bacterianas. 

Se logró identificar que la ArsR de LB400 cuenta tanto con el dominio HTH como con el 

dominio catalítico presente en las ArsR caracterizadas; además, se identificó una Cys 

adicional a las que conforman el sitio catalítico, tanto el ArsR de LB400 como en las ArsR 

de cepas del orden Burkholderiales (Figura 55). Por lo tanto, se concluye que la ArsR 

codificada por el probable operón arsRacrCH representa un posible regulador perteneciente 

a la familia SmtB/ArsR y que por lo tanto debe regular la expresión de los genes adyacentes.  

Posteriormente se evaluó la inducción del sistema de resistencia a As de LB400, para lo cual 

previamente se realizaron cinéticas de crecimiento donde se determinaron las 

concentraciones tóxicas de As(V) (15 mM) y As(III) (0.5 mM) a utilizar. Como agente 

inductor se usó la décima parte de la concentración tóxica de cada oxianión. La inducción de 

los operones ars es realizada directamente por As(III), siendo el agente que interacciona con 

el represor ArsR, generándole un cambio conformacional y con ello provocando su liberación 

de la región reguladora del operón, permitiendo la interacción con la RNA polimerasa (Shen 

y col., 2013) (Figura 5). Sin embargo, el As(V) también puede activar el sistema, aunque de 

forma indirecta, ya que primeramente debe ser reducido a As(III) (Wu y Rosen, 1991). Los 

ensayos de inducción en LB400 mostraron que el sistema de resistencia a As es inducido por 

concentraciones subinhibitorias tanto de As(V) como de As(III) (Figuras 57 y 58). Al 

comparar los ensayos, se observó que el cultivo inducido con As(III) rápidamente recuperó 

su crecimiento tras la adición de la concentración tóxica del agente mientras que en el ensayo 

con As(V), el efecto de inducción se observa tardío; este resultado va en relación a lo descrito 

anteriormente: el As(V) debe ser primero reducido a As(III) antes de poder inducir el sistema. 

Entre los operones ars descritos existen ejemplos de sistemas inducidos por As(V) y As(III), 

tales como los pertenecientes a Bacillus subtilis (Sato y Kobayashi, 1998), Desulfovibrio 

desulfuricans (Li y Krumholz, 2007), Campylobacter jejuni (Wang y col., 2009) y 

Corynebacterium glutamicum (Villadangos y col., 2011). 

Por lo tanto, se concluye que el sistema de resistencia a As de LB400 es inducible por los 

oxianiones As(V) y As(III); sin embargo, no es posible atribuir dicho fenómeno al probable 

operón arsRacrCH considerando que existen genes arsR, arsB y arsC adicionales en el 

genoma de LB400 que pueden estar respondiendo ante la presencia de dichos oxianiones. 

En los resultados discutidos anteriormente se ha señalado al grupo de genes arsRacrCH  

como un operón debido a las características que reúne y a los elementos reguladores que se 

identificaron en el análisis in silico (Figura 50), elementos que, como se mencionó 

anteriormente, son fundamentales para definir a un grupo de genes como operón. Sin 
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embargo, es necesaria una prueba experimental que permita avalar tal hecho; debido a esto 

se analizó la co-expresión de las regiones intergénicas arsR-acr3, acr3-arsC2 y arsC2-arsH 

mediante ensayos de RT-PCR, utilizando muestras de RNA extraídas de cultivos de LB400 

sin inducir y cultivos inducidos con As(III). Antes de evaluar la co-expresion de los genes 

mencionados se analizó la expresión del gen arsR individual con la finalidad de tener un dato 

preliminar sobre el grupo de genes. En estos ensayos se obtuvo que la expresión de arsR es 

inducida por As(III) (Figura 59). La presencia del regulador ArsR, proteína que como se 

mencionó anteriormente reprime la expresión de los operones ars   (Wu y Rosen, 191), indica 

que existe un probable operón ars al cual regula. Aunque la expresión de arsR representó un 

dato alentador, cuando se analizó la co-expresión de los demás genes del grupo no fue posible 

detectar ninguno de los fragmentos esperados en los ensayos de RT-PCR, por lo tanto el 

denominado operón arsRacrCH se designará únicamente como un grupo de genes hasta que 

exista la prueba experimental rigurosa requerida.  

- Gen arsB 

Las proteínas ArsB son los transportadores de As(III) descritos en los sistemas de resistencia 

a As más antiguos (Chen y col., 1986; Ji y Silver, 1992). Sin embargo, un análisis filogenético 

realizado por Yang y col. en 2015 demostró que su presencia en los genomas bacterianos es 

menor (15.2%) comparado a los transportadores Acr3 (66.5%); y en el caso del orden 

Burkholderiales no se había descrito anteriormente su presencia (Li y col., 2014). Debido a 

esto resalta la identificación, realizada en este trabajo, de un probable transportador ArsB en 

el genoma de B. xenovorans LB400.  

En los ensayos de susceptibilidad a As(III) realizados, se observó que la cepa transformante 

AW3110 (pUC_arsB) presentó un crecimiento mayor comparado a la cepa silvestre; sin 

embargo, se mantuvo sensible comparada al control resistente W3110 (Figura 36). En el 

caso de la cepa JW3469-1 (pUC_arsB), ésta presentó un crecimiento ligeramente mayor 

comparada a la mutante JW3469-1 pero manteniendo un fenotipo de sensibilidad comparado 

a la cepa silvestre (Figura 37). Estos resultados permiten concluir que ArsB es funcional 

confiriendo resistencia a As(III) de forma moderada. La diferencia de su participación en la 

resistencia al oxianión entre ambas mutantes (AW3110 y JW3469-1) probablemente se debe 

a que ArsB de LB400, siendo una proteína de membrana heteróloga, presenta problemas al 

anclarse en la membrana interna de las células de E. coli debido a las diferencias intrínsecas 

que presenta con LB400 (Wang y col., 2016). 

En el análisis in silico, arsB presentó un probable promotor relacionado al factor σ32 (Figura 

51). σ32 representa el factor de transcripción responsable de la expresión de los genes que 

codifican a las llamadas proteínas de choque térmico, cuya inducción ocurre por el aumento 

drástico de temperatura de 30 a 42°C (Potvin y col., 2007). Las proteínas bacterianas de 

choque térmico, abreviadas HSPs por sus siglas en inglés, corresponden a chaperonas 

moleculares y proteasas que constituyen el sistema de plegamiento, reparación y degradación 
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de proteínas (Arséne y col., 1999). Su síntesis se induce después de la exposición a 

condiciones de estrés que conllevan al desplegamiento de proteínas (Bukau, 1993). El As(III) 

representa un agente tóxico capaz de afectar la estructura tridimensional de las proteínas, 

dada su interacción con los grupos sulfhidrilo de los residuos de Cys (Yang y col., 2012), 

siendo capaz de generar estrés celular; por ello no es de sorprender que los genes de 

resistencia a As, en este caso arsB, presenten un promotor relacionado a σ32. Por esta razón 

se propone que arsB es inducido bajo alguna condición de estrés. Sin embargo, en los ensayos 

de RT-PCR no se logró detectar la expresión del gen aún en medio con As(III). Teniendo en 

cuenta que en los ensayos de susceptibilidad a As(III) mencionados anteriormente, ArsB 

presentó una participación variable en la resistencia al oxianión (Figuras 36 y 37), y que 

además no se logró detectar su expresión con las condiciones ensayadas; se concluye que 

arsB probablemente se expresa a concentraciones muy bajas y que por lo tanto su 

participación en la resistencia a As(III) es moderada.   

Recabando los resultados correspondientes al sistema de resistencia a As(III) de LB400 se 

concluye que presenta dos transportadores funcionales: un Acr3 y un ArsB, siendo Acr3 el 

principal participante en la resistencia a As(III). La co-existencia de transportadores de 

diferentes familias puede deberse a la especificidad que presentan, donde ArsB, como se 

mencionó anteriormente, además de expulsar As(III) permite también la expulsión de Sb(III) 

(Maciaszczyk-Dziubinska y col., 2012), confiriendo a la bacteria una mayor capacidad de 

sobrevivir ante los efectos tóxicos de dichos compuestos al presentar un sistema de 

resistencia más complejo. Un caso similar se ha reportado en las bacterias resistentes a As 

(AsR) Rhodopseudomonas palustris (Qin y col., 2006) y Herminiimonas arsenicoxydans 

(Muller y col., 2007) que de igual manera presentan transportadores de As(III) de ambas 

familias ArsB y Acr3. 

- Gen arsC1 

Los genes arsC, además de formar parte de operones ars, es común encontrarlos dispersos 

en los genomas bacterianos inclusive en más de una copia (Li y col., 2014); esta situación 

ocurre en LB400 donde se identificaron tres genes arsC adicionales al gen arsC2 del operón 

(arsC1, arsC3 y arsC4)  (Tabla 4). La participación de arsC1, que codifica a  ArsC1, una 

probable arsenato reductasa perteneciente a la familia ArsCGrx/GSH (Figura 27) en la 

resistencia a As(V) fue evaluada en las mutantes de E. coli AW3110 (Figura 40) y JW3470-

1 (Figura 41A), y en P. aeruginosa PAO1 (Figura 41B). En los tres casos las cepas 

transformantes presentaron un crecimiento similar al control sensible, presentando un 

fenotipo de sensibilidad a As(V), lo cual permitió concluir que ArsC1 no es funcional bajo 

las condiciones ensayadas. Al pertenecer a la misma familia ArsCGrx/GSH que ArsC2 (ArsC 

del operón) se esperaba que ArsC1 fuera funcional en la cepa PAO1 tal como ocurrió con 

aquella (Figura 33B); sin embargo, no fue así (Figura 41B).  
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En el análisis in silico de arsC1 se identificó un probable promotor relacionado con el factor 

σ32 (Figura 52), similar a lo ocurrido con el gen arsB (Figura 51). Como se mencionó 

anteriormente, el factor σ32 participa en la expresión de proteínas bajo condiciones de estrés, 

ambiente que puede ser generado por la presencia de As(III). En el caso de los ensayos de 

RT-PCR, se obtuvo la amplificación del gen arsC1 a partir del RNA extraído de un medio 

con As(III)  (Figura 60), lo cual indica que la expresión de arsC1 se induce por la presencia 

de As(III). El gen arsC1 respondió a la presencia del oxianión, sin embargo, la proteína 

codificada ArsC1 no participó en la resistencia a As(V) (Figuras 40 y 41), lo cual permite 

proponer que probablemente ArsC1 tiene una participación mínima en el sistema de 

resistencia de LB400, actuando en concentraciones muy bajas de As(V). 

- Gen arsC3 

De las cuatro arsenato reductasas de LB400 obtenidas en el análisis filogenético, ArsC3 

codificada por el gen arsC3 representa la única enzima de la familia ArsCTrx (Figura 27), por 

lo cual para llevar a cabo la reducción del As(V) a As(III) requiere del cofactor Trx 

(Mukhopadhyay y col., 2002). La versatilidad de las enzimas Trxs radica en la presencia de 

dos Cys libres en su sitio catalítico, las cuales pueden interaccionar fácilmente con otras 

moléculas (Roos y col., 2009). En las ArsC bacterianas, propiamente en la reducción del 

As(V) a As(III), participan las Trx reduciendo a la ArsCTrx, que queda oxidada después de su 

interacción con el As(V), regenerando a la enzima (Messens y Silver, 2006). La expresión 

heteróloga de ArsCsTrx en cepas de E. coli ha sido exitosa confiriendo resistencia a As(V), 

teniendo como ejemplos genes arsCTrx de Thiobacillus ferrooxidans (Butcher y col., 2000) y 

Bacillus sp. (Bhat y col., 2011). Sin embargo, en el caso de la ArsC3 de LB400 no se observó 

su participación en la resistencia a As(V) en las mutantes de E. coli AW3110 (Figura 44) y 

JW3470-1 (Figura 45A) ni en P. aeruginosa PAO1 (Figura 45B). 

El análisis in silico de arsC3 reveló la presencia de un probable promotor relacionado con el 

factor σ32 (Figura 53). Este factor transcripcional, como se mencionó anteriormente, es 

responsable de la expresión de proteínas de choque térmico bajo una condición de estrés 

(Potvin y col., 2006). En el caso de los ensayos de RT-PCR, se detectó una ligera expresión 

del gen tanto en cultivos no inducidos como inducidos con As(III) (Figura 61), indicando 

que el gen arsC3 se expresa de forma constitutiva sin depender de la presencia del As(III). 

Los genes constitutivos son aquellos que la célula expresa continuamente durante 

condiciones normales de crecimiento siendo esenciales para la sobrevivencia de la bacteria 

(Paték y col., 2013). La expresión detectada de ArsC3 es baja, razón por la cual 

probablemente no fue la suficiente para conferir resistencia a As(V); sin embargo, ArsC3 

puede estar actuando como un activador indirecto al proporcionar el As(III) para la inducción 

del probable operón arsRacrCH, sistema que confiere el mayor nivel de resistencia a As 

(Figuras 32B y 33B). Existe evidencia experimental de Arsenato reductasas constitutivas 

cuya participación en la resistencia a As radica en reducir el As(V) a As(III) para que éste 

active operones ars; tal es el caso de  Desulfovibrio desulfuricans (Li y Krumholz, 2007), 
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Geobacillus kaustophilus (Cuebas y col., 2011) y Corynebacterium glutamicum (Villadangos 

y col., 2011).  

- Gen arsC4 

La arsenato reductasa ArsC4 de LB400 fue clasificada en el análisis filogenético como 

ArsCGrx/GSH  (Figura 27). Los ensayos anteriores con ArsC1 y ArsC2 han señalado que la 

expresión heteróloga de estas enzimas en las mutantes de E. coli AW3110 (Figura 32 y 40)  

y JW3470-1 no ha sido eficiente (Figura 33A y 41A), probablemente por los requerimientos 

de cofactores Grx y GSH, como se explicó anteriormente. En cambio, la participación de 

ArsC2 en la resistencia As(V) fue esclarecida en la cepa P. aeruginosa PAO1 probablemente 

debido a la cercanía filogenética con B. xenovorans LB400 (Goris y col., 2004). Sin embargo, 

ArsC4 presentó un comportamiento diferente a lo observado en las ArsCGrx/GSH  analizadas 

anteriormente, confiriendo una ligera resistencia a As(V) en la mutante JW3470-1 (Figura 

49A) mientras que en AW3110 (Figura 48) y PAO1 (Figura 49B) no participó en la 

resistencia al oxianión.  

El análisis in silico de arsC4 indicó que el gen presenta un probable promotor σ32 (Figura 

54), factor sigma que, como se ha mencionado anteriormente, está relacionado los genes que 

se expresan bajo alguna condición de estrés (Potvin y col., 2006). En los ensayos de expresión 

de arsC4 se observó que la expresión se detecta en un nivel relativamente bajo en cultivos sin 

inducir y que aumenta en cultivos inducidos con As(IIII) (Figura 62), concluyendo que arsC4 

es un gen cuya expresión se induce en respuesta a As(III).  

De forma similar a lo comentado anteriormente en el caso de ArsC1 y ArsC3, el papel de 

ArsC4 en el sistema de resistencia a As de LB400 también puede ser la activación indirecta 

del probable operón arsRacrCH mediante la reducción del As(V) y no directamente el de 

conferir resistencia a concentraciones elevadas del oxianión; modelos de este tipo se han 

propuesto en organismos como Desulfovibrio desulfuricans (Li y Krumholz, 2007), 

Geobacillus kaustophilus (Cuebas y col., 2011) y Corynebacterium glutamicum (Villadangos 

y col., 2011). 

Del análisis del sistema de resistencia a As(V) se concluye que B. xenovorans LB400 cuenta 

con cuatro arsenato reductasas: ArsC1, ArsC2, ArsC3 y ArsC4, cada una ejerciendo un papel 

diferente en el sistema de resistencia a As(V). ArsC1 no fue funcional, sin embargo, el gen 

arsC1 se expresó en presencia de As(III); ArsC2 presente en el probable operón, se señala 

como la principal proteína que reduce el As(V) a As(III) confiriendo resistencia; ArsC3 no 

fue funcional y el gen arsC3 se expresó en un nivel basal en ausencia y presencia del oxianión; 

finalmente, ArsC4, cuyo gen se expresó en presencia de As(III), confirió moderada 

resistencia a As(V). Por lo tanto, se concluye que las arsenato reductasas ArsC1, ArsC3 y 

ArsC4 son las encargadas de reducir concentraciones relativamente bajas del As(V) que 

ingresa a la célula para generar el As(III) requerido para activar la expresión del probable 
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operón arsRacrCH el cual codifica a la arsenato reductasa ArsC2, partícipe principal en la 

resistencia a As(V). 

Con los resultados comentados anteriormente se concluye que B. xenovorans LB400 cuenta 

con un sistema complejo de resistencia a As, conformado por un grupo de proteínas que 

participan en la resistencia a bajas concentraciones de As(V) y As(III) (ArsB, ArsC1, ArsC3 

y ArsC4) y un sistema con mayor eficiencia que le confiere resistencia a concentraciones 

elevadas de ambos oxianiones (Acr3 y ArsC2).  

Por lo tanto se propone un modelo hipotético del sistema de resistencia a As de LB400 

esquematizado en la Figura 63. Una vez dentro de la célula, el As(V) es reducido a As(III) 

en primera instancia por la arsenato reductasa ArsC3, la cual se expresa de forma constitutiva. 

El As(III) generado conduce a la inducción de la expresión de las arsenato reductasas ArsC1 

y ArsC4, las cuales son partícipes de la reducción del As(V) en bajas concentraciones. El 

As(III) generado por las tres arsenato reductasas, así como el que ingresa a las células 

directamente, es expulsado a través de la bomba ArsB, la cual es eficiente en bajas 

concentraciones de As(III). Cuando la concentración de As(III) dentro de la célula aumenta, 

éste conduce a la desrepresión del probable operon arsRacrCH, al interaccionar con la 

proteína represora ArsR. El operón arsRacrCH codifica la arsenato reductasa ArsC2 y la 

bomba de expulsión de As(III) Acr3, partícipes principales en la resistencia a As(V) y As(III), 

respectivamente, en concentraciones elevadas de ambos oxianiones.  
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Figura 63. Modelo hipotético del sistema de resistencia a As de B. xenovorans LB400. 

Se muestra el As(V) (pentágonos) y As(III) (triángulos) dentro de la célula donde (A), en 

bajas concentraciones de As(V) y As(III) participan las arsenato reductasas ArsC1, ArsC3 y 

ArsC4 y la bomba de expulsión de As(III) ArsB, y (B) en concentraciones elevadas de ambos 

oxianiones, el operón arsRacrCH se desreprime y codifica a la arsenato reductas ArsC2 y la 

bomba de expulsión Acr3, principales proteínas del sistema de resistencia. El funcionamiento 

del sistema se describe en el texto. 
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XII. CONCLUSIÓN 

 

Los genes arsR, acr3 y arsC2, del probable operón, y los genes individuales arsB, arsC1, 

arsC3 y arsC4 de B. xenovorans LB400 participan de forma diferencial en la resistencia a los 

oxianiones de Arsénico. 
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