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Los compuestos de cromo pueden encontrarse como contaminantes ambientales en
agua, suelo y efluentes industriales, ya que son ampliamente utilizados en la
elaboracion de varios productos. Los estados de oxidacion mas estables del cromo son
el Cr(lll) y Cr(VI). El Cr(lll) es poco soluble y es relativamente inocuo, mientras que el
Cr(VI) es altamente toxico debido a que es muy soluble y puede ser transportado al
interior de las células por medio del transportador inespecifico de sulfatos y fosfatos,
causando dafio a diferentes macromoléculas; se ha propuesto que éste dafio es
ocasionado por la induccion de estrés oxidativo.

Recientemente se han descrito organismos que interaccionan con cromato, entre los
gue se encuentran algas, bacterias y hongos. En trabajos previos del laboratorio se
aisld, a partir de desechos industriales, un hongo filamentoso tolerante a cromato que
posee la capacidad de reducir el Cr(VI) a Cr(lll) de manera eficiente, cuyo analisis
morfofisioldgico y molecular indicé que corresponde a Aspergillus niger var. tubingensis,
al cual se denominé Ed8. En el presente trabajo se evalto la sensibilidad a Cr(lll) y
Cr(VIl) en medio sdlido de la cepa Ed8 y la cepa de referencia A732 de A. niger,
encontrandose que Ed8 es mas tolerante que A732 (Fig. 1). La comparacion de la DLsg
para Cr(VI) entre las cepas indicO que Ed8 es alrededor de 4 veces mas tolerante que
A732. Se realizaron experimentos comparativos de disminucion de Cr(VI) del medio de
cultivo, encontrandose que las cepas poseen la capacidad de disminuir la concentracion
del ibn de manera similar, aunque no se ha determinado si la cepa A732 reduce el
Cr(VI) a Cr(Ill) al igual que lo hace la cepa Ed8 (Fig. 3).

Con el propésito de obtener informacion sobre la respuesta a Cr(VI) de la cepa Ed8, se
realizaron estudios de protedmica de células del hongo crecidas en presencia y
ausencia de Cr(VI). Los andlisis de electroforesis bidimensional del sobrenadante de 15
000 x g de la cepa Ed8 mostraron diferencias de tipo cualitativo y cuantitativo en el
patron de proteinas, entre los cultivos que fueron o no expuestos a 50 g/mL de Cr(VI)
durante 6 h (Fig. 4). El andlisis de estas diferencias se limit6 a las proteinas
diferenciales cualitativas de los cultivos expuestos a Cr(VI); de éstas se encontraron 12
proteinas que se inducen (Fig. 5) y 15 que desaparecen. La identificacion virtual de
estas proteinas se realizé usando los datos de pl y PM experimental, utilizando la base
de datos UniProtkKB/Swiss-Prot, e introduciéndo como limite el género Aspergillus.
Entre las proteinas identificadas se encontraron algunas que participan en la expresion
génica, metabolismo de azlcares y de proteinas, ademéas de proteinas chaperonas y
con propiedades antioxidantes. En conjunto, estos resultados reflejan la complejidad de
la respuesta celular a Cr(VI) de la cepa Ed8. En trabajo por realizar se pretende
identificar las proteinas diferenciales mediante analisis por MALDI-TOF, para tratar de
establecer la conexion entre la funcion de las proteinas diferenciales y su papel en la
respuesta a Cr(VI) por dicha cepa.
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Figura 1. Efecto del Cr(VI) y del Cr(lll) sobre el  crecimiento colonial de las cepas
Ed8 y A732 en medio solido.  Conidias de las cepas A) Ed8 y B) A732 se inocularon
en placas de medio Lee-solido con diferentes concentraciones de Cr(lll) -=— y Cr(VI)

—e—, se incubaron durante 6 dias a 28°C. Las UFC obtenidas en medio con cromo se
expresaron como porcentaje de las obtenidas en ausencia del ion.
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Figura 10. Capacidad de reduccion de Cr(VI) por bio masa de las cepas: (A)
Ed8, (B) A732. Biomasa de las cepas Ed8 y A732 obtenidas de un precultivo de
48h en medio Lee, se transfiri6 a medio fresco Lee adicionado con diferentes
concentraciones de Cr(VIl) —e— 30ppm—s—50ppm—4— 70ppm . Se tomaron alicuotas
del medio durante 24 hr cada 6h para determinar la concentracién de Cr(VI)
remanente, dichos valores se expresaron como % del cromo inicial. EI cromo
remanente es Cr(VI) que no ha sido reducido, después de un intervalo de tiempo
establecido.
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Figura 4. Separacion de proteinas en 2D de los SN15g de la ce pa Ed8 de A. niger
var. tubingensis , cultivada en presencia o ausencia de Cr(VI). En A) se observa el
gel del SN15g de células crecidas en ausencia de Cr(VI); y en B) el gel del SN15g de
células expuestas a 50 ng/mL Cr(VI) durante 6 h. En cada tira IPG se cargaron 30 ny
de proteina, en un rango de pH 4-7; después del IEF se realizo electroforesis SDS-
PAGE en geles al 14% de poliacrilamida; ademas, se colocaron marcadores de PM en
un extremo del gel. Los geles se tifieron con plata.
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\ ¥ Figura 5. Amplificacion de las zonas con
proteinas diferenciales de la cepa Ed8, que
se inducen en presencia de Cr(VI). Las
flechas indican la ubicacion de la proteina
/ inducida y el nimero debajo del recuadro es la
X 7 etiqueta de identificacion de dicha proteina.
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