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RESUMEN

El telurito es un compuesto toxico para Escherichia coli que genera un aumento de las
especies reactivas de oxigeno, protoporfirina IX y en general un desbalance en el
metabolismo celular. Genes del metabolismo del nitrato son inducidos en presencia de
telurito, lo que se ha relacionado con la contribucion de la nitrato reductasa A (NR A)
en la resistencia al toxico. Sin embargo, no se ha estudiado la implicancia de esta via
—reduccion de nitrato y nitrito— en la resistencia a telurito. A pesar de la contribucién de
NR A en la resistencia al toxico, la reduccion de nitrato a nitrito puede ser perjudicial
dados los efectos deletéreos del nitrito para la célula, llevando a proponer que las
enzimas responsables de disminuir sus niveles en el citoplasma también contribuyen a
la resistencia a telurito. Se estudié el crecimiento de cepas mutantes en los genes
napA, nirB y nrfA en medio MD con nitrato y se encontrd que las dos primeras son mas
afectadas por el toxico que la cepa control. Esto sugiere que la nitrato reductasa
periplasmatica y la nitrito reductasa del citoplasma contribuyen a la resistencia a telurito
por disminucién de los niveles de nitrito en el citoplasma. Concordante con ello,
mutantes carentes de genes que especifican las nitrito reductasas (nirB y nrfA) son
mas sensibles a la adicion conjunta de nitrito y telurito que la cepa control. Para el
analisis de los resultados se utilizé el area bajo la curva de crecimiento de cada cultivo,
ya que esta métrica refleja en un unico valor el tamafo inicial de la poblacién, la
velocidad de crecimiento y el crecimiento maximo del cultivo. Ademas, y dada la
capacidad del nitrito de generar 6xido nitrico, las cepas mutantes en genes de la
magquinaria celular de destoxificacion del radical —norR, norV y hmp— también son mas
sensibles a telurito que la cepa control en medio MD con nitrato. Esto sugiere que la
generacién de o6xido nitrico y especies reactivas de nitrogeno podrian subyacer la

toxicidad del telurito en cultivos que crecen en presencia de nitrato.

xi



ABSTRACT

Tellurite is a toxicant for Escherichia coli which generates increased reactive oxygen
species, protoporphyrin IX and in general, an unbalance in cellular metabolism. Genes
involved in nitrate metabolism are induced in the presence of tellurite, which has been
related to the contribution of nitrate reductase A (NR A) to the toxicant resistance.
However, the involvement of this pathway —nitrate and nitrite reduction— in tellurite
resistance has not been studied. Despite the contribution of NR A to the toxicant
resistance, reduction of nitrate to nitrite can be harmful given the dangerous effects of
nitrite inside the cell, thus allowing the proposal that the citoplasmic enzymes
responsible for decreasing its levels also contribute to tellurite resistance. Growth of
mutants napA, nirB and nrfA was studied using MD medium containing nitrate, E. coli
AnapA and AnirB were more affected by the toxicant than the control strain. This
suggests that periplasmic nitrate reductase and cytoplasmic nitrite reductase contribute
to tellurite resistance by decreasing nitrite levels in the cytoplasm. In support of this,
mutants lacking genes encoding nitrite reductases (nirB and nrfA) are more sensitive
than controls regarding the addition of nitrite and tellurite. Results were expressed as
area under the growth curve, since this metric reflects in a single value the initial
population size, growth rate and the maximum growth of the culture. In addition, and in
accordance with the nitrite's ability to generate nitric oxide, mutants in the cellular
detoxification machinery of the radical —norR, norV and hmp— were also more sensitive
to tellurite than the control strain in MD medium containing nitrate; thus suggesting that
nitric oxide and reactive nitrogen species generation could help tellurite toxicity in the

presence of nitrate.
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INTRODUCCION

Telurito y especies reactivas de oxigeno

El teluro es un metaloide que pertenece al grupo 16 de la Tabla Periédica, al
igual que elementos biolégicamente relevantes como oxigeno, azufre y selenio. Se
utiliza en la fabricacién de celdas solares, dispositivos termoeléctricos y aleaciones
metalicas, entre otras aplicaciones industriales (U.S. Geological Survey, 2016). El
teluro no posee una funcion biolégica conocida y en estado elemental (Te®) no presenta
efectos toxicos aparentes, a diferencia de su derivado oxidado telurito (TeO32'), que
exhibe una elevada toxicidad (Ba et al., 2010). Las propiedades bactericidas del telurito
fueron descritas en la primera mitad del siglo XX por Alexander Fleming (Fleming,
1932), y en comparacién a otros metal(oid)es (e.g. mercurio, cromo, plata, cadmio,
cobre), el telurito es al menos diez veces mas toxico para Escherichia coli (Harrison

et al., 2004).

Los mecanismos que gobiernan la toxicidad del telurito aun no se conocen a
cabalidad, pero se ha establecido que ésta se debe principalmente a la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por reactive oxygen species) (Fig. 1: 2) a tal nivel

que superan las defensas antioxidantes celulares, es decir, generando estrés oxidativo



en E. coli (Pérez et al., 2007; Tantalean et al., 2003), Pseudomonas pseudoalcaligenes
(Tremaroli etal., 2007, 2009) y Rhodobacter capsulatus (Borsetti etal.,, 2005).
Observaciones realizadas en bacterias expuestas a concentraciones subletales de
telurito mostraron, en particular, un incremento en los niveles de superéxido (O, )
(Fig. 1: 3) (Calderén et al., 2006; Pérez et al., 2007). Esto dependeria de la presencia
de oxigeno, ya que en cultivos de E. coli anaerdbicos el telurito presenta una toxicidad
disminuida (Avazeri etal.,, 1997; Rojas y Vasquez, 2005; Tantalean et al., 2003).
Ademas, el telurito causa un aumento en los niveles de radical hidroxilo (OH") y
acumulacién de protoporfirina IX, intermediario de la biosintesis del grupo hemo
(Morales et al., 2017). Considerando que las porfirinas pueden generar O,"~ (Miyamoto
et al., 1991; Vatansever et al., 2013), es posible que el aumento de este radical se
deba al menos en parte a la acumulacion de protoporfirina IX causada por telurito.
Posteriormente el O," ™ podria ser dismutado a peroxido de hidrégeno (H,0,), que al

reaccionar con ion ferroso llevaria a un aumento de OH" (Chasteen et al., 2009).

Efecto del telurito en el metabolismo de E. coli

Entre los dafos generados por exposicion a telurito se ha descrito un
incremento en la oxidacion de proteinas (Fig. 1: 10) (Contreras y Vasquez, 2010; Pérez
etal., 2007) y peroxidacion de lipidos, dafiando de este modo la integridad de la
membrana bacteriana (Fig. 1: 11) (Pérez et al., 2007, 2008, Pradenas et al., 2012,
2013). Esto a su vez afecta el normal funcionamiento de la cadena transportadora de
electrones en condiciones aerébicas (Diaz-Vasquez et al.,, 2014). Ademas de verse
afectados el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la glicélisis (Fig. 1: 13), se ha

observado que en células expuestas al téxico disminuye la actividad de enzimas como



fosfofructoquinasa (PFK), piruvato quinasa (PK) (Valdivia-Gonzalez etal.,, 2012),
piruvato deshidrogenasa (PDH) (Castro et al., 2008), a-cetoglutarato deshidrogenasa
(aKGDH) (Reinoso etal.,, 2012), isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y glutamato
deshidrogenasa (GDH) (Reinoso etal., 2013). Como consecuencia de ello se
acumulan ciertos metabolitos como piruvato, a-cetoglutarato (Reinoso et al., 2012),
isocitrato (Reinoso et al., 2013) y algunos azucares fosforilados (Sandoval et al., 2011;
Valdivia-Gonzalez et al., 2012). También se ve alterada la via de las pentosas fosfato
(Fig. 1: 13) (Sandoval et al., 2011) y se observa una disminucién en los niveles de ATP

(Lohmeier-Vogel et al., 2004).

El telurito afecta también el metabolismo del NADH y NADPH, produciendo una
disminucion en los niveles de NADH y aumento en los niveles de NADPH, sin variar los
niveles de NAD" y NADP" (Sandoval et al., 2011). Ademas de los efectos en el estado
redox celular ya mencionados, el O," = generado en presencia de telurito dafa los
centros [4Fe-4S] de enzimas como aconitasa B, fumarasa A (Fig. 1: 14, 15 y 16)
(Calderén etal.,, 2009) y NDH-I (Diaz-Vasquez etal.,, 2015). Una consecuencia
adicional del desmantelamiento de los centros [4Fe-4S], es que el hierro liberado
puede generar radicales hidroxilo a través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss
(Fig. 1: 18) (Chasteen et al., 2009). En concordancia con lo anterior, la adiciéon de un
quelante de hierro a cultivos con telurito aumenta la viabilidad celular; ademas, se
produce una disminucion de los niveles de hierro en presencia del téxico, posiblemente

como una respuesta defensiva de la célula (Fig.1 :17) (Morales et al., 2017).

Paralelamente, en presencia de telurito se induce la actividad superdxido

dismutasa (SOD) (Aradska etal., 2013; Borsetti etal., 2005; Pérez etal., 2007;



Tremaroli et al., 2007), con lo que el O, " es dismutado a H,O, (Fig. 1: 19), que a su vez
es posteriormente descompuesto por la catalasa a H,O y O, (Fig. 1: 20). En
concordancia, cepas de E. coli mutantes en las enzimas correspondientes, sodAB o
katG, son mas sensibles a telurito (Calderdn et al., 2006; Tantalean et al., 2003). En su
conjunto, estos antecedentes indican que el abatimiento eficaz de ROS aumenta la

resistencia a telurito en bacterias.
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Figura 1. Esquema de los principales efectos del telurito en E. coli. La descripcion de cada etapa se

detalla en el texto.

Otra respuesta al telurito es la induccion de los regulones SoxRS y OxyR
(Calderén et al., 2009; Pérez etal., 2007), relacionados con la respuesta a estrés

oxidativo (Fig. 1: 21) y otros genes pertenecientes a la maquinaria antioxidante celular,



como los que codifican para catalasa (katG), superéxido dismutasa (sodA, sodB),
fumarasa C (fumC), aconitasa A (acnA), glutation peroxidasa (btuE) y aldehido
reductasa/oxidoreductasa (yqhD, involucrada en la proteccién contra la peroxidacion de
lipidos) (Arenas etal., 2010; Calderén etal.,, 2009; Pérez etal., 2007, 2008). En
concordancia, se ha descrito que los niveles de proteinas y actividad de las enzimas
antioxidantes SOD, KatG e YghD se ven aumentados en E. coli expuesta a telurito

(Fig. 1: 19, 20 y 22) (Aradska et al., 2013; Pérez et al., 2007).

Andlisis de microarreglos de DNA mostraron que frente a telurito se gatilla la
expresion de un grupo de genes que se inducen en anaerobiosis y se reprime la
expresion de genes del metabolismo oxidativo (Molina-Quiroz et al., 2014). Por otra
parte, un analisis protedmico de E. coli expuesta a telurito mostré un incremento en los
niveles de proteinas de shock térmico y chaperonas (Aradska et al., 2013), como la
cisteina desulfurasa IscS, que participa en la reconstitucion de centros de [4Fe-4S]
danados por efecto del telurito (Fig. 1: 23) (Fuentes et al., 2007; Tantalean et al., 2003),
la proteina de plegamiento GroEL, también relacionada con la respuesta a estrés,
DnakK, factor de respuesta a estrés en bacterias y el factor de elongacion EF-Tu, que
exhibe una funcion tipo chaperona en el plegamiento de proteinas durante el estrés

térmico (Aradska et al., 2013).

Reduccion y resistencia a telurito

Se ha observado que al reducir telurito a Te®, se generan depdsitos negros que

pueden ubicarse dentro o fuera de las células en cultivos de bacterias como



Enterococcus faecalis (Tucker etal.,, 1962), Bacillus subtilis (van lterson y Leene,
1964a), Proteus vulgaris (van lterson y Leene, 1964b), Enterococcus faecium (Tucker
etal., 1966), E. coli (Summers y Jacoby, 1977), Rhodobacter sphaeroides (Moore y
Kaplan, 1992), Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens (Trutko et al.,
2000), Shewanella oneidensis (Klonowska etal., 2005), Bacillus beveridgei vy
Sulfospirillum barnesii (Baesman et al., 2007, 2009) (Fig. 1: 1). A pesar que muchas
bacterias naturalmente resistentes al toxico presentan dicha capacidad, la reduccién y
la resistencia a telurito no son siempre fendmenos asociados. Se ha observado
reduccién de telurito en cepas sensibles (e.g. E. coli) (Summers y Jacoby, 1977; Trutko
et al., 2000) y también se han descrito cepas resistentes que no producen depdsitos de

Te® (Yurkov et al., 1996).

Otro factor relevante es la capacidad del telurito de ingresar a la célula. Se ha
descrito un aumento de la resistencia a telurito en E. coliy Lactococcus lactis mutantes
en transportadores de fosfato (Elias etal., 2012; Tomas y Kay, 1986; Turner et al.,
2007), que son los principales mediadores del ingreso del toxico a la célula (Fig. 1: 4)

(Elias et al., 2012; Tomas y Kay, 1986).

Dentro de la célula, la reduccion de telurito a Te’ es catalizada por
oxidoreductasas con diferentes funciones bioldgicas que exhiben también actividad
telurito reductasa (TR) (Fig. 1: 6) en un proceso que requiere NAD(P)H, aunque se
debe considerar que los niveles de actividad TR son muy variables (Castro et al.,
2008), asi como también la relevancia bioldgica y biotecnolégica de esta actividad. Por

ejemplo, la sobreproduccion de nitrato reductasa A de E. coli aumenta la resistencia a



telurito tanto de cultivos aerdbicos como anaerébicos de la bacteria (Avazeri et al.,
1997). También el complejo de la piruvato deshidrogenasa de Aeromonas caviae
(Castro et al., 2009) y catalasa de Staphylococcus epidermidis (Calderén et al., 2006)
aumentan la resistencia a telurito en E. coli, lo que se atribuye a la actividad TR de

estas enzimas.

Algunos tioles celulares reducidos (RSH) como glutation (GSH), reducen telurito
a Te® y resultan oxidados en el proceso (Fig. 1: 7) (Spallholz, 1994; Taylor, 1999;
Tremaroli etal., 2007, 2009, Turner etal., 1995, 1999, 2001), lo que explicaria la
diminucién en los niveles de RSH de cultivos tratados (Morales et al., 2017). Ademas,
se ha descrito que la generacion de glutation reducido también esta involucrada en la
resistencia a telurito (Fig. 1: 9) (Tremaroli etal., 2009; Turner etal., 1995, 2001).
Asimismo, las vias relacionadas con la sintesis de cisteina estan involucradas en la
resistencia a telurito en R. sphaeroides (Fig. 1: 8) (O’'Gara et al., 1997), E. coli (Alonso
etal.,, 2000; Fuentes etal.,, 2007), Geobacillus stearothermophilus (Fuentes et al.,
2007; Vasquez et al., 2001) y S. aureus (Lithgow et al., 2004). Al igual que para la
reduccidon enzimatica, se puede inferir que estos efectos se deben a la reduccion del
telurito, pero no se puede descartar que hayan otras vias involucradas, como la

participacion de tioles reducidos en la proteccion contra OH’ (Vatansever et al., 2013).

Se ha evidenciado que la reduccioén de telurito ocurre concomitantemente con la
formacion de ROS, que provocan dafio celular a diferentes niveles (Fig. 1: 2, 10, 11, 12
y 13) (Borsetti et al., 2005; Calderon et al., 2006; Pérez et al., 2007, 2008; Tremaroli

etal., 2007). Por ejemplo, la catalasa reduce telurito formando Te’ y O," ~ en una



reaccion dependiente de NAD(P)H en condiciones aerdbicas (Calderon et al., 2006). Si
bien esta enzima confiere resistencia a telurito, como se mencioné previamente, una
cepa de E. coli resistente al téxico presenta menor actividad catalasa que una cepa
control (Morales et al., 2017). Esto conduce a la pregunta ain no resuelta de cémo la
reduccién del telurito puede estar involucrada en la toxicidad asi como en la resistencia

al toxico.

Nitrato reductasa A y resistencia a telurito

Entre los genes que se inducen por exposicion a telurito se encuentra los que
codifican para la nitrato reductasa A (NR A) (Molina-Quiroz et al., 2014). Esta es una
enzima del metabolismo anaerdbico de E. coli que posee ademas actividad TR
dependiente de nitrato (Avazeri et al., 1997). En E. coli se determiné que en ausencia
de los genes que codifican para las nitrato reductasas de membrana no es posible
detectar reduccion de telurito (Avazeri et al., 1997). E. coli posee dos nitrato reductasas
en la membrana interna, NR A, ya mencionada, y nitrato reductasa Z que a pesar de
mostrar actividad TR no contribuye —como si lo hace NR A- a la resistencia al toxico en
condiciones aerobicas (Avazeri et al., 1997). La participacion de NR A en la resistencia
al téxico se atribuye a la capacidad de reducir telurito a su estado elemental, aunque
—como se describié previamente— no es la Unica enzima responsable de la reduccién
del téxico en la bacteria (Avazeri et al., 1997). Un aspecto no abordado en este estudio
es en qué medida la presencia de nitrato afecta la reduccién y resistencia a telurito, ni

las posibles consecuencias de la reduccién de nitrato en condiciones aerdbicas.

Interesantemente, en condiciones anaerébicas la ausencia de NR A 'y Z no



cambian la concentracion inhibitoria minima de telurito, a diferencia de la disminucion
que se observé en condiciones aerdbicas (Avazeri et al., 1997; Turner et al., 1995). Sin
embargo, al inducir la expresiéon de NR A se observa un aumento en la resistencia al

téxico independiente de la atmdsfera utilizada (Avazeri et al., 1997).

Reduccion de nitrato en E. coli

Las dos nitrato reductasas de la membrana interna de E. coli, NR Ay NR Z
catalizan la reduccion de nitrato a nitrito en el citoplasma (Figura 2), lo que se
denomina reduccidon desasimilatoria de nitrato debido a que éste es usado como
aceptor de electrones alternativo (Bonnefoy y Demoss, 1994). El nitrito, que es téxico
para la bacteria, es reducido a amonio por NirB y también es exportado fuera de la
célula (Wang y Gunsalus, 2000). Las enzimas NR A y NirB se expresan principalmente
en condiciones anaerobicas y cuando hay nitrato presente, que es utilizado como
aceptor final de electrones (Unden y Bongaerts, 1997; Wang y Gunsalus, 2000). NRA
esta codificada en el operon narGHJ! y estad formada por tres subunidades, a, By vy
codificadas por narG, narH y narl, respectivamente. La primera contiene el sitio
catalitico para la reduccion de nitrato y utiliza un cofactor que contiene molibdeno. Las
otras subunidades permiten la transferencia de electrones provenientes de la oxidacion
de quinoles y contienen centros de hierro-azufre y hemo (Bonnefoy y Demoss, 1994).
El operdn codifica ademas para NarJ, chaperona encargada de la incorporacion de
molibdeno, esencial para la actividad de la enzima (Vergnes et al., 2004). Por su parte,
NR Z esta codificada en el operén narZVWY, homodlogo al que codifica para NR A, lo
que permite la formacion de enzimas funcionales con subunidades provenientes de

ambas isoenzimas (Blasco etal., 1992a, 1992b). A diferencia de NR A, NR Z se
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produce constitutivamente en bajas cantidades, independiente de la presencia nitrato y
es reprimida en anaerobiosis (lobbi-Nivol et al., 1990). Se ha propuesto que su funcién
es facilitar la transicién desde el crecimiento aerdbico a anaerébico (Bonnefoy vy
Demoss, 1994; Cole, 1996). NirB es una enzima citoplasmatica codificada en el operdn
nirBDC, conformada por dos subunidades, posee sirohemo, FAD y utiliza NADH
(Harborne et al., 1992). Su expresion es inducida por nitrito, pero de forma menos

efectiva que la induccion por nitrato (Wang y Gunsalus, 2000).

NU NO,  NH,

Nap Nrf
—~ | NRA[<_ _~ | NRZ
f A\
TeO2 / |  NOs /
NO- Te? NO,"
NorR
N,O FIRd f
NO-
NirB |—— NH,*
NO- - NsrR
N,O T
/ NO-
NOS'
Hmp

Figura 2. Reacciones del nitrato y nitrito en E. coli.

El periplasma de E. coli contiene una nitrato y una nitrito reductasa,

denominadas Nap y Nrf, respectivamente. La nitrato reductasa del periplasma realiza la
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reduccion de nitrato cuando éste se encuentra en bajas concentraciones, en lugar de la
enzima NR A (Potter etal.,, 1999; Stewart etal.,, 2002; Wang etal., 1999). En
concordancia, la expresién de los genes que la codifican se inducen a baja
concentracién de nitrato y se reprimen cuando ésta aumenta (Stewart etal., 2002;
Wang et al., 1999). La expresion de la nitrito reductasa periplasmatica es regulada del
mismo modo por la concentraciéon de nitrato (Wang y Gunsalus, 2000), y ambas
enzimas se inducen en condiciones anaerébicas (Cole, 1996; Grove et al., 1996; Page
et al., 1990). La presencia de nitrito no tiene efecto en la induccién de los genes que
codifican para Nap, y su efecto es mucho menor al del nitrato para la expresion de Nrf

(Wang et al., 1999; Wang y Gunsalus, 2000).

La comprension del rol que cumplen las diversas nitrato y nitrito reductasas en
la fisiologia de E. coli ha sido posible por la complementacion de herramientas de
biologia molecular con el analisis del crecimiento de cultivos, lo que ha permitido
también dilucidar los complejos mecanismos de regulacion de esta via (Potter et al.,
1999; Stewart et al., 2002; Wang y Gunsalus, 2000). Por otra parte, en los ultimos afos
se ha propuesto que la reduccidon de nitrato tendria relevancia en la interaccion
humano-bacteria por la via nitrato - nitrito - 6xido nitrico (Lundberg et al., 2008; Tiso y
Schechter, 2015), lo que podria constituir una funcién aun no explorada de estas

enzimas en la adaptaciéon de E. coli a su ambiente.

Oxido nitrico y estrés nitrosativo

El estrés nitrosativo se produce cuando hay un desequilibrio entre las especies

reactivas de nitrégeno y la capacidad celular para destoxificarlas o para reparar los
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dafos que producen. La principal especie reactiva de nitrogeno (RNS, por reactive
nitrogen species) es el NO" y aun cuando su toxicidad es menor que la de otros
radicales libres (Bartberger et al., 2002), es la primera RNS en formarse y puede llevar
a la generacién de otras RNS como el altamente tdxico peroxinitrito (ONOQO") por
combinacién con O, ~ (Zhu et al., 1992). La toxicidad del NO' y RNS para las bacterias
ha sido especialmente estudiada en macrofagos. EI NO™ generado por la NOS inducible
(iNOS o NOS2) en macrofagos activados, junto con ROS, es parte de los mecanismos
de defensa de la célula contra patégenos (Bowman etal.,, 2011; Nathan y Shiloh,

2000).

En concordancia, se ha probado que la capacidad de reducir NO" es importante
para la patogénesis de algunas bacterias (Loisel-Meyer et al., 2006; Stevanin et al.,
2005). La toxicidad del NO" es potenciada por O,, H,O, y otras ROS (Hughes, 2008;
Pacelli et al., 1995; Woodmansee y Imlay, 2003). Sin embargo, no es claro si la accion
de NO' y ROS en el sistema inmune seria principalmente sinérgica o secuencial (Fang,
2004). El complejo NADPH-oxidasa se encarga de producir O," ~ en fagocitos y es
llamativo que iINOS, ademas de NO’, genere O, ™ (Xia y Zweier, 1997); esta actividad
enzimatica y la consecuente formaciéon de ONOO" seria parte de los mecanismos de
defensa de macréfagos (Xia, 2007). La capacidad del NO° y ONOO™ de cruzar
membranas por difusion o transportadores, respectivamente, les permite ser agentes
téxicos extracelulares aun cuando su potencia esta limitada por multiples factores
(Prolo etal.,, 2014, 2015), a diferencia de lo que sucede en fagosomas donde la
distancia entre la fuente y el blanco es minima. La produccién de NO" y O, ~ por
macrofagos puede llevar ademas a la formacion de otros intermediarios como diéxido

de nitrégeno (NO5"), hidroxilo (OH’), triéxido de dinitrdgeno, complejos dinitrosil hierro,
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nitrosotioles y nitroxilo (Fang, 2004), lo que resulta en una reactividad hacia un amplio

espectro de blancos celulares.

El NO" y sus derivados actian como agentes nitrosantes y su reactividad
depende del ambiente redox local (De Groote et al.,, 1995). Las RNS pueden actuar
sobre proteinas y especificamente sobre tioles, hierro de hemoproteinas, centros Fe-S,
aminas vy tirosinas (Bryan y Grisham, 2007; Stamler, 1994; Stamler et al., 1992). Las
proteinas con centros de hierro azufre son un importante blanco del NO, que reacciona
con ellos para formar complejos dinitrosil-hierro (Landry etal., 2011), inactivando
enzimas como aconitasa y fumarasa (Gardner etal., 1997; Woodmansee y Imlay,
2003). Se ha mostrado un aumento en tioles nitrosilados (RSNO) por exposicion a NO’
(Gaston et al., 1993), lo que seria mediado por la formaciéon de complejos dinitrosil-
hierro (Bosworth et al., 2009). Esto explicaria la disminucion de los niveles de GSH de
E. coli expuesta a NO’ (Pacelli et al., 1995). Ademas, el ONOO™ formado por la reaccién
entre NO' y O, ", puede generar acidos grasos nitrosilados (Hogg y Kalyanaraman,
1999; Moroz y Kohn, 2011), lo que aun no se ha comprobado en procariontes. A nivel
de DNA, las RNS pueden provocar modificaciones quimicas de las bases nitrogenadas
(Burney et al., 1999) y aumentar la frecuencia de mutagénesis en E. coli (Schouten y
Weiss, 1999; Weiss, 2006; Woodmansee y Imlay, 2003). En particular, el NO" generado
por respiracion del NOj;, genera mutaciones en cultivos anaerdbicos que son
expuestos a O, (Weiss, 2006). Esto también podria ocurrir en hipoxia u otra condicién
en que exista O, y expresién de las enzimas nitrato y nitrito reductasa. Algunos
derivados del NO' pueden producir la ruptura de la doble hebra de DNA (Chazotte-
Aubert et al., 1999; Pacelli et al., 1995; Schapiro et al., 2003; Woodmansee y Imlay,

2003) e inducir el sistema SOS (Lobysheva et al., 1999), que también es inducido por
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NO’ (Schapiro et al., 2003). Se ha propuesto también que las RNS inhiben proteinas
que participan en la replicacion del DNA (Roy etal., 1995; Schapiro etal., 2003).
Finalmente, hay antecedentes del efecto inhibitorio del NO' sobre la respiracion

bacteriana y mitocondrial (Brown, 1999; Pacelli et al., 1995; Stevanin et al., 2000).

Defensa contra el estés nitrosativo

NsrR y NorR son reguladores transcripcionales de E. coli que sensan niveles de
NO’ (Bodenmiller y Spiro, 2006; D’Autréaux et al., 2005). NsrR posee un centro
[2Fe-2S] sensible a NO', pero estable frente al O, atmosférico; la reaccién con NO’
impide la unién especifica a DNA (Tucker et al., 2008). NorR en cambio, posee un
centro de hierro que al unir NO™ activa la transcripcién (D’Autréaux et al., 2005). Otros
reguladores transcripcionales como Fnr, SoxR, OxyR y Fur podrian responder a NO’
(Cruz-Ramos et al.,, 2002; D’Autreaux et al., 2002; Ding y Demple, 2000; Hausladen
etal.,, 1996). SoxR y OxyR funcionan primariamente como sensores de ROS via
centros hierro-azufre y tioles, respectivamente. En ciertas condiciones, éstos también
reaccionan con RNS, lo que podria gatillar mecanismos compartidos de defensa
antioxidante y antinitrosativa (Fang, 2004; Vazquez-Torres, 2012). En E. coli crecida en
anaerobiosis y nitrato, OxyR sufre S-nitrosilacion y de esta manera induce la expresién
de un regulon diferente al inducido en su condicidn oxidada, que controla la
S-nitrosilacién de otras proteinas y permite el crecimiento en estas condiciones (Seth
et al., 2012). Otro estudio en la misma bacteria sefiala que en cultivos aerébicos en
medio rico, NorR y Fur serian mas importantes para la regulacién de la expresion de
genes que SoxR y OxyR (Mukhopadhyay et al., 2004). Sin embargo, aun se requieren

mas antecedentes en relacion a la relevancia fisioldgica de estos factores
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transcripcionales en respuesta a RNS, y de los respectivos regulones que estarian

siendo controlados.

NorR es un activador transcripcional dependiente de 6> que en E. coli regula la
expresion de los genes norV y norW (Hutchings et al., 2002). Estos a su vez codifican
para la enzima flavorubredoxina y su reductasa, respectivamente FIRd (NorV) y NorW,
y que como se detalla mas adelante pueden reducir NO". Existen homdélogos de NorR
en P. aeruginosa y Ralstonia eutropha que regulan la expresion de genes que codifican
para enzimas que también utilizan NO® (Spiro, 2007). No se ha demostrado si otros
genes, ademas de norV y norW, podrian estar bajo el control de NorR en E. coli

(Mukhopadhyay et al., 2004; Pullan et al., 2007).

NsrR, también denominado YjeB en E. coli, controla la expresion de genes
como hmp, hcp y nrfA (Bodenmiller y Spiro, 2006; Filenko et al., 2007), que codifican
para enzimas que destoxifican NO". Los otros genes bajo el control de este represor
transcripcional (Bodenmiller y Spiro, 2006; Filenko et al., 2007; Partridge et al., 2009)
aun estan siendo estudiados. Algunos de ellos se relacionan con la reparacion de
centros de hierro-azufre (Justino et al., 2007) y motilidad (Partridge et al., 2009). Otros
codifican para proteinas de funcién desconocida o que no han sido caracterizadas,
pero que también estan bajo el control de reguladores que responden a oxigeno y

nitrato como Fnr, NarL y NarP (Spiro, 2007; Tucker et al., 2010).

Interesantemente, la expresién de ciertos genes que se han relacionado con
resistencia a telurito es regulada por NO" y otras RNS. Los genes putativos de

resistencia a telurito yeaR y tehA son inducidos por nitrato en anaerobiosis (Seth et al.,
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2012), y por exposicién a S-nitrosoglutation (GSNO) (Jarboe et al., 2008), siendo tehA
ademas regulado por NsrR (Partridge et al., 2009). Otro gen de funcién desconocida,
gutS (o tsgA), que es inducido por telurito y selenito (Guzzo y Dubow, 2000), se
encuentra codificado rio arriba del operén nirBDC y es regulado por NsrR (Partridge

et al., 2009).

Enzimas como la flavohemoglobina Hmp y la proteina flavo-dihierro FIRd estan
encargadas de degradar NO™ a amonio, 6xido nitroso, nitrato u otros compuestos en
diversas bacterias (Bang et al., 2006; Zumft, 2005). En particular, E. coli posee cuatro
enzimas destoxificantes de NO" (Poole, 2005; Wang et al., 2016): citocromo ¢ nitrito
reductasa (NrfA), oxido nitrico dioxigenasa (Hmp), flavorubredoxina (FIRd, codificada
por el gen norV) y proteina de centro hibrido (hybrid cluster protein, Hcp) (Figura 2).
Estas dependen principalmente de NADH y se ha propuesto que su actividad no es
redundante, sino que complementaria, donde cada una actlia en condiciones
determinadas (Wang etal., 2016). Como se mencion6 previamente, NrfA es una
enzima periplasmatica que ademas de reducir nitrito tiene alta actividad NO’ reductasa
(Poock et al., 2002; van Wonderen et al., 2008). Aunque se ha cuestionado el aporte de
esta enzima a la reduccioén in vivo de NO' (Vine y Cole, 2011), mutantes carentes del
gen correspondiente presentan menor resistencia a NO' en condiciones anaerdbicas,
indicando que NrfA si contribuye a la destoxificacion de NO™ en E. coli (Poock et al.,
2002). Considerando que la enzima posee actividad catalitica pero baja afinidad por
NO’, se ha sugerido que el principal rol de esta enzima es la destoxificacion de NO’
exdgeno cuando éste se encuentra en altas concentraciones (Wang etal.,, 2016).
Ademas, se han sugerido otros sistemas de reduccién de NO™ (Butler et al., 2002; Vine

y Cole, 2011; Zumft, 2005), pero su importancia no ha sido definida.
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Hmp actua principalmente como una dioxigenasa, generando NOj; en
condiciones aerobicas (Figura 2) (Gardner, 2005; Gardner etal., 1998; Gardner y
Gardner, 2002; Hausladen etal.,, 1998). La importancia de esta enzima para la
destoxificaciéon de NO" en E. coli se ha evidenciado en cepas mutantes en hmp, en las
qgue se observa un consumo de NO' reducido y una fuerte inhibicién del crecimiento por
exposicion al toxico (Gardner et al., 1998; Gardner y Gardner, 2002; Hausladen et al.,
1998). Su participacion no es clara en condiciones anaerdbicas: ensayos in vitro
muestran que la enzima puede generar N,O (Hausladen et al., 1998; Kim et al., 1999),
pero es menos eficiente en el consumo de NO™ que en presencia de oxigeno (Gardner
y Gardner, 2002; Hausladen et al., 1998; Kim etal.,, 1999). Se ha descrito que la
enzima se expresa en anaerobiosis alcanzando un maximo nivel de proteina a los
45 min tras la exposicion a NO® (Justino et al., 2005). En estas condiciones, su aporte a
la resistencia a NO" es bajo ya que una mutante hmp es mas sensible que la cepa
parental cuando es expuesta a 960 ppm de NO’ (Gardner et al., 1998), lo que no ocurre
si se expone a la mitad de esta concentracion (Gardner y Gardner, 2002) o se

modifican ciertas condiciones experimentales (Justino et al., 2005; Vine y Cole, 2011).

FIRd y su reductasa (NorW) tendrian como funcién abatir el NO' bajo
condiciones anaerébicas produciendo N,O (Figura 2) (Gardner et al.,, 2002; Gomes
et al., 2002). Cultivos anaerdbicos de E. coli mutantes en norV, en medio minimo y
expuestos a NO’ exhiben inhibicién del crecimiento, a diferencia de la cepa parental
que crece normalmente (Gardner et al., 2002). Asimismo, el crecimiento de cultivos
anaerdébicos de cepas mutantes en norVW o norR es inhibido por el agente generador
de estrés nitrosativo nitroprusiato de sodio (Hutchings et al., 2002). Sin embargo, existe

controversia ya que también se ha visto un crecimiento normal en mutantes norV
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expuestas a NO’, lo que podria estar dado por diferencias en la disponibilidad de
nutrientes, los niveles de nitrito y nitrato, u otras condiciones experimentales (Gardner
et al., 2002; Justino et al., 2005; Vine y Cole, 2011). La expresion de norV también se
induce en condiciones aerdbicas por exposicion a NO’, lo que no incide en su
resistencia al téxico (Hutchings etal.,, 2002) ni en el consumo de NO’ (Gardner y

Gardner, 2002).

También se han obtenido interesantes hallazgos en mutantes dobles hmp norV
de E. coli. En condiciones microaerdbicas, la exposicién a NO' produce inhibiciéon del
crecimiento de la doble mutante, mientras que las mutantes simples y la cepa parental
no son afectadas (Gardner et al., 2002). Otro estudio muestra que en ausencia de
oxigeno la cepa parental y mutantes simples son afectadas de manera similar por
concentraciones crecientes de NO’, mientras que la doble mutante muestra una mayor

inhibicion del crecimiento (Justino et al., 2005).

Hcp ha sido recientemente caracterizada como reductasa de NO' en E. coli
(Wang et al., 2016). Esta enzima posee un centro metalico unico [4Fe-20-2S] y un
centro [2Fe-2S] (Aragao et al., 2008; Arendsen et al., 1998; van den Berg et al., 2000;
Pereira etal., 1999). Es codificada por el gen hcp, cuya expresion se induce en
condiciones anaerdébicas y de estrés nitrosativo, por FNR y NsrR respectivamente (van
den Berg et al., 2000; Filenko et al., 2005). Hcp reduce NO™ a N,O cuando el toxico se
encuentra en concentraciones fisioldgicas (a diferencia de FIRd y NrfA) (Wang et al.,
2016). Hcp es reducida por Hcr, oxidoreductasa dependiente de NADH (van den Berg
et al., 2000). Aunque Hcp no depende de Hcr para su actividad, hay antecedentes que

Hcr la protege del dafio por NO® (Wang et al., 2016). Sin embargo, Hcp es inactivada a



19

concentraciones muy elevadas del toxico, por lo que su actividad es complementaria a

la de otras enzimas destoxificantes de NO’ (Wang et al., 2016).

Resistencia a telurito y reduccion de nitrato

Se podria suponer que en presencia de nitrato y telurito la enzima NR A -que
contribuye a la resistencia reduciendo el toéxico- también catalice la reduccion de nitrato
con la consiguiente formaciéon de nitrito. Si se acumula nitrito, teéricamente debiese
haber formacién de NO°, que en conjunto con la produccion de ROS causada por
telurito podria resultar en la formacion de RNS y por lo tanto, en una mayor toxicidad
(Figura 3). De este modo, se podria esperar que en presencia de telurito la adicion de

nitrato genere una mayor toxicidad para la célula. También pudiese ocurrir que en
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Figura 3. Modelo propuesto para los efectos de la enzima NR Ay telurito en E. coli.
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presencia de ambos compuestos participen otras nitrato reductasas como NR Z y Nap,
nitrito reductasas NirB y Nrf, y el sistema de defensa contra éxido nitrico (conformado
por los reguladores transcripcionales NsrR, NorR y las enzimas FIRd, Hmp y Hcp), que
en conjunto contribuirian a la resistencia al toxico; esto podria ocurrir aun en

condiciones aerdbicas, las que normalmente inhiben su expresion.

Analisis del crecimiento bacteriano y area bajo la curva

Para determinar en qué medida las enzimas de interés contribuyen a la
resistencia telurito, se requiere evaluar su participacion en el contexto celular. Para ello
se puede analizar el crecimiento de cultivos de cepas carentes de cada gen que
codifica para enzimas del metabolismo del nitrato y nitrito. Aunque de este modo no es
factible determinar cambios en las vias de reacciones enzimaticas ni en los niveles de
metabolitos, si se puede determinar en qué medida la ausencia de una enzima

particular afecta el desempefio celular en el cultivo expuesto al toxico.

El modelamiento matematico del crecimiento de poblaciones ha sido
ampliamente estudiado, existiendo variadas alternativas y ajustes que permiten obtener
descriptores cuantitativos de los sistemas y finalmente comprender sus dinamicas
(Rockwood, 2015). Poblaciones de una sola especie cultivadas en laboratorio, como
levaduras, diatomeas, Paramecium caudatum, Drosophila y escarabajos de grano
presentan curvas de crecimiento logisticas (Rockwood, 2015), modelamiento que
también se aplica al presente estudio (ver mas adelante, seccion Materiales vy
Métodos). La ecuacién logistica fue formulada por el matematico francés Verhulst en la

primera mitad del siglo XIX (Vogels etal.,, 1975), pero comenzd a aplicarse a
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poblaciones biolégicas después de su re-descubrimiento por Pearl y Reed (Pearl y
Reed, 1920). Un trabajo posterior de Pearl promovio su aplicacién a una variedad de
poblaciones biologicas (Pearl, 1927). La funcién logistica es un refinamiento del
crecimiento exponencial para el crecimiento de una magnitud, y su grafica presenta
forma de “S”. Cabe mencionar que una version simple de la funcién logistica

corresponde a una funcién sigmoidea.

Los parametros que caracterizan a una curva logistica son: el tamafo inicial de
la poblacion (Np), la capacidad de carga (K), es decir la maxima poblacion posible en
un ambiente particular, y la velocidad de crecimiento intrinseca de la poblacion (r), que
es la velocidad de crecimiento que podria ocurrir si no hubiese imposicion de

restricciones en el tamario total de la poblacion (Rockwood, 2015).

Las técnicas para el anadlisis de datos, asi como para la medicion de los
cultivos, han cambiado histéricamente desde métodos puramente manuales a métodos
automatizados. El uso de lectores de placa permite el monitoreo simultdneo de
decenas y hasta cientos de cultivos, generando un elevado numero de datos. Para su
analisis, la implementacion de herramientas computacionales ha permitido reducir el
tiempo requerido para el calculo de los parametros de crecimiento. Para el caso del
crecimiento bacteriano existen programas como GrowthRates (Hall etal.,, 2014) y
paquetes como Grofit (Kahm et al., 2010) y Growthcurver (Sprouffske y Wagner, 2016).
Los dos Uultimos ajustan los datos a una funcidon logistica y se diferencian
principalmente en los tipos y formatos de los datos de entrada y salida, y en las

opciones modificables por el usuario.
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En este trabajo se utilizd el paquete de R Growthcurver (Sprouffske y Wagner,
2016) para el ajuste de los datos a la forma estandar de la funcion logistica. Este
entrega los parametros capacidad de carga (K), velocidad de crecimiento intrinseca (r)
y tamano inicial de la poblacion (Ny) para los datos de la curva de crecimiento. Ademas
calcula el tiempo generacional y el area bajo la curva logistica (ABC), entre otros
(Rockwood, 2015; Sprouffske y Wagner, 2016). Growthcurver cuenta con una la
Licencia Publica General GNU, esta disponible para su instalacion desde CRAN y
Github, fue publicado en una revista con revision de pares y acceso abierto, y cuenta
con un esquema (tutorial) en linea (Sprouffske y Wagner, 2016). Cabe mencionar que
R es un sistema para graficas y estadistica computacional, que incluye un lenguaje y
un ambiente de programacion; fue liberado en Agosto de 1993 y también se encuentra

bajo Licencia Publica General GNU (Hornik, 2018; R Development Core Team, 2008).

Entre las publicaciones en que se ha utilizado Growthcurver se encuentra un
estudio de evolucién de E. coli in vitro donde se determind la diferencia entre las
velocidades de crecimiento de las cepas resultantes respecto a las parentales
(Sprouffske etal.,, 2018); el mismo parametro se determind en un estudio de
inestabilidad cromosomal de Zymoseptoria ardabiliae para comparar el crecimiento in
vitro de diferentes cepas del hongo (Moller et al., 2018). También se determind la
velocidad de crecimiento en cepas de Shewanella oneidensis mutantes en genes de
enzimas NADH deshidrogenasas (Duhl et al.,, 2018); se determiné la capacidad de
carga de una especie procariota para la colonizacion de una especie eucariota (Wein
et al., 2018). Finalmente, en un estudio del patégeno oportunista Candida glabrata se
determiné multiples parametros de la curva de crecimiento, que en conjunto

permitieron evaluar el efecto de siete condiciones diferentes sobre el crecimiento
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(Carreté et al., 2018).

Los desarrolladores de Growthcurver destacan el area bajo la curva logistica
como una prometedora métrica para resumir una curva de crecimiento, ya que integra
las contribuciones del tamano de la poblacion inicial, la velocidad de crecimiento y la
capacidad de carga en un unico valor (Sprouffske y Wagner, 2016). Aunque su uso no
es muy extendido aun a poblaciones bacterianas, se ha utilizado en ensayos que
requieren la comparacién de un elevado volumen de datos. En un estudio donde se
controlé el desarrollo de la microbiota para modificar el fenotipo de una planta
hospedera, se evalué diversos parametros de crecimiento; considerando Ila
redundancia encontrada, se utilizé6 el area bajo la curva, porque compila las otras
medidas de desempefio bacteriano (Herrera Paredes et al.,, 2018). En este caso se
utilizé el paquete de R PGCA (https://github.com/surh/PGCA) para los analisis de
datos. En un estudio de microorganismos en la germinacion y emergencia de semillas
se determiné el area bajo la curva, mediante Growthcurver, como valor representativo
para evaluar el crecimiento de diferentes cepas de bacterias frente a exudados de

plantas (Torres-Cortés et al., 2018).

Hipotesis y objetivos

En base a los antecedentes expuestos y frente a la pregunta de si ademas de la
NR A contribuyen a la resistencia a telurito el resto de las enzimas de la via de
reduccion del nitrato y nitrito se plantea como hipdtesis de trabajo de esta Tesis que:
“La nitrato reductasa periplasmatica NapA y las nitrito reductasas NirB y NrfA

disminuyen los niveles de nitrito en el citoplasma y de este modo contribuyen a
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la resistencia de Escherichia coli a telurito”.

El objetivo general y los objetivos especificos son:

Objetivo General
Determinar la contribucion de NapA, NirB y NrfA a la resistencia a telurito en E. coli,

ademas de evaluar la participacién de nitrito en la toxicidad del telurito.

Objetivos Especificos
1. Determinar el efecto del telurito en el crecimiento de E. coli AnapA, AnrfA y

AnirB

2. Evaluar el efecto del nitrito sobre el crecimiento de E. coli expuesta a telurito

3. Determinar la participacion de los mecanismos de defensa contra 6xido nitrico

en la resistencia de E. coli a telurito



MATERIALES Y METODOS

Cepas vy condiciones de cultivo

En este trabajo se utilizd E. coli BW25113 y las mutantes AnapA, AnrfA, AnirB,
AnorR, AnsrR, AnorV, Ahmp y Ahcp, proporcionadas por NRBP-E. coli del National
Institute of Genetics, Japon (Baba etal., 2006; Yamamoto et al.,, 2009). Estas se
mantuvieron en placas de agar LB a 4 °C y se renovaron periddicamente desde

cultivos liquidos en glicerol 50% a -80 °C.

Las bacterias se crecieron en medio liquido LB (Sambrook y Russell, 2001) a
37 °C con agitacion; también se utilizé medio MD (casaminoacidos 0,1 %, glicerol 1 %,
CaCl, 0,1 mM, MgSO,4 2 mM y sales M9 (Na,HPO,-7H,0 4,27 mM, KH,PO, 9,34 mM,

NaCl 11,02 mM, NH,CI 11,93 mM).

Curvas de crecimiento

Diez microlitros de cultivos crecidos durante la noche se inocularon en el medio
correspondiente al que se agregd previamente telurito, nitrato o nitrito, como se indica
en cada caso. Se uso placas de cultivo de 48 pocillos de fondo plano, conteniendo un

volumen final de 1 mL. El telurito de potasio (K,TeO3), nitrato de sodio (NaNO3) y nitrito

25
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de sodio (NaNQ,) fueron incorporados desde soluciones stock estériles alcanzando
concentraciones finales de telurito de potasio de 0,06 y 0,12 uM en LB, y de 0,2 y
1,0 yM en MD; nitrato de sodio 25 mM para ambos medios y nitrito de sodio 25 mM en
LB y 5 mM en MD. Estos cultivos fueron crecidos a 37 °C con agitacion orbital y la
absorbancia a 600 nm fue monitoreada a intervalos de tiempo regulares, por un
periodo de aproximadamente 20 h. En cada ocasion se confirmé que los cultivos en
ausencia del toxico hubiesen alcanzado la saturacion (absorbancia estable durante las
ultimas 3 h). Para la incubacién y medicion de absorbancia se utilizd un lector
multimodo Infinite M200Pro (Tecan). Para minimizar el efecto de otras variables, se

llevé a cabo cultivos de la cepa control junto con aquellos de cada cepa mutante.

Analisis de curvas de crecimiento

Para el analisis del crecimiento, se realizé un ajuste de los datos de las curvas a
la forma estandar de la ecuacioén logistica (Rockwood, 2015). Los parametros de la
ecuacion logistica (velocidad de crecimiento, tamafio de poblacion inicial y capacidad
de carga) proveen informacion significativa a nivel de poblacién con una interpretacion
biolégica directa (Rockwood, 2015; Sprouffske y Wagner, 2016). Una de las formas de

la ecuacion logistica se muestra a continuacion:

K

e e

Nt=

donde N; es el numero de células al tiempo t y Ny representa el tamafio inicial de la
poblacion. A su vez, K representa la capacidad de carga, es decir la maxima poblaciéon
posible en un ambiente particular. La velocidad de crecimiento intrinseca de la

poblacion, r, es la velocidad de crecimiento que podria ocurrir si no hubiese imposicion
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de restricciones en el tamafio total de la poblacion; también se le denomina r-maxima o
parametro Malthusiano (Rockwood, 2015; Sprouffske y Wagner, 2016). Este modelo
aplica para estudios de poblacion de una sola especie donde (i) la capacidad de carga
del sistema es una constante, (ii) el crecimiento de la poblaciéon no es afectado por la
distribucion de edad, (iii) las tasas de nacimiento y sobrevivencia cambian de forma
lineal e inversamente proporcional con el tamano de la poblacién, (iv) no hay desfases
temporales entre el crecimiento de la poblacién y la capacidad de carga del ambiente,
(v) factores abioticos independientes de la densidad de poblacion no afectan las tasas
de crecimiento y muerte y (vi) la densidad de poblacion es homogénea afectando a
todos los miembros por igual (Rockwood, 2015). En el presente trabajo, el ambiente
(cultivo en 1 mL de medio) se mantuvo constante y por lo tanto, tiene una capacidad de
carga constante, cumpliendo la condicion (i). También se cumple con lo establecido en
(i), ya que las células se reproducen por fision binaria y no tienen una estructura etaria
como en animales; ello implica que la condicién (iii) resulte casi irrelevante en este
caso. Se cumplen perfectamente las condiciones (iv) y (vi) gracias a la agitacion
constante del cultivo. También se cumple con la condicion (v), en la medida que se
trata de un ambiente de laboratorio (no sujeto, por ejemplo, a cambios climaticos),

donde se mantienen constantes factores como la temperatura, entre otros.

Los datos se procesaron en el entorno de desarrollo integrado RStudio
(https.//www.rstudio.com), utilizando el paquete Growthcurver (R Development Core
Team, 2008; Sprouffske y Wagner, 2016). Growthcurver encuentra los mejores valores
de K, r, y Ng de la ecuacion logistica para los datos de la curva de crecimiento usando
la implementacién del algoritmo no lineal de minimos cuadrados de Levenberg-

Marquardt, disponible en el paquete de R minipack.Im (Sprouffske y Wagner, 2016).
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Se ingresan al programa dos vectores de datos para cada curva de crecimiento:
tiempo de mediciones y las lecturas de absorbancia determinadas a esos tiempos
particulares. La unidad de medicidn de tiempo, en este caso horas, determina la unidad
del parametro entregado tras el analisis; por ejemplo, la velocidad de crecimiento
obtenida de los datos de este estudio se expresa en h™'. La absorbancia del medio es
sustraida automaticamente restando el valor minimo del conjunto de datos a todos
ellos (Growthcurver posee otras opciones para establecer el blanco, las que no fueron

utilizadas en este caso).

Ademas de los parametros K, r, y Ng ya mencionados, se calcularon otros como
el tiempo generacional y el tiempo al que se alcanza la mitad de la capacidad de carga.
Se calculé también el area bajo la curva logistica (ABC), que se obtiene de la integral
de la ecuacién logistica desde el tiempo 0 a un tiempo t definido por el usuario, que en
este caso fue el tiempo final, ~ 20 h. Ademas se evalué el area bajo la curva
directamente de los datos, denominada area bajo la curva empirica (ABCe), en que se
suman las areas de los trapezoides creados al conectar los puntos de datos
consecutivos de las mediciones de absorbancia en un intervalo como el descrito
anteriormente para el ABC. Se entrega también informacioén relativa al procesamiento
de los datos. Sigma es un valor de la calidad de ajuste de los parametros de la
ecuacion logistica a los datos, que se calcula via la suma residual de los cuadrados del
modelo de regresién no lineal. De este modo, a menor valor de sigma mejor sera el
ajuste de la ecuacion logistica a los datos. En el caso de haber problemas con el
ajuste, éstos se indican en el valor “nota”. El usuario puede obtener otros parametros

via comandos especificos.
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El ABC integra la informacién de los parametros logisticos K, r y Ny en un unico
valor. En cultivos bacterianos, el ABC se correlaciona principalmente con la capacidad
de carga (K) y la velocidad de crecimiento (r), y en menor medida, con el tamafo inicial
de la poblacién (Ny) (Sprouffske y Wagner, 2016). Por ello se decidié utilizarlo como

métrica para los datos de este trabajo.

Se determind el area bajo la curva logistica (ABC) de cada cultivo y en el caso
de cultivos expuestos a telurito, se promedié el ABC de dos réplicas técnicas. Con la
cepa control, se evaludé el efecto de telurito, nitrato, nitrito, telurito + nitrato, y
telurito + nitrito para cada medio (LB y MD) calculando el porcentaje del ABC con
tratamiento respecto al ABC sin tratamiento (% ABC). Por otra parte, para las cepas
mutantes se evaluo el efecto del toxico cuantificando el porcentaje del ABC con telurito
respecto al ABC sin éste en el mismo medio. Estas cepas fueron crecidas en medio

MD sin suplementar y en este medio con nitrato o nitrito.

Niveles de nitrito

Se utilizé cultivos de E. coli BW25113 crecidos en MD hasta saturacion para
inocular medio fresco en proporcion 1:100. Se agité orbitalmente a 37 °C en matraces
Erlenmeyer hasta ODgy ~0,3, momento en que se agregé telurito. Para determinar los
niveles de nitrito se tom¢ alicuotas del cultivo a diferentes tiempos que se centrifugaron
inmediatamente a 4 °C para obtener los sobrenadantes. Las muestras fueron
mantenidas a 4 °C y analizadas el mismo dia en un equipo NOA 280i (Sievers),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé una mezcla de reaccién fresca

preparada con 1 mL de soluciéon de KI 0,6 M y 8 mL de acido acético glacial. Para la
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medicién se dispenso 50 uL de cada muestra en la mezcla de reaccién por duplicado y
se utilizé el promedio de ambos resultados. El equipo fue calibrado previamente con
soluciones de nitrito de sodio preparadas inmediatamente antes de medir, también
inyectadas por duplicado. El programa recoge los datos de las concentraciones
tedricas proporcionadas por el usuario para cada solucion y las lecturas (mV)
proporcionadas por el detector, con lo que realiza automaticamente la regresion lineal
en base a la cual calcula la concentracion de cada muestra, incluidas las de la curva de
calibraciéon misma. En la Figura 4 se muestran los datos para una de las curvas de

calibracion.
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Figura 4. Curva de calibracion para determinar la concentracion de nitrito en el equipo NOA 280i. Se
graficé las concentraciones tedricas de las soluciones de la curva de calibracion (abscisa) respecto a las
concentraciones calculadas por el equipo mediante la ecuacion obtenida por regresion lineal (ordenada).
Se muestra el promedio y desviacion estandar de dos mediciones para cada concentracion tedrica, y la

recta de los datos obtenida por regresion lineal.



RESULTADOS

Obijetivo 1: Determinar el efecto del telurito en el crecimiento de las mutantes de E. coli

AnapA, AnrfAy AnirB

Antes de evaluar el efecto del telurito en las mutantes, se caracterizo el
crecimiento de la cepa control en las distintas condiciones de estudio. Se construyé
una curva de crecimiento de E. coli BW25113 en medio LB y en el mismo medio
conteniendo nitrato o telurito (Figura 5 A). Para el analisis del crecimiento se realizé un
ajuste de los datos de las curvas a la forma estandar de la ecuacion logistica utilizando
el paquete de R Growthcurver (Sprouffske y Wagner, 2016). Se obtuvo los parametros
determinantes de la ecuacion -velocidad de crecimiento intrinseca (r), capacidad de
carga (K), tamano inicial de la poblacion (Ny)- ademas de otras métricas de la curva
(Tabla 1 y A1). En medio LB y LB con nitrato, la adicion de telurito disminuyé el valor de
No sin afectar los parametros K y r (de acuerdo a prueba de t, p < 0,01 para No y
p > 0,05 para K y r, en ambas condiciones) (Tabla 1). En consecuencia, el cultivo
demord mas tiempo en alcanzar la mitad de la capacidad de carga (t mid) (p < 0,05)
(Tabla 1), y disminuy6 el area bajo la curva (ABC) (p < 0,05) (Figura 5 B); a su vez el
tiempo generacional (tgen) no fue afectado por la adicion de telurito (p > 0,05)
(Tabla 1). El efecto del telurito en la curva de crecimiento y en el ABC se muestra en los

graficos Ay C de la Figura 5, respectivamente.

31



32

-O- control

0.54 4 ©- telurito
X I nitrato
\, ®- telurito + nitrato
0.0 TR 58 74 e 74 L . i .
0 5 10 15 20
Tiempo, h
B - nitrato + nitrato
- telurito + telurito - telurito + telurito
23,03 17,50 21,95 16,36
23,36 21,68 21,99 20,10
23,04 16,09 21,89 14,65
120+
C 3 control
100+ telurito
o 804 7// 7/
3 604 /
2
40-
204
0

LB LB + nitrato

Figura 5. Efecto del nitrato y telurito en el crecimiento de E. coli BW25113 en medio LB. A, curva de
crecimiento representativa para cada condicion. B, area bajo la curva de crecimiento en cada condicion
para tres réplicas biolégicas; se indican diferencias significativas respecto al cultivo sin suplementar
(prueba de t. *, p < 0,05; ***, p < 0,0005). C, promedio y desviacion estandar de los datos anteriores,
valores ponderados al crecimiento en LB sin suplementar (% ABC). Nitrato de sodio: 25 mM; telurito de
potasio: 0,12 uM.
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Tabla 1. Parametros determinados para el crecimiento de E. coli BW25113 en LB. Se agregd nitrato de
sodio (25 mM) y telurito de potasio (0,12 uM) segun lo indicado. r, velocidad de crecimiento intrinseca; K,
capacidad de carga; No, tamanio inicial de la poblacion; t gen, tiempo generacional; t mid, tiempo en que se
alcanza K/2; ABC, area bajo la curva logistica; ABCe, area bajo la curva experimental; sigma, indice de la
calidad del ajuste de los datos a la curva logistica; d.s., desviacion estandar. Para mas detallas ver

Materiales y Métodos.

LB
- telurito + telurito
0,12 uM
promedio d.s. promedio d.s.
r(h”) - 1,032 0,039 1,071 0,100
nitrato 1,159 0,009 1,161 0,051
K (Abs) - 1,467 0,008 1,490 0,017
nitrato 1,378 0,008 1,396 0,013
Ny (Abs) - 0,03199 0,00598 0,003642 0,005752
nitrato 0,02219 0,00351 0,001454 0,002329
t gen (h) - 0,6724 0,0250 0,6523 0,0593
nitrato 0,5982 0,0044 0,5977 0,0265
t mid (h) - 3,697 0,130 7,152 1,824
nitrato 3,555 0,130 7,306 1,877
ABC - 23,145 0,183 18,425 2,904
nitrato 21,945 0,051 17,038 2,783
ABCe - 23,037 0,186 18,339 2,870
nitrato 21,863 0,057 16,976 2,757
sigma - 0,0525 0,0022 0,0466 0,0061

nitrato 0,0442 0,0014 0,0410 0,0030
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Al analizar el efecto de la adicién de nitrato se observé un aumento en r
(p <0,01) y por lo tanto una disminucion en el tiempo generacional (p < 0,01). Ademas,
disminuy6 el parametro K (p < 0,001) y el ABC (p <0,001) y no hubo cambios en Nj
(p > 0,05) (Tabla 1). En medio LB con telurito, la adicién de nitrato también produjo una
disminucién en K (p < 0,01), pero sin afectar r, Ng (p > 0,05) ni alterar el resto de las

otras métricas (p > 0,05).

Se construyod curvas de crecimiento como las anteriores pero esta vez en medio
de cultivo MD (Figura 6), que posee concentraciones de nitrito menores a las del LB
(~ 70 y 1000 nM, respectivamente), y por lo tanto, resulta en un medio mas apropiado
para los objetivos de este estudio. En MD no se observé efecto al agregar la
concentracion de telurito usada en LB (0,12 yM), por lo que en su lugar se uso6 1,0 pM.
La adicidon del téxico afectd todos los parametros analizados, a diferencia de lo
observado en LB (Tabla 2 y A 2). El telurito disminuyé la velocidad de crecimiento de
los cultivos (r) y el tamanio inicial de la poblacién (No) (p < 0,001 para ambos), y
aumento la capacidad de carga (K) (p < 0,01) (Tabla 2), tanto en medio MD como MD
con nitrato. Esto llevo a un aumento en el tiempo generacional (t gen) (p < 0,001) y en
el tiempo que demora el cultivo en alcanzar la mitad de K (t mid), ademas de una
disminuciéon en el ABC (p <0,01 para ambos) (Tabla 2). Al comparar el ABC se
encontré que el telurito disminuye el crecimiento de E. coli de manera proporcional a la
concentraciéon del toxico e independiente de la presencia de nitrato tanto en medio LB

como MD (Tabla A 3, Figura 5y 6).

La adicién de nitrato al medio MD aumenté r (p < 0,001) y el ABC (p < 0,05) y
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Figura 6. Efecto del nitrato y telurito en el crecimiento de E. coli BW25113 en medio MD. A, curva de
crecimiento representativa para cada condiciéon. B, area bajo la curva de crecimiento en cada condicion
para tres réplicas bioldgicas; se indican diferencias significativas respecto al cultivo sin suplementar
(prueba de ¢t *, p < 0,05; **, p < 0,005). C, promedio y desviacion estandar de los datos anteriores, valores
ponderados al crecimiento en MD sin suplementar (% ABC). Nitrato de sodio: 25 mM; telurito de potasio:
1,0 M.
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Tabla 2. Parametros determinados para el crecimiento de E. coli BW25113 en MD. Se agregd nitrato de
sodio (25 mM) y telurito de potasio (1,0 uM) segun se indica. r, velocidad de crecimiento intrinseca; K,
capacidad de carga; No, tamanio inicial de la poblacion; t gen, tiempo generacional; t mid, tiempo en que se
alcanza K/2; ABC, area bajo la curva logistica; ABCe, area bajo la curva experimental; sigma, indice de la
calidad del ajuste de los datos a la curva logistica; d.s., desviacion estandar. Para mas detallas ver

Materiales y Métodos.

MD
- telurito + telurito
1,0 uM
promedio d.s. promedio d.s.

r(h”) - 0,6052 0,0031 0,4141 0,0240

nitrato 0,6621 0,0101 0,4520 0,0068

K (Abs) - 1,103 0,013 1,175 0,006

nitrato 1,088 0,018 1,171 0,013
Ny (Abs) - 0,02062 0,00149 0,009849 0,000582
nitrato 0,02022 0,00031 0,004868 0,002073

t gen (h) - 1,145 0,006 1,678 0,099

nitrato 1,047 0,016 1,534 0,023

t mid (h) - 6,547 0,130 11,574 0,742

nitrato 5,994 0,135 12,305 1,329

ABC - 14,808 0,092 9,972 0,796

nitrato 15,214 0,162 9,079 1,399

ABCe - 14,797 0,088 10,031 0,787

nitrato 15,197 0,171 9,179 1,378

sigma - 0,0287 0,0015 0,0292 0,0007

nitrato 0,0307 0,0010 0,0278 0,0028
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disminuyo el tiempo generacional (p < 0,001) y el tiempo en que se alcanzé la mitad de
K (p < 0.01). Los parametros K y Ng no fueron afectados (p > 0,05 para ambos)
(Tabla 2). En medio MD con telurito la adicién de nitrato disminuyé el Ny (p < 0,05) sin
alterar ninguno de los otros parametros (Tabla 2). Al comprar los resultados entre los
medios se observé menor crecimiento en MD respecto a LB (Figura 5 Ay 6 A), que se
refleja en valores menores para K, r, NO y ABC, y tiempos mayores de t gen y t mid
(Tabla 1y 2) (p < 0,05 para Ny y p < 0,001 para el resto de los valores); sin embargo se
debe considerar que los ensayos no fueron realizados simultdneamente lo que podria

afectar esta comparacion.

Entre los pardmetros obtenidos se escogié el area bajo la curva (ABC) para
evaluar el efecto del telurito en los cultivos de las cepas mutantes, ya que refleja en un
unico valor las diferencias en el tamafo inicial de la poblacién, la velocidad de
crecimiento y el crecimiento maximo del cultivo entre las condiciones ensayadas

(Sprouffske y Wagner, 2016).

Se evalué el crecimiento de las cepas carentes de los genes que codifican para
NapA, NrfA y NirB en medio MD con nitrato (Figura 7). Los resultados muestran alta
variabilidad, como se puede observar en las curvas de la cepa control realizadas en
diferentes dias (Figura 6 y 7 y Tablas A3, A4 y A6), por lo cual no es posible evaluar los
resultados en términos absolutos, pero si en términos relativos a los cultivos de la cepa
parental realizados simultaneamente. Otra observacion importante es que incluso en el
medio sin téxico existe un menor crecimiento de algunas de las mutantes respecto a la
cepa control (Tablas A4 y A5, prueba de t, p < 0,0001), lo que sesga la comparacién

directa del crecimiento de las mutantes en relacion al de la cepa control, ya que
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independientemente de la presencia del toxico presentan menor crecimiento.

De este modo se optd por ponderar el ABC con telurito por el ABC sin telurito en
una determinada condicién. El porcentaje de ABC (% ABC) asi obtenido para cada
cepa (mutantes y control) se grafico, y se analiz6 si los resultados para la cepa mutante
son diferentes a los de la cepa control correspondiente. Los resultados para las cepas

E. coli AnapA, AnrfA y AnirB en medio MD con nitrato se muestran en la Figura 7.

A 304 B

% ABC
% ABC
% ABC

parental AnapA parental AnrfA parental AnirB

Figura 7. Efecto del nitrato y telurito en el crecimiento de E. coli AnapA (A), AnrfA (B) y AnirB (C). Se
construyé curvas de crecimiento en medio MD con nitrato de sodio (25 mM) y telurito de potasio (1,0 uM) y
se determind el area bajo la curva (ABC). Para la cepa parental y cada cepa mutante el ABC fue
ponderado por el crecimiento sin telurito (% ABC). Se muestra el promedio y desviacion estandar de tres
ensayos. Se indican diferencias significativas respecto a la cepa parental segun prueba de t (*, p < 0,05; **,
p < 0,005).

El telurito disminuy6 el crecimiento de todas las cepas, siendo E. coli AnapA y
AnirB mas afectadas por el toxico en medio MD con nitrato (Figura 7). Aunque se
observa algo similar en la cepa AnrfA, la diferencia no es estadisticamente significativa,
considerando que la desviacion estandar (6,00) fue mayor a la que presentaron las

otras cepas evaluadas (2,28 y 3,97 para AnapA y AnirB, respectivamente). En MD sin
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suplementar no se obtuvo diferencias entre el efecto del telurito en las mutantes
respecto a la cepa control (Tabla A7, A8 y A9), indicando que los resultados anteriores
son dependientes de la presencia de nitrato. El efecto del nitrato por si solo no fue
evaluado en las mutantes, como se hizo para la cepa control, ya que los ensayos en
ambas condiciones (con y sin nitrato) se realizaron no simultdneamente, lo que genera
necesariamente variaciones que no son causadas por la variable en estudio. Como se
menciond previamente, estas diferencias se observaron en la cepa control en ensayos

realizados en las mismas condiciones (Figura 6 y 7 y Tablas A3, A4 y AG).

De las tres mutantes evaluadas, dos son mas sensibles a telurito que la cepa
control, indicando que las enzimas NirB y NapA son requeridas para la resistencia al
téxico. En el caso de NirB su funcién es reducir el nitrito del citoplasma y en el caso de
NapA es reducir nitrato en el periplasma. El otro gen evaluado codifica para NrfA, que
también posee actividad nitrito reductasa pero a diferencia de NirB, se localiza en el

periplasma.

Obijetivo 2: Evaluar el efecto del nitrito en el crecimiento de E. coli expuesta a telurito.

Previo a evaluar el efecto del nitrito se cuantific6 su nivel en los medios y
condiciones de estudio. Se determind que en MD el nivel de nitrito es
aproximadamente 70 nM y se mantiene al menos durante 6 h de incubacién en las
condiciones de los cultivos (Figura 8). En cultivos de la cepa control se puede ver que
el nivel de nitrito aumenta entre 3,5-4,5 h, cuando el cultivo se encuentra en la fase

logaritmica de crecimiento (ODgyy ~0,3), hasta una concentracién de ~330 nM
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(Figura A1). Este aumento en los niveles de nitrito no produce cambios detectables en
los niveles de NO’ (no mostrado), y disminuye por debajo de los niveles basales tras

5 h de cultivo (Figura 8 y A1).

Luego se determind los niveles de nitrito al tratar cultivos (ODgg ~0,3) con
telurito. El tratamiento con telurito 2 uM no tuvo efecto, pero el tratamiento con 40 uM
del téxico mostré una acumulacion de nitrito 6 veces superior a la observada en la
condicién control (Figura 9). Resultados similares se observaron con mutantes AnirB

tratadas con telurito 2 yM (no mostrado).

<& medio MD
@ cultivo E. coli

0 100 200 300 400
Tiempo, min

Figura 8. Concentracion de nitrito en sobrenadantes de cultivo de E. coli y medio MD. Se midi6 desde la
inoculacion con E. coli BW25113 (circulos negros) y medio (MD) sin inocular bajo las mismas condiciones

(rombos blancos). La medicion es representativa de al menos tres ensayos.

Aunqgue se evaluo las concentraciones de nitrito solo durante las primeras horas
de cultivo, en todos los casos los niveles encontrados (< 600 nM) son bajos respecto a

las concentraciones agregadas en los siguientes analisis (NaNO, 5 mM).
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Figura 9. Efecto del telurito en la concentracion de nitrito en sobrenadantes de cultivos de E. coli
Mediciones realizadas desde el inicio del tratamiento (K;TeOs: A = 2 yM, B = 40 uM) de cultivos de E. coli

BW25113 en medio MD. Medicién representativa de al menos tres ensayos.

Se evalué el efecto del nitrito en el crecimiento de cultivos de E. coli en MD con
y sin telurito. La adicion de nitrito disminuyd el crecimiento de la bacteria (Figura 10 A,
Tabla A3), en concordancia con los efectos toxicos de este compuesto. Al incorporar
nitrito y telurito se observa un efecto conjunto en la inhibicién del crecimiento,
confirmada mediante un analisis de varianza de dos vias (Figura 10 A). En medio LB

también se observd disminucidon del crecimiento al usar nitrito 25 mM —concentracion
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que inhibe completamente el crecimiento en medio MD-, pero no se observo
interaccion en el efecto del telurito y nitrito (Figura 10 B). Aunque no se realizé analisis
posteriores para determinar las causas de esta diferencia, el efecto conjunto del nitrito
y telurito podria deberse a la generacion de especies reactivas de nitrégeno

—de acuerdo al modelo propuesto- en medio MD, pero no en LB.

A 120+
3 control

100+ telurito

80

60

% ABC

40

20

MD MD + nitrito

B 120-
100+

80+

7

N

60

% ABC

40

20

0 1
LB LB + nitrito

Figura 10. Efecto del nitrito en el crecimiento de E. coli BW25113 en medio MD y LB con telurito. Se
determind el area bajo la curva (ABC) de crecimiento en medio MD (A) y LB (B) sin y con nitrito de sodio (5
y 25 mM, respectivamente) y telurito de potasio (1,0 pM). Se muestra el promedio y desviacion estandar
de tres ensayos, y valores ponderados al crecimiento en el medio sin suplementar. Datos sin nitrito son los
mismos de las figuras 5 y 6. A, Hay interaccion entre el efecto del nitrito y telurito de acuerdo a analisis de
varianza de dos vias: nitrito 21,1%, telurito 70,8%, interaccién 7,2% de la varianza (p <0,0001) B, LB con

nitrito: diferencias significativas de acuerdo a prueba de t (p < 0,0005).
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En las cepas mutantes, al agregar telurito en conjunto con nitrito se obtuvo que
E. coli AnrfA y AnirB crecieron menos que la cepa parental (Figura 11 B y C, Tabla A11
y A12), concordante con la actividad nitrito reductasa de las enzimas correspondientes,
NrfA y NirB. Inesperadamente se observé un resultado similar con la mutante AnapA
(Figura 11 A, Tabla A10), carente del gen que codifica para la nitrato reductasa

periplasmatica.

% ABC
% ABC
% ABC

parental AnapA parental AnrfA parental AnirB

Figura 11. Efecto de nitrito y telurito en el crecimiento de E. coli AnapA (A), AnrfA (B) y AnirB (C) respecto
a la cepa parental. Se construyd curvas de crecimiento en medio MD con nitrito de sodio (5 mM) y telurito
de potasio (1,0 uM) y se determind el area bajo la curva (ABC). Para la cepa parental y cada cepa mutante
el ABC fue ponderado por el crecimiento sin telurito (% ABC). Se muestra el promedio y desviacién
estandar de tres ensayos. Se indican diferencias significativas respecto a la cepa parental segun prueba
de t (*, p <0,05; **, p < 0,005).

Objetivo 3: Determinar la participacion de los mecanismos de defensa contra éxido

nitrico en la resistencia de E. coli a telurito

Los resultados del objetivo anterior muestran que es posible que nitrito y telurito

lleven a la formacion de RNS, lo que ocurriria via produccion de éxido nitrico. E. coli
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posee dos reguladores transcripcionales, NsrR y NorR, encargados de censar los
niveles de este radical. Se evalué la importancia de estos utilizando cepas mutantes en
los genes correspondientes (E. coli AnsrR y AnorR). En medio MD con nitrato se
observd un menor crecimiento de la cepa AnorR (Figura 12, Tabla A13), sugiriendo que
al menos el regulador transcripcional NorR participa en las vias de respuesta para la
resistencia a telurito cuando hay presencia de nitrato en este medio. No se observd
diferencias respecto al control en la cepa E. coli AnsrR (Figura 12) y para ambas cepas

en medio MD sin suplementar (Tabla A15 y A16)

% ABC
% ABC

parental AnorR parental AnsrR

Figura 12. Efecto del nitrato y telurito en el crecimiento de E. coli AnsrR (A) o AnorR (B) respecto a la cepa
parental. Se construyé curvas de crecimiento en medio MD con nitrato de sodio (25 mM) y telurito de
potasio (1,0 uM) y se determiné el area bajo la curva (ABC). Para la cepa parental y cada cepa mutante el
ABC fue ponderado por el crecimiento sin telurito (% ABC). Se muestra el promedio y desviacion estandar
de tres ensayos. Se indican diferencias significativas respecto a la cepa parental segun prueba de t
(**, p <0,005).

Bajo la regulacion de NsrR y NorR se encuentran los genes de las enzimas que
destoxifican el 6xido nitrico, FIRd, Hmp y Hcp. Se evaludé entonces el crecimiento de
cepas mutantes en los genes correspondientes norV, hmp y hcp. En medio MD con

nitrato las mutantes AnorV y Ahmp presentaron un menor crecimiento, mientras que la



45

mutante Ahcp no presentd diferencias respecto a la cepa parental (Figura 13, Tabla
A17, A18, A19) y no se observé diferencias con el control en MD sin suplementar
(Tabla A20, A21, A22), sugiriendo que las enzimas FIRd (norV) y Hmp serian

necesarias para abatir el 6xido nitrico generado al agregar telurito en medio MD con

nitrato.
A 40+ B 40+ C
@) O @)
m m m
< < <
S ES &
parental AnorV parental Ahmp parental Ahcp

Figura 13. Efecto del nitrato y telurito en el crecimiento de E. coli AnorV (A), Ahmp (B) o Ahcp (C) respecto
a la cepa parental. Se construy6é curvas de crecimiento en medio MD con nitrato de sodio (25 mM) y
telurito de potasio (1,0 uM) y se determiné el area bajo la curva (ABC). Para la cepa parental y cada cepa
mutante el ABC fue ponderado por el crecimiento sin telurito (% ABC). Se muestra el promedio y
desviacién estandar de tres ensayos. Se indican diferencias significativas respecto a la cepa parental
segun prueba de ¢t (*, p < 0,05; **, p < 0,005).



DISCUSION

A la fecha no se ha estudiado la relacion entre la composicion del medio de
cultivo y la toxicidad que el oxianién telurito ejerce sobre las bacterias. Sin embargo, la
importancia de la enzima nitrato reductasa A (NR A) en la resistencia al téxico (Avazeri
etal., 1997; Turner etal.,, 1995) lleva a cuestionarse como la reduccion de nitrato
afecta a la célula en un contexto que no le es propio, como es en presencia de
oxigeno. La reduccion de nitrato podria llevar a la acumulacion de nitrito, cuyos efectos
nocivos podrian ser disminuidos si se da el caso que otras enzimas de la via de
reduccién de especies de nitrdgeno estén presentes. De este modo, en esta Tesis se
propuso la participacion de las enzimas del metabolismo anaerébico nitrato reductasa

NapA y nitrito reductasas NirB y NrfA en la resistencia de E. coli a telurito.

Los resultados muestran que la adicién de nitrato tiene un efecto menor sobre el
crecimiento bacteriano en relacion a lo observado con telurito, tanto en medio LB como
MD (Figura 5 y 6, respectivamente), lo que es esperable para un compuesto no toxico
respecto a uno que si lo es. En medio MD con nitrato, cultivos de las cepas E. coli
AnapA y AnirB presentan menor capacidad para crecer en presencia de telurito que la
cepa no mutada (Figura 7), mientras que en ensayos sin nitrato no se observd
diferencias con respecto a la cepa parental (Tabla A7, A8 y A9). El nitrato agregado al

medio estaria siendo incorporado al citoplasma y alli seria reducido a nitrito, llevando a

46
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la acumulacién de este compuesto téxico para bacterias (Bowman et al., 2011; Maia y
Moura, 2014). Se podria hipotetizar que en presencia de telurito la reduccién de nitrato
en el periplasma por NapA es importante para la célula debido a que disminuye la
entrada de nitrato al citoplasma, y de esta manera la concentracion de nitrito alli
generado por la nitrato reductasa A. Por su parte, la nitrito reductasa del citoplasma
NirB también contribuye a disminuir la concentracion de nitrito y sus efectos toxicos en
el interior de la célula via su reduccién a amonio. Los resultados indican que en
ausencia de NapA y NirB se acumula nitrito en el citoplasma que aumenta los efectos
del telurito sobre el crecimiento bacteriano. Comparativamente, la reduccion de nitrito
en el periplasma seria menos relevante considerando los resultados obtenidos con la

cepa que carece de nrfA, gen requerido para la reduccion de nitrito en el periplasma.

Debido al disefio experimental empleado no se pudo evaluar el efecto del nitrato
en las cepas mutantes de forma independiente al efecto del toxico, lo cual habria
proporcionado informacion relevante en vista de los resultados obtenidos. Asimismo,
seria importante complementar los actuales resultados con un estudio del rol de los
transportadores de nitrato y nitrito (NarK, NarU y NirC), ya que posiblemente la entrada
de nitrato y la salida de nitrito también contribuyen a la resistencia a telurito. Ademas,
considerando que una baja concentracién de nitrato favorece la expresion de la nitrato
y nitrito reductasa periplasmatica (Stewart et al.,, 2002; Wang etal., 1999; Wang vy

Gunsalus, 2000), seria importante evaluar el efecto del telurito en esta condicion.

El nitrato podria estar influenciando el crecimiento de los cultivos como
nutriente, ya que su reduccion lleva finalmente a la formacion de amonio [fuente de

nitrégeno preferida por E. coli (Chubukov et al.,, 2014; Reitzer, 2003)]. EI medio MD
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contiene diversos aminoacidos, los que podrian ser utilizados como fuente de
nitrégeno. Sin embargo, al agregar nitrato se observdé un aumento en la velocidad de
crecimiento intrinseca y el ABC de los cultivos de E. coli (Tabla 2, Figura 6), que podria
ser causado por la disponibilidad de una fuente de nitrégeno adicional. En medio LB,
en cambio, el nitrato generd una disminucion de la capacidad de carga, y a pesar de
aumentar la velocidad de crecimiento, disminuy6 el ABC, es decir, de algun modo se
esta perjudicando el crecimiento del cultivo (Tabla 1, Figura 5). Resulta dificil predecir
qué vias estarian predominando en esta condicion, ya que este medio contiene mayor
diversidad de nutrientes que MD. Una posibilidad es la pérdida de poder reductor por
esta via, que no ocurre en ausencia de nitrato. Otra posibilidad es que se altere la
combinacién entre las fuentes de carbono y nitrégeno a una que sea menos favorable
para el crecimiento (Bren etal.,, 2016). Sin duda la composicion del medio altera la
sensibilidad de los cultivos a telurito, como se mostré aqui (Tabla 1y 2, Figura5y 6) y
se ha visto previamente, donde cultivos de E. coli son mas resistentes a telurito en M9

(Morales et al., 2017) y MOPS (no publicado) respecto a cultivos en LB.

El medio LB se ha usado extensivamente en los estudios sobre la toxicidad del
telurito, lo que no es el caso en estudios relativos al efecto de compuestos que
contienen nitrégeno, como nitrato, nitrito y éxido nitrico en E. coli. En su lugar, se utiliza
mas comunmente medios definidos con o sin suplementos (Tiso y Schechter, 2015;
Wang et al., 1999, 2016). En esta linea, en el presente trabajo de Tesis se optd por
utilizar medio MD, que posee concentraciones de nitrito menores a las del LB (~ 70 y
1000 nM, respectivamente). En vista de los resultados obtenidos seria interesante
evaluar de qué manera la disponibilidad de nutrientes altera la capacidad de la bacteria

para resistir al téxico.
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Por otra parte, el analisis de los datos de las curvas de crecimiento impuso una
serie de desafios ya que se obtuvo una alta variabilidad entre ellas. En este sentido, un
estudio del afio 2015 discute sobre los resultados obtenidos en cultivos utilizando
lectores de placa, y el efecto de variantes técnicas a veces subestimadas en el
desempeno de diferentes cepas bacterianas (Concepcién-Acevedo et al., 2015). Esto
lleva a ser mas criticos con los resultados y conclusiones obtenidas por esta
metodologia. A modo de ejemplo, en el trascurso de este estudio se realizaron
mediciones de absorbancia sobre los rangos en los cuales este parametro responde
linealmente a la concentracion, por lo que los resultados en esta condiciéon resultan en
una subestimacion de las diferencias reales entre los cultivos, error sistematico que
podria haber generado falsos negativos para algunas de las cepas o condiciones

estudiadas.

Al medir los niveles basales de nitrito en los cultivos se detectdé que estos
aumentan durante el crecimiento inicial (ODggo ~0,3), para luego disminuir rapidamente;
resultados similares se han descrito en cultivos anaerébicos de E. coli suplementados
con nitrato 5 mM, donde se observa un maximo de nitrito (~4 mM) como consecuencia
de la reduccion de nitrato por NR A (DeMoss y Hsu, 1991; Stewart et al.,, 2002).
Considerando que el ensayo fue realizado en condiciones aerébicas y sin la adiciéon de
nitrato, es posible que el aumento en los niveles de nitrito estén dados por la reduccion

de nitrato del medio, por NR Z, cuya expresion es constitutiva (lobbi-Nivol et al., 1990).

El tratamiento con telurito 40 yM produjo acumulacién de nitrito en los cultivos
de E. coli, lo que puede estar dado por la disminucién en la velocidad de crecimiento

de los cultivos (evaluada por densidad dptica), y en consecuencia, un menor consumo
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de nitrito. Otra posibilidad que no puede ser descartada es que el telurito genere un
desbalance entre la produccion de nitrito y su reduccion a amonio debido a una
pertubacion en el control de las enzimas NR A, NapA, NirB y NrfA y/o a los

transportadores involucrados NarK, NarU y NirC.

La adicion de nitrito a cultivos de E. coli disminuy6 su crecimiento, y éste efecto
se potencid al suministrar simultaneamente telurito (Figura 10). Es posible que durante
el crecimiento en medio MD, nitrito y telurito ataquen blancos diferentes y en
consecuencia, que se potencie su toxicidad al adicionarlos simultaneamente, o bien,
que al agregarlos en conjunto se genere un efecto téxico distinto como podria ocurrir a
través de la generacion de RNS. Esto no se observd en el caso de cultivos en medio

LB.

La exposicion conjunta a nitrito y telurito disminuyd el crecimiento de las
mutantes E. coli AnrfA y AnirB respecto a la cepa parental (Figura 11). Esto indica que
la disminucién de los niveles de nitrito via su reduccion por NrfA y NirB -nitrito
reductasa del periplasma y del citoplasma, respectivamente- es relevante para la
resistencia a telurito. Ademas, concuerda con el efecto del nitrato visto anteriormente
en las mutantes E. coli AnapA, AnrfA y AnirB expuestas a telurito, que también podria
deberse a la acumulacion de nitrito en el interior de la bacteria. Aunque no se
esperaba, se observé que nitrito y telurito también afectan el crecimiento de la mutante
E. coli AnapA. Se ha observado previamente que algunos de los genes que codifican
para la nitrato reductasa periplasmatica son regulados por telurito y NsrR (Diaz-
Vasquez et al., 2014; Filenko et al., 2007). No obstante, aun no se ha demostrado la

participacion de esta enzima en la defensa contra telurito ni estrés nitrosativo en E. coli.
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En vista de los resultados y considerando que la toxicidad del nitrito esta dada
principalmente por la generaciéon de éxido nitrico (NO), se evalud cepas mutantes en
los genes que codifican para los reguladores transcripcionales NsrR y NorR. Estos
pueden sensar el NO" e iniciar una respuesta apropiada contra el radical en E. coli. Se
obtuvo que en la mutante E. coli AnorR cultivada con telurito y nitrato hay un menor
crecimiento que en la cepa control. Esto permite especular que los genes regulados
por NorR: norVW, que codifican para flavorubredoxina (FIRd), también podrian tener
una participacion importante durante la exposicion a telurito. Por su parte, NsrR, que
actua como represor transcripcional, controla a varios genes de resistencia a estrés,
por lo que en ausencia de éste se podria esperar que exista una expresién no regulada
de todos ellos, y por lo tanto, mientras algunos podrian favorecer el crecimiento, otros
podrian perjudicarlo en las condiciones de ensayo, llevando a que en conjunto no se

observen diferencias en el desempefio de la mutante respecto a la cepa control.

Luego se evaluo si las enzimas reguladas por NorR y NsrR que destoxifican
NO’ -FIRd, Hmp y Hcp- se relacionan con la resistencia a telurito en presencia de
nitrato. Se evalu6 el crecimiento de cepas mutantes en los genes correspondientes
(norV, hmp, hcp) y todas ellas fueron afectadas por telurito de forma similar a la cepa
control en medio MD. En este medio y en presencia de nitrato las mutantes AnorV'y
Ahmp presentaron un menor crecimiento, mientras que la mutante en hcp no exhibié
diferencias respecto a la parental (Figura 13). Si NorV y Hmp son requeridas para la
resistencia a telurito, se puede suponer que hay generacién de NO® debido a la
reduccién sucesiva de nitrato y nitrito. La ausencia de efecto en la mutante Ahcp podria

deberse a que los niveles del radical son suficientes para la inhibicién de esta enzima
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(Wang et al., 2016), por lo que no tendria participacion en la destoxificacién en las

condiciones ensayadas.

Los principales resultados obtenidos en esta Tesis se resumen en la Figura 14,
donde se evalud la participacion del metabolismo del nitrato y nitrito en la resistencia a
telurito utilizando cepas mutantes en genes que participan en el mismo. Los resultados
muestran que las cepas E. coli AnapA, AnirB, AnorR, AnorV y Ahmp son mas sensibles
al téxico que la cepa control, lo que ocurre solamente cuando el sustrato de la via,

nitrato, esta presente en el medio de cultivo.
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Figura 14. Esquema resumen de los efectos del nitrato y telurito sobre el crecimiento de E. coli. Se

observé disminucion del crecimiento de cepas mutantes en los genes que codifican para las enzimas

marcadas con una cruz roja (napA, nirB, norR, norV, hmp).



CONCLUSION

La evidencia experimental obtenida, en conjunto con los antecedes disponibles,
permiten concluir que la nitrato reductasa A de E. coli requiere de otras enzimas del
metabolismo del nitrato y nitrito, Nap y NirB, para conferir resistencia a telurito en
cultivos que contienen nitrato. Contrario a lo propuesto en la hipdtesis, la nitrito
reductasa del periplasma NrfA no es requerida para la resistencia al toxico. Se infiere
que la toxicidad del telurito aumenta con la presencia de nitrato debido a su reduccion
a nitrito y oxido nitrico, que en conjunto producirian inhibicion del crecimiento

bacteriano.
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Tabla A 1. Pardmetros determinados para el crecimiento de E. coli BW25113 en LB, LB con nitrato y LB
con nitrito*. Se agregd nitrato de sodio (25 mM), nitrito de sodio (25 mM) y telurito de potasio (0,12 uyM). r,
velocidad de crecimiento intrinseca; K, capacidad de carga; t gen, tiempo generacional; t mid, tiempo en
que se alcanza K/2; ABC, area bajo la curva logistica; ABCe, area bajo la curva experimental; sigma,
indice de la calidad del ajuste de los datos a la curva logistica; d.s., desviacion estandar. Para mas detallas
ver Materiales y Métodos.

LB
- telurito + telurito
0,12 uyM
promedio d.s. promedio d.s.
r (h'1) - 1,032 0,039 1,071 0,100
nitrato 1,159 0,009 1,161 0,051
nitrito 0,748 0,031 0,697 0,016
K (Abs) - 1,467 0,008 1,490 0,017
nitrato 1,378 0,008 1,396 0,013
nitrito 1,282 0,026 1,297 0,005
No (Abs) - 0,03199 0,00598 0,003642 0,005752
nitrato 0,02219 0,00351 0,001454 0,002329
nitrito 0,02288 0,00296 0,002357 0,000856
t gen (h) - 0,6724 0,0250 0,6523 0,0593
nitrato 0,5982 0,0044 0,5977 0,0265
nitrito 0,9276 0,0379 0,9954 0,0230
t mid (h) - 3,697 0,130 7,152 1,824
nitrato 3,555 0,130 7,306 1,877
nitrito 5,375 0,392 9,143 0,581
ABC - 23,145 0,183 18,425 2,904
nitrato 21,945 0,051 17,038 2,783
nitrito 18,070 0,157 13,426 0,700
ABCe - 23,037 0,186 18,339 2,870
nitrato 21,863 0,057 16,976 2,757
nitrito 17,986 0,163 13,436 0,675
sigma - 0,0525 0,0022 0,0466 0,0061
nitrato 0,0442 0,0014 0,0410 0,0030
nitrito 0,0340 0,0021 0,0173 0,0008

* Se realizaron tres réplicas bioldgicas para cada condicién. Todos los cultivos se realizaron
simultaneamente.
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Tabla A 2. Parametros determinados para el crecimiento de E. coli BW25113 en MD, MD con nitrato y MD
con nitrito*. Se agrego nitrato de sodio (25 mM), nitrito de sodio (5 mM) y telurito de potasio (1,0 uM). r,
velocidad de crecimiento intrinseca; K, capacidad de carga; t gen, tiempo generacional; t mid, tiempo en
que se alcanza K/2; ABC, area bajo la curva logistica; ABCe, area bajo la curva experimental; sigma,
indice de la calidad del ajuste de los datos a la curva logistica; d.s., desviacion estandar. Para mas detallas
ver Materiales y Métodos.

MD
- telurito + telurito
1,0 uM
promedio d.s. promedio d.s.
r (h'1) - 0,6052 0,0031 0,4141 0,0240
nitrato 0,6621 0,0101 0,4520 0,0068
nitrito 0,5666 0,0409 0,2003 0,0106
K (Abs) - 1,103 0,013 1,175 0,006
nitrato 1,088 0,018 1,171 0,013
nitrito 1,054 0,016 1,104 0,387
No (Abs) - 0,02062 0,00149 0,009849 0,000582
nitrato 0,02022 0,00031 0,004868 0,002073
nitrito 0,01546 0,00157 0,021379 0,003673
t gen (h) - 1,145 0,006 1,678 0,099
nitrato 1,047 0,016 1,534 0,023
nitrito 1,228 0,093 3,475 0,175
t mid (h) - 6,547 0,130 11,574 0,742
nitrato 5,994 0,135 12,305 1,329
nitrito 7,449 0,396 19,510 2,048
ABC - 14,808 0,092 9,972 0,796
nitrato 15,214 0,162 9,079 1,399
nitrito 13,200 0,332 3,810 0,553
ABCe - 14,797 0,088 10,031 0,787
nitrato 15,197 0,171 9,179 1,378
nitrito 13,183 0,334 3,793 0,548
sigma - 0,0287 0,0015 0,0292 0,0007
nitrato 0,0307 0,0010 0,0278 0,0028
nitrito 0,0237 0,0007 0,0084 0,0014

* Se realizaron tres réplicas biolégicas para cada condicion. Todos los cultivos se realizaron
simultaneamente.



Tabla A 3. Area bajo la curva logistica de cultivos de E. coli BW25113 en las condiciones indicadas.

. Telurito Telurito
Medio Suplemento - 0.2 uM 1.0 uM
MD* - 14,73 13,80 9,05
14,91 14,40 10,44
14,78 14,23 10,43
nitrato 25 mM 15,04 14,03 7,48
15,36 14,79 9,69
15,23 14,63 10,07
nitrito 5 mM 13,23 11,43 417
13,51 11,95 4,09
12,85 11,11 3,17
) Telurito Telurito
0,06 uM 0,12 uM
LB** - 23,03 21,71 17,50
23,36 22,74 21,67
23,04 21,25 16,09
nitrato 25 mM 21,95 20,15 16,36
21,99 21,66 20,09
21,89 19,52 14,65
nitrito 25 mM 17,98 15,28 13,44
18,25 15,91 14,12
17,98 15,14 12,72

* se realizaron simultdneamente todas las curvas en MD por 20 h.
** se realizaron simultaneamente todas las curvas en medio LB por 19,5 h.
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Tabla A 4. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnapA en MD con nitrato

25 mM.
+ nitrato
c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 uM
control n1 14,06 12,05 3,08
n2 14,09 12,15 3,92
n3 14,07 12,22 3,66
prom. 14,07 12,14 3,55
d.s. 0,02 0,09 0,43
AnapA n1 12,77 9,35 0,7378
n2 12,72 9,26 0,6423
n3 12,51 9,57 1,165
prom. 12,67 9,39 0,85
d.s. 0,14 0,16 0,28

* n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom, corresponde al promedio de los

datos; d.s., desviaciéon estandar.

** se realizaron simultdneamente todas las curvas con vy sin telurito de las cepas

control, E. coli AnapA 'y AnrfA (tabla A 5) por 18,4 h.
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Tabla A 5. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnrfA en MD con nitrato 25 mM.

+ nitrato
Cepa . ) telurito telurito
P 0,2 uM 1,0 uM
control n1i 14,08 12,05 3,08
n2 14,09 12,15 3,92
n3 14,07 12,22 3,66
prom. 14,07 12,14 3,55
d.s. 0,02 0,09 0,43
AnrfA n1 12,11 9,93 1,57
n2 11,81 9,89 2,95
n3 12,04 9,85 2,20
prom. 11,99 9,89 2,24
d.s. 0,16 0,04 0,69

* n2, n3 indica cada réplica bioldgica; prom, corresponde al promedio de los datos;
d.s., desviacion estandar. ** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y
sin telurito de las cepas control, E. coli AnapA (Tabla A 4) y AnrfA por 18,4 h.
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Tabla A 6. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnirB en MD con nitrato 25 mM.

+ nitrato
c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 pM
control n1i 13,01 11,83 5,68
n2 15,61 13,84 5,61
n3 14,20 13,16 5,24
prom. 14,27 12,94 5,51
d.s. 1,30 1,02 0,24
AnirB n1 13,79 12,53 4,35
n2 13,55 12,30 3,36
n3 13,46 12,29 4,27
prom. 13,60 12,37 3,99
d.s. 0,17 0,14 0,55

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los
datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control, E. coli AnirB 'y Ahcp (Tabla A 19) por 19,5 h.



Tabla A 7. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnapA en MD (sin nitrato).

- nitrato
. telurito telurito
Cepa - 0,2 uM 1,0 uM
control n1 16,39 14,68 8,04
n2 16,00 15,79 11,16
n3 14,66 13,45 5,39
prom. 15,68 14,64 8,20
d.s. 0,90 1,17 2,89
AnapA n1 15,69 14,78 9,11
n2 16,64 15,86 8,33
n3 12,76 11,41 4,72
prom. 15,03 14,02 7,39
d.s. 2,02 2,32 2,34

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de cada réplica

bioldgica por 21,5 h.
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Tabla A 8. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnrfA en MD (sin nitrato).

- nitrato

c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 pM
control n1 16,39 14,68 8,04
n2 16,00 15,79 11,16

n3 14,66 13,45 5,39

prom. 15,68 14,64 8,20

d.s. 0,90 1,17 2,89

AnrfA n1 16,87 16,28 11,74
n2 17,77 17 11 11,61

n3 14,20 13,02 5,66

prom. 16,28 15,47 9,67

d.s. 1,86 2,16 3,47

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los
datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de cada réplica
bioldgica por 21,5 h.
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Tabla A 9. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnirB en MD (sin nitrato).

- nitrato

c . telurito telurito
epa i 0,2 uM 1,0 uM
control n1 16,39 14,68 8,04
n2 16,00 15,79 11,16

n3 14,66 13,45 5,39

prom. 15,68 14,64 8,20

d.s. 0,90 1,17 2,89

AnirB n1 15,18 14,08 6,08
n2 16,62 15,94 10,79

n3 13,78 12,51 6,42

prom. 15,19 14,18 7,76

d.s. 1,42 1,72 2,63

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de cada réplica

bioldgica por 21,5 h.
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Tabla A 10. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnapA en MD con nitrito 5 mM.

+ nitrito
c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 pM
control n1i 7,96 5,71 1,68
n2 7,02 5,29 1,48
n3 8,17 6,10 1,80
prom. 7,72 5,70 1,65
d.s. 0,61 0,40 0,16
AnapA n1 7,77 5,70 1,47
n2 6,04 3,66 0,87
n3 5,93 3,57 0,95
prom. 6,58 4,31 1,10
d.s. 1,03 1,20 0,32

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los
datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control, E. coli AnapA, y AnrfA (Tabla A 11) por 15,4 h.
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Tabla A 11. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnrfA en MD con nitrito 5 mM.

+ nitrito
c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 pM
control n1i 7,96 5,71 1,68
n2 7,02 5,29 1,48
n3 8,17 6,10 1,80
prom. 7,72 5,70 1,65
d.s. 0,61 0,40 0,16
AnrfA n1 7,74 5,59 1,51
n2 7,58 5,05 1,29
n3 7,02 4,98 1,37
prom. 7,45 5,21 1,39
d.s. 0,38 0,33 0,11

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los
datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control, E. coli AnapA (Tabla A 10), y AnrfA por 15,4 h.
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Tabla A 12. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnirB en MD con nitrito 5 mM.

+ nitrito
c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 pM
control n1i 11,89 9,76 3,03
n2 12,72 11,14 3,08
n3 12,90 11,58 3,55
prom. 12,50 10,83 3,22
d.s. 0,54 0,95 0,29
AnirB n1 11,60 9,34 2,31
n2 10,80 9,16 2,22
n3 11,03 9,17 2,11
prom. 11,15 9,22 2,21
d.s. 0,41 0,10 0,10

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los
datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control y E. coli &nirB por 19,5 h.



Tabla A 13. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnorR en MD con nitrato

25 mM.
+ nitrato
c . telurito telurito
epa B 0,2 uM 1,0 uM
control n1i 13,76 12,60 7,49
n2 13,67 12,82 8,05
n3 13,45 12,58 8,04
prom. 13,62 12,66 7,86
d.s. 0,16 0,13 0,32
AnorR n1 12,69 11,19 3,12
n2 12,82 11,14 1,11
n3 11,77 9,68 0,51
prom. 12,43 10,67 1,58
d.s. 0,57 0,86 1,37

*n1, n2, n3 indica cada réplica bioldgica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control, E. coli AnorR, y AnsrR (Tabla A 14) por 19 h.
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Tabla A 14. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnsrR en MD con nitrato

25 mM.
+ nitrato
c . telurito telurito
epa B 0,2 uM 1,0 uM
control n1i 13,76 12,60 7,49
n2 13,67 12,82 8,05
n3 13,45 12,58 8,04
prom. 13,62 12,66 7,86
d.s. 0,16 0,13 0,32
AnsrR n1 12,49 11,60 413
n2 13,11 12,39 8,67
n3 11,46 10,05 5,33
prom. 12,35 11,35 6,04
d.s. 0,84 1,19 2,35

*n1, n2, n3 indica cada réplica bioldgica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviaciéon estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control, E. coli AnorR (Tabla A 13), y AnsrR por 19 h.



Tabla A 15. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnorR en MD (sin nitrato).

- nitrato

c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 pM
control n1i 16,39 14,68 8,04
n2 16,00 15,79 11,16

n3 14,66 13,45 5,39

prom. 15,68 14,64 8,20

d.s. 0,91 1,17 2,89

AnorR n1 15,70 14,76 7,07
n2 16,86 15,93 8,17

n3 14,38 12,27 3,69

prom. 15,65 14,32 6,31

d.s. 1,24 1,87 2,34

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con vy sin telurito de cada réplica

bioldgica por 21,5 h.
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Tabla A 16. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnsrR en MD (sin nitrato).

- nitrato

c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 uM
control n1i 16,39 14,68 8,04
n2 16,00 15,79 11,16

n3 14,66 13,45 5,39

prom. 15,68 14,64 8,20

d.s. 0,91 1,17 2,89

AnsrR n1 15,45 14,46 7,58
n2 13,45 12,37 7,50

n3 14,01 12,81 5,36

prom. 14,30 13,21 6,81

d.s. 1,03 1,10 1,26

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de cada réplica

bioldgica por 21,5 h.

79



80

Tabla A 17. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnorV en MD con nitrato

25 mM.
+ nitrato
c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 uM
control n1i 14,60 12,25 4,36
n2 16,76 14,46 5,48
n3 15,61 13,84 5,61
prom. 15,65 13,52 5,15
d.s. 1,08 1,14 0,68
AnorV n1i 16,18 13,33 3,41
n2 16,58 13,04 3,36
n3 13,64 11,31 3,14
prom. 15,47 12,56 3,31
d.s. 1,59 1,09 0,14

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control, E. coli AnorV, y Ahmp (Tabla A 18) por 21 h.
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Tabla A 18. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli Ahmp en MD con nitrato

25 mM.
+ nitrato
c . telurito telurito
epa - 0,2 pM 1,0 M
control n1 14,60 12,25 4,36
n2 16,76 14,46 5,48
n3 15,61 13,84 5,61
prom. 15,65 13,52 5,15
d.s. 1,08 1,14 0,68
Ahmp n1 16,65 14,22 4,08
n2 16,57 13,94 4,40
n3 16,57 14,20 4,58
prom. 16,60 14,12 4,35
d.s. 0,05 0,15 0,25

*n1, n2, n3 indica cada réplica bioldgica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control, E. coli AnorV (Tabla A 17), y Ahmp por 21 h.
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Tabla A 19. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli Ahcp en MD con nitrato 25 mM.

+ nitrato
c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 uM
control n1i 13,01 11,83 5,68
n2 15,61 13,84 5,61
n3 14,20 13,16 5,24
prom. 14,27 12,95 5,51
d.s. 1,30 1,02 0,24
Ahcp n1 14,14 13,05 6,17
n2 14,46 13,20 5,78
n3 14,32 13,45 3,86
prom. 14,31 13,24 5,27
d.s. 0,16 0,20 1,24

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los
datos anteriores; d.s., desviaciéon estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control, E. coli AnirB (Tabla A 6), y Ahcp por 19,5 h.



Tabla A 20. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli AnorV en MD (sin nitrato).

- nitrato

c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 uM
control n1i 16,39 14,68 8,04
n2 16,00 15,79 11,16

n3 14,66 13,45 5,39

prom. 15,68 14,64 8,20

d.s. 0,90 1,17 2,89

AnorV n1 15,51 14,22 6,26
n2 17,79 17,45 11,14

n3 14,65 13,49 7,71

prom. 15,98 15,05 8,37

d.s. 1,62 2,10 2,51

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con vy sin telurito de cada réplica

bioldgica por 21,5 h.
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Tabla A 21. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli Ahmp en MD (sin nitrato).

- nitrato

c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 pM
control n1i 16,39 14,68 8,04
n2 16,00 15,79 11,16

n3 14,66 13,45 5,39

prom. 15,68 14,64 8,20

d.s. 0,90 1,17 2,89

Ahmp n1 15,42 14,11 6,93

n2 17,47 16,65 8,59

n3 14,50 12,88 5,77

prom. 15,80 14,55 7,10

d.s. 1,52 1,92 1,42

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los

datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de cada réplica

bioldgica por 21,5 h.
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Tabla A 22. Area bajo la curva de crecimiento de E. coli BW25113 y E. coli Ahcp en MD (sin nitrato).

- nitrato
c . telurito telurito
epa - 0,2 uM 1,0 uM
control n1i 12,86 12,66 8,98
n2 12,68 12,06 7,59
n3 12,55 11,89 7,58
prom. 12,70 12,20 8,05
d.s. 0,15 0,40 0,80
Ahcp n1 12,80 12,21 8,18
n2 12,63 11,66 7,18
n3 12,27 11,90 8,29
prom. 12,57 11,92 7,88
d.s. 0,27 0,28 0,61

*n1, n2, n3 indica cada réplica biolégica; prom., corresponde al promedio de los
datos anteriores; d.s., desviacion estandar.

** se realizaron simultaneamente todas las curvas con y sin telurito de las cepas
control y E. coli Ahcp por 18,4.
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Figura A 1. Concentracion de nitrito en sobrenadantes de cultivos de E. coli. Los datos corresponden a
tres cultivos independientes de E. coli BW25113 a los que se determind la concentracion de nitrito. Los
simbolos unidos por una linea recta corresponden a la réplica mostrada en la Figura 8.
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