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Resumen

A bajas concentraciones, algunos metales pesados/y metaloides pueden ser

sumamente toxicos para los microorganismos./l:lntre ellos, mercurio (1I) y telurito, poseen
las concentraciones inhibitorias minimas (MIC) mds bajas para E. coli. Ambos ejercen
dafio celular por deplecién de tioles, inactivacién de enzimas y estrés oxidativo. La
resistencia a mercurio esta dada por el operdn mer, en que finalmente la flavoenzima
MerA reduce mercurio (II) a mercurio elemental (volatil y menos t6xico). Por otro lado,
aun cuando a la fecha no se han descrito mecanismos especificos de destoxificacion de
telurito, algunos metabolitos y enzimas propias del metabolismo -asi como otras que
participan en respuesta celular al estrés oxidativo- pueden reducir telurito a su forma
menos toxica, teluro elemental.

A su vez, la Antértica se caracteriza por estar expuesta a diversos tipos de estrés
abiético, como por ejemplo bajas temperaturas, alta salinidad, radiacién UV, entre otros,
los que en general causan estrés oxidativo. Ultimamente se ha evidenciado un aumento
drastico de contaminacién por metales pesados en ese continente debido al fendmeno
conocido como destilacién global. Por este motivo, el continente antdrtico se ha
convertido en un lugar de muestreo interesante para aislar cepas bacterianas resistentes a
multiples tipos de estrés y entre ellos, a aquel debido a la presencia de metales pesz;dos.
El estudio de mecanismos moleculares de resistencia de bacterias psicrotolerantes a
metales pesados y metaloides tan téxicos como mercurio y telurito podria permitir el
disefio de nuevas estrategias de biorremediacion de sitios contaminados en ambientes de

baja temperatura. En este contexto, se aislo bacterias desde la Antdrtica que son resistentes




a mercurio y telurito. La resistencia de estas bacterias al oxianidn de teluro s6lo se observa
en presencia de mercurio, sugiriendo que éste gatillaria una respuesta de resistencia
cruzada a ambos toxicos.

El estudio de la resistencia cruzada a mercurio y telurito en bacterias antérticas
psicrotolerantes se llev a cabo utilizando cuatro aislados bacterianos (ATH-5, ATH-41,
ATH-43 y ATH-62). Tres de ellos se relacionaron con el género Pseudomonas y uno con
Psychrobacter. El operon mer se detectd sélo en las cepas de Pseudomornas.

Para entender el fenémeno de resistencia cruzada se someti6 a las bacterias a 4
tratamientos experimentales diferentes: control sin téxicos, con mercurio, telurito o
mercurio/telurito, Tanto curvas de crecimiento, MICs como halos de inhibicién en medio
sdlido mostraron que todos los aislados son resistentes a mercurio y telurito. Sin embargo,
el fenotipo de resistencia cruzada sélo se observd en las Pseudomonas, el que fue
particularmente notorio en ATH-43.

El anélisis de pardmetros moleculares de toxicidad mostré que individualmente
tanto mercurio como telurito producen estrés oxidativo en las cepas ATH. En presencia
de ambos toxicos, los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) fueron més bajos
que cuando sélo telurito estuvo presente, efecto que de nuevo fue mas evidente en la cepa
ATH-43. Aun cuando el contenido de tioles totales (RSH) disminuyé en presencia de
mercurio o telurito, sélo ATH-43 mostrd una recuperacién a niveles normales de RSH
cuando se expuso simultidneamente a ambos metales. Mientras el telurito alterd la
viabilidad de todas las cepas, ésta se recupera en presencia de mercurio.

La secuenciacién del genoma de ATH-43 reveld la presencia de genes de
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resistencia a multiples metales y antibidticos, ademds de un gran niimero de genes
relacionados con estrés oxidativo. Por otro lado, el un andlisis transcriptémico de esta cepa
mostré que la exposicién a mercurio, telurito o mercurio/telurito resulta en la expresion
diferencial de ~200 genes en comparacion al control sin tratamiento. En las 3 condiciones
se observé la induccién de genes relacionados con transporte, transcripcién, traduccion,
estrés oxidativo, resistencia a metales y cadena transportadora de electrones, entre otros.
Interesantemente, la expresion de estos genes fue significativamente menor con telurito
que en presencia de mercurio o mercurio/telurito. Por su parte, los genes cuya expresion
se reprimio en estas condiciones incluyen metabolismo de aminodcidos, carbohidratos,
lipidos, dcidos nucleicos y transportadores, entre otros. También se determiné que MerA
posee actividad telurito reductasa in vitro, actividad que no aumenté in vivo -como se
esperaba- en cultivos expuestos a mercurio.

Finalmente y en su conjunio, estos resultados sugieren que el fendmeno de
potenciacion de resistencia cruzada se deberia mas bien a mecanismos generales de estrés
(por ejemplo, respuesta a estrés oxidativo) estimulados por la presencia de mercurio, que

al sistema especifico de destoxificacién de mercurio (operdn mer).



Abstract

Low concentrations of some heavy metals and metalloids can be very toxic for
most microorganisms, Among them, mercury (1I) and tellurite, have the lowest minimal
inhibitory concentrations in E. coli. Both of them exert cell damage by thiol depletion,
enzyme inactivation and oxidative stress. Mercury bacterial resistance is given by mer
operon which aims the transformation of toxic cationic mercury by the flavoenzyme
MerA, to elemental mercury which is volatile and less toxic. On the other hand, the
mechanisms of tellurite detoxification are not well understood. However, it has been
demonstrated that some metabolic flavoenzymes are able to reduce tellurite to its less-
toxic form elemental tellurium, and also that an enhanced response against oxidative stress
can confer tellurite resistance in some bacteria,

The Antarctic continent is constantly exposed to diverse abiotic stresses like low
temperature, high salinity, UV radiation, among others, which cause oxidative stress.
Recently, it has been show a dramatic increase of heavy metals in Antarctica, mostly due
the grasshopper effect. In this sense, the Antarctic continent has become an interesting
place for sampling and isolation of bacterial strains resistant to multiple stresses, which
include that produced by heavy metals. The understanding of molecular mechanisms of
mercury and tellurite resistance, and also the oxidative damage associated to these
psychrotolerant bacteria, could allow for the design of new bioremediation strategies of
polluted sites of low temperature environments. In this context, we have isolated
psychrotolerant bacteria from Antarctica that are resistant to mercury and tellurite.

However, these strains arc resistant to tellurite only in the presence of mercury, suggesting
4



that Hg could somehow trigger a molecular response that confers cross-resistance to
tellurite, as well as for mercury.

The aim of this Thesis is to determine if tellurite resistance of psychrotolerant

Antarctic bacteria exposed to mercury, is due an activation of molecular mechanisms
against oxidative stress triggered by mercury, and tellurite reduction mediated by MerA
enzyme.
The cross-resistant phenotype to mercury and tellurite was carried out in four
psychrotolerant Antarctic bacterial isolates (ATH-5, ATH-41, ATH-43 and ATH-62).
Three of them belong to Pseudomonas genus and the other to Psychrobacter genus (ATH-
62). The mer operon was only detected in the Pseudomonas isolates.

To understand this phenomenon all the strains were submitted to four experimental
conditions: control, mercury, tellurite or mercury/tellurite treatments. Growth curves,
MICs and growth inhibition zones experiments showed that all isolates were resistant to
mercury and teliurite. However, cross-resistant phenotype was only observed in
Pseudomonas strains, mainly in ATH-43.

Molecular toxicity parameters showed that both toxics by itself produced oxidative
stress in ATH strains. Interestingly, treatment with both toxics together decreased ROS
levels in comparison with tellurite treatment, mostly in ATH-43. Regarding thiols content,
mercury and tellurite presence considerably reduced the intracellular amount of thiols in
all ATH strains. However, only in ATH-43 mercury/tellurite treatment produced and
increment in thiols level as high as the control levels. On the other hand, tellurite affected

cell viability in all ATH, but in the presence of mercury, viability was restored only in
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Pseudomonas strains.

Sequencing of ATH-43 genome revealed the presence of multiple heavy metal and
antibiotics resistance genes, and also a huge number of genes related with oxidative stress
response. A transcriptomic profile analysis of ATH-43 showed that mercury, tellurite or
mercury/tellurite treatments resulted in the differential expression of ~200 genes in
comparison to control treatment. In the three conditions expressed genes were related to
transport, transcription, translation, oxidative stress response, heavy metal resistance and
electron chain transport. Interestingly, gene expression in tellurite treatment was
significantly lower in magnitude when compared to mercury or mercury/tellurite
exposure. When analyzing repressed genes in all treatments, most of them were related to
aminoacid, carbohydrate, lipid, and nucleotides metabolism, among others. We also
demonstrated that MerA exhibited tellurite reductase activity in vitro. However, this
activity was not observed in vive in crude extracts pre-treated with mercury.

Altogether these results suggest that potentiation of the cross-resistant phenotype
is principally due to activation of general stress response mechanisms (e.g. oxidative

stress), and not due to the mer detoxification system.



1. Introduccién

1.1 Toxicidad de iones de metales pesados y metaloides para bacterias: mercurio y

telurito, los mas toxicos.

La toxicidad de metales pesados (MP) y metaloides ha sido uno de los grandes
desafios que han debido enfrentar los microorganismos para asegurar su supervivencia y
actualmente, la contaminacion por ellos es una preocupacion mayor en relacion al entorno.
Los MP se encuentran tanto en ambientes terrestres como en medios acuéticos,
principalmente por actividad geoldgica natural y también como consecuencia de la
actividad antropogénica.

En Chile, la industria minera por décadas ha producido desechos que han
contaminado el medio ambiente causando un gran impacto en distintos ecosistemas. Un
ejemplo es la contaminacion con mercurio, cobre y arsénico en distintas zonas del norte
de nuestro pais que ha generado un gran dafio a la flora y fauna asociada a los ecosistemas
(De Gregori et al. 2003; Oliveira ef al., 2007, Altimira et al. 2012; Pell et al. 2013).

Los MP tienen una densidad >5 gr/em® 'y la mayoria de los 53 conocidos
corresponden a elementos de transicién que poseen sus orbitales d incompletos y forman
iones que pueden interactuar con otros elementos o moléculas (Weast, 1984), Dadas estas
caracteristicas, bajas concentraciones de algunos MP como zinc, hierro, selenio y cobre,
entre otros, exhiben funciones biologicas fundamentales para las bacterias y los seres
vivos en general, destacando su participacion como cofactores enzimaticos (centros [Fe-

ST) y aminoacidos modificados (selenocisteina), entre otros (Nies, 1999). Por el contrario,
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altas concentraciones de estos mismos elementos pueden formar complejos inespecificos
dentro de la célula que presentan un alto grado de toxicidad.

Algunos iones de metales como mercurio (Hg'?), plata (Ag"), cadmio (Cd'?) y
teluro (TeOs?) son tan reactivos que los microorganismos no los utilizan en ninguna
reaccion bioldgica, por lo que son altamente toxicos a concentraciones muy bajas (Silver
y Phung, 1996; Harrison et al. 2004; Silver y Phung, 2005; Lemire et al., 2013). Por otro
lado, Zn*2, Ni*?2 y Cu™ también pueden ser peligrosos a altas concentraciones dado que
podrian reaccionar inespecificamente con algunas macromoléculas. Por esta razoén, la
concentracién intracelular de MP debe ser finamente regulada para evitar dafios (Nies,
1999). Los MP de alto niimero atémico reaccionan de preferencia con grupos sulfhidrilo
(SH) intracelulares, inactivando la funcién bioldgica de las moléculas que los contienen.
Otros cationes como Cd*2, ademés de causar deplecion de tioles, reaccionan con otros
como Ca'? disminuyendo asi la biodisponibilidad intracelular (Nies, 1999). Algunos
cationes divalentes de MP pueden unirse a glutatién en bacterias Gram (-) formando
diglutatién, que a su vez puede reaccionar con oxigeno molecular generando el cation
correspondiente y peréxido de hidrégeno (Kachur er al. 1998). Por esta razon, el dafio
causado por MP en el interior de los microorganismos se debe principalmente al estrés
oxidativo que éstos generan.

En humanos, la ingestion de mercurio y sus derivados organicos causa
envenenamiento e incluso la muerte. Producto de la actividad pesquera, algunos paises
han sufrido intoxicaciones masivas por consumo de peces contaminados, como por

ejemplo, Japon (Minamata) e Iraq (Qadissiya), donde cientos de personas fallecieron
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(Bakir et al. 1973; Silver y Hobman, 2007). En nuestro pais se ha demostrado que peces
como atiin y albacora también poseen un alto contenido de mercurio en comparacién con
estdndares nacionales e internacionales (Cortés y Fortt, 2007). El envenenamiento con
mercurio en humanos provoca principalmente dafio neurolégico, hepético y renal y ocurre
principalmente por inactivacién de enzimas y dafio oxidativo (Rafati-Rahimzadeh et al.
2014). En el caso de bacterias, su toxicidad estd dada principalmente por efectos
oligodindmicos (dafio a bajas concentraciones) y su afinidad por moléculas organicas que
dan origen a complejos organomercuriales altamente corrosivos como metilmercurio
(Barkay et al. 2003). Los cationes de mercurio reaccionan fuertemente con cualquier
grupo SH de residuos de cisteina presentes en diversas moléculas, proteinas o tioles,
inactivandolos o bloqueando su funcion celular. Al igual que otros metales, al unirse a
tioles celulares provoca un desbalance redox lo que provoca estrés oxidativo (Lemire et
al. 2013). Ademads, tanto mercurio como metilmercurio atraviesan membranas biologicas
causando dafio irreversible a macromoléculas como lpidos y 4cidos nucleicos (Mathema
et al., 2011). Por otro lado, también se ha demostrado que el mercurio puede reaccionar
con grupos amino, carboxilo, fosfato e imidazol (Grier, 1977). La concentracién minima
inhibitoria (MIC) de Hg*? para E. coli es 0,01 mM, siendo asi el MP més t6xico para esta
bacteria (Mergeay et al. 1985).

Los metaloides presentes en la Tabla Periddica de los elementos incluyen boro,
silicio, germanio, arsénico, teluro, antimonio y polonio. Estos metaloides, se encuentran
en su forma elemental, y forman oxianiones estables y solubles que en algunos casos son

sumamente t6xicos como arsenato (AsOs?) (Bienert ef al. 2008) y telurito (TeQs?)

5



(Taylor, 1999). Por ejemplo, la toxicidad del AsO47 es causada por la interferencia con el
metabolismo del fosfato (PO4) dada la similitud de sus estructuras (Nies, 1999).

Por su parte, el telurito es altamente toxico para la mayoria de los microorganismos
y en especial para bacterias Gram (-) (Taylor, 1999), sin embargo, mecanismos
moleculares que explican su toxicidad atin no se dilucidan. Algunos estudios indican que
el telurito es un fuerte oxidante que causa una répida disminucion del contenido de tioles
intracelulares, en especial glutatién (Turner et al. 1995, 1999, 2001). Ademas, la
exposicién de diversas bacterias como E. coli (Tantaleén et al. 2003; Pérez et al. 2007),
Pseudomonas pseudoalcaligenes (Borsetti et al. 2005) y Rhodobacter capsulatus
(Tremaroli er al. 2007) a telurito resulta en la generacion de ROS, especialmente
superéxido (Pérez et al. 2007; Tremaroli et al. 2007). Como consecuencia de este estrés
oxidativo se produce carbonilacién de proteinas (Contreras y Vasquez, 2010),
desmantelamiento de centros de [4Fe-4S] de la aconitasa B y fumarasa A (Imlay, 2006;
Calderdn et al. 2009) y alteracién de enzimas fundamentales del metabolismo como
fosfofructoquinasa y piruvato quinasa (Valdivia et al. 2012), piruvato deshidrogenasa
(Castro et al. 2008, 2009) y NADH deshidrogenasa 1 (Diaz-Vasquez ef al. 2014a, b), entre
otras. La MIC de TeOs? para E. coli es 0,004 mM (Taylor, 1999) y es, en consecuencia,

2,5 veces mas toxico que el Hg™,

1.2 Resistencia bacteriana a mercurio

El mecanismo de destoxificacién de mercurio que han desarrollado las bacterias y

arqueas es altamente especifico y estd basado en el operdn merRPTAD (resistencia a
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Figura 1. Mecanismo de resistencia a mercurio orginico e inorgdnico en bacterias, MerA, mercurio
reductasz; MerB, organomercurio liasa; MerP proteina periplasmética de unidn a mercurio; MerT,
transportados de membrada de mercurio; MerG, proteina periplasmatica involucrada en la permeabilidad de
fenilmercurio, y MerE, proteina de membrana probablemente involucrada en el transporte de mercurio hacia
el interior de la célula. Figura adaptada de Rojas e al. 2011.

mercurio inorgdnico) o merRTPGCABD (resistencia a mercurio inorgénico y orgdnico)
(Barkay et al. 2003) (Figura 1). El operdn mer es el sistema genético mejor conocido de

resistencia a un metal que incluye una alta tasa de transformacion del téxico a una forma
menos peligrosa y volatil (Schaefer ef al. 2002; Mathema et al. 2011). Este operén ha sido
mayoritariamente estudiado en bacterias Gram (-), que en algunas Gram (+) exhibe genes
similares pero dispuestos en un orden distinto. El sistema mer estd ampliamente
distribuido en el ecosistema y se encuentra codificado en plasmidos y transposones que se
han conservado desde tiempos ancestrales (Yurieva ef al, 1997; Mathema et al. 2011).
Este especifica dos genes que sensan Hg'? (merR y merD), tres de transporte o
movilizacién (merP, merT y merC) y dos de destoxificacién enzimdtica de mercurio
inorganico y orgédnico (merd y merB), respectivamente (Schelert et al. 2004). La

regulacion de la transcripcion de este operdn esta bajo el control del factor de transcripcién
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MerR, que se activa en presencia de Hg*2 En el periplasma, el Hg*? se une a MerP y es
transferido al transportador de membrana interna MerT. Una vez en el citosol, el Hg*? se
nne a moléculas que contienen grupos SH (gj. glutatién), sirviendo como sustrato para la
enzima MerA, flavoproteina oxidoreductasa que cataliza la reduccién de Hg'
(dependiente de NADPH) a mercurio elemental (Hg®), el que es voldtil y difunde a través
de membranas (Summers y Sugarman, 1974).

Por otra parte, la destoxificacién de compuestos organomercuriales es mediada por
la enzima organomercurio-liasa, MerB, que cataliza la ruptura de enlaces C-Hg liberando
metano y Hg', que es luego reducido por MerA (Murtaza et al. 2005). La funcion de
MerC atn no estd totalmente dilucidada y se sugiere que podria funcionar como
transportador de compuestos organomercuriales desde el periplasma al citosol (Mathema
et al. 2011). A su vez, MerG estaria ubicado en el periplasma y disminuiria Ia
permeabilidad de la célula a fenilmercurio (Uno ef al. 1997). Finalmente y una vez que
las concentraciones de Hg'? han disminuido en el citoplasma, MerD actiia como
antagonista de la transcripcion probablemente desplazando a MerR del promotor (Zeng et
al. 1998; Champier et al. 2004).

Se ha demostrado que este sistema de destoxificacion de mercurio tiene un origen
evolutivo en bacterias y arqueas termofilas, inicialmente como un operén muy basico
(Wang et al. 2008). Posteriormente, éste habria adquirido maés genes con el fin de mejorar
la eficiencia y potencial del sistema (Boyd y Barkay, 2012). Existe evidencia que indica
que estos genes se han transferido tanto vertical como horizontalmente en una gran

variedad de familias y géneros bacterianos. A diferencia de bacterias pertenecientes a filos
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como Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria, los operones mer de bacterias de
linajes mas ancestrales codifican para pocos genes del operén como merT, merP y merA
en el caso de Aquificae (Freedman et al. 2012) y Thermus/Deinococcus (Wang et al.
2008), los que en general se expresan constitutivamente (Schelert et al. 2006; Freedman
et al. 2012). En arqueas en cambio, se encontraria presente solo mer4 (Boyd y Barkay,
2012).

Aproximadamente 1-10% de las bacterias aerdbicas poseen el sistema mer, lo que
sugiere la ubicuidad del mercurio en el ambiente y la alta presion selectiva que pueda
ejercer (Barkay, 1987; Mindlin et al. 2005; Poulain ef al. 2007). En este contexto, se ha
aislado e identificado bacterias de distintos ambientes naturales tanto cilidos como frios,
como por ejemplo el territorio antartico (Osborn et al. 1997; De Souza et al. 2006;

Tashirev et al. 2012).

1.3 Resistencia bacteriana a telurito

Los mecanismos moleculares especificos de destoxificacion de telurito atin no han
sido dilucidados. El aumento de ROS en el citosol provoca la oxidacion generalizada de
tioles, lo que resulta en la activacion de los regulones OxyR y SoxRS, que activan una
serie de genes que participan en la respuesta a estrés oxidativo como katE, katG, sodA y
sodC, entre otros (Zheng et al. 1998; Liochev et al. 1999; Arenas et al. 2010, 2011).
Adicionalmente, se ha observado que en Geobacillus stearothermophilus V, tres genes
que participan en el metabolismo de la cisteina estan involucrados en resistencia a telurito,

incluyendo: i) cobA, que codifica para la metiltransferasa SUMT (sintesis de cofactor de
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sulfito reductasa, Araya et al. 2009), ii) cysK, que codifica para la enzima cisteina sintasa
(Véasquez et al. 2001; Saavedra ef al. 2004) e iii) iscS, que especifica la enzima cisteina
desulfurasa (Tantaledn et al. 2003). Posteriormente, se determind que la mayorfa de los
genes del regulén Cys de E. coli se activan frente a la exposicion a telurito (Fuentes ef al.
2007).

Aun cuando no se ha descrito mecanismos especificos de resistencia bacteriana a
este oxianién, una forma en que los microorganismos enfrentan su toxicidad es
reduciéndolo a Te elemental, una forma menos téxica (Chasteen ef al. 2009). Los
productos de esta reduccién son en general compuestos alquilados volétiles (Chasteen y
Bentley, 2003) o teluro elemental (Te?) (Tucker et al. 1966; Taylor ef al. 1988; Turner et
al. 1999). Esta reduccién puede ser no enzimdtica y estd dada por la interaccion del telurito
con tioles celulares, principalmente glutation (Turner ef al. 1999, 2001). Por otro lado,
algunas enzimas también pueden reducir telurito a Te’. Algunas enzimas como catalasa
(Calderén et al. 2006) y flavoproteinas disulfuro reductasas como dihidrolipoii
deshidrogenasa (Castro et al. 2009), glutation reductasa y tiorredoxina reductasa
(Rigobello ef al. 2011) utilizan nucledtidos de piridina como NAD(P)H para llevar a cabo
esta reduccion de telurito a teluro elemental. Otro ejemplo esta dado por algunas oxidasas
terminales de la cadena transportadora de electrones de bacterias como Bacillus
selenitireducens, Sulfurospirillum barnesii y B, beveridgei, entre otras (Csotonyi et al.
2006; Baesman et al. 2007, 2009). |

Las flavoproteinas disilfuro reductasas poseen una alta similitud de secuencia y

catalizan la reduccion dependiente de nucleétidos de piridina de una variedad de sustratos
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(Argyrou y Blanchard, 2004). Son homodimeros que utilizan una molécula de FAD unida
de forma no covalente y un centro distifuro redox-activo compuesto por dos cisteinas
cataliticas por polipéptido (Argyrou y Blanchard, 2004). A este tipo de enzimas pertenece
la reductasa mercurica MerA, por lo que seria interesante estudiar si exhibe actividad
reductora de telurito.

En algunas bacterias se han identificado genes que confieren resistencia a telurito
que se localizan tanto en plasmidos como en el cromosoma bacteriano. Estos se organizan
en operones como por ejemplo tehAB y kladklaBklaC en E. coli (Taylor et al. 1994;
Turner et al. 1995), terZABCDEF en Proteus mirabilis y E. coli (Kormutakova et al. 2000;

Toptchieva et al. 2003), y trg4B en R. sphaeroides (O’Gara et al, 1997).

1.4 Multirresistencia bacteriana a metales: el fenémeno de resistencia cruzada

Microorganismos que proliferan en ambientes contaminados con MP y metaloides
-tanto de origen antropogénico como natural- han adquirido diversos mecanismos de
resistencia para sobrellevar esta toxicidad. Especies como P. putida SP1 (Zhang et al.
2012) y Raoultelia planticola (Koc et al. 2013) han sido descritas como multirresistentes
a diverso_s MP y metaloides. Otro modelo es Cupriavidus (previamente Wautersia,
Ralstonia, Alcaligenes) metallidurans CH34, que posee miiltiples determinantes de
resistencia a metales que le permiten desarrollarse en ambientes altamente contaminados
(Mergeay et al. 1985; Nies, 2000; von Rozycki y Nies, 2009). Esta bacteria resiste altas
concentraciones de zinc, cobalto y cadmio gracias al sistema de destoxificacion cze,

codificado en el plasmidio pMOL30 (Nies ef al. 1987). Ademas, posee el operén cnrCBA
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que confiere resistencia a cobalto y niquel, codificado en el pldsmido pMOL28 (Taghavi
et al. 1997), el sistema chr de resistencia al oxianién cromato (Nies ef al. 1990), genes de
resistencia a cobre y plomo (van der Lelie, 1998) y tres copias del operén mer, uno en
cada pldsmido més una copia en el cromosoma (Diels ef al. 1985). Posteriormente, esta
cepa fue modificada para aumentar su espectro de resistencia a mercurio inorgéanico y
orgénico via transconjugacion con el plésmido pTP6 (Rojas et al. 2011),

Ademas de los sistemas czc y cnr, existe evidencia que otros mecanismos -
considerados en un inicio especificos para un metal- también pueden conferir resistencia
a otros. Es el caso del operén ars, que especifica una bomba de expulsién de arsenito que
ademds puede expulsar telurito aumentando asf hasta 60 veces la MIC de telurito para E.
coli (Turner er al. 1992). Por otro lado, el gen #rgB -que forma parte del oper6n 1rgdB
descrito como determinante de resistencia a telurito- confiere resistencia a cobre en la
bacteria R. capsulatus por un mecanismo ain desconocido (Rademacher et al. 2012). Por
otro lado, se observ( la induccion de los genes mer cuando la bacteria resistente a mercurio
Nitrosomonas europea se expuso a cadmio (Park y Ely, 2008). También se ha observado
que algunas enzimas clave del metabolismo como la NADH deshidrogenasa II pueden
reducir mas de un metal, como en este caso, telurito y cobre (Rapisarda ez af. 1999; Diaz-
Vasquez et al. 2014b, b). Incluso otras enzimas como la glutatién reductasa y tiorredoxina
reductasa pueden reducir telurito y selenito (Rigobello ez al. 2011).

La respuesta de resistencia cruzada ha sido documentada para varios
microorganismos y una gran cantidad de tOxicos. Algunos ejemplc;s incluyen i) la

respuesta adaptativa mediada por cadmio que confiere resistencia cruzada contra altas
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concentraciones de peréxido de hidrogeno y zinc en X. campestris (Banjerdkij ez al. 2005);
ii) la resistencia a cadmio, mercurio y arsenito conferida por exposicién a perdxido de
hidrogeno en células de ovario de Hamster Chino (Cantoni er al. 1994). Ademads,
microorganismos que han sido evolucionados artificialmente muestran diversos fenotipos
de resistencia cruzada incluyendo i) S. cerevisiae hiper resistente a cobalto, que también
resiste niquel, zinc y manganeso (Cakar et al, 2009); ii) Bacillus boroniphilus resistente a
boro, también presenta resistencia a cobre, hierro y estrés salino (Sen et al. 2011).
Finalmente, se ha observado que la exposici6n a bajas concentraciones de telurito pueden
inducir una respuesta adaptativa que resulta en un aumento considerable de la MIC de
telurito para Proteus mirabilis (Toptchieva ef al. 2003). Se desconoce a la fecha si los

mecanismos de resistencia a mercurio podrian conferir resistencia a telurito o viceversa.

1.5 Contaminacién por mercurio y telurito en Chile y la Antéirtica

La naturaleza minera de nuestro pais hace que sea uno con los mayores niveles de
contaminacién por MP y metaloides debido principalmente a la descarga de desechos en
una variedad de ecosistemas. La presencia de 174 minas (74 de cobre y 28 de oro y plata)
ha aumentado la necesidad de encontrar nuevas formas de descontaminar éstos téxicos en
aguas y tierras contaminadas (SERNAGEOMIN).

Las mayores focos de concentracién con mercurio en el mundo son producto de la
actividad volcénica, la quema de combustibles fosiles y Ia extraccion de oro y plata por
amalgamamiento (Barkay et al. 2003). La extraccion de oro por formacién de amalgamas

con mercurio puede llegar a producir hasta 1,32 kg de vapor de mercurio por kg de oro
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extraido (Lacerda, 1991). En nuestro pais, se ha registrado altos niveles de mercurio en
desechos de minas de extraccion de oro en Andacollo, Regidén de Coquimbo (Leiva y
Morales, 2013), los que recientemente se han asociado a un alto nivel de riesgo en nifios
expuestos de localidades rurales cercanas a las minas (Ohlander et al. 2013). Otros
estudios demuestran que debido a la actividad antropogénica, zonas del sur de Chile
también presentan altas concentraciones de mercurio como sedimentos del estuario de
Lenga, Regién de Bio-Bio (Yéafiez ef al. 2013) y lagos ubicados en el parque nacional
Torres del Paine (Hermanns y Biester, 2013), En el caso del teluro, las principales fuentes
son minas de oro, cobre y azufre, donde se encuentra formando minerales como calaverita
(AuTez) y silvanita (AgAuTes) (Chasteen ef al. 2009). En el caso del telurito, aparte de
desechos mineros, algunas fuentes hidrotermales asociadas a actividad volcdnica son
también una fuente de acumulacion de este téxico (Rathgeber et al. 2002). En Japén, tanto
la actividad minera como industrial (refineria del cobre), han demostrado ser fuentes
importantes de contaminacion con telurito (Kagami ef al. 2012). A la fecha no existe
registro de la cuantificacién de telurito en muestras ambientales de nuestro pais; sin
embargo, la alta actividad volcdnica y minera relacionada con la extraccién de cobre
permite inferir que nuestros ecosistemas podrian no estar exentos de contaminacién con
este oxianién.

Durante muchos afios el continente antdrtico ha sido visto como un ambiente
aislado y muy lejano a la contaminacion producida por la actividad humana. Sin embargo,
en las dltimas cinco décadas la creciente actividad antropogénica ha creado focos de

contaminacion localizados como depésitos de basura, desagiie de desechos liquidos no
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tratados, incineracion de residuos, uso de combustibles fosiles, etc. Ademas, la Antartica
enfrenta hoy una amenaza ain mayor que abarca la contaminacidn globalizada del
continente y que habria comenzado en tiempos de la revolucion industrial. Algunos
elementos inorganicos como plomo, cadmio, arsénico y mercurio se encuentran hoy en
lugares que jamdas habfan sido visitados por el hombre, lo que aparentemente podrfa ser
explicado por un fendmeno denominado destilacion global. Este proceso resulta del
transporte de MP en su forma volétil a través de la atmdsfera desde latitudes més célidas
hasta las més polares (Emnet, 2009; von Waldow et al. 2010). Entre estos metales, el
mercurio es uno de los contaminantes més peligrosos dada su gran toxicidad mencionada
anteriormente, y su acumulacion en las cadenas alimenticias polares, lo que resulta
riesgoso tanto para el hombre, animales, plantas, como también para los microorganismos
(Macdonald et al. 2005). Ademads, la contaminacidn por mercurio aumenta drasticamente
en los polos debido a los eventos primaverales de disminucidn de mercurio atmosférico
(MDEs, Mercury Depletion Events), que conllevan a un aumento en la deposicion de Hg*™?
en la superficie del Artico (Lindberg ef al. 2002) y de la Antirtica (Ebinghaus ez al. 2002).
Mientras sedimentos de la Isla Decepcion contienen arsénico, cobre, cadmio y plomo
(Mao de Ferro et al. 2013), se encontré ademas mercurio en muestras de agua, nieve,
sedimentos y vegetacion, indicando la influencia volcinica sobre la presencia de mercurio
en esta isla (Mao de Ferro et al. 2014). Hasta el momento no hay registro de la
concentracion de telurito en muestras provenientes de la Antértica.

Las regiones polares y de climas fifos se caracterizan por estar constantemente

expuestas a temperaturas bajas extremas, exceso de salinidad, radiacién UV y metales
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pesados, entre ofras, lo que resulta en la generacidn de estrés oxidativo (Chattopadhyay et
al. 2011). Por este motivo, el continente antartico se ha convertido en un lugar de muestreo
interesante para aislar cepas bacterianas que resistan miiltiples tipos de estrés y entre ellos,
aquel producido por metales pesados. El estudio de los mecanismos moleculares de
resistencia a MP y metaloides tan tdxicos como mercurio y telurito y el dafio oxidativo
asociado a bacterias psicrotolerantes, podria permitir el disefio de nuevas estrategias de
biofremediacién de sitios contaminados en ambientes de bajas temperaturas. En este
sentido, se ha aislado bacterias psicrotolerantes de muestras marinas y sedimentos de la
Antértica que son resistentes a varios metales incluyendo mercurio (De Souza et al. 2007;
Lo Giudice et al. 2013). Por otro lado, recientemente en nuestro laboratorio se aisld,
identificé y caracterizé por primera vez bacterias de muestras ambientales de la Antértica
que resisten altas concentraciones de telurito (Arenas ef al. 2014).

El estudio de los mecanismos moleculares bacterianos para combatir los dafios
causados por telurito es de gran interés para nuestro laboratorio. Es por esto que, a partir
de muestras ambientales antarticas obtenidas durante la expedicion INACH ECA-48
(Enero 2012), nos interesamos por aislar bacterias que fueran resistentes simultaneamente
a mercurio y telurito. Interesantemente, se encontrd que las bacterias aisladas se hacian
mads resistentes a telurito cuando el medio se suplementaba con mercurio, fenémeno que
se asociaba a la presencia del oper6n mer-.

La resistencia a telurito en presencia de mercurio fue distinta para los diferentes

aislados que contienen el operén mer, sugiriendo que el mercurio podria gatillar

resistencia simultdnea a mercurio y telurito que no depende finicamente de la presencia de
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este operén. En este proyecto de Tesis se evalud el efecto de los mecanismos de
resistencia a mercurio sobre la resistencia a telurito que exhiben aislados bacterianos
antarticos, analizando principalmente mecanismos contra estrés oxidativo y la capacidad

de MerA para reducir telurito.
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Hipotesis

“La exposicion a mercurio confiere resistencia a telurito en bacterias
psicrotolerantes aisladas desde la Antartica debido a la activacién de mecanismos de

defensa contra estrés oxidativo y a la reduccién de telurito por MerA”

Objetivo general

Determinar si la presencia de mercurio induce mecanismos contra estrés oxidativo
que confieren resistencia cruzada a telurito, y ademas demostrar que MerA reduce telurito

en bacterias antarticas.

Objetivos especificos

1. Caracterizar bacterias resistentes a mercurio y telurito aisladas de la Antdrtica y

caracterizar el fenotipo de resistencia cruzada.

2. Determinar en los aislados antarticos parametros de dafio y resistencia a estrés oxidativo

frente a la exposicion a mercurio, telurito y ambos téxicos.

3. Identificar genes de resistencia a mercurio involucrados en la resistencia cruzada a

telurito en bacterias antdrticas,

4, Determinar si la enzima mercurio reductasa (MerA) presenta actividad telurito

reductasa in vitroe in vivo.
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2. Materiales y métodos

2.1 Aislamiento de bacterias Antarticas

Todas las muestras fueron recolectadas durante la Expedicion Chilena Antértica
ECA-48, financiada por el Instituto Antartico Chileno (INACH), en Enero de 2012, La
cepa ATH-5 fue aislada de una muestra proveniente del Glaciar Collins (73° 41° §; 65°
55" E), mientras ATH-41 y ATH-43 se obtuvieron de la Isla Greenwich (62° 30’ S; 59°
39" W), y ATH-62 de una muestra proveniente de la Isla Decepcion (62° 55°; 60° 37° W),
todas localizadas en la Peninsula Antartica. Para promover el enriquecimiento bacteriano,
las muestras se suspendieron en 1 ml. de medio LB suplementado con anfotericina B 2,5
pg/mL -para prevenir la proliferacion de hongos- € incubaron por 16 h a temperatura
ambiente. Luego, un volumen (60 pL) de cada cultivo se sembré individualmente en
placas de LB agar suplementadas con HgCl: 40 pM y KoTeO3 40uM, e incubadas a 25 °C
por 48 h. Los aislados puros fueron obtenidos a través de sucesivos pasajes en placas
suplementadas con los mismos metales y fueron preservados en stocks de glicerol 15% a
-80 °C. Para determinar la temperatura Optima de crecimiento, los aislados fueron crecidos

de manera individual a 4, 25 y 37 °C.
2.2 Secuenciacién del gen 16S rDNA y deteccion del gen mer4

La secuenciacién del gen que especifica el rRNA 168, se llevé a cabo por PCR de
colonias usando GoTagDNA Plymerase Master Mix (Promega) y los partidores
universales 8F (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3") y 1492R

(5’GGTTACCTTGTTACGACTT3’) (Turner ef al., 1999) a 55 °C como temperatura de
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Figura 2. Lugares de muestreo en la penisula Antartica. Los puntos rojos representan los lugares de
muestreo y aislamiento de las cepas ATH.

hibridacion. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa (1%) y
enviados a secuenciar a Macrogen (Korea). Las secuencias fueron analizadas por nBLAST
contra la base de datos de genes del6S bacterianos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). El gen merA fue identificado en las cepas ATH por PCR usando
DNA genomico como templado y partidores universales para distintos fragmentos del
operon mer (Tabla 1) (Felske et al. 2003). La reaccion de PCR consistié en 30 ciclos de:

denaturacion a 95 °C 30 s, hibridacion a (seglin cada partidor) 30 s y extension a 72 °C 2

’ min. Los productos de PCR fueron secuenciados (Macrogen) y sometidos a nBLAST. La
‘ secuencia permitié determinar el codon de inicio de los genes merAd, lo que a su vez facilitd
| el disefio de partidores forward especificos para merA de cada aislado. Para disefiar los

partidores reverse de los genes merA, se utilizo las secuencias de los primeros hits del
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anélisis del nBLAST. Para clonar merd de ATH-5, ATH-41 y ATH-43 se incluyd los
codones de inicio y excluyé los respectivos codones de término. Las secuencias de los
partidores para merA de ATH-43 fueron: Jorward 5°-
ATGACCGAACTGAAAATCATTG-3’ y reverse 5-CCCCCCTGCGCAGCA-3’
(disefiado a partir de P. putida SP1, # acceso ADJ53344); para el de ATH-41: forward 5°-
ATGACTGAATTGCAAATCGTTGG-3" y reverse 5’-GCCGGCGCAGCAGGAAAG-
3’ (disefiado a partir de X. campestris, # acceso Y17691); y para el de ATH-5: forward
5-ATGACTACTCTGCAAATCAGC-3" y el reverse indicado para ATH-41. Las
condiciones de PCR fueron las mismas utilizadas con los partidores P1-AS5, excepto que
la temperatura de hibridacion fue 55 °C. Los productos de PCR fueron secuenciados
(Macrogen) con ¢l fin de obtener los marcos de lectura abiertos (ORF) completos de cada

gen merA.

Tabla 1. Partidores universales para identificar el operén mer.

Partidor Gen Secuencia Direccion Tm (° C)
T1 merT GTCTGGATCGGCAACTTGA Forward 58

Pi merP GGCTATCCGTCCAGCGTCAA Forward 64
Al merd ACCATCGGCGGCACCTGCGT Forward 68
AS merd ACCATCGTCAGGTAGGGGACCAA Reverse 72
A7 merd TGGCGCATTGACAGTBGACCC Reverse 66-68
A9 merd GAAYTGGATCCAGACGGCKG Forward 62-64
AlD merA GATCATGATCTTGGACGGCACACA Reverse 72
D1 merD TCATGGCAAACTCTCCGC Reverse 56

2.3 Arboles filogenéticos
Las secuencias casi completas de los genes de 16S rRNA y las secuencias
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completas de los genes mer4 (secuencia traducida) fiteron utilizadas para construir rboles
filogenéticos. Para obtener las primeras, los productos de PCR fueron ademas
secuenciados utilizando los partidores universales 518F y 800R (Macrogen). La edicién
de las secuencias, el alineamiento y la creacién de contigs se llevé a cabo usando el
software Vector NTI v10 (Invitrogen). Los contigs de los genes 168 rRNA fueron

comparados por nBLAST contra las bases de datos de secuencias 16S rRNA de los
dominios Bacteria y Arquea de NCBI para establecer las cepas tipificadas mas cercanas.
También se compararon contra la base de datos de nucleodtidos totales (Nucleotide
Collection Databases, NCBI) para determinar otros organismos filogenéticamente
relacionados. La construccidn de los drboles filogenéticos se basé en la region V1-V9 de
las secuencias de los genes 168 rRNA usando el algoritmo Neighbor Joining (Saitou y
Nei, 1987). En tanto, para merA se construyeron drboles filogenéticos mediante el uso del
algoritmo Maximum-likelihood con valores bootstrap de 1000 réplicas con el software
MEGA version 6.0 (Tamura et al. 2013). Todas las secuencias fueron depositadas en
GenBank con los siguientes niimeros de acceso: KR15900 (16S rRNA_ATH-5),
KR15899 (IGS- rRNA_ATH-41), KR15898 (165 rRNA_ATH-43), KR18929 (168
rRNA_ATH-62), KR818931 (merA_ATH-5), KR827601 (merA ATH-41), y KR818930

(merA_ATH-43).

2.4 Susceptibilidad a antibi6ticos y caracterizacion bioquimica

Para los anélisis de susceptibilidad a antibi6ticos, las células fieron crecidas hasta

fase exponencial y sembradas en placas de agar Mueller-Hinton (Difco). Posteriormente
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se colocd en la superficie de la placa una argolla multidisco con antibi6ticos para bacterias
Gram (-) (Valtek) y se incubo a temperatura ambiente por 48 h. Los halos de inhibicién
del crecimiento fueron medidos y comparados con los valores del Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI). Para la caracterizacién bioquimica se utilizé el test de APL

(BioMérieux) segtin las instrucciones del fabricante.

2.5 Curvas de crecimiento, dreas de inhibicién del crecimiento y determinacién de

concentraciones minimas inhibitorias

Las concentraciones minimas inhibitorias (MICs) de K:TeOs y HgClz fueron
determinadas en medio LB suplementado con concentraciones crecientes de los
respectivos tdxicos. Se deposité una alicuota de cultivo en fase estacionaria a una dilucion
1:100. Para determinar la MIC de K:TeOs en presencia de HgClz, todos los cultivos
fueron suplementados con % de la MIC de HgCl, (determinada previamente para cada
cepa) v concentraciones crecientes de K2TeOs. Para la construccion de las curvas de
crecimiento, las células de un cultivo en fase estacionaria fueron inoculadas en medio LB
en una dilucion 1:100 (volumen final = 1 mL). Luego se trataron en las siguientes
condiciones: MIC de K2TeQs, % MIC de HgCl» y ambos téxicos combinados a esas
concentraciones y se crecieron con agitacion a 25 °C por 15 h, La ODsoo fue monitoreada
usando el multilector Tecan Infinite 200 PRO.

Para determinar las areas de inhibicion del crecimiento, todas las cepas fueron

crecidas hasta una ODgoo ~ 0,3 y sembradas en placas LB agar suplementadas o no con %
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de 1a MIC de HgClz correspondiente a cada cepa. Luego se coloct discos de papel estériles
en el centro de la placa a los que se agregd 10 pL de K2TeOs 400 mM y las placas se

incubaron a 25 °C por 48 h.

2.6 Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno y tioles totales

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) fueron determinadas usando la sonda
2*.7*-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H:DCFDA, Sigma-Aldrich) como se describié
anteriormente (Pérez et al. 2007). Brevemente, los cultivos se crecieron hasta una ODsoo
~0,3 y se trataron con % MIC de HgClz, 2 MIC de K>TeOs o con ambos téxicos
simultineamente a las mismas concentraciones a 25 °C por 30, 60 y 90 min. Las
mediciones se llevaron a cabo después de cada tratamiento excitando la sonda a 490 nm
y midiendo la intensidad de la fluorescencia a 519 nm en un multilector Tecan Infinite
200 PRO. La intensidad de fluorescencia fue normalizada por la ODsoo.

El contenido total de tioles celulares fue cuantificado por el método de Ellman
{1959) usando 5,5’-ditiobis-(4cido-2-nitrobenzoico) (DTNB, Sigma-Aldrich), como se
comunicé previamente (Turner et al. 1999). Las condiciones experimentales fueron las
mismas que para la determinacién de ROS. La absorbancia del 4cido trinitrobenzoico
(TNB?) fue medida espectrofotométricamente a 412 nm (coeficiente de extincién molar
13600 M-*cm™). Para la calibracién del ensayo se construyd una curva estandar con
glutation reducido (Sigma-Aldrich). Los valores fueron normalizados por la

concentracién de proteinas determinadas por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Todos los experimentos fueron realizados por iriplicado y se aplicé la prueba
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Student’s t-test para todos los anélisis estadisticos cuando fue requerido.

2.7 Determinacion de la concentracion de NADPH intracelular

Para cuantificar los niveles de NADPH intracelulares se utilizé el protocolo de
Zhang et al. (2000) con algunas modificaciones. Brevemente, las células se crecieron en
un volumen total de 40 mL hasta un ODsgo ~0,3 ¥ se trataron en las mismas condiciones
que los experimentos de cuantificacion de ROS y tioles. Luego se cosecharon, lavaron
con buffer PBS, susp;:ndieron en 1,5 mL de buffer de extraccion (Tris-HC1 0,1 M pH 8,0,
EDTA 0,01 M y Tritén X-100 0,05%) y sonicaron con 6 pulsos de 15 s. El extracto crudo
se obtuvo centrifugando 15 min a 13500 x g. Posteriormente se mezcl6 500 L de extracto
crudo con 290 pL de buffer de extraccion, 10 pL (5 U) de glutatién reductasa (GOR) de
E. colipurificada (Sigma-Aldrich) y 200 uL de diglutatién 5 mM (GSSG, Sigma-Aldrich).
Como control negativo la misma mezcla de reaccién no contuvo GOR o GSSG. Todas
las reacciones se iniciaron agregando GSSG y se incubaron a 25 °C por 5 min; la
absorbancia a 340 nm se midi6 inmediatamente en un multilector Tecan Infinite 200 PRO.
Se definié A1 como la absorbancia de las reacciones control (sin GOR o GSSG) y como
Az aquella de las reacciones experimentales. La absorbancia del NADPH consumido se
obtuvo restando Ai-Az. Para calcular la concentracion de NADPH a partir de las restas de

absorbancia se construyé una curva de calibracion de NADPH (Sigma-Aldrich).

2.8 Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se determind via recuento de unidades formadoras de colonia
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(UFC) sembrando 100 pl de diluciones seriadas de las cepas tratadas (30 min) con las
mismas conceniraciones de toxico utilizadas en las curvas de crecimiento e incubando a

25°Cpor 48 h.

2.9 Secuenciacion, ensamble y anctacion del genoma de Ia cepa ATH-43

La cepa ATH-43 se crecid en medio LB suplementado con HgClz 40 pM a 25 °C
por 48 hy se extrajo DNA utilizando el Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega).
La calidad y cantidad del DNA fue determinada por electroforesis en geles de agarosa
{0,8%) tefiido con bromuro de etidio, ademas de la razén de absorbancia 260/280 nm
usando el multilector Tecan Infinite 200 PRO.

El borrador de la secuencia genémica de P. putida ATH-43 fue llevada a cabo con
la plataforma [llumina Hiseq 2000 usando una libreria mate pair de 3 kb (Macrogen). En
total se obtuvo 10,05 millones de lecturas con una longitud promedio de 101 nt. Todas las
lecturas fueron filtradas segiin su calidad y ensambladas usando el soffware A5 para
ensamblaje de genomas microbianos de novo (Tritt ef al. 2012). El genoma ensamblado
de P. putida ATH-43 consiste en 5.8 Mpb distribuidos en 260 contigs organizados en 64
scaffolds con una cobertura de 172X,

La prediccion de los marcos de lectura abiertos y la anotacion fue llevada a cabo
nsando procedimientos estindares (Tanenbaum ef al. 2010). Los genes fueron predichos
usando Glimmer 3.02 (Salzberg et al. 1998). Las potenciales secuencias codificantes
fireron anotadas por comparacion con bases de datos piblicas. BLAST 2.2.31 (Altschul et

al. 1990) fue usada para encontrar secuencias homologas con las bases de datos COG,
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UNIPROT y NCBI; y Hmmer 3.1 fue usada contra PFAM y TIGRFAM. La
reconstruccion automética metabolica fue llevada a cabo usando el software PRIAM

(Claudel-Renard et al. 2003).

2.10 Promedio de identidad de nucleétidos y anélisis del pangenoma

El promedio de identidad de nucleétidos (ANI, Average Nucleotide Identity) fue
determinado con pyANI usando ANIm, que se basa en modelos ocultos de Markov. Para
el andlisis del pangenoma se utilizé GET _HOMOLOGS con tres algoritmos de
agrupamiento (best-hit bidireccional, COGtriangles y OrthoMCL). S6lo los resultados

congruentes entre los tres algoritmos fueron utilizados en el andlisis final. Los genomas

de P. putida usados para estos andlisis fueron: P. putida W619 (CP000949), SQI
(JTCI00000000), F1 (CP000712), KT2440 (AE015451), SF1 (I.DPF00000000), BIRD-1

(CP002290), DLL-E4 (CP007620), H8234 (CP005976) y NBRC (AP013070).

2.11 Parificacién de RNA y PCR en tiempo real (gPCR)

El RNA purificado para secuenciar los transcriptomas y para qPCR se obtuvo
como sigue. Un cultivo de ATH-43 (100 mL) fue crecido hasta una ODgno ~0,3 y se dividié
en cuatro alicuotas iguales que se trataron con HgClz, K2TeOs; o ambos téxicos a las
mismas concentraciones usadas para los experimentos de cuantificacion de tioles y ROS,
a 25 °C por 10 min. Posteriormente, las células fueron cosechadas y el RNA fue aislado y
cuantificado usando el Favorprep tissue total RNA purification mini kit (Favorgene) y el

kit Quant-it Ribogreen (Invitrogen), respectivamente, atendiendo a las instrucciones de
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los fabricantes.

Las reacciones de gPCR se llevaron a cabo en un termociclador Light Cycler 1.5

usando el kit RNA MasterSYBR Green (Roche Applied Science). El programa de qPCR

consistio en una etapa de transcripcién reversa a 40 °C por 10 min, seguida de 45 ciclos

de denaturacion a 95 °C por 30 s, hibridacién a 55 °C por 30 s, y extension a 72 °C por 30

s. Las secuencias de los partidores usados se muestran en la tabla 2.. Todos los niveles

relativos de los transcritos fueron obtenidos con el método del AACt (Livak y Schmittgen,

2001).

Tabla 2. Partidores para qPCR

Gen Secuencia Direccion
merA GTTCCACCGATTCCAGGACTG Jorward
merA CAGTACGAACTCGCCGTTGG reverse
ahpC CAACAGCCAGGTCAAACCCTT Jorward
ahpC ATGACGTGAGTCGGGTCACC reverse
s0dB CATCTTCAACAACGCCGCTC Jorward
sodB TAGGCGTGTTCCCAGACGTC reverse
katG GAAGCTCGCCCATTTCAACC Jorward
katG AGTGGGTCGCGAATGAAGAA reverse
165 rRNA GATTCCAACGGCTAGTTCACATC Jorward
168 rRNA CCATTGCCTTCCTGCTTGA reverse
gapA GATTCCAACGGCTAGTTCACATC Jorward
gapA GGTGCAAGCGTTAATCGGAA reverse

2.12 RNAseq: Secuenciacién, ensamble y anotacién

2.12.1 Integridad del RNA. total

Un total de 12 muestras [3 por cada tratamiento {mercurio, telurito, ambos téxicos

y las muestras control)] fileron secuenciadas por RNAseq en la empresa AUSTRAL-
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omics. La integridad del RNA total fuie analizada en un equipo 2100 Bioanalyzer
(Agilent), con el kit RNA 6000 nano y protocolo de analisis expert Prokaryote (Agilent).
Sélo muestras con RIN (RNA Integrity Number) superior a 7 fueron utilizadas para

estudios transcriptomicos.

2.12.2 Cuantificacién de las muestras seleccioradas por fluorescencia

Para la elaboracion de las bibliotecas de secuenciacion se usé la misma cantidad
de RNA por muestra. Para estimar la concentracién de las mismas se utilizo el Kit Quant-
iT RiboGreen RNA Assay en un fluorimetro DQ300 Hoefer. Las muestras se ajustaron a

una concentracion final de 1 pg por cada 20 pL de solucion.

2.12.3 Remocién del RNA ribosomal y cuantificacién de la concentracién de mRNA

Este paso es obligatorio dado que los mensajeros bacterianos no poseen extremos
3’-polyA. Para cllo se llevo a cabo pruebas con los kits comerciales Ribo-Zero (Bacteria)
y Ribominus Transcriptome Isolation Kit (levaduras y bacterias). Los mejores resultados
se obtuvieron con el primero. Posterior a la remocion del rRNA, fue necesario nuevamente
_ estimar la concentracién con el fin de igualar las cantidades de mRNA. Todas las muestras
se ajustaron a 3,5 pg de RNA/20 pL utilizando el Kit Quant-iT RiboGreen RNA Assay en

un flnorimetro DQ300 Hoefer.
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2.12.4 Elaboracién de bibliotecas, sintesis de cDNA y ligamiento de adaptadores

Para elaboracién de las bibliotecas de secuenciacion se utilizé el Kit Illumina
TruSeq TruSeq RNA_Sample Prep. Este protocolo permite comenzar la elaboracion con
RNA total o mRNA purificado, opcidn que se selecciond para las muestras. El mRNA fue
fraccionado con las enzimas correspondientes por 8 min. Las bibliotecas fueron marcadas
con distintas secuencias identificadoras o index para permitir la separacion de las lecturas

pertenecientes a las distintas muestras analizadas.

2.12.5 Secuenciacion

Con el fin de igualar las concentraciones de las bibliotecas obtenidas (10 nM), se
estimé su concentracion por gPCR en un equipo LightCycler Nano System (Roche) y el
kit KAPA Library Quantification — Illumina sequencing platforms, utilizando 2 diluciones
distintas de cada biblioteca (1:32000, 1:64000). Como concentracion inicial se considerd
el promedio de las dos concentraciones obtenidas para cada muestra. En resumen, las
bibliotecas fueron ajustadas a 10 nM y mezcladas en una proporcion equimolar. El pool
de bibliotecas fue desnaturado con NaOH 0,2 N, llevado a una concentracién 12 pM y
mezclado con 1% de PhiX 12 pM (control de secuenciacion, PhiX Control v3 Illumina).
Finalmente se llevo a cabo una secuenciacién con 600 puL de este pool y se cargd en el
equipo de secuenciacién MiSeq Ilfumina de AUSTRAL-omics, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile, usando el kit de secuenciacion MiSeq Reagent Kit v2 (500

ciclos).

34




2.12.6 Analisis bioinformético

2.12.6a Limpieza de lecturas segiin calidad

Para el proceso de limpieza total o parcial de lecturas de mala calidad, se utiliz6 2
sofiwares: Trimmomatic (Bolger et al. 2014), para remover los adaptadores de Illumina,
y el script en perl “prinseq-lite.pl” (http://prinseq.sourceforge.net/manual himl), para

remover bases y/o lecturas de mala calidad.

2.12.6b Ensamble del transcriptoma de referencia

Para el ensamble se utilizd el software Trinity (Grabherr et al. 2011), ademas de
corroborar los transcritos identificados con el ensamble del genoma previo disponible. Se
predijo los ORFs del genoma usando Glimmer3 (Delcher ef al. 1999). Posteriormente se
concatend el transcriptoma de nove ensamblado con Trinity, en conjunto con los ORFs
predichos para luego ser agrupados (98%) usando la hf:rramienta “cd-hit” (Li y Godzik,

2006).

2.12.6¢c Mapeo de lecturas

El procedimiento de mapeo de las lecturas se realiz6 utilizando el sofiware CLC
Genomic Workbench, obteniéndose archivos con formato “bam”, que contienen la

informacion de las lecturas mapeadas al transcriptoma de referencia.
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2.12.6d Conteo de lecturas

Este procedimiento se realiza para obtener una matriz de abundancia, ia que fue
utilizada posteriormente por los softwares estadisticos. Para este conteo se utilizd el
algoritmo de RSEM (Li y Dewey, 2011), el que mediante una estimacién proporciona un

valor de abundancia real.

2.12.6e Expresi6n diferencial

Para la expresién diferencial los andlisis estadisticos fireron realizados usando
DESeq2 (Love et al. 2014) de Bioconductor para el software R (https://www.r-
project.org/). El algoritmo, luego de estimar transcritos expresados diferencialmente al
obtener un valor de “p”, realiza una normalizacion de los mismos con respecto al total de
lecturas contabilizadas en cada condicion. Esto entrega finalmente un valor de p ajustado
que sera utilizado para establecer los trascritos expresados diferencialmente. En este
analisis particular, se usé un valor de p ajustado al 5%, Los resultados de los
transcriptomas se muestran en términos de niimero de veces de cambio con respecto al

control, ademas del transcriptoma global en término de log(2) del RPKM (Reads per

Kilobase per Million).

2.12.6f Anotacién

Finalmente, se realizé el proceso de anotacién del transcriptoma de referencia.

Mediante esta anotacién se obtuvo informacion general tanto de la biologia del organismo
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(anotacién funcional, GO), como de los productos génicos encontrados (anotacion contra
st del NCBI). La herramienta utilizada para la anotacion fue Blast2GO (Conesa ef al.
2005), el que realiza una combinacion de algoritmos contra distintas bases de datos para

la unificacion de estos 2 tipos de anotacion.

2.13 Clonamiento de merA presente en ¢l plasmido pTP6

El ORF del gen merd fue amplificado a partir del plasmido pTP6 (Smalla ef al.
2006) que fue cedido gentilmente por el Dr. Michael Seeger (Universidad Técnica
Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile). Los partidores se disefiaron a partir de la
secuencia completa del plasmido (nimero de acceso: AMO048832.1). Las secuencias
correspondientes de los partidores fueron: forward 5’-
CACCATGCAAGAGTTAAACGAAGTTGGT-3’ y reverse 5°-
GCCGGCACAGCACGATAGCT-3’, Lareaccién de PCR se realizé de la misma manera
que en 2.2 usando una temperatura de hibridacién de 60 °C. Posteriormente el producto
de PCR fite clonado en el vector de expresion pET101/D-TOPO (Invitrogen) segiin las
instrucciones del fabricante. Una vez clonado, éste se usé para fransformar células
quimiocompetentes de E. coli TOP10 (Invitrogen). Los transformantes se seleccionaron
en placas de LB agar suplementadas con ampicilina 100 pg/mL. Luego se propagd
algunos clones para extraer DNA plasmidial usando el kit Zippy Plasmid Miniprep
(ZymoResearch). Los plasmidos chequeados se utilizaron para transformar E. coli BL21

quimiocompetentes. Las transformantes se seleccionaron en placas LB con ampicilina y

los clones positivos fueron identificados por PCR de colonia y almacenados en stocks de
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glicerol al 12,5% a -80 °C.
2.14 Purificacion de MerA de pTP6

La purificacion de MerA a partir de E. coli BL2.1 se llevé a cabo como sigue.
Brevemente, 2 L de cultivo crecido en LB hasta ODsoo ~0,3 fue tratado con IPTG 1 mM
por 1 ha37°C. Luego de sedimentar a 8000 x g por 5 min, el pellet se suspendio en buffer
de unién (NaHPO4-NaH:PO4 20 mM pH 7.4, NaCl 0,5M e imidazol 10 mM)
suplementado con PMSF 0,1 mM y se sonicé en hielo por 6 min con pulsos de 15 s. Los
restos celulares fueron eliminados por centrifiigacién a 10000 x g por 10 min, rescatandose
el sobrenadante. El extracto crudo fue cargado en una columna de cromatografia de
afinidad que contenia Ni*? inmovilizado (HisTrap HP, GE Healthcare) y luego de lavar
con 10 mL de buffer de unién; la proteina se eluyé con 2 mL de buffer de elucién
(NaHPO4-NaH;PO4 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M e imidazol 0,5 M). Las fracciones que
presentaron mayor concentracion de proteinas fueron mezcladas, filtradas y concentradas
por Amicon UltraSpin (<100 kDa) a 14000 x g por 10 min a 4 °C. Las proteinas fueron
visualizadas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE) cuyo'
gel concentrador contuvo acrilamida/bisacrilamida 5%, Tris-HCI 1,0 M pH 6,8, SDS
0,1%, persulfato de amonio (PSA) 0,1% y 10 pL. de TEMED (Merck). A su vez, el gel
separador contenia acrilamida/bisacrilamida 12%, Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,1%,
PSA 0,1%y 15 pL de TEMED. Las muestras fueron cargadas con buffer de carga (glicerol
10%, Tris-HCI1 50 mM pH 6,8, SDS 2%, B-mercaptoetanol 100 mM y azul de bromofenol

0,1%), calentadas a 90 °C por 10 min y fraccionadas a ~50 V. Como marcador de masa
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molecular se utilizo el estandar Prestained protein MW High-range (Gibco BRL). Después
de la electroforesis el gel fue lavado repetidamente con agua destilada y se reveld
incubdndolo 2 h en azul de Coomassie R250 0,125%, metanol 50% y 4cido acético 10%.
Posteriormente, el gel se lavé por 1 h con agua destilada con agitacion constante y luego

sumergido por 2 h en solucién de destefiido que contuvo metanol 10% y dcido acético 5%.

2.15 Western blot

Geles SDS-PAGE no tefiidos se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa
a 200 mA por 3 h a 4 °C y se bloquearon toda la noche a 4 °C con PBS 1X (NaCl 137
mM, KCl 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH>PO4 2 mM) conteniendo leche descremada
(1%9). Luego de lavar con buffer TBST (TBS [Tris-HCI 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.5] y
Tween 20 0,1%), las membranas se incubaron con €l anticuerpo Anti-His tag (Cterm)/AP
Ab (Invitrogen) a una dilucién de 1:2000 en TBS con leche (1%) por 3 h con agitacion a
temperatura ambiente, El revelado se realizo utilizando los reactivos BCIP 0,05 g/mL (5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) y NBT 0,02 g/mL (nitro-blue-tetrazolium) disueltos en

buffer FAL (NaCl 100 mM, MgCIz 5 mM, Tris-HCI 100 mM pH 9,5).

2.16 Actividad mercurio y telurito reductasa de MerA del pTP6 in vitro

La actividad mercurio reductasa de la enzima MerA de pTP6 se monitored
cuantificando la oxidacién de NADPH in vitro. El ensayo se realiz6 en placas de 96
pocillos UV-Star Ultracruz (Santa Cruz) conteniendo el buffer de reaccién compuesto por

buffer fostato de potasio 50 mM pH 7,4, B-mercaptoetanol 1 mM, HgCl; 0,2 mM, MerA
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purificada 0,1 pg/uL y NADPH 200 pM. La reaccion se inici6 agregando el NADPH y la
absorbancia a 340 nm se determiné en un multilector Tecan Infinite 200 PRO.

Por otro lado, la actividad telurito reductasa se midié en placas de 96 pocillos
conteniendo byffer TR (Tris-HC1 50 mM pH 7,4, B-mercaptoetanol 1 mM y K,TeOs 1
mM), NADPH 250 pM y MerA purificada 0,1 pg/pL. Se determind la absorbancia a 500
nm en un multilector Tecan Infinite 200 PRO. Se definié una unidad enzimética (U) como
la cantidad de enzima necesaria para aumentar en 0,001 unidades la absorbancia a 500 nm

en 1 min (Chiong e al. 1988).

2.17 Actividad de mercurio reductasa y telurito reductasa en extractos erudos de
cepas ATH

Las cuatro cepas se crecieron en 100 ml de medio LB hasta ODego ~0,3 y se trataron
con % de MIC de los metales o mercurio/telurito por 1 h a temperatura ambiente. Los
cultivos control no recibieron fratamiento. Brevemente, las células se sedimentaron por 5
min a 8000 x g, se lavaron 2 veces con 1 mL de huffer fosfato de sodio pH 7.4,
suspendieron en 500 puL de buffer fosfato de sodio y sonicaron 5 min con pulsos de 15
seg. El lisado se centrifiagd a 10000 x g por 15 min, se recuper6 el sobrenadante y las
proteinas fueron cuantificadas por el método de Bradford. Para determinar la actividad
mercurio reductasa, 200 pg de proteinas fiteron mezclados con buffer MR (Tris-HCI 50
mM pH 7,5, HgClz 100 pM, EDTA 0,5 mM, B-mercaptoetanol 1 mM y NADPH 200 uM)

en un volumen final de 1 mL. La reaccién se inicid agregando NADPH, cuya desaparicion

se siguié a 340 nm. Una unidad de actividad mercurio reductasa fue definida como 1 pmol
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de NADPH consumidos min mL .. En el caso de la actividad telurito reductasa, 200 pg
de proteinas fueron mezclados con buffer TR (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, KoTeOs 100 pM,
B-mercaptoetanol 1 mM y NADPH 200 pM) en nn volumen final de 1 mL. La reaccién
se inicid agregando NADPH y la formacién de teluro se monitere6 a 500nm. Todos los

ensayos se llevaron a cabo a 25 °C por 10 min en un multilector Tecan Infinite 200 PRO.
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3. Resultados

3.1 Identificacion y caracterizacion de bacterias antirticas resistentes a mereurio y
telurito

A partir de 19 diferentes muestras provenientes del territorio Antartico Chileno se
obtuvieron 4 aislados (cepas ATH) que mostraron resistencia simultanea a mercurio y
telurito (Tabla 3). Mientras ATH-5 se aislo del Glaciar Collins (Isla Rey Jorge), ATH-41
y ATH-43 lo fueron de la Base Prat (Isla Greenwich) y ATH-62 de Caleta Péndulo (Isla
Decepcion). Todas las cepas son Gram(-) y crecen entre 20 y 25 °C, excepto ATH-43, que
puede crecer hasta 37 °C. La secuencia de los genes que codifican para el tRNA 168
reveld que ATH-5, ATH-41 y ATH-43 pertenecen al género Pseudomonas, mientras que

ATH-62 estd relacionada con el género Psychrobacter.

Tabla 3. Caracteristicas geogrificas y fenotipicas de Ias cepas ATH.
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Cepa Lugar de aislamiento T Rango de Especie més cercana merA mds cercano
crecimiento(°C) (% identidad) (especie,% identidad)
. . Pseudomonas Tn5044 (Xanthomonas
ATH-S Glaciar Collins 20-25 mandelii (99%) campestris, 98%)
Base Prat, Isla Pseudomonas Tn5044 (Xanthomonas
ATH-41 Greenwich 20-25 mandelii (99%) campestris, 87%)
ATH-43 Base Pratz Isla 20-37 Pseudomo::as putida Tn5041 (Pseudomonas
Greenwich (99%) putida DLL-E4, 99%)
Caleta Péndulo, Isla y Psychrobacter
ATH-62 Decepcidn 2025 aguimaris (39%) ND
ND: No determinado




Una comparacion mas detallada de las secuencias de rRNA 16S de NCBI, mostr6 que la

cepa tipificada més cercana a ATH-5 y ATH-41 fue P. mandelii CIP 1052737, mientras

que para ATH-43 fue P. putida NBRC 14164 y para ATH-62 el halofilo P. aquimaris

SW-210T (Yoon et al. 2005). Arboles filogenéticos basados en las secuencias 16S

mostraron que ATH-5 y ATH-41 estan relacionadas filogenéticamente con P.

frederikbergensis DSM 13022 y Pseudomonas sp. K10 (Figura 3A), mientras que ATH-

43 lo esta con varias especies de P. putida (Figura 3B) y ATH-62 con P. glacincola

EastSeaG5-415 (Figura 3C).

Sedimento Antartico

Agua Dulce

Pseudomonas frederiksbergensis DSM 13022

85 ATH-5
89

——— ATH-41
50
Ps

eudomonas sp. K10

Pseudomonas mandelii CIP 1052737

Pseudomonas cannabina CFBP 2341

~ Pseudomonas syringoe 1448A

Pseudomonas congelans P 538/23

Pseudomonas savastanoi ATCC 13522

0.005
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Pseudomonas mosselii CFML 90-83

Insectos

L Pseudomonas entomophila LA8

Pseudomonas taiwanensis BCRC 17751

L Pseudomonas plecoglossicida FPC951

* L pseudomonas putida KT244Q7
Agua Dulce 100 \~ Pseudomonas putida F1
Sedimento Antartico ] ATH-43

59
Pseudomonas putida NBRC 14164

Pseudomonas sp. K10

0.005

Hielo - Psychrobacter glacincola EastSeaG5-4157
Sedimento Antartico

ATH-62

Psychrobacter aquimaris SW-210
ua D
Agus g Psychrobacter piscatorii T-3-2
Psychrobacter nivimaris 88/2-7
Psychrobacter muriicola 2pS

Hielo

Psychrobacter maritimus Pi2-20

— 53
: : Psychrobacter aquaticus CMS 56
Psychrobacter orcticus 273-4

Permafrost

0.005

Figura 3. Arboles filogenéticos basados en las secuencias casi completas de los rRNA 168 de las cepas
Antarticas. Los numeros de los nodos representan el porcentaje de réplicas de 1000 boorstrap (valores
bajo el 50% no se muestran). A, Arbol filogenético de las cepas ATH-5 y ATH-41. B, Arbol filogenético
de la cepa ATH-43. C, Arbol filogenético de la cepa ATH-62. Se consideraron las posiciones 28-1447
(arboles A y B) v 31-1452 (érbol C) de la secuencia del gen rRNA 168 de E. coli K12. La escala representa
0,005 sustituciones por posicion por nucleétido. Las flechas indican la secuencia ourgroup correspondiente

a k. coli K12 (AP012306).
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Mientras ATH-5, ATH-41 y ATH-43 son resistentes a casi todos los antibidticos
excepto amikacina, gentamicina y ciprofloxacino, ATH-62 fue sensible a todos los
antibiGticos ensayados (Tabla 4). Los resultados del test API de ATH-5, ATH-41 y ATH-
43 fueron muy similares, a diferencia de ATH-62 que utiliza todas las fuentes de carbono
probadas (Tabla 5). Para identificar el operén mer, se us6 partidores universales que
amplifican una secuencia especifica que incluye parte del extremo 3’ de merP y parte del
5* de merA (para mis detalles, ver Métodos). De este modo se detect6 el operdn mer en
ATH-5, ATH-41 y ATH-43 (Tabla 3) y no se detecté en la cepa ATH-62, a pesar de
reiterados intentos utilizando diferentes partidores y condiciones de PCR.

Las secuencias obtenidas a partir de la amplificacién de los partidores P1-A5 de
ATH-5, ATH-41 y ATH-43 fueron utilizadas para disefiar partidores especificos para
amplificar los ORF de merA. Una vez disponible las secuencias, un anilisis de BLAST
mostré que merd de ATH-5 y ATH-41 estaba relacionado con merd del transposén
Tn5044 de X. campestris (Tabla 3). Por otro lado, merd de ATH-43 exhibi6 una alta
identidad con el gen merA de P. putida DLL-E4 (Tabla 3). Un érbol filogenético basado
en las secuencias traducidas de los genes merA de los aislados ATH comprob6 que éstas
estan filogenéticamente relacionadas principalmente con secuencias encontradas en

elementos transponibles (Tn5041, Tn5044 y Tn5046) de diferentes especies de

Pseudomonas (Figura 4).




Tabla 4. Ensayo de susceptibilidad a antibiéticos de las cepas ATH.

Antibiético

ATH-5

ATH-41

ATH-43

ATH-62

Cefotaxima (CTX 30 pg)
Amikacina (AK 30 pg)
Gentamicina (GE 10 pg)
Ciprofloxacina (CIP 5 pg)
Cefalotina (CF 30 pg)
Amp-Sulbactam (SAM 10/10 pg)
Ceftazidima (CAZ 30 pg)
Cefuroxima (CXM 30 pg)
Sulfatrimethoprim (SXT 25 pg)
Cloranfenicol (C 30 pg)
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Tabla 5. Test API de las cepas ATH.

Test

ATH-5

ATH-41

ATH-43

ATH-62

B-Galactosidasa
Arginina-dihidrolasa
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa
Triptéfano deaminasa

Ureasa
Gelatinasa
Fermentacion de
Citrato
Glucosa
Manosa
Inositol
Sorbitol
Ramnosa
Sacarosa
Melibiosa
Amigdalina
Arabinosa

Produccién de
H,S
Indol
NO;
N

-

+

+

+ +

+

+ o+ o+

1

S T
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Psgudomonas sp. TnS041
94 psevdomonas putida DLL-E4
ATH-43

Pseudomonas putida SPT

Pseudomoenas mandelfl 1R-1 plasmid

ATH-31

. _m{' Xenthomonos campestris Tn5044
ATH-5

Pseudomonas sp. L546-6Tn5046
Pseudomonas aeruginosa PAGI-5

Pseudomonas flucrescens SBW25 pQBRS7
icg

Peeudomonas fluorescens Th5042
——— Delftia acidovorans pMC1
Achremoborter xylosoxidans NCTC10807
Achromobacter xylosoxidans A22732 pA22732-IMP
304 pseydomonas putida HB3267 pPCS

Escherichiacoli
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Pseudomonas fluorescens PFO-1
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Figura 4, Arbol filogenético de secuencias merA de ATH-5, ATH-41 y ATI-43. Arbol se basé en el
algoritmo Maximum-likelihood (secuencias de nucledtidos traducidas). Los nfimeros de los nodos
representan réplicas de 1000 bootstrap (valores bajo el 50% no se muestran). El arbol fue enraizado a la
secuencia pardloga de MerA, [a enzima glutatién reductasa (Gor) de tres especies diferentes (E. coli, P
putida W619 y P. fluorescens). La escala representa 0,1 sustituciones por posicién por nucleétido.

3.2 El mercurio aumenta la resistencia a telurito de las Pseudomonas antarticas

Experimentos preliminares mostraron que ATH-43 crece en presencia de telurito
40 puM sélo si los cultivos son suplementados con concentraciones sub-letales de
mercurio. Estas observaciones Ilevaron a probar si este fendmeno se extrapolaba a todos
los aislados identificados. Como primera aproximacién experimental se determiné las

MIC de los metales y metaloides en estudio para cada aislado. Mientras ATH-43 mostro
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la mayor MIC de mercurio (HgMIC) y la menor de telurito (TeMIC), ATH-5 y ATH-41
exhibieron casi la misma sensibilidad a ambos toxicos. Por otro lado, y aunque mostrd
tener una HgMIC similar en relacion a las otras cepas, ATH-62 mostré la mayor
resistencia a telurito (Tabla 6).

Para determinar si el mercurio puede inducir la resistencia a telurito en las cepas
ATH, se determiné la TeMIC en presencia de concentraciones subletales de mercurio. Los
resultados mostraron que ésta aument6 8,3 veces en ATH-43 en comparacion con la
situacion sin mercurio. En el caso de ATH-5, la TeMIC aumenté 1,5 veces mientras que
en ATH-41 permanecié inalterada. Por tultimo, la TeMIC para ATH-62 disminuy6 2,3

veces en presencia de mercurio (Tabla 6).

Tabla 6. Concentraciones minimas inhibitorias (nM) de mercurio, telurito y
telurito en presencia de mercurio (TeO32/Hg"?).

Cepa H g+2 TeOS-2 TeOS'le g+2
ATH-5 100 80 120
ATH-41 100 120 120
ATH-43 200 24 200
ATH-62 80 700 300

Luego se construyé curvas de crecimiento en cuatro condiciones distintas: sin
toxico (control), con mercurio, con telurito y con ambos téxicos (Figura 5). Las curvas
de crecimiento de ATH-5 y ATH-41 fueron similares en todos los tratamientos (Figura
5A y B). Crecieron de igual manera en el control como en presencia de mercurio, pero
con telurito y mercurio/telurito el crecimiento decayé drasticamente con un leve repunte

de ATH-5 en el tratamiento de mercurio/telurito (Figura 5A). Por otro lado, el tratamiento
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con mercurio no alterd el crecimiento de ATH-43, y como era esperado, la presencia de
telurito inhibié rdpidamente su crecimiento (Figura 5C). Interesantemente, el tratamiento
combinado de los téxicos no afectd el crecimiento de ATH-43, el que fue similar al control
y en presencia de mercurio. Por su parte y a diferencia de las Pseudomonas, ATH-62
mostré un retraso en el crecimiento en presencia de telurito y una inhibicién total con
ambos toxicos (Figura 5D).

Como una tercera aproximacion experimental para caracterizar el fenotipo de
potenciacién de la resistencia a telurito dada por mercurio, se determiné dreas de
inhibicién del crecimiento en presencia de telurito cuando existe 0 no mercurio en el
medio (Figura 6). Como se mencioné, ATH-43 exhibid el efecto de potenciacién mas
evidente y de hecho, el 4rea del halo de inhibicion de crecimiento disminuy6 2,5 veces en
presencia de mercurio (Figura 6C). Tanto en ATH-5 como ATH-41 se observé una leve
pero significativa disminucion del drea en presencia de mercurio (Figura 6A y 6B). Con
ATH-62 se evidencié un efecto contrario, en que el 4rea de inhibicién aument6 2,2 veces
en presencia de mercurio en relacién a su control (Figura 6D). En conjunto, estos
resultados sugieren que el mercurio potencia la resistencia a telurito en las cepas de
Pseudomonas antérticas, especialmente ATH—4§, no observéndose este fendmeno en

Psychrobacter sp. ATH-62.
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Figura 5. Curvas de crecimiento de las cepas antirticas. El crecimiento de ATH-5 (A), ATH-41 (B),
ATH-43 (C) v ATH-62 (D) fue monitoreado midiendo la ODg por 15 h en cuatro condiciones
experimentales: control (rombo negro), mercurio (circulo azul), telurito (cuadrado rojo) y mercurio/telurito
(tridngulo verde). Los datos representan la media + DE de tres experimentos independientes.
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Figura 6. Areas de inhibicién del crecimiento de las cepas ATH. Las células se crecieron en placas LB
suplementadas o no con mercurio. Los halos de inhibicion se midieron luego de incubar a 25 °C por 24 h.
Las areas de inhibicién de ATH-5 (A), ATH-41 (B), ATH-43 (C) y ATH-62 (D) se muestran como el
promedio + DE de tres experimentos independientes. El asterisco representa un valor p < 0,05. Bajo cada
grafico de barras se muestran 2 fotografias representativas de cada experimento.

3.3 Determinacion del contenido de ROS y tioles en las cepas antarticas expuestas a
mercurio y telurito

Previamente se ha demostrado que tanto mercurio como telurito inducen la

produccion de ROS (Gao ef al. 2013; Pérez et al. 2007), y que también exhiben gran
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afinidad por moléculas que contienen grupos sulfhidrilo (Turner ez al. 1995, 1999). En
este contexto, se cuantifico los niveles de ROS en términos de intensidad de fluorescencia,
bajo las mismas condiciones experimentales descritas anteriormente (Figura 7). En
general, los resultados muestran que los niveles de ROS en ATIH-5 y ATH-41 aumentan
mds del doble en presencia de los mismos (Figura 7A y B). Los tratamientos con mercurio
y mercurio/telurito mostraron una tendencia a disminuir los niveles de ROS a los 60 min,
los que aumentaron a tiempos mayores. Por su parte, ATH-43 mostré6 mas ROS con
telurito que con mercurio o ambos (Figura 7C). Interesantemente y a los 90 min, los
tratamientos con mercurio y mercurio/telurito mostraron concentraciones relativas
similares de ROS con respecto al control (Figura 7C). Al contrario que las Pseudomonas,
en ATH-62 el telurito no alteré significativamente los niveles de ROS en relacién al
control, lo que si ocurrié durante la exposicién a mercurio o mercurio/telurito (Figura
7D). Estos resultados muestran que el telurito aumenta la produccién de ROS en los
aislados, la que sin embargo disminuye en presencia de mercurio, especialmente en ATH-
43. En ATH-62 en tanto, la presencia de mercurio no favorecié la diminucién del

contenido de ROS, siendo evidente en el tratamiento combinado con mercurio/telurito.
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Figura 7. Cuantificacion de ROS en las cepas antarticas. Las células fueron crecidas hasta ODgoo ~0,3 y
expuestas a mercurio (circulos azules), telurito (cuadrados rojos), y mercurio/telurito (triangulos verdes). El
contenido de ROS en ATH-5 (A), ATH-41 (B), ATH-43 (C) y ATH-62 (D) fue determinado
espectrofotométricamente a 519 nm luego de 30, 60 o 90 min de exposicién como se indicé en Métodos.
Los resultados se muestran como intensidad de fluorescencia de los tratamientos normalizados contra la
intensidad de fluorescencia de los datos del tratamiento control. Los datos representan la media + DE de
tres experimentos independientes, p < 0,05.

Dada la capacidad del telurito y mercurio de interactuar con tioles reducidos
(RSH), el contenido de RSH fue analizado en las distintas condiciones experimentales
(Figura 8). Este disminuy6 dréasticamente en ATH-5 en todos los tratamientos y no
recupero los niveles iniciales aun después de 120 min (Figura 8A). Por otro lado, aunque
los niveles de RSH también disminuyeron en ATH-41, se observo una tendencia general

a su recuperacion en el tiempo en el tratamiento con mercurio (Figura 8B). La reduccion
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Figura 8. Contenido de tioles en las cepas antdrticas. Las células fueron crecidas hasta ODgog ~0.3 y
expuestas a mercurio (circulos azules), telurito (cuadrados rojos), y mercurio/telurito (tridngulos verdes)..
La cuantificacién de tioles en ATH-5 (A), ATH-41 (B), ATH-43 (C) y ATH-62 (D) se determiné a 412 nm
luego de 30, 60 0 90 min de exposicion. Los resultados se muestran como concentraciones de tioles (RSH)
relativas a la concentraciones de RSH del control. Los datos se muestran como la media = DE de tres
experimentos independientes, p < 0,05.

inicial en el contenido de tioles en ATH-43 se recupero a niveles del control luego de 90
min de tratamiento combinado (Figura 8C). ATH-62 tuvo una respuesta similar a la de
ATH-5, en que el contenido de tioles disminuy6 con todos los tratamientos y permanecio

a concentraciones bajas (Figura 8D).
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3.4 Viabilidad de células ATH expuestas a mercurio y telurito

Para determinar si la presencia de mercurio protege las cepas ATH de la exposicion
a telurito, se cuantificd su viabilidad en las cuatro condiciones experimentales. La
viabilidad de las cepas del género Pseudomonas disminuy6 drasticamente en el
tratamiento con telurito, situacion que fue mas leve para ATH-62 (Figura 9 A-D). En el
caso de los tratamientos con mercurio y mercurio/telurito, la viabilidad siempre fue mayor
que con telurito excepto para ATH-62. Interesantemente, la viabilidad se duplico en ATH-
43 tratada con ambos toxicos (Figura 9C). Estos resultados indican que la presencia de
mercurio aumenta la viabilidad celular de las cepas de Pseudomonas en relacion al

tratamiento con telurito, expecialmente en ATH-43.
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Figura 9. Viabilidad celular de las cepas antirticas. Las c¢lulas se crecieron hasta ODgpo ~0,3 y
expusieron a mercurio, telurito, y mercurio/telurito por 30 min. La viabilidad de ATH-5 (A), ATH-41 (B),
ATH-43 (C) y ATH-62 (D) se determiné por conteo de unidades formadoras de colonias en placas LB agar.
El ntimero de UFC en el control sin tratamiento se consideré como 100% de viabilidad. Los datos se
muestran como media = DE de tres experimentos independientes, p < 0,05.

56




3.5 Cuantificacion de los niveles de NADPH en las cepas ATH expuestas a los
toxicos

Dado que la reducciéon de mercurio y telurito es catalizada por enzimas que
dependen de NADPH (Arenas-Salinas ef al. 2016), se cuantificd los niveles de este
cofactor en extractos crudos luego de exponer los cultivos a las cuatro condiciones
experimentales. En general, el tratamiento con los toxicos provocéd una disminucion del
pool intracelular de NADPH, con la excepcion de ATH-62 en que éste aumentd en
presencia de telurito (Figura 10 A-D). Estos resultados muestran que el tratamiento con

los toxicos estimula el consumo de NADPH, al menos en las cepas de Pseudomonas.
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Figura 10. Cuantificacion de los niveles de NADPH en las cepas antarticas. Las células se crecieron
hasta ODgop ~0,3 y expusieron a mercurio, telurito, y mercurio/telurito por 60 min. Los niveles de NADPH
fueron cuantificados espectrofotométricamente a 340 nm luego de 60 min de exposicion en extractos crudos
de ATH-5 (A), ATH-41 (B), ATH-43 (C) y ATH-62 (D). Los datos representan la media = DE de tres
experimentos independientes, p < 0,05,
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3.6 Caracteristicas del genoma de Pseudomonas sp. ATH-43

Se eligié secuenciar el genoma de la cepa ATH-43 porque mostr6 tener el fenotipo
mds exacerbado con respecto a la potenciacion de la resistencia a telurito en presencia de
mercurio. El genoma ensamblado consiste en 5.830.220 pb, con un G+C promedio de
61,5% (Figura 11, Tabla 7). Se identifico 79 genes de tRNA y dos clusters de IRNA. De
un total de 5.124 secuencias codificantes para proteinas, 4.436 ORFs (86,5%) tuvieron un
match con secuencias disponibles en bases de datos piiblicas y de éstas, 3.372 (65,8%)
fueron asignadas a categorias de clusters de grupos ortélogos (COG) (Figura 11B). La
prediccion de ORFs reveld la presencia inusual de miltiples determinantes genéticos
relacionados con tolerancia a metales pesados y metaloides, incluyendo genes y operones
de resistencia a Hg*?, Cu*?, Zn*?, Ni*?, Cd*2, Co*?, Pb*%, Cr0s2, AsO43, Se02? y TeOs?
{Tabla 8). También se encontraron genes de resistencia a antibiéticos como tetraciclina,
macrélidos, penicilinas, aminoglicdsidos y estreptomicina, entre otros (Tabla 9).
Adicionalmente, la prediccién computacional mostré la presencia de siete genes que
codifican para proteinas de estrés por frio, 773 proteinas hipotéticas y una importante
bateria de genes que participan en la respuesta a estrés oxidativo, incluyendo la inusual
micotiol sintasa encontrada exclusivamente en bacterias Gram (+). El whole-genome
shotgun Project fue depositado en GeneBank bajo el niimero de acceso LBME00000000
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LBME00000000.1). Un andlisis de identidad de
nucledtidos promedio (ANI) realizado con 10 genomas de P. putida mostrd la estrecha

relacion de ATH-43 con P. putida W619 y SQ1 (Figura 12A). Por esta razon, la cepa
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ATH-43, se denominari en adelante como Pseudomonas putida ATH-43. Finalmente, un
analisis del pan-genoma de estas 10 cepas reveld que ATH-43 cuenta con 741 genes
accesorios tnicos y que 1.370 genes, correspondientes al core-genoma, son compartidos

por todas las cepas (Figura 12B).

Tabla 7. Propiedades y caracteristicas generales del genoma a P. putida ATH-43.

Propiedad Caracteristica
Calidad de terminaci6n Draft

NCBI Bioproject ID PRINA278654
GeneBank ID LBMEO00000000
Libreria usada Mate-pair de 3 kb
Plataforma de secuenciacién [Humina HiSeq 2000
Software de ensamble AS

Meétodo de anotacién Glimmer v3.02
Cobertura 172X

Tamafio del genoma 5.830.220
Contenido G+C 61,5%

DNA scaffolds 64

Genes totales 5.203

Genes de RNA 6

tRNA 79

Pseudogenes 201

Genes codificantes para proteinas 5.124
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Figura 11, Genoma de P. putida ATH-43. A, Diagrama circular del genoma de ATH-43 con las secuencias
codificantes coloreadas segin categorias COG. Las marcas desde afuera hacia adentro corresponden a:
limites de los scaffolds (azul), ORF de la hebra forward, ORF de la hebra reverse, genes de RNA (tRNA en
rojo y rRNA en azul), contenido G+C y valor GC skew. A procesamiento y modificacion de RNA; B
estructura y dinémica de la cromatina; C produccion y conversion de energia; D control del ciclo cellular y
division celular; E transporte y metabolism de aminoédcidos; F transporte y metabolism de nucleétidos; G
transporte y metabolismmo de carbohidratos; H transporte y metabolismo de coenzimas; I transporte y
metabolismo de lipidos; J biogénesis ribosomal y traduccién; K transcripcion; L replicacion, recombinacion
y reparacion; M biogénesis de pared/membrana celular; N motilidad celular; O modificaciones post-
traduccionales, recambio de proteinas y chaperonas; P transporte y metabolismo de iones inorganicos; Q
transporte, catabolismo y biosintesis de metabolitos secundarios; R prediccién de funcién general
solamente; Unknown funcién desconocida; T mecanismo de transduccion de sefiales; U trafico intracelular,
secrecion y transporte vesicular; V mecanismos de defensas; W estructuras extracelulares; Y estructura
nuclear; Z citoesqueleto,

Solo se muestran los scaffolds > 200 pb que contuvieron genes de RNA o CDS. B, Genes asignados a las
categorias COGs.
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genoma de P. putida ATH-43,

Tabla 8. Determinantes moleculares de resistencia a metales presentes en el

Proteina ID

Funci6n predicha

Tamafio (aa)

WP_046787459.1
WP_046784685.1
WP_046786777.1
WP_046786778.1
WP_046787908.1
WP_046785961.1
WP_010794431.1
WP_003253425.1

WP_003253428.1,
WP_00313953%.1

WP_046736982,1
WP_046787010.1
WP_046784398.1
WP_012316198.1
WP_024616827.1
WP_046784684.1
WP_046784612.1
WP_046785841.1
WP_046785842.1
WP_046785843.1
WP_046785844.1
WP_046785845.1
WP_012314853.1
WP_017849614.1
WP_03163305%9.1
WP_003131881.1
WP_003131880.1
WP_017849617.1
WP_003131870.1
WP_046786593.1

Arsenato reductasa

Profeina de resistencia a arsénico

Represor del operdn de resistencia a arsénico
Proteina de resistencia a arsénico ArsH

Bomba de arsénico

Oxidoreductasa CzeQ-like

Regulador transeripcional en respuesta a Cd(IL)/Pb(IT)

Proteina de resistencia cobalto-zinc-cadmio CzcC

Bomba de eflujo de metales pesados CzeA

Protefna de eflujo de metales CzcA

Regulador transcripcional de respuesta a Cd(II/Ph{IT}
Protefna de resistencia a cobre, CopA

Represor sensible a cobre CsoR

Proteina B de resistencia a cobre

Proteina ChrB

Transportador de cromato

Proteina de importe de niquel NikE

Proteina de importe de niquel NikD

Transportador ABC de niquel subunidad NikC
Transportador ABC de nfquel subunidad NikB
Regulador transcripcional de respuesta a niquel NikR
Transportador ABC de niquel

Represor transcripcional de mercurio MerD

Mercurio reductasa MerA

Protefna de resistencia a mercurio MerC

Proteina de transporte periplasmatico de mercurio MerP
Proteina transportadora de mercurio MerT
Reguladors transcripcional de mercurio MerR
Tiopurina S-metiltransferasa, Se/Te

117
366
118
238
427
439
135
394

1049-1053

1017
147
461
105
349
313
449
273
256
281
313
138
483

97
563
144

92

71
146
215
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genoma de P. putida ATH-43.

Tabla 9. Determinantes moleculares de resistencia a antibiéticos presentes en el

Proteina ID

Funcién predicha

Tamafio (aa)

WP_046785721.1,
WP_052750419.1

WP_000480968.1
WP_046784847.1
WP_046785450.1
WP_046784924.1
WP_046785130.1
WP_046787854.1
WP_046788176.1
WP_046786991.1
WP_001082319.1
WP_046784587.1
WP_046788159.1
WP_046784822.1
WP_046785625.1
WP_046784331.1
WP_046784686.1
WP_046784877.1

WP_046784918.1,
WP_046784919.1,
WP_046784917.1

WP_046788034.1,
WP_046788086.1

WP_046786089.1

WP_046784313.1,
WP_046784333.1,
WP_046784346.1,
WP_046788222.1,
WP_046785657.1,
WP _012314115.1

Aminoglicosido fosfotransferasa

Aminoglicosido/hidroxiurea quinasa

Proteina de unidn a penicilina LpeA
Beta-lactamasa

Metalo-beta-lactamasa

Proteina de unidn a penicilina 2

Proteina de unién a penicilina 1C

Protefna de unién a pericilina 1B

Amidasa de penicilina

Estreptomicina quinasa

Proteina de resistencia a fosmidomicina
Protefna de resistencia a glioxalasa/bleomicina
Exportador de macrdlidos MacB

Proteina de resistencia a miltiples antibiéticos marR
Proteina de resistencia Multidrag MdtB
Transportado de resistencia a drogas Ber/CflA
Transportador de eflujo Multidrug

Transportador MFS

Transportador Multidrug DMT

Proteina de resistencia Multidrug

Factor transcripcional TetR

395

120
605
379
285
629
766
748
767
267
403
137
389
157
1021
393
154

457-525

285-293

399

169-245
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Figura 12. Analisis ANI y pan-genoma de P. putida ATH-43. A, Heatmap que representa la comparacion
del promedio de identidad de nucleotidos (ANI) entre 10 genomas de P. putida. Los colores representan el
grado de identidad de las secuencias genomicas entre cepas, siendo rojo 100% y azul 88% idénticas,
respectivamente. B, grifico de barras del pan-genoma mostrando el mimero de genes compartidos en Cloud
(0-20%), Shell (20-90%), Sofi core (90-99%) y Core-genoma (100%). En paréntesis se muestra el porcentaje

de genomas.

64




3.7 Anilisis de RNA-seq de P. putida ATH-43 en presencia de mercurio, telurito y
mercurio/telurito

Con el propésito de determinar cudles son los genes que podrian participar en la
resistencia cruzada a telurito gatillada por mercurio, se llevé a cabo experimentos de
RNA-seq en las mismas cuatro condiciones experimentales descritas. El tiempo de
tratamiento con los téxicos fue de 10 minutos, el cual corresponde al tiempo donde se
observé la mayor expresién del operdn mer por QPCR. En total se obtuvo ~28 millones de
lecturas que se sometieron a filtros de calidad. Después de realizar los analisis estadisticos
pertinentes, se eligi6 aquellos genes que fueron expresados significativa y
diferencialmente y que mostraron una tasa de cambio (FC) > 2. Los resultados mostraron
que en presencia de mercurio 335 genes se expresan diferencialmente (212
sobreexpresados y 123 reprimidos) en relacién al control. El transcriptoma global
normalizado por RPKM (Reads per kilobase per million) (Figura 13A) muestra que los
genes sobreexpresados en esta condicidn estdn relacionados principalmente con
transporte, transcripcion, traduccion, estrés oxidativo, resistencia a metales y cadena
transportadora de electrones, entre otros (Figura 13B). Interesantemente también se
observé induccién de genes de respuesta a otros metales como cobalto, fierro, zine, cobre
y niquel (Figura 13B).

En relacion al transcriptoma de ATH-43 expuesta a telurito, los resultados
mostraron que en esta condicion 153 genes se expresaron diferencialmente (107
sobreexpresados y 46 reprimidos). La distribucion de los transcritos es muy similar a la

del control y menos dispersa que en €l caso de mercurio como se observa en la Figura
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14A. La mayor cantidad de genes sobreexpresados estan relacionados con traduccion,
transcripcion y estrés oxidativo (Figura 14B). También se observé la expresion de genes
de resistencia a otros metales pesados como cobre, mercurio y metales en general (Figura
14B).

Similar al tratamiento con Hg™, el transcriptoma del tratamiento con
mercurio/telurito mostré que 287 genes se expresaron diferencialmente (227
sobreexpresados y 60 reprimidos). Interesantemente, la dispersién de los transcritos en el
grafico de RPKM fue muy similar al observado en el tratamiento con mercurio (Figura
15A). Jgualmente se observé sobreexpresién de genes involucrados en transporte,
transcripcion, traduccién, estrés oxidativo, resistencia a metales pesados y metaloides
(mercurio, cobre, niquel, hierro, telurito y metales en general) y cadena transportadora de

electrones (Figura 15B).
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Figura 13. Transcriptoma de ATH-43 tratada con mercurio. A, Gréfico que representan los valores de
log(2) de los RPKM del tratamiento versus el control. Algunos transcritos sobreexpresados fueron
coloreados seglin su funcién bioldgica, como se indica. Las lineas grises paralelas limitan el espacio donde
el FC fue < 2. B, Grafico de torta de los genes sobreexpresados clasificados por funcion (izquierda) y
resistencia a metales (derecha).

67




16

14

12

10 »

‘.
‘..

Log(2)RPKM Tellurite

Log(2)RPKM Control

Transport
5%

Transcription
11%

SOS response
1%

Hypothetical _
protein
9%

Sulphur
metabolism

3%
Oxidative stress

Horizontal gene respz:\se
transfer 11%
5%
CSPs and e
chaperones e ranolic i T
4% =

Oxidoreductases
6%

12

Metals
40%

All transcripts

* Heme metabolism
Translation

* Metal homeostasis

* Ox Stress

* ET chain

« Transport

# Transcription

* Metabolix Oxido-

reductases

* HGT
14 16

Figura 14. Transcriptoma de ATH-43 tratada con telurito. A, Grafico que representan los valores de
log(2) de los RPKM del tratamiento versus el control. Algunos transcritos sobreexpresados fueron
coloreados segun su funcion biologica, como se indica. Las lineas grises paralelas limitan el espacio donde
el FC fue < 2. B, Grafico de torta de los genes sobreexpresados clasificados por funcién (izquierda) y

resistencia a metales (derecha).
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Figura 15. Transcriptoma de ATH-43 tratada con mercurio/telurito. A, Grafico que representan los
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coloreados segin su funcién biolégica, como se indica. Las lineas grises paralelas limitan el espacio donde
el FC fue < 2. B, Gréfico de torta de los genes sobreexpresados clasificados por funcion (izquierda) y
resistencia a metales (derecha).
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Figura 16. Transcriptomas de los tres tratamientos en términos de FC en relacién al control en ATH-
43. Los transcriptomas del tratamiento con mercurio (azul), telurito (rojo) y mercurio/telurito (verde) estan
representados como log(2)FC.

Al analizar los FC -en relacion al control- de los genes en los 3 transcriptomas, se
puede apreciar que el mercurio gatilla una mayor expresion génica diferencial en relacion
a telurito (Figura 16). Estos resultados sugieren que ATH-43 puede responder mejor al
estrés causado por mercurio que por telurito.

Con respecto a los genes inhibidos en los tres tratamientos, la mayoria estd
relacionada con metabolismo de aminoacidos, carbohidratos, lipidos y nucleotidos,

ademas de transportadores y proteinas que participan en la cadena transportadora de
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Figura 17. Clasificacion de genes inhibidos en los tres transcriptomas de ATH-43. Los grificos de
torta representan las categorizaciones mas representativas de los genes inhibidos en los tratamientos con
mercurio (A), telurito (B) y mercurio/telurito (C).

electrones (Figura 17). Todo esto sugiere que el metabolismo de la célula se ve
severamente afectado en presencia de estos metales.

Para determinar si los genes del operdn mer estan participando en la respuesta de
resistencia cruzada a telurito gatillada por mercurio, se analizo el perfil de expresion de
cada uno de los genes en los tres tratamientos. La expresion relativa de merT, merP, mer(’
y merA fue considerablemente mayor en los tratamientos con mercurio y mercurio/telurito

que solo con telurito (Figura 18).
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Figura 18. Expresion relativa de genes del operon mer en los 3 transcriptomas de ATH-43. Expresion
relativa de genes del operén mer representados como log(2) FC con respecto al control. Los tratamientos
corresponden a mercurio (circulo azul), telurito (cuadrado rojo) y mercurio/telurito (triangulo verde). La
linea gris representa sobreexpresion (FC > 2).

Al analizar los genes que se sobreexpresan en los tratamientos con mercurio y
mercurio/telurito, se determind que 95 lo hacen en comun (Figura 19). Interesantemente,
un importante nimero de ellos se indujo considerablemente mas en presencia de
mercurio/telurito vs solo mercurio incluyendo los que codifican para MerP, una proteina
hipotética, translocasa de metales pesados, alquilhidroperoxido reductasa, SAM-
metiltransferasa, superoxido dismutasa, glutation reductasa, glutarredoxina peroxidasa,
tiorredoxina, y un exportador de grupo hemo, entre otros. Por otro lado, determinamos
que 27 genes se sobreexpresan en comun en las tres condiciones (Tabla 10). El 75% de
estos genes esta mas sobreexpresado en las condiciones con mercurio y mercurio/telurito
e incluyen genes relacionados con traduccion, transcripcion, estrés oxidativo, resistencia
a metales, cadena transportadora de electrones y transgerencia horizontal de genes.

Finalmente, los resultados de RNA-seq se validaron para tres genes elegidos (merA, kat(,
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Figura 19. Expresion relativa de los genes de ATH-43 que se sobreexpresan en comiin en presencia
de mercurio y mercurio/telurito. La expresion relativa se representa como log(2) FC con respecto al
control. Los tratamientos corresponden a mercurio (circulo azul) y mercurio/telurito (triangulo verde).

ahpC) por qPCR. Con excepcion de katG, los otros 2 genes mostraron induccion con

mercurio y mercurio/telurito en relacion al control (Figura 20).

En su conjunto, estos resultados sugieren que el mercurio puede gatillar una
respuesta transcripcional especifica que involucra la activacion de la transcripcion,
traduccion, respuesta a estrés oxidativo y a estrés por metales pesados, la que a su vez
podria ser responsable de la resistencia cruzada a telurito. Las Tablas conteniendo los
genes expresados diferencialmente en todas las condiciones experimentales se encuentran

adjuntas en el ANEXO.
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Tabla 10. Genes expresados en comiin en las 3 condiciones experimentales en ATH-
43.

Log(2)FC Log(2)FC Log(2)FC o .
ID Transcritc  tratamiento  tratamiento  tratamiento Prediccién de funcién

con Hg con Te con Hg/Te
transcripts_2942 2,69 1,27 2,44 metal-binding protein
transcripts_5049 2,49 1,59 2,11 30s ribosomal protein s8
transcripts_742 2,26 1,45 1,89 30s ribosomal protein s9
transcripts_5046 2,19 1,35 2,06 30s ribosomal protein s5
teanscripts 5047 2,07 1,20 2,05 50s ribosomal protein 118
transcripts_741 2,02 1,25 1,80 50s ribosomal protein 113
transcripts_5050 1,98 1,44 1,84 30s ribosomal protein s14
transcripts 4632 1,93 1,16 2,15 merP
transcripts_4476 1,90 1,31 1,68 cold-shock protein
transcripts 3029 1,75 1,20 1,60 dna mismatch repair protein
transcripts 1622 1,72 1,19 1,64 transcriptional regulator
transcripts_1264 1,70 1,28 1,65 dihydrolipoamide dehydrogenase
transcripts_4705 1,62 1,30 1,49 copper oxidase
transcripts 192 1,50 1,23 1,46 cold-shock protein
transcripts 5382 1,50 1,18 1,58 ferredoxin
transcripts 2583 1,48 1,15 1,26 metallothionein
transcripts_3863 1,47 1,20 1,61 nadh:ubiquinone oxidoreductase
transcripts 369 1,46 1,21 1,27 glutathione peroxidase
transcripts_4492 1,42 1,18 1,49 alkyl hydroperoxide reductase
transcripts_2458 1,30 2,24 1,29 transposase
transcripts 4111 1,27 1,18 1,29 cysteine synthase
transcripts_1394 1,26 1,25 1,36 cytochrome ¢ biogenesis protein
transcripts 4688 1,20 122 1,33 transposase
transcripts_3848 1,11 1,16 1,54 sulfite reductase
transcripts_1999 1,11 1,77 1,53 transcriptional regulator
transcripts 1393 1,06 1,16 1,28 Heme exporter protein
transcripts 3765 1,05 1,24 1,29 cold shock protein
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Figura 20. Validaciéon del RNA-seq por qPCR. Se llevé a cabo qPCR de los genes merd (A), ahpC (B)
y katG (C) a partir de muestras de RNA de cultivos tratados con mercurio (azul), telurito (rojo) y
mercurio/telurito (verde). La expresion relativa se representa como el FC con respecto al control (negro).
Los datos representan la media + DE de tres experimentos diferentes.

3.8 Actividad telurito reductasa de Ia enzima MerA del plasmido pTP6

La resistencia bacteriana a mercurio involucra la expresion de los genes mer y
consiste en la reduccion de mercurio (II) a mercurio (0) catalizada por la flavoproteina
MerA. Recientemente, nuestro laboratorio demostr6 que ciertas enzimas de la familia de
las pirimidin dinucleétido oxidoreductasas dependientes de NADPH pueden reducir
telurito a teluro elemental (Arenas-Salinas ef a/. 2016). Dado que MerA pertenece a esta

familia, se hipotetizd que esta enzima podria contribuir a la resistencia de ATH-43 a

(]

telurito reduciendo el téxico. Como primera aproximacion se clond el gen merd del

lasmido ambienial pTP6 (Smalla e/ «f. 20006) v se transformo E. coli. La Tivura 21
P 4
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Figura 21, Parificacién de MerA del plismido pTP6. A, Gel SDS-PAGE., La proteina purificada por
columnas de niquel {ver Métodos) se indica con 1a flecha azul. B, Western blot de MerA purificada revelado
con anticuerpos anti-Histag,

muestra la protefna purificada en un gel SDS-PAGE y un Western blot de la misma
revelado con un anticuerpo comercial anti-Histag. La enzima corresponde a un dimero de
~57 kDa por subunidad (flechas).

Para comprobar la actividad canénica de MerA, se ensay6 su habilidad para reducir
mercurio in vitro. Los resultados mostraron que Ia enzima reduce efectivamente el cation
merctirico, lo que fue monitoreado midiendo espectrofotométricamente el consumo de
NADPH. Como se esperaba, se observd que MerA usa preferentemente éste en lugar de

NADH como sustrato dador de electrones (Figura 22).
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Figura 22. Actividad reductasa merciirica de MerA del plasmido pTP6 in vitro. La actividad se ensayd
cn presencia de NADPH (rombo azul) o NADH (cuadrado verde). Los controles no contuvicron cnzima
(tridngulo naranjo) o Hg™? (circulo verde). La reaccién se monitored midiendo el consumo de NADPH a
340 nm. La imagen es representativa de 3 experimentos independientes.

La potencial actividad telurito reductasa de MerA se observo inicialmente por el
ennegrecimiento de la mezcla de reaccion sugiriendo la produccién de teluro elemental
(Tucker et al. 1962) (Figura 23A). Al igual que en el caso de la actividad reductora de
mercurio, la enzima también utiliza de preferencia el cofactor NADPH para reducir

telurito (Figura 23B).
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Figura 23. Actividad telurito reductasa de MerA del plismido pTP6 in vitre. A, Ensayo cualitativo de
actividad enzimatica. B, Actividad telurito reductasa especifica de MerA. Los datos representan la media +
DE de tres ensayos independientes, p < 0,05.

3.9 Actividad mercuric y telurito reductasa en extractos crudos de cepas ATH

Se determiné ambas actividades utilizando MerA purificadas de las cepas ATH en
estudio. Sin embargo y a pesar de utilizar varias estrategias experimentales diferentes, no
fue posible obtener las enzimas puras. Por ello, se los ensayos enziméaticos se llevaron a
cabo utilizando extractos crudos de cepas ATH que fuesen expuestas previamente a los
mismos tratamientos experimentales utilizados durante este trabajo. ATH-41 y ATH-43
mostraron mayor actividad mercurio reductasa que las otras dos (Figura 24) Este
resultado es consistente con la ausencia de MerA en ATH-62 (Tabla 3), sugiricndo a
priori que la resistencia a mercurio exhibida por esta bacteria seria independiente del

operon mer.
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Figura 24. Actividad mercurio reductasa en exiractos crudos de cepas ATH. Los exiractos crudos de
las cuatro cepas fueron obtenidos a partir de cultivos tratados previamente con mercurio (1/4 MIC) por 1 h
& temperatura ambicnte. La actividad mercurio reductasa fuc scguida cspectrofotométricamente por ¢l
consumo de NADPH a 340 nm. Los datos representan la media = DE de tres ensayos independientes, p <
0,05.

Posteriormente, se analizo si la presencia de los toxicos estimulaba la actividad
mercurio reductasa en extractos crudos de las cepas en estudio. Se observé que la
actividad especifica mercurio reductasa estaba aumentada en ATH-5, ATH-41 y ATH-
43 previamente expuestas a mercurio o mercurito/telurito (Figura 25A-B-C). Al igual
que en el experimento anterior, ATH-41 y ATH-43 mostraron la actividad especifica
mds alta cepas (Figura 25B-C), a diferencia de ATH-62, que nucvamente mostrd tener

muy baja actividad, similar a la del control (Figura 25D).
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Figura 25. Cuantificacién de la actividad mercurio reductasa en extractos crudos de las cepas ATH.
Extractos crudos de ATH-5 (A), ATH-41 (B), ATH-43 (C) y ATH-62 (D) previamente expuestas a mercurio
(azul), telurito (rojo) y mercurio/telurito (verde) fueron ensayados para actividad reductasa merciirica. El
control sin toxicos se muestra en negro. Los datos representan la media + DE de tres ensayos independientes,

p <0,05.
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Figura 26. Cuantificacion de la actividad telurito reductasa en extractos crudos de las cepas ATH.
Extractos crudos de ATH-5 (A), ATH-41 (B). ATH-43 (C) y ATH-62 (D) previamente expuestas a mercurio
(azul), telurito (rojo) y mercurio/telurito (verde) fueron ensayados para actividad telurito reductasa. El
control sin toxicos se muestra en negro. La actividad fue seguida espectrofotométricamente por la aparicién
de teluro elemental a 500 nm. Los datos representan la media + DE de tres ensayos independientes, p < 0,05.

Finalmente, se cuantificé actividad telurito reductasa en los mismos extractos
crudos anteriores (Figura 26). Al contrario de lo esperado, los resultados mostraron que
en todas las cepas la actividad telurito reductasa no se incrementa en extractos de células
previamente expuestas a mercurio o mercurio/telurito. T.a inica excepcion fue ATH-43
expuesta a telurito, que mostré una actividad telurito reductasa levemente superior al
conirol (Figura 26C). En conjunto, estos resultados sugieren que la resistencia cruzada a
telurito gatillada por mercurio no dependeria de la reduccion de telurito catalizada por

MerA.
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4. Discusion

Este trabajo muestra que los mecanismos de resistencia a mercurio de un grupo de
bacterias psicrotolerantes aisladas de la Antdrtica estan involucrados en la resistencia a
telurito. En este contexto, cuatro aislados (ATH-5, ATH-41, ATH-43 y ATH-62) fueron
caracterizados como bacterias resistentes simultdneamente a mercurio y a telurito (Tabla
3). Los aislados ATH-5, ATH-41 y ATH-43 pertenecen al género Pseudomonas, mientras
que ATH-62 forma parte del género Psychrobacter. Los arboles filogenéticos mostraron
que ATH-5 y ATH-41 estéan asociados con la bacteria psicrétrofa Pseudomonas mandelii
CIP1052737 que fue aislada de aguas minerales (Verhille ez al. 1999), y al aislado 4rtico
Pseudomonas sp. K10 {nimero de acceso JF313066) (Figura 3A). Por otro lado, la
filogenia de ATH-43 estd filogenéticamente relacionada con especies de P. putida aisladas
de distintos ecosistemas incluyendo agua y sedimentos de tierra contaminados
(Subramanian et al. 1985) (Figura 3B). En cambio, se encontr6 que ATH-62 estaba
emparentada con especies de Psychobacter aisladas exclusivamente de ambientes frios
como permafrost (Vishnivetskaya et al. 2006), hielo marino (Romanenko et al. 2004) y
agna antartica (Heuchert er al. 2004), entre otras (Figura31C).

Los genes mer solo fue detectado en las cepas de Pseudomonas. Las relaciones
filogenéticas de los genes merd de ATH-5, ATH-41 y ATH-43 mostraron que estaban
relacionados con genes merA de elementos transponibles ubicuos en la naturaleza (Osbom
et al. 1997). Aun cuando merd de ATH-5 y ATH-41 se relaciona con el mismo gen

presente en el transposén Tn5044 de X. campestris, merA de ATH-41 formd una rama
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distinta dentro del arbol filogenético. Esto podrifa representar un nuevo tipo de mer4 lo
que también se refleja en la baja identidad de secuencia con otros genes mer4 (Figura 4).
A diferencia del operén mer de ATH-41, el de ATH-5 contiene el gen accesorio merC,
indicando que aunque son especias estrechamente relacionadas, no comparten la misma
estructura genética de este operdn (no mostrado). Por otro lado, el gen merd de ATH-43
se relacioné filogenéticamente con genes merA de otras cepas de P. putida contenidos en
el transposon Tn5041, incluyendo la cepa multi-resistente a metales P. putida SP1 (Zhang
et al. 2012). Los transposones Tn5044 y Tn5041 que confieren resistencia a mercurio, son
considerados como vehiculos de diseminacién de la misma en poblacicnes bacterianas
(Kholodii et al. 1997, 2000b, 2002). Interesantemente, ¢l operén mer de Tn5044 es
expresado exclusivamente a temperaturas bajo 30 °C (Kholodii et al. 2000a, 2002). Con
respecto a ATH-62, no fue posible detectar la presencia de este operdn, sugiriendo que
esta bacteria posee otros mecanismos moleculares para sobrellevar la toxicidad del
mercurio. En este sentido, ademds del operdén mer, se ha descrito otros mecanismos de
destoxificacién de mercurio tales como la reduccién del ingreso y la biosorcién de este
ion por proteinas ubicadas en la superficie celular (Osborn et al. 1997, Kinoshita er al.
2013).

Adicionalmente, la resistencia a mercurio mediada por el operén mer ha sido
asociada con la presencia de determinantes de resistencia a antibidticos, ya que estos genes
también se encuentran comunmente en elementos genéticos moviles como plasmidos y
transposones (Cervantes-Vega ef al. 1986; Seiler y Berendok, 2012; Henriques et al.

2016). En esta linea y apoyando la teoria de la co-seleccién entre metales pesados y
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antibi6ticos, una posibilidad es que la ausencia de resistencia a antibi6ticos observada en
ATH-62 se correlacione con la ausencia del operén mer, mientras que con las cepas de
Pseudomonas ocurre la sitnacion inversa (Knapp et al. 2011) (Tabla 4).

A través de varias aproximaciones experimentales como curvas de crecimiento,
MICs, y la determinacion de 4reas de inhibicion del crecimiento, se observé que cuando
ATH-5, ATH-41 v ATH-43 eran crecidas en presencia de mercurio, la resistencia a
telurito aumentaba (Figura 5 y 4, Tabla 6). Mientras que ATH-5 y ATH-41 mostraron
un fenotipo de resistencia cruzada débil, ATH-43 exhibié una fuerte potenciacion de la
resistencia a telurito en presencia de mercurio. Por el contrario, ATH-62 result tener una
respuesta totalmente opuesta. De hecho, la presencia de mercurio no favorecio el fenotipe
de resistencia cruzada, sugiriendo que €ste podria -al menos en parte- ser explicado por la
presencia de los genes mer. A la fecha, los mecanismos de resistencia a telurito han estado
limitados a algunos estudios que establecen la participacién de respuesta generalizada
contra estrés oxidativo (Turner ef al. 1999; Turner ef al. 2001; Pérez et al. 2007; Tremaroli
et al. 2007), metabolismo de cisteina (Vdsquez et af. 2001; Saavedra et al. 2004; Fuentes
et al. 2007), volatilizacién de compuestos alquilados de teluro (Chasteen y Bentley,
2003), asi como reduccion no enzimdtica (Turner ef al. 1999; Turner ef al. 2001) o
enzimatica. Algunas de las enzimas que exhiben actividad telurito reductasa pertenecen a
la familia de las flavoproteinas, incluyendo glutatién reductasa (Pugin et al. 2014),
tioredoxina reductasa (Rigobello et al. 2011), dihidrolipoil deshidrogenasa (Castro et al,
2008) y alquilhidroperéxido reductasa (Arenas-Salinas et al. 2016), entre otras. Con Ia

finalidad de estudiar Ia respuesta molecular asociada con el fenémeno de potenciacién
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observado, se evalud el contenido de las especies reactivas de oxigeno en las cepas ATH
sometidas a distintos tratamientos. Se encontrd que ambos, telurito y mercurio, gatillaban
la produccion de ROS en todas las cepas de Pseudomonas, pero no en ATH-62 (Figura
7).

Est4 bien documentado que el telurito induce la produccitn de superdxido durante
su reduccién a teluro elemental en diversas especies bacterianas (Pérez et al. 2007,
Tremaroli ef al. 2007; Arenas et al. 2014). En base a ello y dado que ATH-62 mostré la
MIC de telurito mas alta, se podria especular que esta cepa podria contener determinantes
genéticos de resistencia a telurito especificos. A su vez, éstos podrian estar involucrados
en el control de la produccién y la destoxificacion de ROS en las células expuestas al
toxico. Por otro lado, en las condiciones ensayadas los niveles de ROS disminuyeron a
niveles del control sélo en ATH-43, sugiriendo que ésta podria exhibir potentes
mecanismos moleculares para sobrellevar el estrés oxidativo. Se ha observado por anilisis
proteémicos que en bacterias sensibles a mercurio como E. coli y Corynebacterium
glutamicum aumenta la respuesta a estrés oxidativo general. Esto incluye un aumento de
proteinas como SodA (superdxido dismutasa A), SodB, CysK (cisteina sintasa), ZntA
(transportador de zinc), TrxR (tiorredoxina reductasa), Gor (glutatién reductasa), y
algunas HSP (Zeat shock protein) relacionadas con el restablecimiento de puentes
distlfuro (Onnis-Hayden et al. 2009; Gao et al. 2013). De esta forma, ATH-43 podria
contener determinantes moleculares especializados involucrados en la respuesta a estrés
oxidativo que se activan como consecuencia de la exposicién a mercurio. Estos

mecanismos podrian ser complementarios al sistema de destoxificacion codificado por el
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operdn mer, y como consecuencia, también ttiles para la destoxificacién de telurito.

Con respecto al contenido de tioles celulares, ambos mercurio y telurito,
disminuyeron los niveles de tioles en todas las cepas ATII (Figura 8). De todos los
metales pesados en la naturaleza, el mercurio exhibe la afinidad mds alta por grupos
sutfhidrilo y por este motivo, su toxicidad se debe a efectos oligodindmicos que causan
inactivacion enzimatica, deplecion de tioles y estrés oxidativo (Barkay et al. 2003). Por
otro lado, estd demostrado que el telurito es un fuerte oxidante que también genera un
rapido descenso de los niveles de tioles, especialmente glutation en bacterias Gram(-)
(Turner er al. 1995; Turner et al. 1999; Turner et al. 2001; Vrionis et al 2015).
Interesantemente y durante la exposicion a mercurio/telurito, los niveles de tioles fueron
similares a los del control s6lo en ATH-43 (Figura 8C). Este efecto sinérgico podria ser
consecuencia de una activacion inducida por telurito de mecanismos -aun desconocidos-
que participen en la recuperacién de tioles, Este fenémeno no fue observado cuando ATH-
43 se expuso a otros metales que depletan tioles como cadmio, cobre y cromo (no
mostrado). Al contrario de ATH-43, el mercurio no causé una répida deplecién de tioles
en ATH-62 (Figura 8D), sugiriendo que el fenotipo de resistencia a mercurio de esta cepa
podria estar relacionado a la biosorcion en la superficie celular o reduccion de la entrada
de mercurio, como ocurre en la bacteria Weisella viridescens (Kinoshita ef al. 2013). Los
ensayos de viabilidad celular mostraron que el tratamiento con telurito es
considerablemente toxico después de media hora de exposicion (Figura 9), siendo el
efecto mas severo en las cepas de Pseudomonas. Sin embargo, y consecuente con los

resultados anteriores, la presencia de ambos t6xicos resultd en un aumento importante

86




(100%) en la viabilidad celular de ATH-43 en relaci6n a los otros tratamientos, mostrando
un efecto sinérgico. Este efecto también podria explicarse por una estimulacion de la
proliferacién celular inducida por estos agentes y al aumento de la sintesis de proteinas
ribosomales las cuales podria influir en un aumento de la tasa de crecimiento metabdlico
(Jensen y Pedersen, 1990). La viabilidad celular de ATH-5 y ATH-41 fue mayor cuando
ambos toxicos estuvieron presentes en relacion a aquella observada en presencia de
telurito. A la fecha no existen estudios que muestren que tratamientos conjuntos con dos
metales pesados, ni metaloides cause un aumento en la viabilidad celular en bacterias.

El contenido de NADPH disminuy6 en los tratamientos con metales en las cepas
de Pseudomonas, indicando que en estas bacterias la metabolizacion de mercurio y de
telurito podria ser dependiente de este cofactor (Figura 10). Se ha demostrado que la
reduccion de ambos metales se lleva a cabo por enzimas que dependen de NADPH
(Sandstrom y Lindskog, 1987; Argyrou y Blanchard, 2004; Arenas-Salinas et al, 2106).
Sin embargo, en la cepa de Psychrobacter ocurre un efecto opuesto, donde se genera
acumulacién de NADPH en células tratadas con telurito, lo que podria favorecer su
reduccion. En este contexto, se ha observado que en E, coli expuesta a concentraciones
subletales de telurito ocurre una activacion de la ruta de las pentosa fosfato y en
consencuencia un incremento de la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, lo
que resulta en una acumulaciéon de NADPH (Sandoval et al. 2011).

Como un intento por explicar el fendmeno de resistencia cruzada observado en
ATH-43, se secuencio el genoma para identificar los posibles determinantes genéticos

responsables de este fenotipo. En general, el tamafio del genoma, el % de G+C y la
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marcada transicién del GC skew es similar al de otros genomas de P. putida (Wu et al.
2010). Interesantemente, contiene una cantidad inusualmente mayor de genes que
codifican para tRNA, lo que se ha propuesto como un mecanismo de adaptacion al frio en
otros microorganismos (Dutta y Chaudhuri, 2010). En comparacion con otras
Gamaproteobacterias, se encontré un mayor nmimero de genes en las categorias de
mecanismos de transduccion de sefiales y metabolismo y transporte de iones inorgénicos,
lo que es concordante con otros genomas'de P. putida (Wu et al. 2010). Esto podria indicar
la presencia de mecanismos especificos sofisticados de control de la expresién génica en
ambientes altamente variables. Adicionalmente, se encontré 13 elementos IS, 21
transposasas y 17 integrasas (no mostrado). Estas caracterfsticas estdn frecuentemente
asociadas con la adquisicion horizontal de genes que otorgan funciones accesorias como
resistencia a metales pesados y degradacién de compuestos aromaticos, entre otras. La
gran cantidad de genes relacionados con resistencia a metales, estrés oxidativo y
antibidticos encontrados en ATH-43 (Tablas 8 y 9) podria ser un reflejo de esta situacion.
Esto no es usual en genomas de P. putida y otras gamaproteobacterias, lo que podria
reflejar la ocurrencia de una alta presion selectiva en el territorio antértico. Por otro lado,
un analisis de ANI y de comparacion de pangenoma mostré que ATH-43 estd
estrechamente relacionada con P. putida W619 y P. putida SQ1. Mientras la bacteria
endofitica W619 que presenta numerosos genes de resistencia a metales pesados se aislo
de rizosfera de alamo (Taghavi et al. 2009; Wu et al. 2010), SQ1 fue aislada de sedimento
litoral de un lago pre-alpinc y puede degradar el aziicar vegetal sulfoquivonosa (Felux et

al. 2015). El genoma de ATH-43 representa el primer genoma secuenciado de una P.
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putida antértica.

Los resultados de RNA-seq de ATH-43 en las 4 condiciones experimentales
mostraron que la exposicién a mercurio y mercurio/telurito induce fuertemente la
transcripcion de genes de transporte, traduccion, transcripcion, estrés oxidativo, estrés por
metales, oxidoreductasas metabdlicas, cadena transportadora de electrones, chaperonas y
metabolismo de azufre (Figuras 13 y 15). De igual manera, todas estas funciones
bioldgicas estuvieron representadas en el transcriptoma de cultivos expuestos a telurito
(Figura 14). Este resultado apoya experimentos de microarreglos realizados con
anterioridad en E. coli, en que se observé la sobreexpresion de genes relacionados con los
mismos procesos bioldgicos en presencia de concentraciones subletales de telurito
(Molina-Quiroz et af. 2014). Sin embargo, la magnitud de la expresién de estos genes fue
significativamente menor en comparacién con los tratamientos con mercurio (Figura 16).
Esto podria indicar que ATH-43 no ha evolucionado aun respuestas para enfrentarse a
telurito, pero si a mercurio. De esta forma, los mecanismos de resistencia a mercurio
podrian, indirectamente, jugar un rol en depurar telurito en esta bacteria. En este contexto,
y concordante con resultados protedmicos de E. coli (Onnis-Hayden er al. 2009) y C.
glutamicum (Gao et al. 2013), andlisis de perfiles transcriptomicos de organismos
vegetales como Medicago truncatula y M. sativa muestran un aumento en la expresion de
genes involucrados en defensa contra estrés oxidativo. Estos ultimos codifican para
superéxido dismutasas, catalasas, peroxidasas, disulfido isomerasas, protefnas de estrés
térmico y pequefios RNAs no codificantes (Cheng y Yang, 2012; Zhou et al. 2013;

Montero-Palmero ef al. 2014). También, se ha visto que en algunas bacterias como
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Caulobacter crescentus la exposicién a cadmio, uranio y cromato induce la expresion de
uno, tres y dos pequefios RNAs no codificantes, respectivamente (Hu et al. 2005). Se
desconoce a la fecha si la exposicion a mercurio induce la expresion de pequefios RNAs
que pudiesen estar involucrados en la respuesta contra este estrés, Por otro lado, entre los
genes mds expresados en ATH-43 en respuesta a mercurio, se encuentran aquellos que
codifican para proteinas ribosomales. En este sentido, un anélisis proteémico de P. putida
KT2440 y Sp3 expuestas a mercurio mostrd un considerable aumento de proteinas
ribosomales, ademds de proteinas generales de respuesta a estrés, transporte y
oxidoreductasas metabolicas (Leonhauser et al, 2007).

Con respecto a los genes reprimidos en los tratamientos con metales, se observo
disminucion en la expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en el
metabolismo de aminoécidos, aziicares, lipidos, nucleétidos y transporte. Estos resultados
son concordantes con el estudio protedmico de Leonhauser et al, (2007) en que ciertas
proteinas relativas a la sintesis de aminoacidos, transportadores de azicares,
transportadores ABC y algunas porinas de membrana extrena disminuyen en relacién al
control.

Al analizar particularmente la expresion de los genes mer, se evidencié mayor
expresion de merP y merT en el tratamiento con mercurio/telurito que con mercurio por
si solo (Figura 18). Esto podria estar favoreciendo el ingreso controlado de ambos
toxicos, favoreciendo asi su destoxificacion (Barkay et al. 2003). Ademas, Ia exposicidén
a telurito resulto en la induccidn de la expresion de merP. Este tipo de expresion cruzada

se ha comunicado anteriormente, donde por ejemplo metales como cadmio y zinc pueden
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activar la expresion del operén mer en Nitrosomonas europea por mecanismos que no
involucran necesariamente su reduccién enzimética o destoxificacion (Park y Ely, 2008).
En este sentido, se ha sugerido que los genes mer podrian actuar como “genes centinela”,
ya que su expresion es regulada positivamente por ciertos metales y las proteinas Mer
podrian actuar como quelantes de los mismos (Park y Ely, 2008). Si bien el telurito induce
la expresion de merP, esto no pareciese ser suficiente para conferir resistencia a este
téxico.

Por ofro lado, se compard los genes que se expresaban en comin en los
tratamientos con mercurio y mercurio/telurito, donde se observo un efecto sinérgico sobre
la expresion de ciertos genes en el tratamiento conjunto (Figura 19). Algunos de ellos
codifican para MerP, una proteina hipotética, una translocasa de metales pesados y dos
metiltranferasas. En este contexto, se ha demostrado que ciertas metiltransferasas podrian
ayudar en la destoxificacion de telurito via formacion de compuestos organicos volatiles
de teluro (Araya et al. 2009). Por otro lado, tanto MerP como la proteina de funcién
desconocida (rica en residuos de histidina) podrian actuar como quelantes de metales y la
translocasa de metales pesados podria participar en la expulsion de los toxicos (Lemire et
al, 2013), Este efecto sinérgico se observo ademds para algunos genes relacionados con
estrés oxidativo que codifican para la alquilhidroperdxido reductasa (ahpC), tiorredoxina,
superéxido dismutasa (sod), glutation reductasa (gor) y glutatién peroxidasa (gpx). Los
productos de estos genes que se expresan en presencia de mercurio, podrian estar
controlando de manera indirecta ¢l estrés oxidativo causado por telurito, Curiosamente no

se detectd la expresion de catalasa en ninguno de los tratamientos. Este resultado puede
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deberse a los tiempos de exposicion a los téxicos (10 min), o a los distintos mecanismos
moleculares que gobiernan la regulacion de Ia respuesta contra estrés oxidativo. En este
contexto, se ha determinado que en P. putida existen otros factores de transcripcion como
Ohr, PerR, LysR y MerR-like que controlan la expresién de determinados genes y
regulones involucrados en la respuesta a estrés oxidativo. Esto ocurre en forma distinta a
la situacion de los factores de transcripcion SoxR y OxyR en E. coli (Wu et al. 2010). De
hecho, en el proteoma de P. putida KT2440 expuesta a mercurio tampoco se encontrd
catalasas (Leonhauser et al. 2007). Por ultimo, se observé que uno de los genes
sobreexpresados en el tratamiento conjunto corresponde a una proteina exportadora de
hemo. Recientemente, nuestro laboratorio ha demostrado que otro mecanismo de
toxicidad de telurito estaria dado por interferencia de la sintesis de hemo provocando la
acumulacién de algunos intermediarios que serian altamente toxicos (Morales et al.
manuscrito en preparacion). En este contexto, la presencia de este exportador podria
facilitar la expulsién de hemo y en consecuencia, reducir la acumulacién de intermediarios
tdxicos generados por la presencia de telurito.

Finalmente, Ia idea del objetivo especifico 4 de esta Tesis era demostrar si la
enzima MerA reduce o no telurito para asi ayudar a la resistencia al t6xico en ATH-43.
Como primera aproximaci6n se utilizé una MerA recombinante codificada en el plasmido
ambiental pTP6, que fue aislado de un rio contaminado con mercurio en Kazakhstdn
(Smallaet al. 2006). Aparte de la actividad candnica (reductasa merciirica, con una notoria
preferencia faor NADPH) (Figura 22), esta enzima también exhibio actividad telurito

reductasa dependiente de NADPH in vitro (Figura 23). Se ha demostrado que, en general,

92




estas flavoenzimas poseen preferencia por este cofactor (Argyrou y Blanchard, 2004). Por
otro lado, resultados de nuestro laboratorio determind, via predicciones bioinforméticas,
las caracteristicas estructurales que debian estar presentes en ciertas enzimas (incluida
MerA) para exhibir actividad telurito reductasa (Arenas et al. 2016). Un ensayo
comparativo con la enzima glutation reductasa, identificada por su alta actividad reductora
de telurito (Pugin et al. 2015), mostré que la eficiencia de MerA en la reduccion de telurito
es similar a la de Gor (Muiioz, 2014). Ademas, recientemente se demostrd que MerA
purificada de Synechocystis PCC6803 puede reducir el catién vranilo, rompiendo por
primera vez la paradigmdtica especificidad de MerA por iones de mercurio (Marteyn et
al. 2013).

Contradictoriamente a los resultados in vitro, aquellos obtenidos in vivo con las
cepas ATH sugieren que MerA no estarfa involucrada en la reduccion de telurito en la
célula. Como se esperaba, extractos crudos de cultivos previamente expuestos a mercurio
o mercurio/telurito mostraron alta actividad mercurio reductasa, dado que el operén mer
es rapidamente inducido en presencia de este metal (Barkay ef af, 2003) (Figura 25). Esto
no se observd en ATH-62, apoyando nuevamente la idea que esta cepa carece de este
mecanismo de destoxificacién. Sin embargo, cuando se ensayd actividad telurito reductasa
en los mismos extractos crudos, no se detecté aumentos de esta actividad en cultivos
tratados con mercurio o mercurio/telurito (Figura 26), Este resultado sugiere que MerA
no participaria en la reduccién de telurito, y en consecuencia, en su resistencia. Si bien
esta enzima muestra actividad reductora de telurito in vifroe, ello no debiese ocurrir

obligatorimente in vivo, donde el telurito podria interactuar con otras moléculas del
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citosol (e.g. metalotioneinas). Por otro lado, se ha demostrado que el telurito es reducido
al interactuar con tioles celulares como GSH, generandose anidn superdxido, que a su vez
representa una de las principales causas de su toxicidad (Turner ef al. 1999; Vrionis et al.

2015). En este sentido, la alta afinidad del mercurio por tioles resultaria en una

disminucién del pool intracelular de RSH, lo que resultaria en una menor reduccién de
telurito y por tanto en una menor generacion de superdxido. La figura 27 representa un
modelo del mecanismo molecular por el cual la presencia de mercurio en el interior de la
célula, podria estar favoreciendo la resistencia cruzada a telurito en la cepa ATH-43.
Estudios adicionales son necesarios para entender en mayor detalle el mecanismo de

resistencia cruzada a telurito gatillada por la presencia de mercurio en las cepas ATH.
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5. Conclusiones

Se aislaron 4 cepas bacterianas de muestras Antérticas resistentes a mercurio y
telurito. Las cepas fueron denominas cepas ATH. Tres de ellas pertenecen al género

Pseudomonas y la otra a Psychrobacter.

Las cepas de Pseudomonas aumentan su resistencia a telurito sélo en presencia de

mercurio, especialmente en la cepa ATH-43.

El mecanismo de resistencia cruzada a telurito en respuesta a mercurio observado
en cepas de Pseudomonas antarticas, estaria dado principalmente por mecanismos contra

estrés oxidativo.

Andlisis transcriptomicos de la cepa ATH-43 demostré que la presencia de
mercurio estaria gatillando la expresion de genes relacionados con la destoxificacion de

metales pesados y estrés en general.

MerA reduce telurito in vitro, y aparentemente no in vivo. Por ende, la reduccién
del oxianion de teluro a su forma menos toxica (teluro elemental) no representaria un

mecanismo de resistencia en las cepas ATH.
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6. Proyecciones

Determinar si el fendmeno de potenciacién a la resistencia a telurito gatillada por

la presencia de mercurio, ocurre en cepas aisladas de otras zonas geogréficas.

Cuantificar la velocidad de ingreso de mercurio y telurito en las cepas ATH y

correlacionarlo con el fendmeno de potenciacion.

Secuenciar los genomas de las otras cepas con el fin de realizar gendémica

comparativa que pueda correlacionarse con los distintos grados de resistencia a telurito.

Purificar las enzimas MerA de todas las cepas ATH y evaluar su actividad

mercurio y telurito reductasa en términos bioquimicos para su comparacion en cuanto a

eficiencia de reduccion.
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8. Anexo

Tabla 11. Genes expresados diferencialmente en tratamiento con mercurio en

ATH-43.
Transcript ID  Log(2)FC Predicted function p value adjusted
Traduction
transcripts_552 3,08 30s ribosomal protein s20 7,70E-40
transcripts_5049 2,49 30s ribosomal protein s8 2,70E-28
transcripts 3760 2,37 50s ribosomal protein 120 5,56E-40
transcripts_3393 2,32 50s ribosomal protein 128 1,46E-24
transcripts 118 2,27 30s ribosomal protein s16 6,90E-16
transcripts 117 2,26 16s rrna-processing protein 9,80E-33
transcripts 742 2,26 30s ribosomal protein s9 2,79E-42
transcripts_5046 2,19 30s ribosomal protein s5 2,31E-34
transcripts_5073 2,13 50s ribosomal protein 17 112 6,29E-22
transcripts_456 2,13 50s ribosomal protein 121 6,85E-31
transcripts_8 2,11 30s ribosomal protein s2 3,51E-37
transcripts_2941 2,09 50s ribosomal protein 132 7,67E-23
transcripts 3231 2,09 50s ribosomal protein 134 [,21E-16
transcripts_7 2,08 elongation factor ts 6,56E-34
transcripts 5047 2,07 50s ribosomal protein 118 4,05E-19
transcripts_3991 2,06 30s ribosomal protein sl 1,54E-25
transcripts 741 2,02 50s ribosomal protein 113 4,05E-19
transcripts_5048 2,00 50s ribosomal protein 16 1,50E-12
transcripts 455 1,99 50s ribosomal protein 127 2,64E-29
transcripts 5050 1,98 30s ribosomal protein s14 4,10E-18
transeripts_5051 1,98 50s ribosomal protein 15 1,33E-20
transcripts_5063 1,98 50s ribosomal protein 13 1,88E-21
transcripts_3394 1,94 50s ribosomal protein 133 1,56E-21
transcripts_5064 1,93 30s ribosomal protein s10 2,79E-19
transcripts_329 1,84 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit i 2,64E-20

amino acid abc transporter substrate-binding
transcripts 3176 1,81 protein 1,41E-23
transcripts 243 1,37 glutamyl-trna amidotransferase 2.91E-13
Transport
amino acid abc transporter substrate-binding

transcripts 3176 1,81 protein 1,41E-23

transcripts_3341 1,80 biopolymer transporter 2,05E-15
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family muitidrug efflux rnd transporter

transcripts_2283 1,78 periplasmic adaptor subtumit 6,08E-23
transcripts_2484 1,72 abc transporter atp-binding protein 6,98E-07
transcripts_4035 1,71 abce transporter 2,18E-18
transcripts 2806 1,61 abc transporter atpase 3,68E-13
transcripts_5339 1,60 amino acid abc transporter 6,19E-14
transcripts_843 1,53 multidrug transporter 4,65E-22
transcripts 2781 1,48 abc transporter 6,85E-14
transcripts 4380 1,43 electron transporter 1,36E-17
transcripts_1496 1,35 abc transporter 1,87E-08
transcripts 2454 1,31 cobalt transporter 6,31E-18
transcripts 3517 1,30 abc transporter atp-binding protein 7,92E-10
transcripts_3978 1,29 channel protein 3,04E-17
transcripts_5338 1,27 abc transporter permease 1,27E-13
transcripts_2760 1,25 abc transporter atp-binding protein 8,66E-15
transcripts 3582 1,20 sulfate abc transporter atp-binding protein 8,66E-08
transcripts_4823 1,19 biopolymer transporter 6,51E-07
transcripts 5138 1,18 abc transporter permease 3,31E-11
transcripts_1780 1,18 metal abc transporter substrate-binding protein 1,42E-13
transcripts_4433 1,15 efflux system membrane protein 8,66E-08
transcripts 3580 1,15 metal abc transporter permease 2,12E-07
transcripts_3580 1,12 heavy metal translocating p-type atpase 9,02E-08
transcripts 2347 111 malonate transporter 1,61E-12
transcripts_4499 1,10 iron abc transporter atp-binding protein 1,28E-07
transcripts 5140 1,09 iron abe fransporter 2,27E-06
molybdate abc transporter substrate-binding
transcripts_1972 1,09 protein 1,12E-11
transcripts_1495 1,03 abc transporter permease 4,55E-11
transcripts_4736 1,02 multidrug abc transporter atp-binding protein 1,28E-09
transcripts_3588 0,98 l-cystine transporter tcyp 1,15E-06
multidrug abe transporter substrate-binding

transcripts 2780 0,95 protein 2,32E-07
Transcription

transcripts_2986 1,79 ma helicase 1,54E-25
transcripts_2852 1,76 rna polymerase sigma factor 2,10E-21
transcripts_1622 1,72 transcriptional regulator 6,52E-19
transcripts 4817 1,72 transcriptional regulator 6,48E-31
transcripts 2284 1,64 transcriptional regulator 1,54E-25
transcripts_5388 1,56 recombinase 1,58E-13
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transcripts_1621 1,55 family transcriptional regulator 3,31E-11
transcripts_983 1,52 dead deah box helicase 2,17E-14
transcripts_1486 1,49  topoisomerase ii 9,47E-12
transcripts 3904 1,48 ma polymerase sigma factor 8,01E-07
transeripts 4113 1,47 transcriptional regulator 8,16E-14
transcripts 1597 1,41 family transcriptional regulator 6,27E-15
transcripts_4960 1,35 na helicase 6,19E-09
transcripts 4129 1,34 transcriptional regulator 3,76E-11
transcripts 3612 1,33 rna polymerase sigma 70 3,84E-13
{ranscripts_997 1,31 family transcriptional regulator 2,02E-08
transcripts_1716 1,21 family transcriptional regulator 1,91E-08
transcripts_439 1,17 ma polymerase sigma factor 1,33E-09
franscripts_2080 L15 transcriptional regulator 0,000134724
transcripts_4684 1,11 merR 1,47E-09
transcripts 1999 1,11 transcriptional regulator 1,84E-07
transcripts 1151 1,07 dead deah box helicase 2,44E-05
transcripts 2269 1,06 endoribonuclease 4,10E-11
transcripts_4849 1,03 rna helicase 1,87E-08
transcripts_1340 0,98 dna polymerase iii subunit gamma tau 2,90E-09
transcripts 2756 0,96 family transcriptional regulator 2,81E-09
transcripts 2755 0,96 family transcriptional regulator 7,63E-06

Oxidative stress response

transcripts_2566 1,58 peroxidase 3,03E-14
transcripts_4495 1,56 glutaredoxin 4,53E-12
transcripts_363 1,53 thioredoxin reductase 1,51E-18
transcripts_5382 1,50 ferredoxin 1,50E-16
transcripts_4841 1,48  peroxiredoxin 2,42E-10
transcripts_293 1,47 2fe-2s ferredoxin 8,33E-07
transcripts 369 1,46 glutathione peroxidase 1,59E-07
transcripts_4492 1,42 alkyl hydroperoxide reductase 1,70E-21
transcripts 910 1,41 glutaredoxin 2,24E-16
transcripts_1058 1,34 thioredoxin 1,94E-09
transcripts 1982 1,31 alkyl hydroperoxide reductase 2,12E-12
transcripts_331 1,20 disulfide bond formation protein b 4,55E-05
transcripts 1874 1,17 s- glutathione dehydrogenase 1,41E-08
transcripts 795 1,17 thiol oxidoreductase 2,64E-09
transcripts_5025 1,12 rubredoxin 1,43E-08
transcripts 280 1,12 flavedoxin 0,000241968
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transcripts_798 1,07 superoxide dismutase 6,52E-06
transcripts_1981 1,06 glutathione reductase 4,47E-11
transcripts_1064 1,03 riboflavin synthase subunit alpha 2,38E-05
transcripts_2230 1,02 glutathione peroxidase 1,87E-05
transcripts_3332 1,00 rubredoxin 2,56E-07
transcripts_2980 0,98 glutathione peroxidase 7,83E-07
transcripts 5158 0,96 thioredoxin 3,00E-06
Electron transport chain

transcripts_329 1,84 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit i 2,64E-20
transcripts_3857 1,79 nadh:ubiquinone oxidoreductase subunit a 1,66E-20
transcripts 1267 1,78 succinate dehydrogenase L,44E-15
transcripts_1269 1,76 succinate dehydrogenase 4,33E-18
transcripts 326 1,73 cytochrome ¢ oxidase 1,06E-19
transcripts_3865 1,69 nadh:ubiquinone oxidoreductase subunit j 1,61E-17
franscripts 3858 1,66 nadh dehydrogenase subunit b 2,05E-14
transcripts 3869 1,48 nadh:ubiquinone oxidoreductase subunit n 2,23E-10
transcripts_3863 1,47 nadh:ubiquinone oxidoreductase 2,02E-11
transcripts_3868 1,45 nadh:ubiquinone oxidoreductase subunit m 1,33E-12
transcripts 3861 1,39 nadh dehydrogenase subunit f 5,09E-11
transcripts_3859 1,31 nadh-quinone oxidoreductase subunit ¢ d 7,94E-09
transcripts 1394 1,26 cytochrome ¢ biogenesis protein 1,28E-08
transcripts 3864 1,26 nadh dehydrogenase subunit i 1,88E-11
transcripts_3860 1,10 nadh dehydrogenase subunit e 1,65E-08
transcripts 3867 1,06 nadh:ubiquinone oxidoreductase subunit 1 1,30E-06
transcripts_1328 1,01 cytochrome oxidase 4,31E-10
transcripts_3268 1,00 nadh-flavin reductase 7,82E-06
transcripts_5227 0,99  cytochromec 9,04E-10
transcripts_2735 0,97 nadph:quinone reductase 0,010668465
transcripts_3209 0,96 nadph-dependent fmn reductase 1,87E-08
Metal metabolism

transcripts 2942 2,69 metal-binding protein 2,65E-31
transcripts_4682 1,93 merP 1,68E-12
transcripts_4680 1,79 mercuric reductase 2,16E-20
transcripts 4681 1,77 merC 2,30E-11
franscripts 4683 1,75 merT 4,93E-24
transcripts_4705 1,62  copper oxidase 1,08E-17
transcripts 2583 1,48 metallothionein 4,46E-12
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transcripts_1538 1,38 fe2+ zn2+ uptake regulation protein 1,38E-16
transcripts 153 1,31 copper oxidase 5,06E-07
transcripts_2109 1,21 nickel abc transporter atp-binding protein 2,84E-08
transcripts 4597 1,20 cobalt-precorrin-6x reductase 5,25E-12
transcripts_2114 0,99 nickel abc transporter substrate-binding protein 6,32E-06
transcripts 1779 0,97 zinc abg transporter permease 1,10E-06
Metabolic Oxidoreductases

transcripts 1264 1,70 dihydrolipoamide dehydrogenase 3,84E-15
transcripts_394 1,58 malate:quinone oxidoreductase 2,53E-16
transcripts_1623 1,38 fad-dependent oxidoreductase [,30E-20
transcripts 5252 1,25 oxidoreductase 0,00024474
transcripts 2726 1,21 pdr family oxidoreductase 1,25E-16
transcripts 1518 1,12 nitroreductase 9,34E-08
transcripts 2898 1,12 oxidoreductase 1,50E-05
franscripts 1378 L11 nitrate reductase 6,82E-07
transcripts_3619 1,04 family oxidoreductase 0,000181625
transcripts 340 1,03 fe-s oxidoreductase 2,35E-08
transcripts 3402 1,01 fad-dependent oxidoreductase 1,52E-08
transcripts 3333 1,00 pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase 4,39E-11
Chaperones

transcripts 4476 1,90 cold-shock protein 9,76E-24
transcripts_292 1,77 assembly protein 1,03E-21
transcripts 294 1,66 chaperone protein 1,19E-14
transcripts 295 1,58 co-chaperone 8,48E-14
transcripts_192 1,50 cold-shock protein 5,04E-14
transcripts_4270 1,45 molecular chaperone 2,30E-11
franscripts_5133 1,40 molecular chaperone 2,29E-20
transcripts_4069 1,39 motecular chaperone 2,02E-11
transcripts_4300 1,39 iron--sulfur cluster insertion protein 6,39E-10
transcripts_111 1,33  protein-disulfide isomerase 8,61E-10
transcripts 3765 1,05 cold shock protein 4,13E-10
Horizontal gene transfer

transcripts 1202 1,98 conjugal transfer protein 2,37E-23
transcripts 2458 1,30 transposase 3,26E-15
transcripts 4306 1,30 transposase 1,45E-13
transcripts 1865 1,20 transposase 2,60E-06
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transcripts 4688 1,20 transposase 8,08E-05
transcripts_1902 1,09 integrating conjugative element protein 1,22E-08
transcripts_543 1,08 pilus assembiy protein 5,81E-08
transcripts_4372 1,08 pilus assembly protein 4,94E-07
transcripts 4025 1,02 pilus assembly protein 2,35E-12
Sulphur metabolism

transcripts_298 1,88 cysteine desulfurase 2,78E-16
transcripts_909 1,50 sulfurtransferase 6,24E-27
transcripts_3593 1,32 sam-dependent methyltransferase 7,87E-12
franseripts_4111 1,27 cysteine synthase 1,12E-09
transcripts_62 1,26 sam-dependent methyltransferase 1,93E-11
transcripts_3848 1,11 sulfite reductase 2,11E-09
transcripts_4634 1,10 sam-dependent methyltransferase 3,13E-10
transcripts_789 1,04 sam-dependent methyltransferase 1,94E-09
SOS response

transcripts_3029 1,75 dna mismatch repair protein 3,03E-14
transcripts_1845 1,13 excinuclease abc subunit ¢ 3,52E-08
transcripts_1897 1,10 dna repair protein 1,36E-08
transcripts_101 1,09 dna repair protein -gpd 1,67E-08
transcripts 4994 1,07 dna mismatch repair protein 1,95E-13
Antibiotic resistance

transcripts_1784 1,48 antibiotic synthesis protein 2,06E-09
transcripts 5143 1,08 penicillin-binding protein 1b 1,80E-07
transcripts 4454 0,96 beta-lactamase 3,05E-06
Heme metabolism

transcripts_325 1,76 protoheme ix farnesyltransferase 3,16E-20
transcripts 1393 1,06 heme exporter protein 5,04E-14
Others

transcripts 4857 2,60 membrane protein 1,39E-33
transcripts 419 2,45 ribose-phosphate pyrophosphokinase 1,87E-18
transcripts 3527 1,75 membrane protein 3,50E-17
transcripts 150 1,59 phosphoribosylformylglycinamidine synthase 9,27E-15
transcripts_3620 1,38 nucleoside-triphosphate diphosphatase 3,62E-07
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transcripts 2901 1,34 colicin v production 9,35E-19
transeripts 550 1,26 finn adenylyltransferase 1,50E-16
transcripts_359 1,18 membrane protein 1,24E-08
transcripts_4573 1,15 membrane protein 1,29E-08
transcripts 1545 1,10 membrane protein 4,36E-11
transcripts_3614 1,08 membrane protein 2,86E-09
transcripts 3965 1,00 outer membrane lipoprotein 0,000103305
Hypothetical protein

transcripts 3221 2,05 hypothetical protein 5,78E-26
transcripts_2962 1,72 hypothetical protein 7,11E-10
transcripts_4690 1,72 MULTISPECIES: hypothetical protein 3,00E-20
transcripts 2465 1,70 hypothetical protein 5,84E-17
transcripts 3526 1,68 hypothetical protein 5,29E-19
transeripts_2241 1,25 hypothetical protein 1,16E-11
transcripts_994 1,23 hypothetical protein 3,01E-08
transcripts 4781 1,22 hypothetical protein 1,20E-12

Tabla 12. Genes reprimidos diferencialmente en tratamiento con mercurio en

ATH-43.

Transcript ID  Log(2)FC Predicted function

p value adjusted

Transcription

transcripts_668 -2,96  ribosomal subunit interface protein 3,93E-10
transcripts 4075  -2,18  family transcriptional regulator 0,006457595
transcripts 3647  -2,00  family transcriptional regulator 0,005471522
transcripts 4216  -1,97  rma polymerase sigma factor 0,005028319
transcripts_3255  -1,91 16s rrna methyltransferase 0,007204411
transcripts 2691  -1,72  family transcriptional regulator 0,009072434
transcripts 177 -1,60  rna polymerase subunit sigma-24 0,009070745
transcripts 4238  -1,45  family transcriptional regulator 0,007876187
transcripts 1765  -0,93  franscriptional regulator 0,007861944
Transport

: glycine betaine abc transporter substrate-binding

transcripts 3265  -2,22  protein 0,012994289
transcripts 489 -2,19  major facilitator transporter 0,012301977
transcripts_1027  -2,18  lipid transporter atp-binding permease 0,009486038
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transcripts 3211  -2,10  mfs transporter permease 0,009103594
transcripts 2832 2,08  ammonium transporter 0,010668818
transcripts 2741 -2,02  mfs transporter 0,015802515
transcripts_1718  -1,99  porin 0,018390261
transcripts 1853  -1,94  abc transporter substirate-binding protein 0,009103594
transcripts_169 -1,78  sugar abc transporter permease 0,007473962
transcripts 3969  -1,77  abc transporter 0,009887117
transcripts_423 -1,71  ftransporter 0,014511471
transcripts_673 -1,62  sugar abc transporter substrate-binding protein 8,64E-15
transcripts 3544  -1,62  rnd tfransporter 0,005471522
transcripts 182 -1,34  amino acid apc transporter 0,016848696
transcripts 2324 -1,03  abc transporter substrate-binding protein 1,24E-06
transcripts 4980  -1,03  abc transporter 0,020114062
Electron transport chain

transcripts_863 -2,36  cytochrome c biogenesis protein 0,008417682
transcripts 4496  -191  dehydrogenase 0,009461564
transcripts 1325  -1,91  cytochrome cbb3 0,005141677
franscripts 328 -1,58  cytochrome o ubiquinol oxidase subunit i 0,012263316
transeripts 1323 -1,55  cbb3-type cytochrome c oxidase subunit ii 0,010771147
transcripts 1324 -1,29  cytochrome c oxidase 0,012301977
transcripts 4379  -1,25  electron transporter 0,011143367
transcripts 1390  -1,11  cytochrome c biogenesis protein 0,009890899
transcripts 2884  -0,99  cytochrome b561 0,011745092
transcripts 1978  -0,95  cytochrome ¢ 0,011648418
Metal metabolism

transcripts 491 -2,22  chromate transporter 0,001891093
transcripts 4494  -1,14  bacterioferritin 0,002911937
Aminoacid

metabolism

transcripts 184 -3,10  ornithine carbamoyltransferase 0,000868413
transcripts_185 -2,48  carbamate kinase 6,21E-07
transcripts 2325  -2,26  glutamine synthetase 1,16E-06
transcripts 183 -2,25  arginine deiminase 3,80E-06
transcripts 1257  -2,19  thioesterase 0,000416004
transcripts_10 -2,18  pii uridylyl-transferase 2,39E-13
transcripts 4708  -2,09  cystathionine gamma-lyase 0,024936524
transcripts_3127  -1,97  nad transhydrogenase 0,001246638
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transcripts_2725  -1,93  amidohydrolase 0,045613196
transcripts 3570  -1,80  threonine dehydratase 5,10E-10
transcripts 3190  -1,78  cobalamin biosynthesis protein 0,000223626
wdp-n-acetyimuramate:l-alanyl-gamma-d-
transcripts_1096  -1,75  glutamyl-meso-diaminopimelate ligase 0,004725253
transcripts 1135  -1,72  thiamine-phosphate pyrophosphorylase 6,66E-06
trna wridine 5-carboxymethylaminomethyl
transcripts 3227  -1,67  modification protein 0,000613956
transcripts 1295  -1,52  peptide synthase 0,025694474
transcripts 4154  -1,41 asparaginase 0,001249177
transcripts 962 -1,29  atp-dependent protease subunit 0,00303375
transcripts 2143 -1,25  thiamine pyrophosphate-binding protein 9,47E-07
transcripts 3779  -1,02  gamma-glutamylputrescine oxidoreductase (,001108701
transcripts 2505  -0,95  ecotin 4,76E-06
franscripts 1595  -0,93  amidase 6,12E-08
Carbohydrates metabolism
transcripts 2696 2,10  glucose dehydrogenase 0,002034286
transcripts 4878 2,05  5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate isomerase 9,68E-14
maltose mannitol abc transporter substrate-
transcripts 1821  -1,98  binding protein 5,65E-07
transcripts_3135  -1,95  aldehyde-activating protein 0,008410322
transcripts 2742  -1,95  2-dehydro-3-deoxygluconokinase 0,017305807
transcripts 3976  -1,83  glycosyl transferase family 1 0,029820658
transcripts 47 -1,78¢  sugar dehydrogenase 5,98E-07
transcripts 2307  -1,74  polysaccharide biosynthesis protein 0,016628729
transcripts_163 -1,70  glucose-6-phosphate I-dehydrogenase 0,033320423
transcripts 3911  -1,70  maltooligosyl trehalose synthase 0,025329503
transcripts 4325 -1,48  adp-ribosylglycohydrolase 0,041246849
ethanol-active dehydrogenase acetaldehyde-
transcripts 1799  -1,46  active reductase 0,000359137
transcripts 1691  -1,06  glyoxalase 0,023589832
transcripts 3397  -1,03  aldehyde dehydrogenase 6,87E-06
Lipid metabolism
transcripts 186 2,43 acetyl- carboxylase 0,00462785
transcripts 2302 2,17  lipopolysaccharide biosynthesis protein 0,004694854
transcripts_1128  -1,97  apolipoprotein n-acyltransferase 0,00430906
transcripts 2075  -1,75  lipoprotein 5,11E-12
transcripts 4235 -1,61  acyl- dehydrogenase 0,005202217
transcripts_2801  -1,27  3-ketoacyl- thiolase 0,003944096
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transcripts 2818  -1,20  lipoprotein

0,004057821

transcripts 1648  -1,16  acetyl- acetyliransferase 0,004762838
Nucleotide

metabolism

transcripts 2011 2,24 amp-dependent synthetase 0,003751271
franscripts 2785  -2,06  soluble pyridine nucleotide transhydrogenase 0,003975063
transcripts 5348  -1,86  adenine glycosylase 0,004371234
transcripts 3251  -1,78  3-methyladenine dna glycosylase 0,003405534
transcripts 2799 -1,73  dna topoisomerase i 0,004423003
transcripts 3502  -1,12 dna-binding protein 0,004504203
Chaperones

transcripts_846 -1,76  dsba oxidoreductase 0,002371026
transcripts 2983  -1,61  heat shock protein 3,86E-06
transcripts 535 -1,28  protein disaggregation chaperone 0,0000:72434
transcripts 2918  -1,00  heat-shock protein 7,16E-05
Flagellar

transcripts 1411 -1,65  flagellar biosynthesis protein 0,00254078
transcripts 1437  -1,03 flagellin 0,003492252
Horizontal gene transfer

transcripts 4595  -1,71  plasmid maintenance protein 0,001175342
transcripts 5233  -1,70  transposase for transposon tn21 x 0,001822014
transcripts 846 -1,76  dsba oxidoreductase 0,002371026
transcripts 2983  -1,61  heat shock protein 3,86E-06
transcripts 535 -1,28  protein disaggregation chaperone 0,009072434
transcripts 2918  -1,00  heat-shock protein 7,16E-05
Antibiotic resistance

transcripts_ 2721 -1,40  bicyclomycin resistance protein 0,00189468
transcripts 1443  -1,03  cephalosporin hydroxylase 0,001739182
Others

transcripts 1758 2,15  chemotaxis protein 9,02E-28
transcripts 2471  -2,11  heme utilization protein 1,82E-24
transcripts 3938  -2,10  cbs domain-containing protein 9,55E-18
transcripts_716 -2,10  atpase 5,69E-16
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franscripts 3702 -1,94  protein singed 0,000270038
transcripts 2240  -1,93  hypothetical protein 0,000112194
transcripts 366 -1,91  chemotaxis protein 5,40E-14
transcripts_928 -1,90  histidine utilization protein 0,000737717
transeripts_ 1131  -1,85  atp-binding protein 0,000775117
transcripts 623 -1,68  membrane protein 0,000839723
transcripts 5157  -1,64  exopolyphosphatase 0,001001571
transcripts_1626  -1,57  hypothetical protein 0,00102222
transcripts 3972 -1,52  type iv secretion protein rhs 0,000853076
transcripts 2775  -1,46  chromosome partitioning protein 0,000908103
transcripts 5321  -1,28  universal stress protein 0,000447228
transcripts 5344  -1,08  polyphosphate kinase 0,00108551
transcripts_1331  -0,94  membrane protein 0,001267203
transcripts 1793 -0,93  hypothetical protein PMI38 05079 0,001621957
transcripts 2686  -0,93  stress protein 0,001746449
transcripts 3276  -0,92  luciferase family protein 0,001639464
transcripts 3705  -0,92  hypothetical protein 0,000745854
transcripts 1749  -0,92  family protein 4,28E-19
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Tabla 13. Genes expresados diferencialmente en tratamiento con telurito en ATH-

43.
Transcript D Log(2)FC Predicted function p value adjusted
Translation
transcripts_5049 1,59 30s ribosomal protein s8 2,76398E-05
transcripts 117 1,49 16s rrna-processing protein 3,41565E-05
transcripts_742 1,45 30s ribosomal protein 59 4,20329E-05
transcripts_5050 1,44 30s ribosomal protein s14 9,10039E-05
transcripts 5046 1,35 30s ribosomal protein s5 0,000456324
transcripts 4487 1,35 argininosuccinate synthase 0,000353302
transcripts 115 1,33 50s ribosomal protein 119 0,000529764
transcripts 5053 1,32 50s ribosomal protein 114 0,000371774
transcripts 456 1,30 50s ribosomal protein 121 0,000350454
transcripts_5056 1,30 50s ribosomal protein 116 0,000678538
transcripts_741 1,25 50s ribosomal protein 113 0,000914053
transcripts_5102 1,22 23s rrna methyltransferase 0,001202806
transcripts 5054 1,21 30s ribosomal protein s17 0,001088084
transcripts 5047 1,20 50s ribosomal protein 118 0,001672846
transcripts 5044 1,18 50s ribosomal protein 115 0,007485114
Transport
transcripts 2781 1,33 abc transporter 0,000422355
transcripts 1971 1,22 molybdenum abc transporter permease 0,000676265
transcripts 216 1,22 abc transporter atp-binding protein 0,001144336
transcripts_2760 1,19  abc transporter atp-binding protein 6,99132E-09
transcripts 5100 1,16 mfs transporter 0,000291174
Transcription
transcripts 1999 1,77  transcriptional regulator 5,53841E-07
transcripts_3612 1,58  rnapolymerase sigma 70 3,38562E-05
transcripts 2852 1,38 rna polymerase sigma factor 0,000317849
transcripts 3756 1,29  family transcriptional regulator 0,000907528
transcripts 2653 1,28  family transcriptional regulator 0,0006173
transcripts_3374 1,25  family transcriptional regulator 0,00177821
transcripts_2054 1,20  family transcriptional regulator 0,002863833
transcripts_ 1622 1,19  transcriptional regulator 0,005918453
transcripts 3573 1,i6  rna pyrophosphohydrolase 0,006271668
transcripts 3960 1,15 family transcriptional regulator 0,007309596
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transcripts 3156
transcripts 1638
transcripts_4493
transcripts_369

transcripts 1874
transcripts 5382
transcripts 4492
transcripts 3961
transcripts 3504

1,70
1,31
1,22
1,21
1,19
1,18
1,18
1,17
1,16

Oxidative stress response

thiol:disulfide interchange protein
glutathione s-transferase
(2fe-2s)-binding protein
glutathione peroxidase

s- glutathione dehydrogenase
ferredoxin

alkyl hydroperoxide reductase
universal stress protein
glutathione s-transferase

7,04652E-08
0,000573026
0,001376325
0,001256479
1,84482E-05
0,000823157
0,005058164
1,02972E-06
0,006329015

Electron transport chain

transcripts_326 1,41 cytochrome c oxidase 2,95615E-10
transcripts 1878 1,30  nadh dehydrogenase 0,000760851
transcripts_744 1,29  cytochromeb 1,36932E-11
transcripts 1394 1,25 cytochrome c biogenesis protein 0,00115017
transcripts 3222 1,25 atp synthase f0f] subunit a 0,000824981
transcripts_3157 1,23 cytochrome ¢ 0,001750432
ubiquinone menaquinone biosynthesis
transcripts_952 1,22 methyltransferase 0,000986949
: transcripts_329 1,22 cytochrome o ubiquinol oxidase subumit i (,002689902
transcripts 3215 1,20 atp synthase fOf] subunit epsilon 0,00216873
transcripts 1388 1,20 cytochrome ¢ 9,94889E-15
transcripts 3863 1,20  nadh:ubiquinone oxidoreductase 0,002604261
transcripts 5227 1,16 cytochrome ¢ 0,004112485
Metal metabolism
transcripts_4705 1,30  copper oxidase 0,000216231
transcripts_2942 1,27  metal-binding protein 0,60132008
transcripts 4682 1,16 merP 0,000926175
transcripts 2583 1,15 metallothionein 0,000852757
Metabolic Oxidoreductases
transcripts_1264 1,28  dihydrolipoamide dehydrogenase 0,000491464
transcripts 1051 1,21 nad-dependent dehydratase 0,001292437
transcripts 1267 1,17 succinate dehydrogenase 0,006064469

Cold shock proteins and chaperones
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transcripts 4476 1,31 cold-shock protein 0,000411272
transcripts 3765 1,24  cold shock protein 5,5638E-05
transcripts_192 1,23 cold-shock protein 5,82872E-06
transcripts 2918 1,15 heat-shock protein 0,001635712

Horizontal gene transfer

transcripts 2458 2,24 {transposase 4,86635E-11
transcripts_1467 1,62 pilus assembly protein 2,25443E-09
transcripts_5388 1,60  recombinase 2,2068E-05
transcripts_820 1,23  pilus assembly protein 0,001485553
transcripts 4688 1,22 fransposase 0,002669657
Sulphur metabolism

transcripts 729 1,71 sulfate adenylyltransferase subunit 2 2,11994E-06
transcripts_4911 1,23 cysteine synthase 0,001138776
transcripts 4111 1,18 cysteine synthase 0,005149821
transcripts 2912 1,18  sam-dependent methyltransferase 0,00570047
transcripts 3848 1,16 sulfite reductase 8,99686E-05
SOS response

transcripts 3029 1,20 dna mismatch repair protein 8,36509E-05
Heme metabolism

transcripts 1335 1,17  coproporphyrinogen iii oxidase 0,005508946
transcripts 1393 1,16 heme exporter protein 0,006263712
Others

transcripts_4766 1,67  frigger factor 5,972E-06
transcripts_1478 1,65 dna-binding protein 4,43865E-06
transcripts 5361 1,61 3-hydroxyacyl-acp dehydratase 2,6732E-05
transcripts 1197 1,42 cation:proton antiporter 0,000114121
transcripts 1441 1,41 beta-ketoacyl-acp synthase 0,000182525
transcripts 1432 1,39 atpase aaa 0,000192762
transcripts 3366 1,32 secreted protein 0,000697162
transcripts_2601 1,28 cytoplasmic protein 0,000796975
transcripts 2901 1,23  colicin v production 0,001786564
transcripts 4767 1,22  atp-dependent clp protease proteolytic subunit 0,001210837
transcripts_3355 1,22 orotate phosphoribosyltransferase 6,19104E-14
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transcripts_4435 1,20  atp-dependent helicase 7,23973E-08
transcripts 2157 1,19  ornithine cyclodeaminase 0,002366433
transcripts 1252 1,18 3-oxoacyl-acp synthase 0,005212145
Hypothetical protein

transcripts_5235 1,94  pf01934 family protein 1,22954E-07
transcripts 3057 1,49  hypothetical protein 2,82137E-05
transcripts 3902 1,41  conserved hypothetical protein 0,000144713
transcripts 431 1,36 hypothetical protein 0,000186709
transcripts_2596 1,35  hypothetical protein 0,00039973
transcripts_3945 1,32 hypothetical protein 0,000279618
transcripts_3692 1,30 hypothetical protein 0,000598895
transcripts_4307 1,25  hypothetical protein 0,000658251
transcripts 5343 1,20 hypothetical protein 0,003221684
transcripts_2060 1,19 hypothetical protein 0,000993813
transcripts_347 1,19  hypothetical protein 0,00488191
transcripts 465 1,18  hypothetical protein 0,0017§§ 069
transcripts 377 1,16 hypothetical protein 0,000363398

123



Tabla 14. Genes reprimidos diferencialmente en tratamiento con telurito en ATH-

43.
Transcript ID Log(2)FC _ Predicted function p value adjusted
Transeription
transcripts 4238 -0,69 family transcriptional regulator 0,006907632
transcripts_4439 -0,61 rna polymerase-associated protein 0,022609569
{ranscripts 3677 -0,59 family transcriptional regulator 0,013722516
transcripts 4075 -0,52 family transcriptional regulator (,034682068
Transport
transcripts_2010 -0,63 porin 0,006512205
transcripts 3544 -0,61 mnd transporter 0,011781617
transcripts 69 -0,52 md transporiet 0,006584458
transcripts 1552 -0,52 mfs transporter 0,014983556
Aminoacid metabolism
transcripts 2143 -0,72 thiamine pyrophosphate-binding protein 0,036610331
transcripts_799 -0,68 amino acid transporter 0,04443916
transcripts 2325 0,64 glutamine synthetase 0,048369213
transcripts 928 0,57 histidine utilization protein 0,048645316
transcripts_1745 0,55 leucyl-trna synthetase 0,048776785
transcripts 1295 -0,49 peptide synthase 0,047267517
Carbohydrates metabolism
{ranscripts 47 0,60 sugar dehydrogenase 0,011781617
transcripts 4325 -0,60 adp-ribosylglycohydrolase 0,006512205
transcripts 3911 -0,59 maltooligosyl trehalose synthase 0,006584458
binding-protein-dependent maltose
transcripts 1823 -0,53 mannitol transporter 0,008896402
transcripts 3773 -0,50 sugar abc transporter atpase 0,006584458
Nucleotide metabolism
transcripts 1937 -0,52 cytosine deaminase 0,006584458
Chaperones
transcripts 2983 -0,94 heat shock protein 0,034682068
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Flagellar

transcripts 3443 -0,74 flagellar motor protein 0,048645316
Horizontal gene transfer

transcripts 4595 -0,50 plasmid maintenance protein 0,048645316
Antibiotic resistance

transcripts 1011 -0,50 subfamily drug resistance transporter 0,048645316
Others

transcripts_2081 -0,96 kinase 0,013722516
transcripts 3705 -0,77 hypothetical protein 0,019888519
transcripts 2077 -0,71 hypothetical protein 0,047267517
transcripts 3684 -0,67 hypothetical protein 0,019986924
transcripts_2838 -0,67 histidine kinase 0,02148505
transcripts 1893 -0,59 membrane protein 0,036610331
transcripts_2442 -0,57 histidine kinase 0,019410657
transcripts 4379 -0,57 electron transporter 0,023196578
transcripts 2345 -0,57 phosphoribosyl-dephospho- transferase 0,036610331
transcripts_130 -0,57 tps family activation secretion protein 0,034682068
transcripts 1626 -0,56 hypothetical protein 0,03380077
transcripts 137 -0,56 general secretion pathway protein 0,037478603
transcripts 4975 -0,55 agmatinase 0,03380077
transcripts_2476 -0,55 methyl-accepting chemotaxis protein 0,034682068
transcripts_1687 0,52 hypothetical protein 0,040308833
transcripts_5157 -0,51 exopolyphosphatase 0,048645316
transcripts 2849 0,50 uroporphyrin-iii c-methyltransferase 0,036610331
transcripts 366 -0,49 chemotaxis protein 0,036610331
transcripts_1691 -0,70 glyoxalase 6,57265E-05
transcripts 919 -0,65 fe-s-oxidoreductase 8,23875E-05
transcripts 4450 -0,65 fad dependent oxidoreductase 0,006584458
transcripts 1715 -0,48 oxidoreductase 0,006907632
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Tabla 15. Genes expresados diferencialmente en tratamiento con mercurio/telurito

en ATH-43,

Transcript ID

Log(2)FC Predicted function

p value adjusted

Translation

transcripts_ 552 2,38 30s ribosomal protein s20 7,3E-75
transcripts 5049 2,11 30s ribosomal protein s8 2,7E-13
transcripts 118 2,10 30s ribosomal protein s16 1,2E-28
transcripts 5046 2,06 30s ribosomal protein s5 4,8E-28
transcripts_5047 2,05 50s ribosomal protein 118 5.4E-23
transcripts_456 1,97 50s ribosomal protein 121 9,5E-11
transcripts_5056 1,95 50s ribosomal protein 116 3,8E-29
transcripts 3760 1,93 50s ribosomal protein 120 8,1E-22
transcripts_3393 1,90 50s ribosomal protein 128 5,5E-14
transcripts_8 1,89  30sribosomal protein s2 9,1E-13
transcripts_7 1,89 elongation factor ts 8,1E-08
transcripts 742 1,89 30s ribosomal protein s9 1,6E-09
transcripts_5054 1,85 30s ribosomal protein s17 1,6E-10
transcripts_5064 1,85 30s ribosomal protein s10 8,3E-24
transcripts 5050 1,84 30s ribosomal protein s14 1,9E-14
transcripts_5053 1,84  50sribosomal protein 114 2,0E-24
transcripts 5044 1,84 50s ribosomal protein 115 2,6E-08
transcripts 5039 1,83 30s ribosomal protein s4 7,3E-13
transcripts_5040 1,80 30s ribosomal protein s11 2,2E-09
transcripts_741 1,80 50s ribosomal protein 113 4,6E-07
transcripts 5058 1,80 50s ribosomal protein 122 6,9E-08
franscripts_5041 1,79 30s ribosomal protein s13 2,0E-12
transcripts_5068 1,79 30s ribosomal protein s7 3,9E-07
transcripts_115 1,78 50s ribosomal protein 119 8.0E-07
transcripts 4487 1,65 argininosuccinate synthase 1,9E-05
transcripts 5066 1,64 elongation factor tu 2,4E-12
transcripts 5111 1,62 ribosome-binding factora 3,7E-18
transcripts 109 1,57  threonine synthase 1,9E-16
transcripts 3759 1,55 phenylalanyl-trna synthetase 7,4E-11
franscripts 244 1,44 glutamyl-trna amidotransferase 9,3E-04
transcripts_3631 1,44 arginyl-trna‘synthetase 1,3E-08
transcripts_771 1,37 n-acetylgiutamate synthase 1,3E-04
transcripts_316 1,30 selenophosphate synthetase 1,1E-05
transcripts 3843 1,26 methionine synthase 1,1E-11
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Transport

transcripts_4691 1,84 porin 2.8E-16
transcripts 1018 1,70 proline:sodium symporter 3,0E-09
transcripts_1496 1,36 abc transporter 5,5E-08
transcripts_941 1,32 peptide abc transporter atp-binding protein 8,9E-09
transcripts 2760 1,32 abc transporter atp-binding protein 4,3E-03
transcripts 2723 1,31 nitrate abc fransporter atpase 9,7E-04
transcripts 5137 1,29 abe transporter substrate-binding protein 6,5E-11
transcripts_5200 1,27 abe transporter subsirate-binding protein 5,7E-07
transcripts 1702 1,16 abc transporter 1,3E-08
Transcription

transcripts_3207 2,04 family transcriptional regulator 6,7E-11
transcripts 2987 1,78 rna helicase 2,3E-07
transcripts_1622 1,64 transcriptional regulator 7,0E-09
transcripts 983 1,60 dead deah box helicase 7,4E-07
transcripts_2852 1,59 ma polymerase sigma factor 2,8E-06
transcripts_1999 1,53 transcriptional regulator 5,4E-24
transcripts 4684 1,40 merR 3,0E-06
transcripts 1873 1,39 regulator 8,4E-08
transcripts_4960 1,33 rna helicase 1,2E-08
transcripts 3328 1,32 transcriptional regulator 5,8E-13
transcripts_1010 1,31 rna helicase 2,6E-09
transcripts 3386 1,30 transcriptional regulator 4,7E-19
transcripts 275 1,29 rna polymerase subunit sigma-24 4,6E-10
transcripts 1151 1,29 dead deah box helicase 7,2E-15
transcripts 222 1,28 ma polymerase factor sigma-54 3,1E-13
transcripts 439 1,27 rna polymerase sigma factor 3,8E-10
transcripts 1159 1,26 family transcriptional regulator 1,2E-12
transcripts 2929 1,26 family transcriptional regulator 6,8E-06
transcripts_4403 1,24 family transcriptional regulator 1,9E-03
transcripts 3960 1,24 family transcriptional regulator 8,9E-07
Oxidative stress response

transcripts 1982 1,83 alkyl hydroperoxide reductase 7,2E-11
transcripts_363 1,65 thioredoxin reductase 1,7E-06
transcripts 5382 1,58 ferredoxin 1,8E-09
transcripts_4841 1,58 peroxiredoxin 1,3E-08
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transcripts_5158 1,55 thioredoxin 3,1E-05
transcripts 2566 1,54 peroxidase 2,0E-16
transcripts 910 1,51 glutaredoxin 1,7E-05
transcripts_220 1,50 organic solvent tolerance protein 1,4E-13
transcripts 4492 1,49 alkyl hydroperoxide reductase 6,7E-12
transcripts 1026 1,40 toluene tolerance protein 2,2E-04
transcripts_1058 1,39 thioredoxin 5,9E-12
transcripts 4495 1,35 glutaredoxin 1,2E-08
transcripts_293 1,34 2fe-2s ferredoxin 3,2E-12
transeripts_2995 1,33 organic hydroperoxide resistance protein 1,8E-08
transcripts 3156 1,33 thiol:disulfide interchange protein 1,5E-06
transcripts 4617 1,30 thiol:disulfide interchange protein 1,3E-14
transcripts_369 1,27 glutathione peroxidase 3,3E-03
transcripts 798 1,26 superoxide dismutase 1,8E-06
transcripts 1064 1,23 riboflavin synthase subunit alpha 5,7E-06
transcripts 5374 1,23 s~ glutathione dehydrogenase 2,7E-03
transcripts_1981 1,20 glutathione reductase 1,6E-07
transcripts_3332 1,17 rubredoxin 4,2E-15
transeripts_2230 1,17 glutathione peroxidase 1,1E-15
transcripts 795 1,14 thiol oxidoreductase 2,1E-02
transcripts_584 1,13 ferredoxin-nadp reductase 9,5E-08
transcripts 969 1,11 glutathione synthetase 6,1E-10
transcripts 4007 1,11 dsba oxidoreductase 2,9E-08
transcripts 2980 1,09 glutathione peroxidase 1,1E-05
Electron transport chain

transcripts 3220 1,77 atp synthase subunit b 1,5E-17
transcripts_326 1,77 cytochrome c oxidase 6,5E-07
franscripts 329 1,77 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit i 2,7E-07
transcripts 3858 1,64 - npadh dehydrogenase subunit b 3,8E-06
transcripts 3857 1,62 nadh:ubiquinone oxidoreductase subunit a 1,3E-14
transcripts 3863 1,61 nadh:ubiquinone oxidoreductase 2,4E-17
transcripts_3862 1,59 nadh dehydrogenase subunit g 3,6E-24
transcripts_3860 1,56 nadh dehydrogenase subunit e 1,8E-10
transcripts_3859 1,53 nadh-quinone oxidoreductase subunit ¢ d 8,0E-07
transcripts_3866 1,46 nadh-quinone oxidoreductase subunit k 1,4E-13
transcripts_1394 1,36 cytochrome ¢ biogenesis protein 3,0E-07
transcripts_3867 1,35 nadh:ubiquinone oxidoreductase subunit ] 1,6E-07
transcripts 1878 1,27 nadh dehydrogenase 3,0E-08
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transcripts 803 1,15 nadh:flavin oxidoreductase 1,3E-07
Metal metabolism

transcripts_2942 2,44 metal-binding protein 2,4E-52
transcripts_4682 2,15 merP 6,3E-20
transcripts_4683 2,00 merT 3,7E-20
transcripts_4680 1,81 mercuric reductase 3,4E-07
transcripts_4681 1,65 merC 6,5E-15
transcripts 3580 1,62 heavy metal translocating p-type atpase 7,3E-13
transcripts_4705 1,49 copper oxidase 4,9E-08
transcripts_5347 1,39 iron transporter 3,0E-07
transcripts_2454 1,38 cobalt transporter 1,2E-09
transcripts_484 1,37 nickel resistance protein 5,1E-04
transcripts_2108 1,31 nickel abc transporter atp-binding protein 6,1E-09
transcripts 2817 1,31 molybdopterin biosynthesis protein b 5,4E-09
transcripts 5140 1,30 iron abce transporter 2,7E-07
transcripts_3169 1,30 metal abc transporter permease 3,9E-14
transcripts_2583 1,26 metallothionein 1,9E-07
transcripts_153 1,26 copper oxidase 1,0E-10
transcripts_3061 1,24 tellurite resistance protein 4,0E-07
franscripts_4499 1,23 iron abe transporter atp-binding protein 3,4E-11

metal abc transporter substrate-binding

transcripts 1780 1,21 protein 8,2E-06
transcripts 2109 1,18 nickel abc transporter atp-binding protein 8,2E-03
transcripts_4597 1,17 cobalt-precorrin-6x reductase 4,9E-07
transcripts 4709 1,14 metal-binding protein 1,6E-05
transcripts_1971 11 molybdenum abc transporter permease 7,8E-07
transcripts 2111 1,11 nickel transporter permease 5,0E-04
Metabolic Oxidoreductases

transcripts 1269 1,68 succinate dehydrogenase 2,5E-20
transcripts 1264 1,65 dihydrolipoamide dehydrogenase 2,0E-24
transcripts 5252 1,32 oxidoreductase 3,0E-09
transcripts 2360 1,30 fe-s oxidoreductase 9,6E-11
transcripts 340 1,30 fe-s oxidoreductase 1,2E-17
transcripts_1031 1,26 fad-dependent oxidoreductase 1,1E-03

pyridine nucleotide-disulfide

transcripts_3333 1,22 oxidoreductase 1,5E-06
transcripts_2898 1,21 oxidoreductase 2,6E-06
transcripts 280 1,17 flavodoxin 2,9E-06
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transcripts_3402 1,15 fad-dependent oxidoreductase 2,9E-10
transcripts_1518 1,14 nitroreductase 1,2E-02
transcripts 4202 1,14 pyruvate dehydrogenase 3,0E-02
transcripts 1623 1,11 fad-dependent oxidoreductase 5,3E-06
electron transfer flavoprotein-ubiquinone
transcripts 1282 1,08 oxidoreductase 2,3E-04
Cold shock proteins and chaperones ,
transcripts_296 1,77 iron-sulfur cluster assembly protein 4,5E-09
transcripts_4476 1,68 cold-shock protein 7,2E-09
transcripts 294 1,59 chaperone protein 1,8E-04
transcripts 5133 1,52 molecular chaperone 3,7E-22
transcripts 192 1,46 cold-shock protein 1,6E-09
transcripts_4300 1,40 iron--sulfur cluster insertion protein 5,9E-04
transcripts_3765 1,29 cold shock protein 1,9E-09
transcripts 64 1,24 cold-shock protein 3,5E-06
transcripts_4069 1,22 molecular chaperone 1,1E-06
transcripts 331 1,20 disulfide bond formation protein b 5,5E-08
Horizontal gene transfer
transcripts_1202 1,71 conjugal transfer protein 4,3E-06
transcripts_289 1,37 pilus assembly protein 8,8E-12
transcripts_1467 1,36 pilus assembly protein 2,7E-14
transcripts_4688 1,33 transposase 1,8E-08
transcripts 2458 1,29 transposase 6,1E-07
transcripts 4025 1,21 pilus assembly protein 9,8E-05
franscripts 5225 1,10 transposase 2,7E-07
Sulphur metabolism
transcripts 298 1,67 cysteine desulfurase 4,3E-05
transcripts 3848 1,54 sulfite reductase 1,7E-21
transcripts_62 1,51 sam-dependent methyltransferase 5,3E-05
transcripts 1783 1,50 thioesterase 1,5E-06
transcripts 4111 1,29 cysteine synthase 2,1E-08
transcripts_1743 1,21 sam-dependent methyltransferase 3,3E-09
transcripts 4911 1,17 cysteine synthase 1,2E-05
SOS response
transcripts 3029 1,60 dna mismatch repair protein 1,5E-05
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transcripts_5308 1,35 dna repair protein 1,2E-08
{ranscripts 4994 1,14 dna mismatch repair protein 5,8E-05
Antibiotic resistance
transcripts 843 1,60 multidrug transporter 1,1E-08
transcripts 844 1,43 antibiotic transporter 2,1E-04
transcripts 1167 1,20 multidrug transporter 1,8E-06
transcripts_4454 1,20 beta-lactamase 1,0E-11
multidrug abe transporter substrate-binding
transcripts_2780 1,10 protein 1,6E-06
transcripts 5143 1,09 penicillin-binding protein Ib 1,9E-04
Heme metabolism
transcripts_325 1,72 protoheme ix farnesyliransferase 2,5E-07
transcripts_2038 1,53 pyrroline-5-carboxylate reductase 2,2E-04
transcripts_1393 1,28 heme exporter protein 2,1E-09
cytochrome oxidase biogenesis protein
transcripts 3298 1,26 heme insertion 8,0E-08
transcripts 3262 1,22 coproporphyrinogen iii oxidase 6,4E-05
Others
transcripts 4857 2,26 membrane protein 7,0E-17
transcripts_419 2,13 ribose-phosphate pyrophosphokinase 1,9E-43
acetyl- carboxylase biotin carboxyl carrier
transcripts 4615 1,90 protein 1,7E-13
transcripts 918 1,82 gtp-binding protein 1,2E-09
transcripts_241 1,79 rod shape-determining protein 1,2E-07
glyceraldehyde-3-phosphate
transcripts 2787 1,78 dehydrogenase 2,9E-28
transcripts 1740 1,77 carboxynorspermidine decarboxylase 5,3E-07
transcripts 3030 1,72 gtp cyclohydrolase 2,5E-08
transcripts_3340 1,69 biopolymer transporter 4,5E-07
transcripts_3341 1,67 biopolymer transporter 2,0E-05
transcripts_3052 1,64 gdp-6-deoxy-d-lyxo-4-hexulose reductase 1,9E-06
phosphoribosylaminoimidazole
transcripts_3312 1,64 carboxylase 1,2E-11
transcripts 5032 1,61 single-stranded dna-binding protein 7,3E-05
transcripts 4493 1,60 (2fe-2s)-binding protein 2,7E-14
transcripts 747 1,54 peptidase 2,1E-07
transcripts_239 1,52 rod shape-determining protein 8,7E-12
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transcripts 370 1,50 peptidylprolyl isomerase 3,8E-04
transcripts 1136 1,48 hydrogenase 8,8E-06
transcripts_3996 1,48 prephenate dehydratase 6,8E-09
transcripts 240 1,48 rod shape-determining protein 3,8E-05
sell domain-containing protein repeat-
transcripts_4079 1,45 containing protein 9,7E-20
manganese abc transporter atp-binding

transcripts 1778 1,44 protein 1,0E-06
transcripts 5311 1,44 gnat family acetyltransferase 2,9E-07
transcripts_908 1,44 phosphoglycerate mutase 3,0E-07
transcripts 4389 1,44 rnd transporter mfp subunit 8,9E-08
transcripts_1078 1,41 exodeoxyribonuclease vii small subunit 1,9E-11
transcripts 847 1,36 oxaloacetate decarboxylase 1,1E-11
transcripts 2386 1,33 membrane partial 3,0E-05
transcripts 3964 1,28 acetyltransferase 2,3E-08
transcripts 1774 1,27 thiamine pyrophosphate-binding protein 1,3E-10
transcripts_2782 1,20 cell division protein 9,1E-12
transcripts 1547 1,13 exonuclease iii 3,7E-06
transcripts_3560 1,10 2og-fe oxygenase 1,2E-08
transcripts 2954 1,09 biopolymer transporter 6,3E-06
Hypothetical protein

transcripts_4690 2,99  MULTISPECIES: hypothetical protein 6,8E-52
transcripts_5072 2,40 hypothetical protein PVLB_22970 2,7E-24
transcripts 3221 1,79 hypothetical protein 5,1E-11
transcripts_3525 1,63 hypothetical protein 3,4E-05
transcripts 2286 1,57 hypothetical protein 1,3E-09
transcripts_5399 1,34 hypothetical protein 5,2E-06
transcripts 4336 1,33 domain-containing protein 4,2E-13
transcripts_1776 1,31 hypothetical protein 1,6E-10
transcripts_2241 1,28 hypothetical protein 5,4E-09
transcripts_2356 1,18 conserved hypothetical protein 3,0E-05
transcripts 3692 1,14 hypothetical protein 4,0E-13
transcripts 449 1,11 hypothetical protein 3,1E-05

132




Tabla 16. Genes reprimidos diferencialmente en tratamiento con mercario/telurito

en ATH-43.

Transcript ID Log(2)FC Predicted function p value adjusted
Transcription

transcripts 3255 -1,08 165 rrna methyltransferase 0,002409819
transcripts 2799 -1,04 dna topoisomerase i 0,004811169
Transport

transcripts_423 -1,26 transporter 0,001123284
transcripts_1718 -1,17 porin 0,003368329
transcripts 2832 -1,14 ammonium transporter 0,004030176
transcripts 2741 -1,10 mfs transporter 0,00544173
transcripts 898 -1,09 potassitm transporter 0,006783521
transcripts 1853 -1,03 abc transporter substrate-binding protein 0,005790811
Electron transport chain

transcripts_328 -1,10 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit i 0,003010498
transcripts 863 -1,03 cytochrome c biogenesis protein 0,007058924
Metal metabolism

transcripts 491 -1,06 chromate transporter 8,30E-10
Aminoacid metabolism

transcripts_2325 -1,69 glutamine synthetase 2,87E-06
transcripts_184 -1,58 ornithine carbamoyltransferase L,11E-05
transcripts_928 -1,55 histidine utilization protein 3,81E-05
transcripts_668 -1,49 ribosomal subunit interface protein 1,75E-06
transcripts 3190 -1,36 cobalamin biosynthesis protein 0,000478545
transcripts 2725 -1L,11 amidohydrolase 0,003834324
transcripts 3570 -1,06 threonine dehydratase 0,006203448
franscripts_183 -1,05 arginine deiminase 0,007832326
transcripts_4708 -1,02 cystathionine gamma-lyase 0,010611794
ranscripts 1295 -1,02 peptide synthase 0,007876038
Carbohydrates metabolism

transcripts_3911 -1,37 maltooligosyl trehalose synthase. 0,000382473
transcripts 163 -1,37 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 0,000320849
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transcripts 3135 -1,35 aldehyde-activating protein 0,000400486
maltose mannitol abc transporter
transcripts 1821 -1,25 substrate-binding protein 0,001351197
transcripts_5348 -1,12 adenine glycosylase 0,003678983
sugar abc transporter substrate-binding
transcripts 673 -1,02 protein 0,009500793
transcripts 169 -1,01 sugar abc transporter permease 0,007247471
transcripts_3976 -1,00 glycosyl transferase family 1 0,013188362
transcripts 2742 -1,00 2-dehydro-3-deoxygluconokinase 0,01338434
transcripts 826 -0,98  glycoside hydrolase 0,009830207
Lipid metabolism
transcripts_186 -1,47 acetyl- carboxylase 7,53E-05
transcripts_2075 -1,08 lipoprotein 0,003958852
transcripts 2801 -1,01 3-ketoacyl- thiolase 0,000739191
transcripts 1027 -0,99 lipid transporter atp-binding permease 0,009469057
transcripts 1128 0,98 apolipoprotein n-acyltransferase 9,64E-05
transcripts 1648 -0,98 acetyl- acetyltransferase 0,011562875
Nucleotide metabolism
transcripts_4325 -1,35 adp-ribosylglycohydrolase 0,00044725
soluble pyridine nuclectide
transcripts 2785 -1,12 transhydrogenase 0,005111894
transcripts 3251 -1,09 3-methyladenine dna glycosylase 0,004131098
trna uridine 5- .
carboxymethylaminomethyl modification
transcripts 3227 -1,01 protein 0,013340287
Horizontal gene transfer
transcripts 4595 -1,21 plasmid maintenance protein 0,001704328
Others
transcripts 919 -1,47 fe-s-oxidoreductase 9,82E-05
transcripts 2757 -1,37 oxidoreductase 0,000394415
transcripts_727 -1,10 2-alkenal reductase 0,00630955
transcripts_185 -1,77 carbamate kinase 2,62E-09
transcripts 716 -1,42 atpase 8,43E-08
transcripts_366 -1,36 chemotaxis protein 0,000475574
transcripts_623 -1,34 membrane protein 0,000572539
transcripts_4496 -1,25 dehydrogenase 0,001374041
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transcripts 1131 -1,22 atp-binding protein 1,31E-08
transcripts 2240 -1,22 hypothetical protein 0,002112745
transcripts_2983 -1,17 heat shock protein 0,002193578
transcripts 3972 -1,15 type iv secretion protein rhs 0,002147351
transcripts 5157 -1,14 exopolyphosphatase 0,00451635
transcripts 3702 -1,11 protein singed 0,004226682
transcripts_1758 -1,08 chemotaxis protein 0,005647622
transcripts_646 -1,02 hypothetical protein 0,006059056
transeripts 3127 -0,98 nad transhydrogenase 0,010917497
transcripts 2011 -0,97 amp-dependent synthetase 0,009865943

135




9, Publicaciones

Rodriguez-Rojas F, Diaz-Vasquez W, Undabarrena A, Mufioz-Diaz P, Arenas F, and
Vasquez C (2016) Mercury confers cross-resistance to tellurite in Pseudomonas spp.
isolated from the Chilean Antarctic territory. Metallomics, 8(1):108-117.

Rodriguez-Rojas F, Tapia P, Castro-Nallar E, Mufioz-Diaz P, Undabarrena A, Diaz-
Vasquez W, Arenas-Salinas M. Valdés J. and Vasquez C (2016) Draft genome sequence
of multi-metal resistant bacterium Pseudomonas putida ATH-43 isolated from Greenwich
Island, Antarctica. Frontiers in Microbiology, 7:1777.

Arenas-Salinas M, Vargas J, Morales W, Pinto C, Mufioz-Diaz P, Cornejo F, Pugin B,
Sandoval J, Diaz-Vasquez W, Muiioz-Villagran C, Rodriguez-Rojas F, Morales E,
Vasquez C, and Arenas F (2016) Flavoprotein-mediated tellurite reduction: structural
basis and applications to the synthesis of tellurium-containing nanostructures. Frontiers
in Microbiology, 76:1160.




