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La mineria, la joyeria y otras actividades industriales generan residuos cianurados que ademas
contienen otros metaloides y metales como el arsénico y el mercurio. La toxicidad del cianuro
reside en su elevada afinidad por metales de tal forma que es capaz de inhibir un gran nimero
de metaloenzimas esenciales para la vida. El arsénico es un potente carcindgeno cuyas formas
mas abundantes en la naturaleza son el arsenito y el arseniato. La toxicidad del arsenito es
debida a su capacidad de unirse covalente a los grupos sulfhidrilo y ditioles de las proteinas
mientras que para el arseniato, su analogia molecular con los grupos fosfato provoca la
inhibicion de la fosforilacion oxidativa entre otros procesos. El mercurio puede formar
compuestos organomercuriales altamente téxicos pero también puede actuar como inhibidor
de enzimas cuando se encuentra en forma inorganica. En respuesta a la elevada toxicidad de
estas sustancias, los microorganismos han desarrollado una serie de mecanismos de
resistencia. Para el arsénico, el sistema mas extendido en bacterias es el operdn Ars, que
codifica la enzima arseniato reductasa (ArsC) y un transportador de membrana cuya funcion
es expulsar el arsenito al exterior (ArsAB). En cuanto a la maquinaria de resistencia al
mercurio, esta codificada por el operédn mer el cual va dirigido tanto a sales inorganicas como a
compuestos organomercuriales. Entre sus elementos destacan la flavoproteina MerA, que es
una mercurio reductasa, y la enzima MerB, encargada de romper los puentes carbono-Hg para
liberar el mercurio inorgdnico. Debido a su cardcter nocivo y al grave impacto ambiental que
suponen estas sustancias, se hace indispensable el desarrollo de tecnologias eficientes capaces
de contribuir a la descontaminacidn de los residuos que las contienen. Como solucién a este
problema surge la utilizacién de microorganismos tales como la bacteria cianotrofa
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 que, siendo resistente a dichos compuestos, es
capaz de llevar a cabo la biodegradacion de cianuro cuando se encuentra en presencia de otras
sustancias. En este trabajo se ha llevado a cabo una primera aproximacidn, fundamentalmente
mediante técnicas de protedmica, a la resistencia de P. pseudoalcaligenes CECT5344 a
arsénico, mercurio y a los metales contenidos en el residuo cianurado de la joyeria. El estudio
de la concentracién minima inhibitoria (CMI) en medio sdlido rico (LB) y en los medios liquidos
minimo (M9) y rico (LB) reveld unos valores de resistencia altos para arsenito, muy altos para
arseniato y bajos para mercurio. En cuanto al estudio proteémico de la respuesta a arsénico y
mercurio, se obtuvieron datos que indican la puesta en marcha de mecanismos contra el
estrés general y el estrés oxidativo producidos por dichos compuestos. Se detecté la presencia
del operdn ars en los cultivos de P .pseudoalcaligenes CECT5344 expuestos a arsenito, pero no
en aquellos a los que se adiciond arseniato. Tampoco se encontraron proteinas pertenecientes
al sistema Mer en las muestras tratadas con mercurio. Por otro lado, el estudio protedmico de
la respuesta de P. pseudoalcaligenes CECT5344 a los metales presentes en el residuo joyero no
reveld la induccion de una respuesta especifica de resistencia a dichas sustancias a pesar de
que si se pudieron observar otros mecanismos de resistencia a estrés.
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1.- EL CIANURO, UN COMPUESTO TOXICO PERO ESENCIAL EN EL
MUNDO MODERNO

Las propiedades quimicas del cianuro le confieren una elevada afinidad por los metales. Esta
capacidad de unir metales es en Ultima instancia la responsable tanto de su toxicidad como de
su extensa utilizacion en diversas actividades industriales. Respecto a su toxicidad, el cianuro
inhibe un gran nimero de metaloenzimas, entre las que se encuentran algunas enzimas
esenciales para la vida, como la citocromo ¢ oxidasa de la cadena de transporte electrdnico.
Por otro lado, el cianuro es utilizado frecuentemente en diversas actividades industriales como
mineria, joyeria, cementacion de aceros, galvanoplastia, produccién de nylon, acrilicos, goma
sintética, etc. En el caso de la mineria, el cianuro se utiliza para extraer el oro del mineral
durante un proceso denominado cianuracion, una técnica en la que el oro insoluble en agua es
convertido en aniones metdlicos complejos de oro-cianuro solubles en agua. La reaccidn
guimica de la cianuracién se denomina ecuacion de Elsner:

4 Au + 8 NaCN + O, + 2 H,0 - 4 Na[Au(CN),] + 4 NaOH

Siendo un compuesto altamente tdxico, su uso extendido en la industria implica la generacion
de un ndmero considerable de residuos que contienen cianuro, lo cual supone un alto riesgo
para la salud y un grave impacto medioambiental. Por tanto, un correcto tratamiento para
reducir dicha toxicidad se hace indispensable. Como alternativa a los métodos fisico-quimicos
de descontaminacion, que implican a su vez la produccion de nuevos residuos téxicos, surge la
necesidad de encontrar procesos mas eficaces y limpios para el medio ambiente, tales como la
utilizacion de microorganismos capaces de biodegradar estos contaminantes.

2.- Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344, UNA BACTERIA
CIANOTROFA

Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 es una bacteria Gram-negativa aislada de los lodos
del Rio Guadalquivir a su paso por Cérdoba. Crece a un pH déptimo de 9,5 y posee la capacidad
de utilizar como fuente de nitrégeno, tanto cianuro libre como complejos cianuro-metal
(Lugue-Almagro et al., 2005). Debido a que es un organismo alcaldfilo, constituye un candidato
ideal para la biorremediacion de efluentes industriales contaminados con cianuro, ya que es
capaz de eliminarlo sin que se produzca la evaporacion de HCN propia de soluciones con pH
inferior a 9,2 (Luque-Almagro et al., 2005). En este microorganismo se ha estudiado de forma
extensa el efecto del cianuro sobre su metabolismo (Luque-Almagro et al.,, 2011),
identificdndose diversas proteinas inducidas por cianuro (Luque-Almagro et al., 2008),
caracterizando la ruta de asimilacién de cianuro (Estepa et al., 2012) y en ultima instancia,
secuenciando su genoma para poder asi identificar los genes involucrados en el metabolismo
del cianuro (Lugue-Almagro et al., 2013)
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3.- METALES Y METALOIDES PRESENTES EN RESIDUOS CIANURADOS

Como se ha comentado en el apartado anterior, la mineria es una de las principales actividades
industriales en las que se utiliza cianuro, siendo por lo tanto una importante fuente de
residuos cianurados. Si bien el cianuro es el principal compuesto presente en estos residuos, su
composicion quimica va a variar dependiendo del mineral aurifero y del proceso de extraccion
de oro empleado. Uno de los minerales asociados al oro es la arsenopirita (FeAsS). Existe un
gran numero de minas de oro asociado a la arsenopirita, como ocurre en Ghana y en el oeste
de Estados Unidos, generandose en todas ellas un residuo cianurado con altas concentraciones
de arsénico y otros metales como hierro, zinc, plomo y cobre (Straskraba et al., 1990;
Acheampong et al., 2013). Respecto al proceso de extraccidn de oro, en la mineria a gran
escala la cianuracidn es el método mas extendido. En algunos paises el cierre de las grandes
minas ha dado paso a la mineria artesanal a pequeia escala. Ademas de la cianuracion, en
este tipo de mineria se utiliza, tanto por su sencillez como por su bajo coste, un proceso de
extraccién de oro denominado amalgamacion. En este proceso el mercurio se usa para separar
y extraer el oro del mineral en el que se encuentra. El mercurio se adhiere al oro, formando
una amalgama que facilita su separacion de la roca, arena u otro material. Se estima que hay
por lo menos 10-15 millones de personas en 70 paises que trabajan en este tipo de mineria
(Fig. 1). Ademas, se cree que la mineria de oro artesanal produce aproximadamente el 15% del
oro mundial, por lo que su importancia es considerable (www.mercurywatch.org).

4|0» Mercurio emitido al medio
v por la mineria arstesanal

T a pequefa escala
(toneladas/ano)
S
~ i * No hay estimaciones
. \‘r- *
@ il 0-03
S 1-5
5-10
10- 25
B o5- 50
B 50- 500

Fig. 1: Distribucién de minas que producen residuos con mercurio.

La presencia de estos metaloides toxicos (arsénico y mercurio) en los residuos cianurados
supone una dificultad afadida a la hora de aplicar un tratamiento biolégico en la
descontaminacién de cianuro, por lo que se hace necesario encontrar microorganismos
capaces de superar estas condiciones para obtener resultados eficaces (Velasquez-Lopez et
al., 2010; Guimaraes et al., 2011; Velasquez-Lopez et al., 2011)
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3.1.- Arsénico

El arsénico (As) es un metaloide ampliamente distribuido en ambientes terrestres y acuaticos
que se puede encontrar con diferentes estados de oxidacidn (+V, arseniato; +lll, arsenito; O,
arsénico elemental; y —lll, arseniuro). Ademas, presenta formas inorganicas y organicas, las
cuales pueden estar metiladas o no. En la naturaleza las formas mads frecuentes de arsénico
son el arseniato (AsO,>) y el arsenito (AsO5).

3.1.1- Toxicidad del arsénico

El arsénico fue uno de los primeros carcinégenos reconocidos por la International Agency of
Research on Cancer (IARC, 1987) y la US Environmental Protection Agency (EPA, 1988).
Incrementa el riesgo de desarrollar cancer especialmente en vejiga, pulmones, piel, higado,
fosas nasales, rifdn y préstata, por lo que el valor limite para la concentracién de arsénico en
agua potable, establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es de 10 pg/L. De las
formas mas abundantes en la naturaleza, el arsenito es mas tdxico que el arseniato. La
toxicidad del arsenito es debida a su capacidad de unirse covalentemente a los grupos
sulfhidrilo y ditioles de las proteinas, impidiendo asi el correcto funcionamiento de estas
proteinas. Ademas, el arsenito interacciona con el receptor de glucocorticoides. En cuanto al
arseniato, su toxicidad se basa en su analogia molecular con el fosfato, lo que provoca
fundamentalmente la inhibicién de la fosforilacion oxidativa, un proceso esencial en la
generacion de energia en los seres vivos. En el caso hipotético de producirse la incorporacién
del arseniato al ADN, el resultado derivaria en una molécula de alta inestabilidad (Huertas y
Michan, 2012).

3.1.2.- Transformacion microbiana del arsénico: resistencia y destoxificacion

El ciclo biogeoquimico del arsénico depende en gran medida de las transformaciones
microbianas, afectando a la especiacion y la movilidad del arsénico en la naturaleza. Se ha
descrito que el metabolismo del arsénico incluye reacciones de reduccidn, oxidacion,
excrecion, inmovilizacién y metilacién/desmetilacion.

Si bien estas reacciones estdn encaminadas a la resistencia/destoxificacion de arsénico, la
reduccion desasimiladora del arseniato y la oxidacién del arsenito son procesos generadores
de energia, lo que les confiere una especial relevancia. La inmovilizaciéon en biofilms y la
metilacion del arsénico reducen su toxicidad, aunque el sistema de resistencia/destoxificacion
de arsénico mas extendido en bacterias es el sistema Ars, basado en la reduccién de arseniato
a arsenito y la posterior excrecion de este mediante sistemas especificos de transporte. Este
sistema esta codificado por el operdn ars, cuya composicidon génica varia de unas especies a
otras pero con ciertos elementos que siempre estdn presentes. Podemos diferenciar dos
grupos, el primero consiste en la versién mas simple del operdn, constando sélo de tres genes,
arsRBC, que codifican, respectivamente, un represor transcripcional que responde a arsénico,
un transportador de membrana que expulsa arsenito al exterior celular, y una arseniato
reductasa citoplasmatica que reduce arseniato a arsenito. También se puede encontrar una
versiéon ampliada del operdn ars, presentandose como arsRDABC, el cual proporciona mayor
resistencia a la bacteria que lo porta (Paez-Espino et al., 2009). El gen arsA codifica una ATPasa
que se acopla a ArsB e incrementa de forma significativa los niveles de resistencia a arsenito en
aquellos organismos en los que esta presente. Ademas, cambia el consumo de energia del
transportador ArsB de tal forma que lo convierte en dependiente de ATP. ArsD funciona como
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una metalochaperona que transfiere arsenito a la subunidad ArsA del complejo ArsAB. Para el
intercambio del ligando entre ambas proteinas, entran en juego tres residuos de cisteina por
cada una de ellas. Esto incrementa la afinidad de ArsA por el arsenito (Lin et al., 2007).

Ademas de estos genes, existen otros identificados recientemente que codifican una permeasa
de membrana (ArsP), un sistema tiorredoxina (ArsTX), una proteina de tipo acetiltransferasa
(ArsN), y una proteina de funcién desconocida (ArsH). Sus funciones con respecto a la
resistencia a arsénico no han sido aun esclarecidas, sugiriéndose de esta forma que pueden
existir otros mecanismos de resistencia en bacterias (Paez-Espino et al. 2009, Kruger et al.,
2013).

El arsénico es transportado al interior celular en forma de arseniato, a través de
transportadores de fosfato de baja (Pit) o alta (Pst) afinidad y selectividad (Elias et al., 2012), o
en forma de arsenito, a través de aquaglicerolporinas y algunos transportadores de glucosa
(familia Hxt en Sacharomyces cerevisiae) (Rosen y Liu, 2009).

El genoma de P. pseudoalcaligenes CECT5344 contiene dos operones de resistencia a arsénico.
En la Figura 2 se muestra la organizacion de la agrupaciéon génica ars de la bacteria cianotrofa
P. pseudoalcaligenes CECT5344 segln la anotacién del genoma de dicha estirpe (Luque-
Almagro et al. 2013). Entre los genes ars se encuentra un gen (glyox.) que codifica una
glioxilasa de la cual se desconoce su funcidn en el proceso de resistencia a arsénico.

—<arsc< arsB

| arsB arsA

Fig. 2: Organizacion génica en los operones ars de resistencia a arsénico en P. pseudoalcaligenes CECT5344

3.2.- Mercurio

El mercurio es un componente natural del manto terrestre que se puede encontrar en tres
estados de oxidacion: mercurio metalico o elemental (Hg°), catién mercurico (Hg™) y catidn
mercurioso (Hg"). El origen del Hg® atmosférico es natural y también antropogénico. Esta forma
de mercurio volatil se oxida formando Hg** como resultado de su interaccién con el ozono en
presencia de agua. La mayoria del mercurio que pasa a los sistemas acuaticos se encuentra en
esta forma como Hg(OH), y HgCl,, el cual se reduce de nuevo a su forma elemental o bien es
metilado y se acumula en los seres vivos. En los sedimentos el mercurio se encuentra
principalmente como HgsS.

3.2.1.- Toxicidad del mercurio
La alta toxicidad del mercurio hace que este se encuentre en el tercer lugar de la lista de
sustancias peligrosas prioritarias elaborada por la Agency for Toxic Substances and Disease
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Registry en 2011. Al igual que el arsénico, la toxicidad del mercurio depende en gran medida
de su estado rédox. La forma mas tdxica del mercurio es el idn Hg** altamente reactivo, que se
une a los grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina en enzimas y proteinas que juegan
funciones esenciales en el metabolismo celular, quedando inactivadas y bloqueadas. También
se sabe que el mercurio es capaz de reaccionar con los grupos amino, carboxilo, fosfato e
imidazol, disminuyendo o inhibiendo la actividad de enzimas vitales como la lactato
deshidrogenasa y la glutation peroxidasa (Mathema et al., 2011). La afinidad del mercurio por
las moléculas orgdnicas generalmente resulta en la formacién de compuestos
organomercuriales (CH;Hg"), recalcitrantes y altamente tdxicos, que poseen la capacidad de
difundir a través de las membranas y de bioacumularse a lo largo de la cadena trdfica. A
diferencia del Hg*" y de las formas organicas de mercurio, el Hg® es practicamente inocuo.

3.2.2.- Transformacion microbiana del mercurio y resistencia

El mercurio, a diferencia de la mayoria de metales, no participa en ninguna funcion biolégica.
Sin embargo, la exposicidon continuada a mercurio ha llevado a las comunidades bacterianas a
desarrollar varios tipos de transformaciones enzimdticas de este téxico, fundamentalmente
con el objetivo de destoxificar/resistir a dicho metal. Estas reacciones son: 1) reduccién de Hg**
a Hg’, 2) degradacion de compuestos organomercuriales, incluyendo CH;Hg", con formacién de
Hg®, 3) metilacién de Hg*, y 3) oxidacién de Hg® a Hg** (Wagner-Débler, 2003). La metilacion y
oxidacién bioldgica del mercurio contribuye a la generacidon de especies de mercurio téxicas,
mientras que la produccion de Hg° a partir de la reduccion del Hg”* o de la degradacion de
compuestos organomercuriales constituye el mecanismo de resistencia a mercurio mas
extendido en los seres vivos. Este mecanismo de resistencia a mercurio se basa en las
peculiaridades Unicas de este metal: 1) el potencial electroquimico del par Hg**/Hg’, de +430
mV (pH 7), que posibilita que las células puedan reducir el Hg** a la forma no téxica Hg’, y 2)
los puntos de ebullicidon y fusién extremadamente bajos del mercurio (357 °C y -39 °C,
respectivamente), que hacen que el Hg® escape de las células por difusion pasiva y se volatilice
debido a su escasa solubilidad en agua (Wagner-Ddbler, 2003).

La maquinaria celular de resistencia a mercurio esta codificada por el operéon mer, que
fundamentalmente se localiza en plasmidos aunque también puede estar localizado en el ADN
gendmico. Este operdn puede conferir resistencia sélo a sales inorganicas de mercurio
(resistencia de espectro reducido), o puede incluir genes que confieran ademas resistencia de
compuestos organomercuriales como el metilmercurio y el fenilmercurio (resistencia de
amplio espectro) (Dash et al., 2012). En primer lugar el mercurio es introducido en la célula
mediante las proteinas transportadoras MerP y MerT, siendo posteriormente reducido por
MerA, una flavoproteina dependiente de NAD(P)H. Se ha descrito que el Hg”" es transportado
al interior celular a través de pares de residuos de cisteina presentes en MerP y
posteriormente en MerT, accediendo finalmente a MerA también a través de dos residuos de
cisteina presentes en esta enzima (Brown et al., 2003). Algunos genes merA codifican ademas
una o dos proteinas de tipo metalochaperona, con dominio N-terminal de unos 70-90
aminodacidos y motivos GMTCXXC que median la captura y transferencia del Hg** hasta el
centro activo de MerA (Allen et al., 2013).

En el caso de bacterias Gram-negativas portadoras del operdn que confiere resistencia de
amplio espectro a mercurio, existen ademas los transportadores MerE y MerG que median la
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entrada de los compuestos organomercuriales al interior celular. Posteriormente, estos
compuestos son transformados gracias la accién de una enzima liasa organomercurial,
codificada por merB. MerB es capaz de romper los puentes Carbono-Hg para liberar Hg** que
sera seguidamente reducido a Hg® por MerA (Dash et al, 2012). Ademas, en algunas bacterias
se ha encontrado el gen merC, con caracteristicas de transportador de membrana con gran
afinidad por el i6n Hg**, y los genes adicionales merH y merl, presentes a ambos lados de merA
y cuya funcién exacta se desconoce (Mathema et al., 2011). En cuanto a MerF, Wilson J. R. et
al. (2000) la describen como una proteina de transporte de mercurio.

El operdn mer estd regulado por MerR, una proteina que se une a la regidn promotora del
operdn y regula negativamente su propia expresidon y también la transcripcidon del operdn
tanto de forma positiva (en presencia de concentraciones inductoras de Hg”*) como negativa
(en ausencia de Hg**). Por otro lado, el gen merD también codifica una proteina con funcién
reguladora que se une a la misma regidn promotora pero de forma mucho mas débil que
MerR. (Nascimento y Chartone-Souza, 2003).

La secuencia del genoma de la bacteria cianotrofa P. pseudoalcaligenes CECT5344 (Luque-
Almagro et al. 2013) ha revelado la presencia de los genes merATR implicados en la resistencia

=)

merA  merD » merE

a mercurio (Fig. 3).

merT  merP

Fig. 3: Organizacion génica de los operones mer de resistencia a mercurio en P. pseudoalcaligenes CECT5344.
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A través de una primera aproximacion, obtenida fundamentalmente mediante técnicas de
protedmica, el presente Trabajo Fin de Master pretende estudiar la respuesta de la bacteria
cianotrofa Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 a los metales y metaloides, compuestos
muy toxicos presentes en los residuos generados en distintas actividades industriales, como la
mineria y la joyeria. De forma mds especifica, los objetivos concretos de este trabajo pueden
dividirse en dos grandes bloques:

1. Estudio de la resistencia de la bacteria P.pseudoalcaligenes CECT5344 a arsénico y
mercurio, asi como su efecto sobre el proteoma.

2. Analisis protedmico de la respuesta de P. pseudoalcaligenes CECT5344 a los metales
presentes en el residuo cianurado generado por la industria joyera.
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1. MATERIAL BIOLOGICO

Para todos los ensayos que contempla el presente trabajo se utilizd la estirpe bacteriana
CECT5344 de Pseudomonas pseudoalcaligenes, con resistencia espontanea al antibiético acido
nalidixico (Nx) y capaz de utilizar cianuro como fuente de nitrégeno.

Todos los cultivos se incubaron 30 °C y en agitacién constante a 220 rpm en un incubador
orbital MaxQ 4000 de Thermo Scientific. Los matraces se cerraron con algoddn hidréfobo
estéril.

2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1- Medios Liquidos
Para el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT5344 en medio rico se prepard el medio
Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), cuya composicidn se detallada a continuacion:

Bactotriptona 10g

Extracto de levadura 5g

NacCl 5g

H,0 destilada Hasta llegara 1L

Como medio minimo se empled el medio M9 (Maniatis et al., 1982) con la siguiente
composicion:

Na,HPO, 6g

KH,PO, 3g

NacCl 05¢g

Acetato sodico 41¢g

Solucion trazas* 1,25 ml

H,O destilada Hasta llegara 1L

*La solucién de trazas contiene por litro: MgCl, (10,75 g), CaCO; (2 g), MgSO, - 7H,0 (6,16 g), FeSO, -
7H,0 (4,75 g), ZnSO, - 7H,0 (1,44 g), MnSO, -7H,0 (1,12 g), CuSO, - 5H,0 (0,25 g), CoSO, -7H,0 (0,28 g),
H3BO; (0,06 g) y HCI 12 N (51,3 ml).

La fuente de nitrégeno adicionada al medio M9 varié dependiendo de cada experimento. Para
la esterilizacion de los medios se utilizd un programa de autoclave de duraciéon 20 minutos y
temperatura 126 °C. La solucién de trazas se esterilizé por separado, sin el MgSO, y con sélo
4,5 g de FeSO,. El MgS0, y el resto de FeSO, se esterilizaron por filtracion (filtros con poros de
0,22 um de didmetro suministrados por Millipore), y se anadieron posteriormente al resto de
la solucién de trazas.

Una vez enfriados los medios y justo antes de su utilizacidn, se afiadié el antibidtico Nx a una
concentracion final de 10 pg-ml™ en el medio de cultivo y a partir de una solucién concentrada
(10 mg-ml™) preparada en NaOH 0,1 M.
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2.2- Medios sdlidos

Los medios sélidos se prepararon afiadiendo una concentracion final de 1,5% (p/v) de bacto-
agar a los medios liquidos anteriormente descritos, y previamente al paso de esterilizacién. El
antibidtico Nx se afadid al medio esterilizado antes de que solidificara y a una temperatura
aproximada de 50 °C.

3. RESISTENCIA A ARSENICO Y MERCURIO

Para determinar la resistencia a arsénico y mercurio de P. pseudoalcaligenes CECT5344 se
cultivd dicha estirpe en medio sélido LB (pH 9,5) en ausencia (control) o presencia de distintas
concentraciones de arsénico y mercurio. Las placas se realizaron por duplicado y se incubaron
a 30 °C durante 24 h.

Por otro lado, se realizaron curvas de crecimiento en ausencia y presencia de arsénico y
mercurio en medio LB o M9, en este ultimo caso con acetato 50 mM y amonio 10 mM como
fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente.

4. ANALISIS PROTEOMICO

4.1 - Condiciones de cultivo

Para el analisis protedmico en condiciones de exposicidon a NaCN o residuo joyero, se inoculd la
estirpe CECT5344 en matraces Erlenmeyer de 2 L con 400 ml de medio M9 (pH 9,5) con
acetato 50 mM y NH4Cl 2 mM como fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente. Los
cultivos se incubaron durante 24 horas a 30 °C y 220 rpm, hasta que consumieron
completamente el amonio y alcanzaron una densidad éptica (D.0.) a 600 nm aproximada de
0,3. En ese momento, a dos cultivos se les adiciond NaCN a una concentracion final de 2 mM, y
a otros dos cultivos se les afiadid un volumen de residuo joyero para obtener igualmente una
concentracion final de cianuro libre en el medio de 2 mM. De cada condicidén, uno de los
cultivos fue recogido transcurridas 3 h desde la adiciéon de NaCN o residuo, y el otro cultivo se
recogié alas 8 h.

Para el estudio protedmico de la respuesta a arsénico y mercurio, se prepararon dos cultivos
de 200 ml de medio minimo M9 (pH 9,5) en matraces Erlenmeyer de 1 L por cada una de las
condiciones a estudiar, con NH,Cl 10 mM como fuente de nitrégeno y acetato 50 mM como
fuente de carbono. Previamente a su inoculacidn con P. pseudoalcaligenes CECT5344, los
cultivos fueron suplementados con arsenito sdédico (NaAsO,), arseniato sddico (HNa,AsO,) o
cloruro de mercurio (HgCl,), utilizando como control cultivos de las mismas caracteristicas pero
sin la adicién de metaloides. Los cultivos se recogieron cuando su D.0. a 600 nm se encontraba
entre 0,6 y0,7.

En todos los casos la recogida de las células se llevé a cabo mediante centrifugacion utilizando
una centrifuga 6K15 de SIGMA Laboratory Centrifuges, a 8000 rpom y 4 °C durante 10 minutos.
Tras retirar el sobrenadante las células que formaban el precipitado se lavaron vy
resuspendieron en un tampdn de bajo contenido en sal que contenia KCI 3 mM, KH,PO, 1,5
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mM, Na,HPO, 9 mM y NaCl 68 mM (pH 9). Se volvieron a centrifugar bajo las mismas
condiciones y se repitid el proceso de lavado, reduciéndose el volumen de tampdn de lavado a
usar. Finalmente la suspension de células se centrifugd en una microcentrifuga Minispin de
Eppendorf a 13000 rpm y el precipitado resultante se conservé a -80 °C hasta su uso.

4.2 - Preparacion de la muestra

Tras descongelar los precipitados celulares, éstos se resuspendieron en tampdn Tris-HCI 40
mM (pH 9) y trataron con DNAsa (65 pg/ml), RNasa (40 ug/ml), MgCl, (5 mM), y de los
inhibidores de proteasas pepstatina A (2,8 pug/ml), Leupeptina (2 ug/ml) y PMSF (7 ug/ml). Tras
un mezclado suave, las muestras se sonicaron durante 3 pulsos de 5 segundos cada uno,
utilizando un sonicador Vibracell de Sonics and Materials INC (Danbury, Connecticut USA).
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 11000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. El
sobrenadante resultante, considerado la fraccién soluble, fue utilizado como fuente de
proteina para llevar a cabo el andlisis protedmico.

Con el fin de eliminar los lipidos y sales de la muestra para evitar su interferencia durante el
isoelectroenfoque, se procedid a la limpieza de la muestra precipitando las proteinas mediante
el siguiente procedimiento: a 200 ul de muestra (fraccion soluble) se afiadieron 4 volumenes
de metanol, 1 volumen de cloroformo y 3 volimenes de agua Milli-Q. Después de la adicién de
cada reactivo se agitdé la mezcla en un vértex para conseguir un correcto mezclado.
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente y el sobrenadante se retir6 con cuidado de no eliminar la fracciéon proteica, que
formaba un anillo blanco en suspensién. A esta fraccion proteica se afiadieron 3 volimenes de
metanol y, tras centrifugar y retirar el sobrenadante, el precipitado formado se dejé secar
durante 5 minutos en un flujo de aire. Finalmente, las proteinas se solubilizaron al resuspender
suavemente el precipitado proteico, mediante pipeteo, en tampdn de resolubilizacion (urea 7
M, tiourea 2 M, CHAPS 4 %, IPG-buffer 4-7, DTT 50 mM), e incubando en agitacién suave a
temperatura ambiente durante al menos una hora. Durante la preparacidon de la muestra se
procedid a la medida de la concentracion de proteina, mediante el método de Bradford, en la
fraccion soluble antes y después de aplicar el protocolo de limpieza de sales y lipidos.
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4.3 - Isoelectroenfoque

La primera dimensidn de la electroforesis bidimensional se llevé a cabo utilizando el sistema
IPGphor de Pharmacia. El IEF se realizé en tiras de 11 y 13 cm (GE Healthcare), ambas con un
gradiente de pH de 4-7. El volumen de muestra utilizado, 200 y 250 pl para las tiras de 11y 13
cm, respectivamente, contenia en ambos casos 250 ug de proteina total. Las muestras se
centrifugaron durante 5 min a 12000 rpm previamente a su distribucién a lo largo de los
sarcofagos de porcelana (GE Healthcare). A continuacion se colocd una tira de IEF con el gel
hacia abajo, recubriéndose posteriormente con aceite mineral (GE Healthcare). El programa de
IEF que se les aplicé a las muestras estaba constituido por las siguientes fases:

.. Incremento de
Paso Duracion .
Voltaje

Rehidratacion 12 h -
Paso 1 (500 V) 1h lineal
Paso 2 (1000 V) 1h gradiente
Paso 3 (8000 V) 2,5h lineal
Paso 4 (8000 V) Hasta alcanzar 2200 Vh lineal

4.4- Equilibrado

Tras la primera dimensién los geles de IEF se equilibraron en dos pasos de 15 min en tampdn
de equilibrado con Tris-HCl 50mM (pH 8,8), urea 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), y trazas
de azul de bromofenol. Este tampén de equilibrado contenia DTT (10 mg-ml™) durante el
primer paso y yodoacetamida (25 mg-ml™) en el segundo paso de equilibrado.

4.5- Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para la segunda dimension se utilizé el sistema Hoefer SE 600 (Pharmacia). Todo el material se
lavé cuidadosamente con agua destilada y etanol. Se prepararon geles de poliacrilamida al
12,5% sobre los que se colocaron las tiras de IEF ya equilibradas. Los marcadores de peso
molecular se aplicaron en un trozo de papel Whatmann, el cual se colocd a un lado de la tira
del gel de IEF. Posteriormente las tiras y los marcadores se sellaron con agarosa al 0,5%. La
electroforesis constd de un primer paso de 30 minutos de duracién en el que la intensidad fue
de 15 mA por cada gel. Transcurrido este tiempo la intensidad se aumentd a 30 mA por gel.

4.6- Tinciony escaneado de los geles

La visualizacién de las proteinas en los geles bidimensionales se llevd a cabo utilizando la
tincién fluorescente SYPRO Ruby de Biorad y siguiendo el protocolo de la casa comercial. Para
ello los geles se incubaron en agitacién suave durante 60 min con una solucién fijadora que
contenia metanol 10% y acido acético 7%. A continuacion se retird la solucién fijadora y se
procedid a cubrir los geles con el reactivo “SYPRO Ruby protein gel stain”. La tincidn se llevd a
cabo en agitacidn suave durante unas 12 h y en oscuridad. Posteriormente se retird la solucién
de tincién y los geles se incubaron con la solucién fijadora durante 1 h en agitacion y
manteniendo la oscuridad. Por ultimo, los geles se lavaron con agua destilada, donde se
mantuvieron inmersos a 4 °C y protegidos de la luz para su conservacion.
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La visualizaciéon de las manchas de proteinas en los geles 2-DE se llevé a cabo utilizando un
escaner de fluorescencia (FX Pro Plus Multiimager, Bio-Rad), en el Servicio Central de Apoyo a
la Investigacién (SCAI) de la Universidad de Cérdoba.

4.7- Picado e identificacion de spots

El picado vy la identificacidn de los spots de interés se llevé a cabo en el SCAI de la Universidad
de Cdérdoba. Estos spots se recortaron del gel en una estacién automatica de picado de geles
(ProPic, Genomics Solutions) y posteriormente se digirieron con tripsina. Los péptidos
obtenidos se analizaron por espectrometria de masas mediante huella peptidica MS-MS/MS
(MALDI-TOF-TOF). Los péptidos resultantes de la digestidon con tripsina se depositaron sobre
una placa MALDI junto con una matriz (a-ciano-4-hidroxicindmico) usando la estacion
automatica de dispensacion de proteinas sobre placa de MALDI (Pro MS MALDI, Genomic
Solutions). Las muestras se analizaron mediante MALDI-TOF/TOF, obteniéndose la huella
peptidica (MS) y adicionalmente espectros de fragmentacion (MS/MS) de las 3-5 masas
mayoritarias dentro de cada una de las huellas peptidicas. La identificacién de proteinas se
realizd automdticamente usando como motor de busqueda MASCOT (MatrixScience, UK)
sobre bases de datos de secuencias de proteinas.

5. METODOS ANALITICOS

5.1- Medida del crecimiento celular

El crecimiento de los cultivos bacterianos se siguid utilizando el método habitual por
turbidimetria, el cual mide la absorbancia a del cultivo a 600 nm. Se utilizd un
espectrofotdmetro Thermo Spectronic de Thermo Scientific.

5.2- Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina se determiné mediante el método de Bradford (1976), utilizando
el reactivo “Bio-rad dye reagent concentrate” (Biorad). A 0,8 ml de muestra se afiadieron 0,2
ml del reactivo de Bradford, se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
determind la absorbancia a 595 nm. La concentracion de proteina se determiné extrapolando
los valores de absorbancia a 595 nm en una recta de calibrado realizada con la albumina sérica
bovina.
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1.- RESISTENCIA DE P. pseudoalcaligenes CECT5344 A ARSENICO Y
MERCURIO

Los residuos industriales cianurados suelen contener, ademas de cianuro, otros compuestos
téxicos que pueden interferir durante el tratamiento bioldgico de descontaminacién de
cianuro. En el caso de los residuos generados por la mineria de oro estos suelen contener
como tdxicos adicionales arsénico o mercurio. Uno de los objetivos de este trabajo ha sido
determinar la toxicidad de estos compuestos en la bacteria cianotrofa P. pseudoalcaligenes
CECT5344. Para ello se ha realizado un estudio de resistencia a arseniato, arsenito y mercurio
en medios LBy M9 a pH 9,5. En el caso del medio minimo M9 se utilizd acetato y amonio como
fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente.

La resistencia de un microorganismo frente a un compuesto toxico, como es el caso de los
metales y metaloides, viene determinada por la concentracion minima inhibitoria (CMI), que
se define como la concentracion minima de un compuesto téxico que es capaz de inhibir
completamente el crecimiento de un microorganismo. Con la finalidad de obtener una
aproximacién inicial a la CMI de P. pseudoalcaligenes CECT5344 a arsénico y mercurio, se
inocularon placas con medio LB sdélido suplementado con distintas cantidades de estos
compuestos en intervalos amplios de concentracion. Como control se utilizé medio LB sélido
sin la adicion del toxico (Tablas 1 y 2). Transcurridas 48 h se determind la presencia o ausencia
de colonias en las placas. Segun los resultados expuestos en las Tabla 1 y 2, el valor de
resistencia mas alto en medio LB sélido para arsenito y para mercurio fue de 1 mM y 100 uM,
respectivamente. En el caso del arseniato, su solubilidad en agua (5,46 g/100 ml) impidi6 la
preparacion de soluciones muy concentradas de arseniato con las que suplementar las placas
con LB sdlido a concentraciones superiores a 0,5 M, por lo que en este caso no se pudo
determinar con exactitud la CMI de este metaloide.

En los cultivos sélidos con HgCl, realizados en LB-agar se observd que a partir de una
concentracién de 50 uM, se produjeron cambios en la morfologia y aspecto de las colonias,
siendo especialmente visibles en la placa que contenia una concentracion 100 uM de este
compuesto. El aspecto normal contempla colonias de forma circular, color oscuro y limites
bien definidos en cuyo perimetro se puede observar un borde sombreado mas oscuro. La
morfologia y el aspecto ocasionado por el mercurio supone colonias de mayor tamafio y color
crema claro, con los limites menos definidos y apariencia de menor consistencia al
desaparecer el perimetro sombreado.

Una vez analizada la resistencia para cada compuesto en medio LB sdlido, se procedid a
estudiar el efecto del arsénico y el mercurio en el crecimiento de P. pseudoalcaligenes
CECT5344 en medio LB liquido (Fig.4). Para ello se llevaron a cabo curvas de crecimiento en
dicho medio rico adicionando concentraciones de arsénico o mercurio que variaban dentro del
intervalo de los valores previamente establecidos por los resultados de los ensayos en medio
LB sélido
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Tabla 1. Crecimiento de Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 en medio solido LB con distintas

concentraciones de arsenito y arseniato.

Concentracion (mM) Crecimiento tras 48 h'

Control 0 +

1 +

2 -

ARSENITO

10 -

10

100

300

+
+
250 +
+
+

500

ARSENIATO

800 é?

1 3T . . . .
A las 48 horas de sembrar las placas con LB sdlido se determind la presencia “+” o ausencia “-“ de colonias.

Tabla 2. Crecimiento de Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 en medio sélido LB en ausencia o

presencia de distintas concentraciones de mercurio.

Concentracion (pM) Crecimiento tras 48

h1

Control 0 +

1

10

50

+ |+ |+ |+

100

300 -

600 -

MERCURIO

800 -

1000 -

1 3T .4 . .
A las 48 horas de sembrar las placas con LB sdlido se determind la presencia “+” o ausencia

“«_u

de colonias.
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Fig. 4: Crecimiento de Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 en medio liquido LB con arsenito (A),
arseniato (B) o mercurio (C). La estirpe CECT5344 se cultivd en este medio rico en ausencia (control) o
presencia de diferentes concentraciones de estas sustancias, determinandose la absorbancia a 600 nm
de los cultivos a lo largo del tiempo.
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En la Figura 4 se observa que en medio liquido LB la estirpe CECT5344 toleré hasta 4 mM de
arsenito, 0,5 M de arseniato y 150 uM de mercurio. En el caso del arsenito y el arseniato, la
fase de latencia aumentd de forma proporcional a la concentracidn de arsénico, mientras que
el crecimiento maximo disminuyd. La disminucidn del crecimiento maximo fue mas notable
con arseniato que con arsenito. En los cultivos con mercurio se puede observar cémo la
duracién de la fase de latencia también aumentd con la concentracién de mercurio en el
medio, aunque a diferencia del arsenito y arseniato el crecimiento maximo no disminuyd.

Por ultimo, se determind la toxicidad del arsénico y del mercurio en medio liquido M9 (medio
minimo) con acetato 50 mM y amonio 10 mM a pH 9,5. Para ello se realizaron curvas de
crecimiento con distintas concentraciones de metaloides, como se muestra en la Figura 5. Los
resultados obtenidos indican que en estas condiciones la estirpe CECT5344 tolera hasta 2 mM
de arsenito, 0,3 M de arseniato y 10 uM de mercurio. Al igual que en el medio rico LB, la fase
de latencia aumentd de forma proporcional a la concentraciéon de arsénico mientras que el
crecimiento maximo disminuyd. En el caso del mercurio, en estas condiciones la fase de
latencia aumentd con la concentracién del metal pero el crecimiento maximo no se vio
afectado.
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Fig. 5: Crecimiento de Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 en medio liquido M9 con arsenito (A),
arseniato (B) o mercurio (C). La estirpe CECT5344 se cultivd en este medio minimo con acetato 50 mM
y amonio 10 mM, en ausencia (control) o presencia de diferentes concentraciones de estas sustancias,

determinandose la absorbancia a 600 nm de los cultivos a lo largo del tiempo.
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2.- EFECTO DEL ARSENICO Y EL MERCURIO EN EL PROTEOMA DE P.
pseudoalcaligenes CECT5344

Ademads de determinar la toxicidad del arsénico y el mercurio en P. pseudoalcaligenes
CECT5344, en este trabajo se ha estudiado la respuesta de la bacteria a estos compuestos, a
nivel de proteina. Este estudio se ha llevado a cabo mediante electroforesis bidimensional (2D-
PAGE) de la fraccidn soluble (citoplasma y periplasma) obtenida a partir de células de P.
pseudoalcaligenes CECT5344 cultivadas en medio minimo M9 (pH 9,5) con acetato y amonio,
en ausencia (control) o presencia de arsenito, arseniato o mercurio. Las concentraciones de
metaloides utilizadas (arsenito 1 mM, arseniato 150 mM y mercurio 1 uM), corresponden a
concentraciones que, segun los resultados obtenidos en el apartado anterior, afectan al
crecimiento de la estirpe CECT5344 aunque de una forma no muy drastica. En estas
condiciones la bacteria es capaz de tolerar el compuesto, por lo que inducird los mecanismos
de resistencia que son de nuestro interés. El estudio protedmico se llevd a cabo con dos
réplicas biolégicas de cada condicidn, determindandose en cada caso el nimero de spots y las
diferencias cualitativas (presencia o ausencia de spots) mds importantes con respecto al
control. Los spots de los distintos geles 2D se cuantificaron mediante el programa
ProteomWeaver (Biorad Laboratories), obteniéndose los resultados que se presentan en las
Tablas 3vy4.

La electroforesis bidimensional revelé un total de 361 spots diferencialmente expresados en
los geles de arsenito y control, de los cuales 194 correspondian a proteinas reprimidas por el
arsenito mientras que 167 eran proteinas cuya expresion fue inducida por dicho compuesto.
Para el arseniato se encontraron 365 spots diferencialmente expresados con respecto al
control siendo un total de 158 proteinas las que sufrieron represién por el metaloide y 207 las
que se indujeron en su presencia. En cuanto a los ensayos realizados con mercurio, se
encontraron 483 spots que se expresaban de forma diferente en la muestra control o en la
muestra sometida a mercurio. Las proteinas reprimidas por dicho compuesto constituyeron un
numero total de 239 mientras que las inducidas por mercurio fueron 244.

Tabla 3. Numero total de spots contabilizados en los geles 2D-PAGE de extractos de células
cultivadas con arsenito, arseniato o mercurio.

Gel N total de spots
Control 1 807
Control 2 800
Arsenito 1 780
Arsenito 2 820

Arseniato 1 849
Arseniato 2 840
Mercurio 1 805
Mercurio 2 756
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Tabla 4. Analisis diferencial de los spots afectados por arsenito, arseniato y mercurio.

Condicion Ne total de spots | Spots coincidentes® | Spots diferenciales’
Control 1 807 613 (75,9%) 194 (24,1%)
Arsenito 1 780 613 (78,6%) 167 (21,4%)
Control 2 800 642 (80,25%) 158 (19,75%)
Arseniato 1 849 642 (75,6%) 207 (24,4%)
Control 2 800 561 (70,1%) 239 (29,9%)
Mercurio 1 805 561 (69,7%) 244 (30,3%)

1 . .
Spots que aparecen en ambas condiciones.

2 . ..
Spots que sélo aparecen en una de las dos condiciones.

1,2 . , . , L,
En ambos casos el porcentaje estd referido al nimero total de spots de cada condicidn.

Los geles correspondientes a este analisis proteédmico se muestran en la Figura 6 y la

identificacion de los spots seleccionados en funcidn de su respuesta diferencial en los cultivos

control y los tratados con arsenito, arseniato o mercurio se presenta en las Tablas 5y 6.
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Fig. 6: Analisis protedmico de P. pseudoalcaligenes CECT5344 en respuesta a arsenito (A), arseniato (B) y
mercurio (C). La estirpe CECT5344 se cultivd en medio M9 con acetato 50 mM y amonio 10 mM,
adicionando arsenito 1 mM, arseniato 150 mM o mercurio 1 puM. A un cultivo control no se le adicioné

ninglin metaloide o metal. Las fracciones solubles obtenidas de estos cultivos se sometieron a

electroforesis bidimensional y las proteinas se visualizaron con Sypro. Los geles obtenidos se analizaron

mediante el programa Proteomweaver, mostrandose en la figura el solapamiento del gel control

que se indican en las tablas 5y 6.

(naranja) con los geles tratados (azul). Las flechas naranja indican proteinas reprimidas metaloide
arsenito, arseniato o mercurio en comparacién con el cultivo control, mientras que las flechas azules
indican spots inducidos por estos compuestos. Los numeros hacen referencia a los spots identificados
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Tabla 5: Identificacidon de spots expresados diferencialmente en las muestras tratadas con arsenito y

arseniato y sus controles.

ARSENITO Patrén Expresion
Total

o 0 kg Total lon

N Proteina identificada N° Acceso N . pe.ptldos lon Score | Control | Arsenito
Spot coincidentes s 0
core | C.I(%)
1 Phosphoketolase [7TK1E0 13 97 100 +
2 Alcohol dehydrogenase, zinc-containing 17K499 19 637 100 +
3 Universal stress protein 17J0Y9 18 613 100 +
4 UspA domain-containing protein [71XJ6 19 701 100 +
5 UspA domain-containing protein [71XJ6 16 625 100 +
6 Uridylate kinase A4XWT9 14 282 100 +
7 Uncharacterized protein YigA [7IWX7 8 326 100 +
8 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase A4XSS6 7 322 100 +
9 OmpW family outer membrane protein 17K6Q7 8 248 100 +
10 Phasin-like protein [7J279 14 661 100 +
11 OmpW family outer membrane protein 17K6Q7 10 478 100 +
12 Uncharacterized protein 17J3D1 5 279 100 + -
13 Aconitate hydratase 2 171274 25 198 100 - +
14 Acetyl-coenzyme A synthetase F4DQJ9 29 584 100 - +
15 Isocitrate lyase 171221 28 542 100 - +
16 Uncharacterized protein 171E44 13 226 100 - +
17 Succinate dehydrogenase, iron-sulfur protein I7K7B6 13 343 100 - +
18 Arsenical resistance protein ArsH 17JIN7 10 201 100 - +
19 Isocitrate lyase 171221 13 336 100 - +
20 Protein tyrosine phosphatase domain-containing protein1 I7IE58 10 188 100 - +
21 Arsenate reductase, putative I7IE08 i 611 100 - +
22 Arsenate reductase 17JK48 10 513 100 - +
ARSENIATO Patrén Expresion
Total
o 0 i Total lon
SN Proteina identificada N° Acceso N . pe.ptldos lon Score | Control | Arseniato
pot coincidentes
Score | C.L(%)

23 -
24 -
25 Pyruvate kinase 17K513 22 521 100 +
26 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 171YD4 19 425 100 +
27 Cysteine desulfurase 17JIB8 22 160 100 +
28 Extracellular solute-binding protein [7J2F2 10 270 100 +
29 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 17JHI1 16 536 100 + -
30 Fatty-acyl-CoA synthase 17IN71 20 623 100 - +
31 Fatty-acyl-CoA synthase 17JN71 22 735 100 - +
32 Flagellin BFlagellin N I7K8E8 22 923 100 - +
33 Arginine deiminase 17K5W2 30 760 100 - +
34 Universal stress protein E homolog 17K865 14 617 100 - +
35 Universal stress protein E homolog 17K865 17 529 100 - +
36 Succinate dehydrogenase, iron-sulfur protein |7K7B6 14 563 100 - +
37 3-ketoacyl-(Acyl-carrier-protein) reductase J7U7T7 12 464 100 - +
38 OmpW family outer membrane protein 17K6Q7 9 305 100 - +
39 Probable thiol peroxidase 171233 6 407 100 - +
40 Ferritin, Dps family protein 17K1D3 1 484 100 - +
41 Probable thiol peroxidase 171233 3 172 100 - +
42 OstA family protein 174127 7 197 100 - +
43 Heavy metal-dependent transcription regulator 2 17K4W9 7 131 100 - +
44 Ferric uptake regulator GIHWE9Q 7 421 100 - +
45 Uncharacterized protein 171G22 7 113 100 - +
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Tabla 6: Identificacion de spots expresados diferencialmente en las muestras tratadas con mercurio y su

control.
MERCURIO Patron Expresion
Total
N° béptidos Total lon
N° Spot Proteina identificada N° Acceso pep lon Score Control | Mercurio
coincidentes
Score | C.L (%)
46 Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 17K8W9 20 526 100 +
47 Rod shape-determining protein MreB 17JMP6 19 576 100 +
48 Thioredoxin [7JNB2 12 400 100 +
49 Putative signal transduction protein [7IDS6 9 140 100 +
50 Elongation factor P [7K2B0 6 82 100 +
51 Ferric uptake regulator GOHWE9 8 393 100 +
52 Copper ion binding protein I7KOL7 7 221 100 + -
53 Beta-lactamase domain-containing protein [7IF59 16 665 100 - +
54 Putative uncharacterized protein F22G19 - - - - +
55 Alkaline phosphgtase synthesis transcriptional 17IEG4 20 558 100 ) N
regulatory protein sphR
56 Antioxidant, AhpC/Tsa family I7K7S9| 14 328 100 - +
57 Type lll effector protein AvrE1 K6C9A8 19 - +
58 Arsenate reductase 17JK48 i 440 100 - +
59 Unive_rs_al stresslprotein AUspA domain- 17 LKA 6 374 100 ) +
containing protein
60 Uncharacterized protein I7JLT3 7 216 100 - +
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3.- ANALISIS PROTEOMICO DE P. pseudoalcaligenes CECT5344 EN
RESPUESTA A CIANURO Y AL RESIDUO CIANURADO DE LA JOYERIA

Como se ha descrito en la introduccién de este trabajo, los residuos industriales cianurados
suelen contener otros compuestos toxicos, principalmente metales y/o metaloides. En el caso
del residuo de la joyeria se ha constatado la presencia de metales pesados como hierro, cobre
y cinc. Con el objetivo de identificar proteinas afectadas por estos metales u otros compuestos
téxicos presentes en este residuo cianurado, se ha realizado un analisis proteémico diferencial
de P. pseudoalcaligenes CECT5344 con cianuro o residuo joyero como fuentes de nitrégeno.
Aquellos spots expresados diferencialmente en el residuo con respecto al cianuro como
control, corresponderdn a proteinas afectadas por otros componentes del residuo. Con objeto
de estudiar una posible respuesta temprana y tardia al residuo, el analisis protedmico se llevé
cabo con células tratadas durante 3 y 8 horas, respectivamente (Fig. 7).

Como se indica en la Tabla 7, se identific6 hasta un total de 259 spots expresados
diferencialmente al comparar las muestras tratadas con NaCN o residuo y extraidas pasadas las
3 h, del cual 145 spots se atribuyen a represiones por efecto de los metales del residuo joyero
y 114 se pueden interpretar como inducciones por el mismo. En cuanto al estudio protedmico
de las muestras extraidas a las 8 h, el numero total de proteinas diferencialmente expresadas
asciende a 292, de las cuales 130 se corresponderian con inhibiciones causadas por el residuo
mientras que las 162 restantes equivaldrian a inducciones.

Tabla 7. Analisis diferencial de los spots afectados por cianuro y residuo.

1 . .
Spots que aparecen en ambas condiciones.

2 7 ..
Spots que sélo aparecen en una de las dos condiciones.

Condicion Ne total de spots | Spots coincidentes® | Spots diferenciales?
NaCN 3 h 606 461 (76,1%) 145 (23,9%)
Residuo 3 h 575 461 (80,2%) 114 (19,8%)

1,2 R . . , .,
En ambos casos el porcentaje esta referido al numero total de spots de cada condicion.

En la Tabla 8 se indican las proteinas identificadas correspondientes a los spots expresados

diferencialmente en los cultivos tratados con el residuo joyero y el cianuro.
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Fig. 7: Andlisis protedmico de P. pseudoalcaligenes CECT5344 en respuesta al NaCN y al residuo joyero
pasadas 3 h (A) y 8 h (B) desde su adicidn. La estirpe CECT5344 se cultivd en medio M9 con acetato 50
mM y amonio 10 mM, adicionando NaCN 2 mM o residuo joyero con una concentracion equivalente de
cianuro libre 2 mM. Las fracciones solubles obtenidas de estos cultivos se sometieron a electroforesis
bidimensional y las proteinas se visualizaron con Sypro. Los geles obtenidos se analizaron mediante el
programa Proteomweaver, mostrandose en la figura el solapamiento de los geles de NaCN (naranja) con
los geles tratados con residuo (azul).
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Tabla 8: Identificacion de spots expresados diferencialmente en las muestras tratadas con NaCN y

residuo joyero.

NaCN - Residuo

Patrén Expresion

Total
_— Total lon
0 n
N° Spot Proteina identificada N° Acceso N . pe.pt'dos lon Score CN- | CN R R
coincidentes o 3h | 8h 3h | 8h
Score | C.l (%)
1 Uridylate kinase F4DPP7 11 319 100 + + - -
9 ;J:gﬁirtwol-cytochrome c reductase iron-sulfur 17K0Q0 7 121 100 N + ) )
3 Thiol:disulfide interchange protein DsbA [7K4D1 10 378 100 + + - -
4 Uncharacterized protein 17KOBO 9 251 100 ++ ++ + +
5 g(r)T;])iRler binginfg protein plastocyanin/azurin 17KOLT 5 369 100 N + ) )
6 CynA (ABC-type Itransponer periplasmic 17K580 13 248 100 ) ) +
component protein)

7 Glutaryl-CoA dehydrogenase 7JPI8 18 352 100 - - +
8 grlg:e(iﬁ)lR synthase related protein domain HONSES 14 584 100 N + o o
9 ;Jlj)ti)miir:ol-cytochrome ¢ reductase iron-sulfur 17K0Q0 8 282 100 ) + o
10 Succinate dehydrogenase, iron-sulfur protein I17K7B6 12 399 100 - - +
11 FMN-dependent NADH-azoreductase [7JIR3 8 454 100 - + +
12 Uncharacterized protein I7TK4R3 9 205 100 - - + ++
13 308 ribosomal protein S6 K2RSV4 12 164 100 + + ++ ++
14 Ferritin 17K1D3 10 339 100 - + +
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1.- RESISTENCIA DE P. pseudoalcaligenes CECT5344 A ARSENICO Y
MERCURIO

Los residuos industriales cianurados suelen contener, ademads de cianuro, diversos compuestos
téxicos que dificultan su descontaminacién mediante métodos bioldgicos. Entre estos
compuestos se encuentran principalmente metaloides y metales pesados, como ocurre con los
residuos generados por la joyeria y la mineria. El arsénico y/o el mercurio son principalmente
dos de estos compuestos que forman parte de la composicién quimica del residuo cianurado
producido por la industria minera. P. pseudoalcaligenes CECT5344 es una bacteria alcaléfila
que utiliza cianuro como fuente de nitrégeno (Luque-Almagro et al., 2005). Ademas, se ha
descrito que la estirpe CECT5344 es capaz de crecer con el residuo de la joyeria y degradar el
cianuro presente en dicho residuo (Luque-Almagro et al., 2005), que ademas contiene metales
como Fe, Cu y Zn. Su aplicacién en la descontaminacidn de residuos cianurados producidos
por la joyeria ha sido propuesta (Luque-Almagro et al., 2005). Con objeto de la posible
aplicacion de P. pseudoalcaligenes CECT5344 en la descontaminacién de otros residuos
cianurados, como el generado por la mineria, en este trabajo se ha estudiado la resistencia de
esta estirpe a arsénico y mercurio.

En bacterias, las condiciones de cultivo influyen sobre el metabolismo del organismo.
Dependiendo de las condiciones metabdlicas, la resistencia a un téxico puede ser favorecida o
impedida. Segln los resultados obtenidos en este trabajo, la resistencia de P.
pseudoalcaligenes CECT5344 a mercurio y arsénico, este ultimo en forma de arsenito o
arseniato, varia en funcién del medio de cultivo, tanto entre medios sélido y liquido, como
entre medio rico LB y medio minimo M9. En medio sdélido LB la estirpe CECT5344 tolerd
concentraciones de arsenito, arseniato y mercurio de hasta 1 mM, 500 mM y 100 uM (Tablas
1y 2), mientras que en medio LB liquido toleré hasta arsenito 4 mM y mercurio 150 uM. Para
arseniato el limite se mantuvo en 500 mM (Fig. 4). En medio minimo M9 liquido, con amonio y
acetato, la resistencia disminuyé de forma notable siendo este descenso especialmente
acusado para mercurio (Fig. 5). La mayor resistencia a estas sustancias observada en medio LB
respecto a medio M9 podria justificarse desde el punto de vista de que el medio LB es un
medio rico en nutrientes que permite invertir mayor energia en la resistencia a estos téxicos.

En un trabajo previo sobre resistencia a arsénico, realizado con aislados de la especie
Pseudomonas pseudoalcaligenes (Krumova et al., 2008), la CMI frente a arseniato resulto ser
mas baja que las obtenidas para la estirpe CECT5344. De acuerdo con Jackson et al. (2005),
cuando la resistencia a arseniato supera concentraciones de 100 mM se considera muy alta. En
el mismo trabajo se indica que el valor mas alto de CMI alcanzado por una de las bacterias
aisladas en el estudio, sefialada como “Fonl5” y perteneciente al grupo de las
betaproteobacterias, es de 400 mM para arseniato mientras que para arsenito, el valor
maximo de tolerancia encontrado es de 10 mM y en este caso se corresponde con “Fon12”,
clasificada dentro del mismo grupo. Respecto a la tolerancia a arsenito, los estudios de Ghodsi
et al. (2011), seialan que el 69% de las bacterias que fueron aisladas de un suelo contaminado
con arsénico, y las cuales poseen mayores niveles de resistencia a arsenito, fueron gram
positivas. Al igual que lo descrito en la bibliografia, en este trabajo también queda demostrado
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que el arsenito es mas tdxico que el arseniato. Ademas, las bacterias Unicamente resistentes a
arsenito son mucho menos habituales que las resistentes a arseniato en ambientes naturales
(Joshi et al., 2008; Patel et al., 2007). Los genes de resistencia a arsénico estdn ampliamente
extendidos, por ello no es sorprendente encontrar bacterias resistentes a arsénico incluso en
ambientes en los que no se ha detectado este elemento. El incremento de los niveles de
arsénico podria resultar en nuevas presiones selectivas que dieran lugar a bacterias mas
resistentes.

La fase de latencia en los cultivos de P. pseudoalcaligenes CECT5344 con arsenito, arseniato o
mercurio, aumentd con la concentracidn de estos compuestos (Fig. 4 y Fig. 5). Para el caso de
las muestras que fueron tratadas con HgCl,, la bibliografia revisada contempla CMI similares
pero también mas altas, tal y como ocurre en los estudios realizados por Ruiz-Diez et al.
(2012), en los que la bacteria mas resistente entre los aislados extraidos de suelos
contaminados con mercurio muestra una CMI de HgCl, de 30 uM.

2.- EFECTO DEL ARSENICO Y MERCURIO EN EL PROTEOMA DE P.
pseudoalcaligenes CECT5344

Ademas de estudiar la resistencia a arsénico y mercurio de P. pseudoalcaligenes CECT5344, en
este trabajo se ha llevado a cabo un andlisis proteédmico de la respuesta de esta estirpe a estas
sustancias toxicas. Se realizé una réplica para cada condicidn y, como muestra la Tabla 4,
especialmente para los geles de control y arseniato, no existe una gran variabilidad entre en el
numero de total de spots en las réplicas de cada tratamiento. Aunque no se observan grandes
variaciones en el nimero de spots cuando se comparan los resultados obtenidos a partir de los
cultivos control y los de los cultivos a los que se adiciond arsenito o arseniato, hay un aumento
de proteinas expresadas en las muestras tratadas con el metaloide tal y como cabria
esperarse.

Se han identificado cuatro spots (18, 20, 21 y 22 en la Tabla 5) relacionados con la resistencia
especifica a arsénico (sistema Ars) en las muestras tratadas con arsenito, pero ninguno en las
tratadas con arseniato. Estos spots se corresponden con las tres arseniato reductasas
presentes en el genoma de la estirpe CECT5344, asi como con la proteina ArsH de funcién
desconocida. La ausencia de estas proteinas Ars en células de P. pseudoalcaligenes cultivadas
con arseniato puede ser debida a que la concentracién ensayada de arseniato induzca de
forma mas débil la agrupacidn génica ars.

Entre los spots inducidos por arsénico también se han identificado varias proteinas implicadas
en el metabolismo de carbohidratos y produccién de energia. Dos de estas proteinas inducidas
por arsenito son la aconitato hidratasa (spot 13) y la succinato deshidrogenasa (spot 17), que
forman parte del ciclo de Krebs. Por otro lado, el arsenito también induce la isocitrato liasa,
enzima que participa en la ruta del glioxilato. Un estudio previo en Rhodococcus sp. NAU-1
evidencié que también se produce una induccién de la isocitrato liasa por arsenito y que junto
con la inhibicién de la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa (especifica del ciclo de Krebs) y
la expresidn de otras enzimas que forman parte de la ruta del glioxilato, el arsenito esta
produciendo un cambio en la ruta metabdlica central del carbono derivandose al ciclo del
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glioxilato (Jain et al., 2012). Los estudios realizados por Zhang et al. (2007) también describen
la induccion por arseniato de algunas enzimas involucradas en el ciclo del glioxilato en
Comamonas sp. CNB-1. Por otro lado, el analisis protedmico en P. pseudoalcaligenes CECT5344
revela que el arsenito reprime la enzima piruvato deshidrogenasa mientras que induce la
acetil-CoA sintetasa, ambas enzimas encargadas de producir acetil-CoA. Esto indica que para
mantener una concentracién de acetil-CoA suficiente para los requerimientos metabdlicos en
presencia de arsenito, el cual reprime la piruvato deshidrogenasa, la bacteria sobreexpresa la
acetil-CoA sintetasa. La destoxificacion de arsénico es un proceso que requiere energia y
podria por tanto inferirse que la bacteria potencia los mecanismos de obtencién de energia
mediante la sobreexpresién las enzimas implicadas en dichos procesos para alcanzar los
requerimientos necesarios.

El arsénico, al igual que el mercurio, genera estrés oxidativo en los seres vivos. Entre otros
mecanismos, este estrés oxidativo es causado por la reaccién de estos metales y metaloides
con los grupos sulfidrilos del centro activo de la tiorredoxina, enzima antioxidante. Por lo
tanto, en presencia de arsénico las bacterias inducen una respuesta de defensa a estrés
oxidativo (Ciprandi et al., 2012). En P. pseudoalcaligenes CECT5344, la induccidn por arseniato
de la enzima thiol-peroxidasa (spots 39 y 41) y la induccidn tanto por arseniato como por
arsenito de la enzima succinato deshidrogenasa, sugieren que el arsénico también genera
estrés oxidativo.

Frente a una condicién de estrés, las bacterias pueden responder desencadenando una
respuesta especifica y/o una respuesta general. Entre los spots afectados por arsénico se han
identificado varias proteinas de estrés universal (Usp). En el caso del arseniato se trata de los
spots 34 y 35, pertenecientes a la misma proteina que se encuentra inducida, mientras que en
presencia de arsenito las Usp (spots 3, 4 y 5) estdn reprimidas.

Entre los spots inducidos por arseniato se han identificado dos proteinas que participan en la
homeostasis del hierro, la ferritina (spot 40) y la proteina reguladora de hierro Fur (spot 44).
Estudios en levaduras evidencian que los sistemas de captacién de hierro (Fet3—Ftrl) de S.
cerevisiage facilitan la entrada de arseniato en la célula. En respuesta a la entrada de este
toxico, dichos sistemas se reprimen, provocando un déficit de hierro en la célula (Batista-
Nascimento et al., 2013). Los datos obtenidos en P. pseudoalcaligenes CECT5344 sugieren que
la induccién de la ferritina y de Fur podria responder a un déficit de hierro provocado por el
arseniato. Por otro lado, el arseniato induce la flagelina (spot 32), principal componente del
flagelo bacteriano. Estudios en Rhizobium sp. NT-26 revelan que la sintesis de los flagelos
parece estar controlada por arsenito (Andres et al., 2013).

Entre las proteinas reprimidas por arsénico se encuentra la enzima alcohol deshidrogenasa
(spot 2), que participa en la oxidacidon de alcoholes primarios y secundarios a aldehidos y
cetonas, respectivamente. El hecho de que su expresion se reprima al entrar en contacto con
metales pesados ha sido aprovechado en la monitorizacién de suelos contaminados con estos
compuestos (Prell-Swaid et al. 2006). Otra enzima reprimida por arsénico es la acido delta-
aminolevulinico deshidratasa (spot 29), efecto previamente descrito en sangre de ratas
(Bhadauria et al., 2004).
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El estudio proteémico de los cultivos de P. pseudoalcaligenes CECT5344 tratados con mercurio
ha revelado un numero total de spots expresados bajo estas condiciones muy similar al de los
cultivos control. No se ha identificado ninguna de las proteinas del la agrupacién génica mer
presente en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT5344, lo que sugiere que estos genes son
inactivos y no se transcriben en respuesta a mercurio, o bien que su induccién requiere una
concentracién de mercurio mayor.

Sin embargo y pese a lo que en principio cabria esperar, se induce una arseniato reductasa
(spot 58), lo que podria sugerir el hecho de que los genes ars sean inducidos inespecificamente
por otros metales y metaloides. Estudios previos en Nitrosomonas europaea describen que la
agrupacion génica mer es inducida por cadmio (Park y Ely, 2008), por lo que podria ocurrir la
misma induccién inespecifica de ars por mercurio. Otra posibilidad es que los genes ars estén
induciéndose a través de una respuesta general de estrés. En este ultimo sentido, entre los
resultados aparece también la induccién por mercurio de UspA (spot 59).

Del mismo modo, el estrés inducido por mercurio también podria ser el responsable de la
represién de MreB (spot 47, Tabla 6), tal y como describen Gong et al. (2000), aunque en su
estudio esta proteina parece estar afectada de forma mas significativa por Cd** y Cu*". Ademas
esta represion podria estar ligada al cambio de aspecto de las colonias observado en los
cultivos en LB sélido con concentraciéon de mercurio 50-100 uM. La represién del factor de
elongacion P (EF-P, spot 50), es otro de los indicios que podrian sefialar la puesta en accion de
mecanismos contra el estrés. El déficit de esta enzima reprimida ocasionaria la inhibicidn de la
sintesis de proteinas a nivel del ribosoma, algo coherente si se tiene en cuenta que bajo
condiciones de estrés el proteoma de la célula debe adaptarse al ambiente cambiante. No
obstante, en P. putida se ha observado que el estrés causado por altas concentraciones de
mercurio induce un aumento generalizado de la expresidn de proteinas siendo especialmente
notable para aquellas que forman parte de los ribosomas (Doerfel y Rodnina, 2013). Por otro
lado, Zou et al. (2011), han descrito que la pérdida de EF-P altera la integridad de la membrana
externa bacteriana, lo cual podria ser otra explicacion al cambio de morfologia citado
anteriormente que se observa en medio LB suplementado con mercurio, o bien ser uno de los
factores influyentes en dicha respuesta. La induccidn por mercurio de la proteina antioxidante
de la familia AhpC/Tsa (spot 56), asi como la inhibicidn de la tiorredoxina (spot 48), indican que
el mercurio también genera estrés oxidativo. EI mecurio forma enlaces covalentes con el
glutation reducido (GSH) vy los residuos reducidos de cisteina de las proteinas tal y como
Fanous et al. (2008) indican tras sus estudios realizados en C. glutamicum en los que también
se evidencia la expresidn de proteinas antioxidantes en respuesta a metales pesados.

La enzima aspartato-semialdehido deshidrogenasa aparece inhibida por mercurio (spot 46) Se
ha descrito que en E. coli el mercurio es un potente inhibidor de la ruta de sintesis de la
treonina, en la cual se incluye dicha enzima (Chassagnole et al., 2003). La identificacion del
spot 55 ha revelado las proteinas PhoP y PhoQ que desempeiian funciones de virulencia y de
regulacion de estrés y se activan por sefiales tales como baja concentracién de Mg, bajo pH o
presencia de péptidos antimicrobianos, por tanto, también podria estar implicado en la
respuesta al mecurio.

30




Estudio protedémico y de resistencia a arsénico y mercurio en la bacteria cianotrofa
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344

3.- ANALISIS PROTEOMICO DE P. pseudoalcaligenes CECT5344 EN
RESPUESTA A CIANURO Y AL RESIDUO CIANURADO DE LA JOYERIA

El analisis protedmico diferencial de las células cultivadas con NaCN versus residuo se realizo
con el objetivo de identificar posibles proteinas inducidas en respuesta a metales pesados
presentes en el residuo. Entre los metales mas abundantes en este residuo se encuentran el
Fe, el Cuy el Zn. De los spots diferenciales entre las dos condiciones utilizadas, aquellos
inducidos por residuo serian posibles proteinas de respuesta a metales o a cualquier otro
compuesto presente en el residuo y ausente en la condicién control. De las 13 proteinas
identificadas en este estudio (Tabla 8), ocho presentaron este patrén de expresion. De ellas,
tres fueron inducidas exclusivamente a las 8 h, por lo que se considera que son proteinas de
respuesta tardia al residuo. Curiosamente, ninguna de estas proteinas participa de forma
directa en la respuesta a metales pesados. Unicamente la enzima FMN-dependiente NADH
azoreductasa (spot 11), capaz de utilizar azoderivados (R-N=N-R’) como sustratos, se ha
descrito previamente que se induce en respuesta al estrés generado por metales pesados
(Mugerfeld et al., 2009). Entre las proteinas inducidas por el residuo se encuentra también el
transportador de cianato CynA (spot 6). En trabajos previos realizados en la estirpe CECT5344
se ha descrito que el cianuro induce la agrupacién génica cyn responsable de la utilizacidon de
cianato como fuente de nitrégeno. Sin embargo, en este estudio sélo se ha observado la
induccién de esta proteina en respuesta a residuo. Segun las condiciones utilizadas en los
trabajos previos, los genes cyn se inducen de forma mas tardia por NaCN, por lo que la rapida
induccion de CynA en respuesta a residuo observada en este estudio sugiere que el residuo
podria contener cianato, el cual se podria formar por oxidacién quimica del cianuro. La enzima
glutaril-CoA deshidrogenasa (spot 7) es otra proteina inducida por el residuo. Estudios
realizados por Blazquez et al. (2007), indican que en las estirpes Pseudomonas KB 740 y K 172
esta proteina se induce por benzoato y otros compuestos aromaticos bajo condiciones
anaerobias, participando en la degradacion de estos compuestos. Por otra parte, los spots 9,
11, 12 reflejan ademds un aumento de la respuesta al residuo conforme aumenta el tiempo de
exposicion.

Otro de los spots identificados en este estudio es NitF, una proteina codificada en la
agrupacion génica nit1C previamente descrita en P. pseudoalcaligenes CECT5344 y que
participa en la asimilacidn de cianuro (Estepa et al., 2012). Esta proteina se induce por NaCN y
por el residuo, aumentando su induccidn especialmente en este ultimo. El crecimiento de P.
pseudoalcaligenes CECT5344 en medios con cianuro o con el residuo es debido a la asimilacién
de cianuro como fuente de nitrégeno, por lo que cabe esperar la induccidn de alguna de las
proteinas NitlC que participan en este proceso. Por otro lado, pese a que los patrones de
expresion de los spots 2 y 9 son diferentes, su identificacidon revelé que correspondian a la
misma proteina, la enzima ubiquinol citocromo-c reductasa. El diferente punto isoeléctrico que
presentan estas dos formas de la misma proteina indica que estd sufriendo una modificacion
post-traduccional dependiente de la presencia de cianuro o residuo.

Existe ademads otro grupo de proteinas identificadas en este estudio que se reprimen en
respuesta al residuo (spots 1, 2, 3, 4 y 5). Solamente el spot 4, que corresponde a una proteina
periplasmica que contiene el dominio Yce-l, no experimenta una inhibicidn total por el residuo.
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Su funcidn esta relacionada con la sintesis de isoprenoides, moléculas esenciales para todos los
organismos. El spot 5 se ha identificado de cémo una proteina de unién a cobre que transfiere
electrones a las enzimas nitrito reductasa o arsenito oxidasa (Bond et al., 2001).
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A partir de los resultados obtenidos en el presente Trabajo Fin de Master, y en relacién con los
objetivos propuestos, se han extraido las siguientes conclusiones:

- Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 es una bacteria que presenta una alta
resistencia a arsénico, tanto en su forma de arseniato como de arsenito, mientras que
su resistencia a mercurio es mas limitada.

- P. pseudoalcaligenes CECT5344 induce una respuesta, a nivel de proteoma, diferente
para el arsenito y el arseniato. En el primer caso se induce el sistema Ars de resistencia
a arsénico, asi como una respuesta a estrés oxidativo y a estrés general, mientras que
para el arseniato no se ha identificado ninguna proteina de resistencia especifica a
arsénico, aunque si estan presentes las respuestas a estrés oxidativo y a estrés
general.

- El mercurio genera estrés oxidativo en P. pseudoalcaligenes CECT5344, mientras que
los genes del sistema Mer de resistencia a mercurio, presentes en el genoma de la
bacteria no son funcionales o no se inducen, lo que podria explicar la baja resistencia
de la estirpe al mercurio.

- A pesar de contener altas concentraciones de metales, el residuo cianurado de la

joyeria no induce una respuesta de resistencia especifica a metales en la estirpe
CECT5344.
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