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ABSTRACT

The biogeochemical cycle of arsenic depends on microbial transformation, which affects the mobility and distribution
of arsenic species in the environment, and might influence in the toxicity of arsenic.

The aim was to study the microbial redox transformations of arsenic in Camarones river sediments. The biological trans-
formation of arsenic was observed in column experiments. The detection of As (lll) and As (V) was carried out for HPLC/
HG/QAAS. Identification of the isolates was achieved by RapID (REMEL. INC). A qualitative KMnO4 method was used to
investigate redox activity. The arsenic tolerance was carried out by serial dilution on agar plate. The arsC genes were de-
tected by PCR. The sediments induced with arsenite showed a light decrease of As (lll) concentration. On the other hand,
when they were induced with arsenate there was a significant transformation of As(V) to As(lll). 49 bacterial strains were
isolated whose tolerance levels varied among <10 and 20 mM for As (lll) and among 50 and 1000 mM for As (V). Of the-
se, the highest percentage corresponded to the reducing bacteria (55%), 4% to oxidizer bacteria, 8% presented both
activities and in 33% of the bacteria none activity was detected. The arsC gene was detected in 9 strains. In the sediment
samples exists, a biological activity responsible for the arsenic transformation, this activity would be given mainly by
heterotrophic arsenate reducing bacteria and in smaller proportion for arsenite oxidizing bacteria.
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RESUMEN

Los microorganismos presentes en suelos y ambientes acuaticos juegan un rol fundamental en el
ciclo biogeoquimico del arsénico, lo que influye en el comportamiento ambiental del metaloide, ya
que las diferentes especies quimicas del arsénico muestran diferencias en la solubilidad o
biodisponibilidad y en la toxicidad. El objetivo del presente trabajo fue conocer las propiedades
redox de las bacterias presentes en sedimentos del rio Camarones y relacionar el rol que jugarian
en la especiacion y movilidad del metaloide. La transformacion biolégica del As, en los sedimentos,
fue estudiada en experimento en columna. La deteccion de As lll y As V se realizé por
HPLC/HG/QAAS. Las bacterias aisladas desde muestras de sedimentos fueron identificadas
mediante el sistema RapID (REMEL. INC). Las propiedades redox se investigaron cualitativamente
utilizando KMnOa. La determinacién de la tolerancia a arsénico se realizé6 mediante dilucion seriada
en placa y la deteccién de los genes arsC se realizé mediante PCR. Los resultados muestran que
en los sedimentos inducidos con arsenito hubo una baja transformacion de As (lll), en cambio
cuando fueron inducidos con arsenato hubo una transformacion significativa de As(V) a As(lll). Se
aislaron 49 cepas bacterianas cuyos niveles de tolerancia variaron entre <10 y 20 mM para As (lll)
y entre 50 y 1000 mM para As (V). De estas, el mayor porcentaje correspondié a bacterias
reductoras (55%), el 4% a bacterias oxidantes, un 8% presenté ambas actividades y en un 33% de
las bacterias ensayadas no se detect6 ninguna actividad. El gen ars C se detecté solamente en 9
cepas bacterianas. De los resultados obtenidos se concluye que en las muestras de sedimento
existe una actividad biolégica responsable de la transformacion de arsénico, la que estaria dada
principalmente por bacterias heterotroficas reductoras de arseniato y en menor proporcion por
bacterias oxidantes de arsenito.
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INTRODUCCION

El arsénico es un elemento toxico, que se distribuye extensa, pero irregularmente en laTierra:
atmosfera, hidrosfera, suelos, sedimentos y organismos vivos. Las fuentes naturales de arsénico
ambiental incluyen el volcanismo, la actividad hidrotérmica y la erosion de rocas sedimentarias e
igneas (que contienen arsénico, como parte de sus constituyentes) por accion atmosférica (Kulp et
al. 2004). La accion antropogénica, por su parte, constituye una segunda fuente de arsénico en el
medio, entre las cuales se encuentran el uso de quimicos agricolas: como pesticidas y herbicidas,
preservativos para madera, residuos de la fundicidn y explotacién minera (Welch et al. 2000). En
areas industrializadas, los crecientes niveles de arsénico como residuo pueden resultar seriamente
perjudiciales para las comunidades humanas y ecoldgicas ubicadas en las cercanias (Jackson et
al.

2003).

La contaminacién por arsénico de las fuentes de agua subterranea y acuiferos destinados a agua
potable, representan un peligro significativo para el medio ambiente y eventualmente para la salud
de millones de personas en todo el mundo (Welch et al. 2000, British Geological Survey, 2001).

En Chile, el aumento de la actividad minera, ha producido una cantidad considerable de material
de desecho, dentro del cual se incluye al arsénico, parte de estos desechos se dispersa en el aire,
agua, sedimento y suelo. Las mayores concentraciones de arsénico ambiental se han encontrado
en el norte del pais (Romero et al. 2001), y particularmente el alto nivel del metaloide en el agua ha
afectado seriamente la salud de la poblacion (Smith et al. 1998).

La quebrada Camarones, se encuentra aproximadamente a 100 Km al sur de la ciudad de Arica,
alberga un angosto y sinuoso valle de 150 Km. de longitud con una superficie aproximada de 4.500
hectareas. Este valle, es recorrido por el rio Camarones, de limitado caudal y alimentado por las
lluvias altiplanicas estivales, constituyendo el principal recurso hidrico para consumo humano y
regadio y el que muestra los mayores niveles de arsénico (Mansilla et al. 2002).

Los efectos toxicolégicos del arsénico estan relacionados a su forma quimica y a su estado de
oxidacion; las formas organicas son menos toxicas. El arsénico en su forma inorganica, puede
presentarse en dos estados redox: la forma reducida, arsenito (Aslll), y la forma oxidada, arseniato
(As V). Ambos estados son toxicos para la mayoria de los organismos. En el ambiente, el arsenito
es la forma quimica mas soluble y mas movil y por lo tanto es la forma mas téxica. El arseniato, a
diferencia del arsenito, se fija fuertemente a la superficie de varios minerales comunes, tales como
ferrihidrita y alimina. (Smedley, P.L., Kinniburgh, D. G. 2002).

Los microorganismos presentes en suelos y ambientes acuaticos juegan un rol fundamental en el
ciclo biogeoquimico del arsénico lo que influye en el comportamiento ambiental de este, ya que las
diferentes especies del metaloide muestran diferencias en la solubilidad o biodisponibilidad y
toxicidad (Nriagu, J.O. 1994). Se han descrito diversas bacterias involucradas en los procesos de
transformacion que comprenden la oxidacion, reduccion y metilacion del arsénico (Muller, D. et al.
2003).

Los microorganismos han desarrollado diversos mecanismos de tolerancia para hacer frente a la
toxicidad del arsénico. Mientras que algunas bacterias, son solo capaces de reducir el arseniato
como forma de detoxificacion, otras, ademas utilizan el arseniato como aceptor terminal de
electrones dentro del proceso de respiracion anaerobia. La oxidacion microbiana de As (lll) a As
(V) también puede afectar la movilidad y la especiacion del arsénico en el ambiente (Ehrlich, 2002).
Los organismos capaces de realizar este proceso son fisioldgicamente diversos, e incluyen a
heterétrofos y quimiolitoautétrofos oxidantes de arsenito. La oxidacion heterotréfica de As (lll), se
ve como una reaccion de detoxificacion, que convierte el As (lll), ubicado en el exterior de la
membrana celular, en As (V), menos toxico para la bacteria (Stolz, J.F. et al, 2002).

El sistema de resistencia a arsénico que mas se ha estudiado en microorganismos es el sistema
de
los genes ars. (Gotz, F., et al.1983). Este sistema, consiste en una serie de tres 0 mas genes que
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codifican para un sistema de eflujo transmembranal y una arsenato reductasa. El operén incluye un
gen regulador (ars R), un gen codificante para una bomba de expulsion transmembranal especifica
para arsenito (ars B) y un gen que codifica para una arsenato reductasa (arsC) (Ji, G., et al. 1993).
El operdn ars se ha descrito en Staphylococcus aureus y otras bacterias, ya sea en plasmidos o
formando parte del cromosoma bacteriano. Dentro de las Proteobacterias, la resistencia a arsénico
mediada por el sistema ars ha sido descrita en Escherichia coli (Carlin, A., et al. 1995; Diorio, C., et
al. 1995), Pseudomonas aeruginosa (Cai, J., et al 1998), Yersinia spp (Neyt, C., et al. 1997;
Bansal, N., et al 2000), Acidiphilum multivorum (Susuki, K., et al. 1997; Susuki, K., et al. 1998),
Thiobacillus ferrooxidans (Butcher, B.G., et al. 2000), Acidithiobacillus caldus (Dopson, M., et al.
2001).

En sistemas suelo-agua el ciclo redox del As(V) y As(lll) es muy importante, pero poco se

conoce del rol de las estrategias bacterianas en la detoxificacion del As versus el metabolismo del
mismo para la conservacion de energia. Por esta razon, se hace necesario comprender el posible
mecanismo y la diversidad microbiana asociada al ciclo redox del arsénico.

Por lo mencionado anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue conocer las propiedades
redox de las bacterias presentes en sedimentos del rio Camarones caracterizado por la
contaminacion natural con arsénico, y relacionar el rol que jugarian en la especiacién y movilidad
del metaloide.

METODOLOGIA

Obtencion de Muestras

Se tomaron muestras de sedimento del rio Camarones (I Regién), Chile, las cuales fueron
trasladadas, en condiciones de refrigeracion, al laboratorio de Microbiologia Ambiental del
Departamento de Microbiologia, Universidad de Concepcién.

Influente

El influente fue preparado de acuerdo a lo sugerido por Skerman, V.B.D. (1967): NH4NO3 (1.25
mM),CaS04 (2 mM), MgClz (2 mM), KH2PO4 (10uM), KOH (1.25 mM), FeClz2 (5 uM), glucosa (5mM)
suplementado con micronutrientes y vitaminas (Newman, D.K.,1997).

Transformacion bacteriana del arsénico

Se realizaron experimentos en columnas que contenian una mezcla de 5% de sedimento y 95% de
arena estéril a las cuales se les hizo pasar un influente adicionado con NaH3AsOs3 (75 yM)
(columna

[); adicionado con NaH2As04 (250 uM) (columna IlI). Como Control se realizé el mismo
experimento

en ausencia de As (columna lll). Las columnas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 12
dias (Macur, R. Et al, 2004)

Deteccion de As (lll) y As (V)

Las transformaciones biolégicas del arsénico fueron monitoreadas cada tres dias, durante todo el
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experimento. Se tomé una muestra de 2mL del efluente de cada columna, fue centrifugado a
10,000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se filtré través de un filtro milipore 0.2.um. La
presencia y cantidad de los diferentes estados inorganicos del As se determiné utilizando la técnica
de cromatografia liquida a alta presién (HPLC) acoplada a la formacién de arsina gaseosa
realizando la deteccion por absorcion atomica en cubetas de cuarzo (HPLC/HG/QAAS)
(Kumaresan

y Riyazuddin, 2001)

Aislamiento de bacterias cultivables

Se tomo una muestra, de cada columna, de aproximadamente 1g de la mezcla sedimento/arena y
se agregd 10mL de agua estéril, se sonico durante 5 minutos. Diluciones adecuadas se sembraron
por diseminacién en agar Luria y McConkey. Se realizaron recuento de células viables por la
técnica de la microgota (Da Silva, R., 1996). La identificacion bacteriana se realizé6 mediante la
determinacion de la afinidad tintorial y propiedades bioquimicas

Investigacion de propiedades redox

Las cepas seleccionadas fueron crecidas en el medio para organismos heterétrofos con As (l11)
(500uM) y con As (V) (1000uM)), durante 48 horas a 25°C. A 5 ml de cultivo de cada cepa con As
(1M y As (V) se adicion6 60 yl de KMnQOa4 (0,01 M). (Salmassi, T. et al, 2002)

Determinacion de tolerancia a arsénico

La determinacion de la tolerancia a arsénico se realizé mediante la técnica de dilucion seriada en
placa (NCCL, 1992). Se utiliz6 agar Luria con concentraciones variables de As (lll) entre 0.5y 100
mM y Arsénico (V) entre 0.5y 1000 mM. Cada una de las placas se inoculé con diluciones
apropiadas de los cultivos bacterianos de 24 h de incubaciéon. Como control, se inocularon placas
con agar Luria sin arsénico. Las placas fueron incubadas a 25°C durante 24 a 48 h.

Deteccion de genes ars C

El ADN total fue extraido mediante ruptura celular por congelamiento, el ADN extraido fue utilizado
como templado para la amplificacion por PCR. Los partidores utilizados fueron: arsC-1-F (5'-
GTAATACGCTGGAGATGATCCG-3) y arsC-1-R (5'- TTTTCCTGCTTCATCAACGAC -3') de
acuerdo a lo descrito por Saltikov y Olson. (2002)

RESULTADOS

Al analizar las muestras, de los experimentos en columnas mencionados anteriormente, se
encontré que en los sedimentos inducidos con arsenito (columna I) hubo una baja transformacién
de As (lll). Después de 6 dias, de incubacion a medida que disminuye el As (lll) aparece una baja
concentracion de As (V) (Fig. 1).
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Figura 1: Actividad oxidativa de sedimentos enriquecidos con As (lll) (75 uM) (columna I)
En las muestras de sedimentos inducidos con arseniato (columna Il) se observa una gran actividad
reductora, a medida que disminuye el As (V) en el medio aparece As (lll) (Fig. 2). En el
experimento control (columna Ill) no se detecto actividad oxidante y/o reductora significativa. Estos
resultados demuestran que las transformaciénes redox del arsénico se deben a la actividad
bioldgica presente en los sedimentos.
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Figura 2: Actividad reductora de sedimentos enriquecidos con As (V) (250uM) (columna Il)
Desde muestras de sedimento, obtenidas de los experimentos en columna, se aislaron 49 cepas
bacterianas y el 100% de ellas correspondié a bacilos Gram negativos. Al ensayar las propiedades
oxidantes y/o reductoras, se encontré que el 55% reducen As (V), el 4% oxidan As Ill), un 8%
presenta ambas actividades y un 33% de las bacterias ensayadas no presenté actividades redox
(Tabla 1).

Tabla 1: Actividades redox de bacilos Gram negativos heterotréficos resistentes a arsénico
N° cepas Porcentaje (%) Actividad *

Reductora Oxidante

2755 + -

24 -+

48+ +

16 33 - -

Total 49 100

* Analisis cualitativo con KMnO4

Al estudiar los niveles de tolerancia, de las bacterias seleccionadas, se encontré que estos variaron
entre <10 y 20 mM para As (lll) y entre 50 y 1000 mM para As (V) (Figura 3). Los niveles de
tolerancia para arsenito fueron significativamente inferiores, en comparacion con los de arseniato,
existen bacterias que son capaces de tolerar 1000 mM. Esta concentracién de arsenato es alta
comparada con lo informado por otros autores. Por ejemplo, Anderson y Cook (2004) aislaron una
cepa bacteriana con un nivel de tolerancia a arsenato de 100 mM.
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Figura 3: Niveles de resistencia a As (lll) (A) y As (V) (B) de 49 cepas de bacilos Gram
negativos aislados de sedimento del rio Camarones

La presencia de genes arsC (arsenato reductasa) se investigé mediante PCR, amplificandose un
fragmento de aproximadamente 370 bp que corresponde a lo descrito en literatura (Figura 4). De
las 49 cepas ensayadas se detecto el gen ars C en 9 de ellas. Las cepas restantes parecen no
poseer genes de resistencia a arsénico, probablemente posean las secuencias arsC, pero estas
serian diferentes a las secuencias de los primer utilizados.

Figura 4 Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR utilizando partidores arsC-1-
F

y arsC-1-R. Carril 1, cepa 1; 2, cepa 11 ; 3, cepa 18 ; 4, cepa 20 ;5, cepa 29; 6, cepa 31; 7,
cepa 37; 8, cepa 39; 9, cepa 54 ; 10, cepa 58 ; 11, cepa 62 ; 12, cepa 71 ; 13, cepa 87 ; 14,
cepa

90 ;15, cepa 99 ; 16, cepa 103.

De los resultados obtenidos se concluye que en las muestras de sedimento existe una actividad
biolégica responsable de la transformacién de arsénico, la que estaria dada principalmente por
bacterias heterotréficas reductoras de arseniato y en menor proporcion por bacterias oxidantes de
arsenito.

La reduccion de arsenato a As (lll) ha sido detectada en muchas bacterias aerdbicas aisladas de
suelos contaminados con arsénico( Macur, R.E. et al, 2001; Jones, C.A., 2000), lo que sugiere que
la resistencia a As (V) juega un rol importante en el ciclo biogeoquimico de este elemento en la
naturaleza (Inskeep, W.P. et al, 2002).

La contribucién de los microorganismos a la biogeoquimica del arsénico en el ambiente, es
extensa e implica varias reacciones de oxidacién, reduccion, metilacion, y demetilacion de sus
especies quimicas dominantes. Quizas desde una perspectiva ecoldgica, se puede considerar que

B

es solo el flujo de energia ligado al metabolismo del arsénico el que se traduce en la capacidad
para hacer trabajo biolégico (por ej. crecimiento celular). Por lo tanto la ecologia del arsénico se
puede considerar “simple” en el sentido que se basa predominantemente en las transformaciones
microbianas entre sus estados de oxidacion +3 y +5. Pero a pesar de la simplicidad del ciclo,
entender el rol de los microorganismos en la movilidad hidrolégica del arsénico en las aguas es
altamente complejo y de critica importancia para la salud de millones de personas alrededor del
mundo.

CONCLUSIONES

Las muestras de sedimento del rio Camarones presenta una actividad biolégica responsable de la
transformacion de arsénico, la que esta dada principalmente por la presencia de bacterias
heterotréficas reductoras de As(V) y oxidantes de As(lll).

La especiacion y movilizacién del arsénico, en el ambiente, depende de una serie de factores,
dentro de los cuales la bacterias resistentes a arsénico juegan un rol importante en el ciclo
biogeoquimico del As presente en el ambiente.
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