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Resumen

Existen multiples bacterias que pueden metabolizar selenito a selenio, no obstante, en muchos
casos no se conocen bien los mecanismos mediante los cuales estos microorganismos llevan a cabo
este proceso, siendo Pseudomonas putida KT2440 uno de ellos. A través de técnicas de mutagénesis,
cinéticas de crecimiento y analisis de proteinas de una dimensidn, en este estudio, reportamos un
grupo de genes que estan involucrados en el metabolismo del selenio en P. putida. Nuestros
resultados apuntan a 4 mddulos funcionales interconectados: 1) abastecimiento de poder reductor
y bloques de construccién para precursores (SucA pp4189, D2HGDH pp5154, PutA ppd49472 2)
sistemas de catalisis (Gqr pp3998, Cysl & siroheme pp2371, pp3999, ccmF pp4322); 3) manejo de
subproductos téxicos (SodB pp0915); 4) sintesis y reparacién de membrana (LdcA pp4799, MsbA
pp4935, Wzy pp4936). Ademas, en este proyecto, se realizé la identificaciéon de 3 cepas mutantes
capaces de realizar la transformacion del selenito a velocidades superiores que la cepa silvestre (FT
FIS 0-54 pp0051; Pdo2 pp0052; Sqr/Rho pp0053). Estos ultimos genes estan anotados como
elementos relacionados con el metabolismo del azufre. La gran capacidad de generar poder
reductor y la versatilidad metabdlica P. putida KT2440 hacen a este microorganismo una bacteria
idénea para catalizar procesos de reduccién como la biosintesis de selenio a partir de selenito.
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Introduccion

El Selenio en el ambiente y sus biotransformaciones

El selenio (Se) es un oligoelemento esencial para los animales y los seres humanos que se obtiene
de fuentes dietéticas tales como cereales, granos y verduras®. En la naturaleza, el selenio se
encuentra en cuatro estados de oxidacidn inorganicos. Los oxianiones selenato (estado de valencia
(V1)), y el selenito, (IV), son altamente solubles en agua y se sabe que son toéxicos para los sistemas
biolégicos a concentraciones relativamente bajas. Por el contrario, el selenio elemental, Se°, es
esencialmente no toxico y altamente insoluble en agua. Finalmente, el seleniuro, (-l), es altamente
toxico y reactivo pero se oxida facilmente a Se® 2. Las reacciones quimicas de estos procesos estan
dadas por las siguientes ecuaciones:

1) Se02™ + 2e™ + 2H* & Se03™ + H,0
2) Se03™ + 4e~ + 6H™ < Se® + 3H,0
3) 2HSe™ + 2.50, — 2Se° + H,0 + 205

Figura 1. Reacciones quimicas de selenio en el ambiente. 1) Reduccién de selenato a selenito. 2) Reduccion de selenito a
selenio elemental. 3) Oxidacion de seleniuro a selenio elemental.

Ahora bien, los microorganismos que estan expuestos a los contaminantes en el medio ambiente,
como los metales o metaloides, tienen una notable capacidad para luchar contra la toxicidad de los
iones metalicos por diversos mecanismos®. Estas interacciones metal-microbio tienen un papel
importante en el medio ambiente y en potenciales aplicaciones biotecnoldgicas®.

La transformacion en el ambiente de las diferentes formas de selenio ha sido bien documentada,
asi como el importante papel que desempefian los microorganismos tanto en los procesos de
reduccién y oxidacion que componen el ciclo geoldgico del Se°. En este contexto, la reduccién
microbiana de selenato/selenito a Se® es critica para disminuir la biodisponibilidad de este elemento
6, La capacidad de reducir selenato y/o selenito en el medio ambiente parece estar bastante
extendida en el mundo microbiano donde se han aislado especies que pueden realizar el proceso
tanto de forma aerobia como anaerdbicamente. Estas especies incluyen, Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas fluorescens’, Duganella sp., Agrobacterium sp.8, Enterobacter cloacae®, Bacillus
selenitireducens®®, Azospirillum brasilense!, Thauera selenatis'?, y Pantoea agglomerans® entre
otros.

El metabolismo del selenio ha sido mayormente estudiado en bacterias que pueden respirar
anaerdbicamente selenato como es el caso de T. selenatis '*. Esta bacteria utiliza el selenato como
aceptor terminal de electrones. La reduccidon del selenato a selenito es catalizada por una selenato
reductasa en el periplasma llamada SerABC *. Luego, la bacteria produce selenio intracelular (Se?),
que es secretado en Ultima instancia como nanoesferas de Se® de aproximadamente 150 nm de
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didmetro. Ademas, se observd que T. selenatis secreta una proteina llamada SefA (94,5 kDa) que
estabiliza las nanoparticulas de selenio en el medio. El gen sefA se clond y se expresd en E. coli, y la
proteina SefA recombinante fue purificada. Los experimentos in vivo demostraron que SefA forma
nanoesferas mas grandes de Se° en E. coli (aproximadamente 300 nm) cuando se trataron con
selenito, y éstas son retenidas dentro de la célula'®. No obstante, no se ha elucidado el mecanismo
completo. Los autores proponen el siguiente esquema para T. selenatis:

oM
Se0,2-  periplasm
? SeO; +— SerABC| *- (¢, )
M
1 cytoplasm

RSeR? +—SefB— Se0s*

- L
& O . S +— 7 — Se0y

o

Figura 2. Diagrama que muestra la via propuesta de reduccion de selenio y ensamblaje de nanoesferas de selenio en T. selenatis. La
reduccion de selenato atrae electrones desde el citocromo c oxidorreductasa (QCR) unido a la membrana, generando una ganancia neta
de 2qg*/ 2e del gradiente electroquimico de protones, lo que podria proporcionar a la fuerza motriz para la translocacion de selenito a
través de la membrana citoplasmatica. Una vez en el citoplasma, la reduccion de selenito se produce, y el Se° resultante se une a SefA,
formando una nanoesfera de selenio para luego ser exportada de la célula. El proceso por el cual SefA-Se es exportado sigue siendo
desconocido. La identificacion de un gen (SefB) que codifica una metiltransferasa podria proporcionar un mecanismo para la
desintoxicacion a través de la volatilizacion de selenito a selenuros metilados (R-Se-R). OM, membrana externa; IM, citoplasmatica
membrana interna. Tomado de 2

No obstante, otros trabajos han propuesto varios mecanismos para explicar la reduccién bioldgica
de selenito a selenio elemental. El glutation, el mas abundante tiol en las células eucariotas, las
cianobacterias, y varios grupos de proteobacterias, ha sido durante mucho tiempo candidato de
estar involucrado en el metabolismo de selenio'®. Experimentos con la proteobacteria
Rhodospirillum rubrum mostraron que la tasa de reduccion de selenito se redujo cuando las
bacterias sintetizaron menores niveles de glutation y que en E. coli la superdxido dismutasa también
se indujo en cultivos en presencia de selenito, lo que indica la produccidon de superdxido . Los
autores proponen el siguiente mecanismo:
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3 Se0,*
1 6 GSH

- Degradation by enzymes
20, -t oxidative stress

3 GS-Se-SG
3 NADPH + 3 H*

3 NADP*

2
3 GSH 3GSH

GR.TR 3
3GS-Se 3 se?

Figura 3. El glutation funciona como donador de electrones en la reduccidn de selenito en E. coli. El primer producto
intermediario es selenio-diglutatién (GS-Se-SG), la cual es un sustrato para la glutation reductasa (GR) o para tiorredoxina
bacteriana. La tiorredoxina oxidada se regenera por la tiorredoxina reductasa (TR). La reduccion de selenio-diglutation por
GR o TR conduce a la formacién de la seleniopersulfato de glutation (GS-Se”), que se transforma en glutation reducido
(GSH) y selenio elemental (Se?). Adaptado de 6.

En este mecanismo la degradacidn del superdxido es catalizada por enzimas que son inducidas bajo
estrés oxidativo. Los numeros en la figura 3 indican las siguientes reacciones:

1) 6GSH + 3807 + 4H" —3GS-Se-SG + 20; + 5H,0

Glutathione reductase
2) GS-Se-SG + NADPH GSH + GS-Se” + NADP”

3) GS-8e” + H* — GSH + Se°

Por otra parte, se han identificado pocos reguladores relacionados con el control de la expresidn
génica necesaria para la reduccién de oxianiones. En Enterobacter cloacae se encontré que el
regulador fnr (regulador de reduccidon de nitrato y fumarato) activa la capacidad de reducir el
selenato y precipitar particulas insolubles de Se elemental °.

Respecto a sistemas de transporte, se ha estudiado una bacteria fotosintética que reduce de manera
eficiente selenito bajo condiciones aerdbicas y anaerobias: Rhodobacter sphaeroides Y. El anélisis
del proteoma como respuesta a la exposicidn de selenito, realizado por electroforesis en gel de dos
dimensiones, muestra un incremento en la sintesis de algunas chaperonas, un factor de elongacion,
y enzimas asociadas al estrés oxidativo. Por otra parte, un mutante del gen smok fue incapaz de
reducir selenito. Este gen codifica una proteina constituyente de un transportador ABC putativo
implicado en la absorcién de polioles. Ese mutante es menos sensible al selenito y no expresa las
proteinas de estrés por lo que los autores hipotetizan que la entrada de selenito en el citoplasma
estd mediada por un transportador de poliol en R. sphaeroides '.
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Aplicaciones de las nanoparticulas de Selenio

El selenio tiene multiples aplicaciones, sin embargo, es importante mencionar que su potencial
quimico y/o biolégico depende del tamafio de particula®. Una de las aplicaciones que se ha
investigado es la actividad antitumoral in vivo de nanoparticulas de selenio unidas a acido
hialurénico (HA-Se). Para ello, ratones inoculados con tumor hepatico fueron alimentados con
nanoparticulas de HA-Se via oral a diferentes concentraciones durante 10 dias. Los resultados del
estudio indican que las nanoparticulas de HA-Se son un candidato antitumoral potencial para el
tratamiento del cancer'®. Otras de las aplicaciones que se han estudiado es la actividad
antibacteriana de las nanoparticulas de selenio *°. La bacteria Staphylococcus aureus es una bacteria
gue se encuentra comunmente en numerosas infecciones. Infecciones por S. aureus son dificiles de
tratar debido a su formacién de biopeliculas y resistencia a antibiéticos?. Se ha demostrado que el
porcentaje de bacterias viables disminuyd en presencia de nanoparticulas de selenio?!. El estudio
sugiere que las nanoparticulas de selenio pueden ser utilizadas para prevenir eficazmente y tratar
las infecciones de S. aureus y los autores proponen que deberian ser estudiadas en mas detalles en
otros organismos patégenos. Otros estudios han caracterizado las propiedades bioldgicas de las
nanoparticulas de Se°, por ejemplo, una de las propiedades estudiadas ha sido el efecto protector
contra el dafio inducido por rayos UV en el ADN %, Adicionalmente, se ha estudiado su actividad
antioxidante, la cual se observé que es dependiente del tamafio de la nanoparticula: particulas mas
pequefias tienen una mayor actividad. Esto llevd a los autores a concluir que las nanoparticulas de
selenio elemental con un tamano inferior a 100 nm tienen una aplicacidn potencial como un aditivo
alimentario con propiedades antioxidantes relevantes para la salud humana®3.

Herramientas de mutagénesis en P. putida

Para conocer los genes involucrados en procesos metabdlicos especificos, una de las herramientas
disponibles es la mutagénesis aleatoria, la cual, acompafiada por un apropiado método de
screening, permite identificar genes implicados en un proceso determinado. Otra metodologia
utilizada es observar las diferencias en el patron de expresion proteica en presencia y ausencia del
compuesto de interés (p.e. selenito) e identificar por espectrometria de masas las proteinas
expresadas diferencialmente para posteriormente relacionarlas con los respectivos genes. Para el
caso de la mutagénesis, la organizacién y las propiedades del plasmido pBAM1 lo hacen adecuado
para este fin, ya que permite crear bibliotecas de mutantes de transposdn?® (Fig. 4D). Este plasmido
también puede usarse para introducir de manera estable genes o cassettes funcionales en el
genoma de un huésped bacteriano. El plasmido pBAM1 esta compuesto de cuatro bloques
funcionales: el primer segmento corresponde al marcador de resistencia, ampicilina (Apf). A
continuacién, un origen de replicaciéon (oriR6K) que hace que su mantenimiento dependa del
suministro en trans de la proteina p (gen pir). Por tanto, pBAM1 debe replicarse en cepas
especializadas de E. coli, que expresan la proteina p del bacteriéfago lambda, tal como E. coli
CC118Apir. El plasmido también posee un origen de regidén de transferencia (oriT) activable en
presencia de productos de elementos de transferencia (mob* tra*). Por ultimo, una transposasa Tn5
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transportada por el mismo plasmido (tnpA) reconoce las secuencias bordes (ME-I y ME-O; derecho
e izquierdo) del médulo de transposén mini-Tn5 que a su interior posee un marcador de resistencia
a kanamicina (Km®) y cataliza el movimiento aleatorio del casette mini-Tn5 al genoma?®. El pldsmido
pBAM1 necesita del auxiliar pRK600 que contiene elementos de transferencia (mob* tra*), los
productos de estos genes catalizan la conjugacidn de pldsmidos que posean un origen de regidn de
transferencia (oriT) como el pBAM1. Todo este proceso requiere 3 cepas: E. coli HB101 (pRK600),
E. coli CC118Apir (pBAM1) y la cepa receptora. Al hacer un cultivo tri parental de ella, E. coli HB101
(pRK600) activa la conjugacién del plasmido pBAM1 de E. coli CC118Apir hacia la cepa receptora.
Luego, adentro de la receptora, el gen tnpA del plasmido pBAM1 se traduce a la transposasa Tn5
gue reconoce y recorta la secuencia de nucledtidos mini-Tn5 en pBAM1. Posteriormente, la
secuencia mini-Tn5 se inserta en el genoma de manera aleatoria y estable, lo cual otorga resistencia
a kanamicina a la bacteria eliminando la funcion del gen en el cual es insertado (Fig. 4).

E. coliHB101 E. coli CC118Apir E. coli CC118Apir P. putida KT2440
pRKE00 pBAM1 PRKG0O pBAM1
PRK&00 pBAM1 pBAM1
E. coli CC118Apir P. putida KT2440
ISpeI Notl Hindll1Sphl Pstl Sall Xbal BamHISmal Kpnl Sacl EcoRINotl Sfil Pacl‘
Pvull
Genoma pBAM1 SanDI Ascl
onRy Ascl
6Ky
- ME-O| W
' = %y
_ secuencia oy & 0 PshAl
interrumpida - 40 «
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Figura 4. Mutagénesis aleatoria a través del plasmido pBAM1 en P. putida KT2440. A) Paso 1: Conjugacién iniciada por el
plasmido auxiliar pRK600 hacia la cepa donadora (E. coli CC118\pir) que contiene el plasmido pBAM1. B) Paso 2: El
plasmido pBAM1 es movilizado en trans por el auxiliar (pRK600) hacia la cepa receptora (P. putida KT2440). C) Paso 3: el
gen tnpA traduce la transposasa Tn5 que reconoce y recorta extremos del transposén (ME-I y ME-O) en pBAM1,
posteriormente, la secuencia mini-Tn5 se inserta en el genoma de P. putida KT2440 de manera aleatoria y otorga
resistencia a kanamicina a la bacteria disrumpiendo la funcion del gen en el cual es insertado. Al recortar el médulo del
transposon, el plasmido se parte y degrada. D) Mapa del plasmido suicida pBAM1.
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Justificacion

Esta tesis de maestria forma parte del proyecto “Produccién de nanoparticulas de selenio en P.
putida KT2440” inscrito en la Vicerrectoria de Investigacién de la Universidad de Costa Rica (VI-809-
B5-A689) entre los afios 2015-2017. Los primeros resultados del proyecto fueron publicados en el
aflo 2016 en la revista Scientific Reports **. En esta primera publicacidn se reportaron las condiciones
Optimas para el proceso de bioconversién de selenito a selenio elemental en P. putida KT2440,
ademas de las caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas de selenio. El analisis indica que,
en medio LB suplementado con selenito (1 mM), la reduccidn ocurre a una velocidad de 0.444 mmol
L'* h't comenzando en la fase exponencial tardia y con un rendimiento de conversion final del 89%.
Las mediciones con microscopio electrénico de transmision (TEM) muestran que las particulas de
nano-Se sintetizadas por P. putida tienen un rango de tamafio de 100 a 500 nm y que estan
localizadas en el medio circundante o unidas a la membrana celular *.

Nuestro trabajo previo fue el primero en reportar la capacidad de P. putida de reducir selenito a
selenio elemental, sin embargo, existen muchas preguntas sin contestar tales como, ¢ Cuales son los
genes implicados en este proceso? o ¢Cual es el mecanismo de reduccién del selenito en este
microorganismo? Se han hecho reportes de que otros miembros del género tienen la capacidad de
llevar a cabo estos procesos de oxidoreduccién para oxianiones de selenio, tales como P. stutzeri, P.

72527 No obstante, hay pocos genes

alcaliphila, P. flourescens, P. migulae & P. seleniipraecipitans
anotados y relacionados con el metabolismo del selenio en P. putida KT2440. Estos estdn
relacionados con la sintesis de selenocisteina y selenometionina?®?°. Este proyecto de tesis tiene
como proposito identificar genes y proteinas candidatos involucrados en el metabolismo de selenio

en Pseudomonas putida KT2440.

Pseudomonas putida y sus ventajas como biofabrica

P. putida ha sido un modelo de laboratorio para examinar el estilo de vida y las actividades de las
bacterias ambientales 3°. La cepa KT2440 fue una de las primeras bacterias en ser certificada como
cepa de bioseguridad para experimentos y aplicaciones de ADN recombinante, y esta clasificada
actualmente como HV1 (inocua para la salud humana, nivel de bioseguridad 1) por la FDA
(Administracidn de Alimentos y Medicamentos de EE. UU)3. Una caracteristica atractiva de la cepa
KT2440 que la hace adecuada como biofabrica es el hecho de que esta bacteria alberga una gran
cantidad de propiedades metabdlicas y de resistencia al estrés éptimas para las necesidades
biotecnoldgicas®?. La inspeccidn de su genoma de ~6.2 Mb no solo ha revelado la base de muchas
de sus caracteristicas conocidas, sino que también ha expuesto algunas propiedades inesperadas 2.
Un rasgo notable es la presencia de >80 genes que codifican oxidorreductasas, que permiten el
crecimiento en una amplia gama de sustratos aromaticos, y aplicaciones en biorremediacién 3334,
Ademas, la glicélisis en P. putida tiene una serie de caracteristicas Unicas. Varios de los pasos
oxidativos se combinan con la reduccion de NADP* a NADPH, que se utiliza para generar precursores
anabdlicos que son necesarios para el crecimiento bacteriano y explotados como una fuente de
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poder antioxidante en condiciones estresantes exdgenas y endégenas®. Adicionalmente, P. putida
KT2440 posee las rutas metabolicas de Entner — Doudoroff, Embden — Meyerhof — Parnas y las vias
de fosfato de pentosa, que le permiten a la bacteria reciclar parte de la fuente de carbono (de triosas
fosfato a hexosas fosfato) y ajustar la formacion de NADPH3%3_ El equilibrio de NADPH en P. putida
KT2440 cuando crece en glucosa se caracteriza por una ligera sobreproduccidn catabdlica de poder
reductor; sin embargo, el flujo del metabolismo central se adapta segun las condiciones ambientales
del momento. Especificamente, la cantidad de NADPH formada depende de la distribuciéon de
glucosa entre la fosforilacién y la oxidacion (transformacién de glucosa hacia piruvato) . Dicha
flexibilidad permite la implementacién de estrategias de ingenieria metabdlica por medio de
herramientas descritas que puedan alterar el equilibrio redox 2>3%4, Esta arquitectura metabdlica
central robusta y flexible, la gran cantidad de oxidorreductasas, la capacidad de generar un alto
poder reductor, la adaptabilidad a las condiciones del medio y las herramientas de biologia
molecular disponibles, hacen de P. putida KT2440 un excelente chasis como biofabrica.

Hipotesis

Los genes relacionados con el metabolismo del glutation participan en el proceso de reduccién de
selenito a selenio en P. putida KT2440

Objetivo general

e Identificar genes y proteinas relacionados con el proceso de reduccién de selenito a selenio
en Pseudomonas putida KT2440.

Objetivos especificos

* Identificar genes relacionados el metabolismo del selenio en P. putida KT2440 por medio de
cepas knock-out utilizando el sistema pBAM1.

¢ Determinar los cambios en el crecimiento de los mutantes ante el estimulo del selenito,
para determinar si existen variaciones entre los mutantes y la cepa silvestre a través de
curvas de crecimiento en presencia y ausencia de selenito de la coleccion de mutantes
deficientes en la reduccion de selenito.

* Determinar la participacién de cada gen en el proceso de reduccion del selenito a selenio
cuantificando la cantidad de selenito residual al final y/o durante curva de crecimiento.
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* Confirmar la participacion de cada gen restaurando el fenotipo silvestre mediante
complementacidn genética de los mutantes deficientes en la reduccidn de selenito por
medio de la clonacién de los genes identificados en plasmidos pSEVA

* Identificar proteinas relacionadas con el metabolismo del selenio en P. putida KT2440 por
SDS-PAGE y espectrometria de masas.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas, plasmidos, medios de cultivo y condiciones de
crecimiento.

Las cepasy plasmidos utilizadas en este estudio se encuentran en los cuadros 1y 2 respectivamente.
P. putida KT2440 se crecidé aerébicamente en caldo LB a 30 °C y en agitacion orbital a 150 rpm
(Cuadro 3). Mientras que E. coli CC118Apir (pBAM1)?® se crecié en caldo LB con 100 pg/mL ampicilina
y 50 pg/mL kanamicina a 37 °C en agitacion orbital a 200 rpm. E. coli HB101 (pRK600) se crecié en
caldo LB con 30 pg/mL cloranfenicol a 37 °C en agitacién orbital a 200 rpm. Por otro lado, para la
mutagénesis de P. putida KT2440, esta se crecid en placas agar de aislamiento Pseudomonas spp.
para inhibir el crecimiento de las cepas de E. coli (Cuadro 4). La clonaciéon de los constructos para la
complementacion se realizd en cepas E. coli DH5alfa en placas LB con estreptomicina 100 pg/mL.

Cuadro 1. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio?!.

Cepa (plasmido) Caracteristicas relevantes

E. coli CC118Apir (pBAM1) | A(ara leu)7697 AlacX74 phoA20 galE galK thi rpsE rpoB argE(Am)
recAl lysogen Apir. Cepa que contiene el plasmido pBAM1

E. coli DH5a F- endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20
®80dlaczAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rK- mK+), A—

E. coli HB101 (pRK600) Sm', hsd R* M", pro, leu, thi, recA. Cepa que contiene el plasmido
pRK600, cepa auxiliar de conjugacion

P. putida KT2440 Prototrdfica, cepa de tipo salvaje

Cuadro 2. Plasmidos para mutagénesis aleatoria utilizados en este estudio?3.

Plasmido Caracteristicas relevantes

pRK600 Plasmido auxiliar utilizado para la conjugacion; ori(ColE1), RK2(mob*
tra*); Cm®

pBAM1 Plasmido de entrega de Mini-Tn5; ori(R6K), ori(T), sitio de clonacién
multiple estandar; Ap® KmR®

pSEVA438 Plasmido de expresién inducible por 3-metilbenzoato; ori(pBBR1),
or(T), sitio de clonacién multiple con sistema de expresién inducible
XylS-Pm, SmF
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Cuadro 3. Composicién caldo Luria Bertani, miller (LB)

Ingrediente Gramos por litro
Hidrolizado enzimatico de caseina 10

Extracto de levadura 5

Cloruro de sodio 10

pH final (25°C) 7.5+0.2

Cuadro 4. Composicidn agar para aislamiento de mutantes para el metabolismo de selenito en P. putida KT2440.

Ingrediente Gramos por litro
Digestién péptica de tejido animal 20

Cloruro de magnesio 1.4

Sulfato de potasio 10

Triclosan 0.025

Agar 13.6

pH final (25°C) 7.00.2

Mutagénesis aleatoria

Las cepas P. putida KT2440, E. coli CC118\pir (pBAM1) y E. coli HB101 (pRK600) se crecieron como
se describié anteriormente durante 24 h. Se hizo la conjugacién de las 3 cepas con una DO inicial
de 0,03 para cada una. Luego el cultivo mezclado de las 3 cepas se concentrd sobre un papel filtro
de 0,20 um. Este se cultivd sobre una placa LB durante 5 horas. Después, el filtro de conjugacién se
resuspendié en 10 mL de 10 mM MgSO,. Luego se agregaron 100-200 plL en placas de agar para
aislamiento para Pseudomonas con 50 pg/mL kanamicina y 1 mM selenito. Se seleccionaron las
colonias transformadas con un fenotipo de color blanco (es decir que no sintetizan selenio
elemental) y grandes rojas (que sintetizan el selenio mas rdpidamente), después de 24 h. Estas
colonias fueron inoculadas en dos medios: placas petri agar M9 con 50 pg/mL kanamicina y 100
pg/mL ampicilina y en placas petri agar M9 con 50 pg/mL kanamicina. Se revisaron 24 h después y
se seleccionaron las colonias sensibles a ampicilina y resistentes a kanamicina. Se realizo 1 pasaje
en placa agar M9 50 pg/mL kanamicina cada 24 h por 3 dias. Se hizo un PCR de colonia para
amplificar uno de los bordes del transposén insertado en el genoma. Luego el producto de PCR se
secuencio y se compard su secuencia mediante BLAST contra registros del GenBank. Para la
identificacion de los genes se realizd6 una comparacién por homologia con genes anotados en el
GenBank y asi conocer su relacion con mecanismos anteriormente descritos en la literatura y de
esta manera inferir cual es la participacién en este proceso.
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Cuadro 5. Secuencias de primers utilizados para mapeo de transposones insertados?3

Primer Secuencia 5’-3’
ME-I-extR CTCGTTTCACGCTGAATATGGCTC
ME-I-intR CAGTTTTATTGTTCATGATGATATA
ME-O-extF CGGTTTACAAGCATAACTAGTGCGGC
ME-O-intF AGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCG
ARB6 GGCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNACGCC
ARB2 GGCACGCGTCGACTAGTAC

Mapeo del sitio de insercién de transpos6n

Se utilizaron colonias mutantes (blancas y muy rojas) como fuente de ADN para la ronda 1 de PCR
(Cuadro 6). La técnica consistid en una PCR de 2 rondas. En la primera ronda se utilizé un primer
(ARB6) que posee una seccion de bases nitrogenadas aleatorias hacia el extremo 3’ para maximizar
la posibilidad de localizar el gen mutado, ademas de una secuencia conocida “overhanging” en el
extremo 5’ y su pareja es un primer que se adhiere al interior del transposdn. Debido a la
inespecificidad de las bases nitrogenadas aleatorias del primer ARB6, se realiza una segunda ronda
de PCR para obtener un producto de PCR mas puro y con una mayor concentracion. El primer ARB2
corresponde a la secuencia “overhanging” conocida del extremo 5’ de ARB6 y se utiliza un primer
interno en el transposén. Asi se obtiene un producto de PCR mds pequeiio respecto a la ronda 1.
Esto permite amplificar un fragmento de PCR que posee el extremo del transposén y el gen en el
cual se inserté (Fig. 5). Se selecciono uno de los extremos del transposén (ME-I o ME-O) para
caracterizar su punto de insercion mediante PCR utilizando cualquiera de las siguientes
combinaciones de primers: A) Para el borde ME-I: ARB6 / ME-I-extR. B) Para el borde ME-O: ARB6 /
ME-O-extF. Se transfiere una colonia de la placa directamente en el tubo de reacciéon PCR. Las
condiciones para la ronda 1 de PCR son: 5 min a 95°C, 6 ciclos de 30 s a 95°C,30sa 30°Cy 1 miny
30sa 72°C; 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a45°Cy 1 miny 30 s a 72°C. Después, se visualizaron los
productos en gel de agarosa al 1%.

Cuadro 6. Reaccion de PCR ronda 1 para identificar el punto de insercién del transposdn con casette con resistencia a
kanamicina en el genoma de P. putida KT2440 en la mutagénesis

Reactivo 1 reaccion (ulL)
MasterMix 2X 10
BSA (20 mg/ml) 0.5
DMSO >99.99% 1.5
Hzo

Primer 1 (10 uM)
Primer 2 (10 uM)
Volumen final 20
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Ronda 2 \ ARB2 ME-I-IntR
—

Ronda 1 ARBG |V|E |-extR

WWM

Secuencia interrumpida

Cromosoma Secuencia interrumpida Cromosoma

Figura 5. Mapeo del sitio de insercidn de transposén en el cromosoma utilizando el borde ME-I. Para la primera ronda de
PCR se realiza con el par de primers: ARB6 y ME-I-extR. Luego para la segunda ronda de PCR se la combinacion: ARB2 y
ME-I-IntR. Finalmente, para la secuenciacion se utiliza el primer ME-I-IntR.

Luego se hizo una dilucidn de 1:100 de los productos de PCR. Utilizar 1 uL de la PCR ronda 1 diluida
como muestra para la ronda 2 (Cuadro 7). Se realizo la ronda 2 de PCR utilizando los siguientes
primers: A) Para el borde ME-I: ARB2 / ME-I-intR. B) Para el borde ME-O: ARB2 / ME-O-intF. Las
condiciones para la ronda 2 de PCR son: 1 min a 95°C, 30 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 52°Cy 1 miny
30sa72°C, seguido de una prolongacion extra de 4 min a 72°C. Se visualizaron los productos en gel
de agarosa al 1%.

Cuadro 7. Reaccion de PCR ronda 2 para identificar el punto de insercién del transposdn con casette con resistencia a
kanamicina en el genoma de P. putida KT2440 en la mutagénesis.

Reactivo 1 reaccion (ulL)
MasterMix 2X 10
BSA (20 mg/ml) 0.5
DMSO >99.99% 1.5
H,0 5
Primer 1 (10 uM) 1
Primer 2 (10 uM) 1
Producto PCR ronda 1 1

Volumen final 20
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Posteriormente los productos de PCR de la ronda 2 se limpiaron con el método de "Exol & fosfatasa
alcalina" (ThermoFisher, EE.UU) con las siguientes condiciones: 37°C por 15 mins y 85°C por 15 mins
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Limpieza de productos de PCR ronda 2 para identificar el punto de insercién del transposdn casette con
resistencia a kanamicina en el genoma de P. putida KT2440 en la mutagénesis.

Reactivo 1 reaccidn (pL)
Enzima Exol 0.5
Enzima FastAP (fosfatasa alcalina) 1
Producto de PCR ronda 2
Volumen final 6.5

La secuenciacién de ADN se realizé utilizando el kit de secuenciacion ciclica “BigDye® Terminator”
v3.1 (ThermoFisher, EE.UU.) con las siguientes condiciones: 1 min a 95°C, 15 ciclos de 10 sa 95°C, 5
s a 50°C, 1:15 mins a 60°C, 5 ciclos 10 s a 95°C, 5 s a 50°C, 1:30 mins a 60°Cy 5 ciclos 10 s a 95°C, 5
s a 50°C, 2 mins a 60°C (Cuadro 9). Para esto se uso el primer interno del transposén usado en la
segunda ronda de PCR (ME-I-intR o ME-O-intF).

Cuadro 9. Secuenciacion de 1 hebra de ADN para identificar el punto de insercion de transposdn con casette con
resistencia a kanamicina en el genoma de P. putida KT2440 en la mutagénesis.

Reactivo 1 reaccidn (pL)
Ready Reaction Mix v3.1 1
Buffer Ready Reaction Mix 1.5
Primer interno Tn5 (3.5 uM) 1
H,0 5
Producto PCR ronda 2 limpio 1.5
Volumen total 10

Finalmente, los productos de la reaccién de secuenciacién fueron purificados con el kit “BigDye
XTerminator” (ThermoFisher, EE.UU.). Se dejaron incubando por 30 mins en vortex y luego se

centrifugan por 10 mins a 2500 rpm (Cuadro 10).

Cuadro 10. Purificacién de productos de secuenciacion para identificar el punto de insercidn de casette con resistencia a
kanamicina en el genoma de P. putida KT2440 en la mutagénesis.

Reactivo 1 reaccién (pL)
Solucion SAM 22.5
Xterminator 5
Producto reaccién de secuenciacion 5
Volumen total 32.5
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Se inyectaron 10 uL de los productos de secuenciacidn purificados en un Analizador Genético 3130x!
(ThermoFisher, EE.UU.). La asignacion de bases nitrogenadas se llevara a cabo con el programa
Sequencing Analysis 5.3.1. La secuencia para su comparacién se obtuvo del GenBank y corresponde
al genoma de Pseudomonas putida KT2440 accession: NC_002947. Después de analizar el resultado
de la secuenciacion se identifico el final del mini-transposdén. Esto define el punto de insercidn en el
genoma, la secuencia inmediatamente después, corresponde al gen mutado. Los mecanismos de
reaccion las enzimas obtenidos y rutas metabdlicas fueron obtenidas de las bases de datos KEGG:
Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas, y UniProt.

Curvas de crecimiento de la coleccion de mutantes deficientes en la
reduccion de selenito.

Para evaluar el efecto de la mutacién en el fenotipo de P. putida KT2440 se realizaron curvas de
crecimiento en presencia y ausencia de selenito. Para ello, cultivos de cada cepa se diluyeron a una
densidad 6ptica inicial de 600 nm (DOggo) de aproximadamente 0,05 en medio fresco con0y 1 mM
de selenito de sodio en un volumen de 200 uL por pocillo. El crecimiento bacteriano se estimd
mediante el registro de la DOgoo €n un lector de microplacas Sinergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader
(Biotek, EE.UU.). Las microplacas (placas de 96 pocillos; Surface Nunclon ™ Roskilde, Dinamarca) se
incubaron a 30 °C durante 24 h con agitacion orbital continua y medicién de la densidad dptica cada
10 minutos. Cada curva de crecimiento consistié de 3 repeticiones bioldgicas (curvas de crecimiento
realizadas en dias diferentes) y cada cepa tuvo 4 repeticiones técnicas por repeticiones bioldgicas
(nimero de pocillos inoculados con la misma cepa bajo las mismas condiciones el mismo dia).
Posteriormente los datos recolectados fueron graficados (DOego Vs tiempo) para comparar el
crecimiento en presencia y ausencia de selenito, y determinar si la mutacion tiene efecto en el
crecimiento normal, al compararlo con la cepa silvestre como control. Se registro por medio de
fotografias la coloracion del medio como cambio fenotipico al final del experimento.

Determinacion de cantidad de selenito residual por FAAS (espectroscopia
de absorcion atomica de llama)

La reduccion de selenito se registr6 mediante el andlisis de selenito residual en el medio de cultivo.
Para ello, frascos erlenmeyer de 3 L con 500 mL de LB suplementados con 1 mM de selenito fueron
inoculados con P. putida KT2440 (DO inicial de 0,05). Las cepas mutantes se cultivaron a 30 °Cy 150
rpm por 24 h. Para los mutantes deficientes se tomaron alicuotas de 15 mL de la suspensién celular
alas 0 hy 24 h durante el crecimiento bacteriano, mientras que para los mutantes con la capacidad
de producir selenio mas rapidamente se tomaron muestras entre las 0 hy 20 h con intervalos de 2,5
h. Luego se midié su DOsoo Y las células fueron recolectadas por centrifugacién (10 min, 4000 x g, 4
°C). Después, el sobrenadante se transfirio cuidadosamente a un nuevo tubo de 15 mLy se almacend
a -25 °C hasta su posterior analisis. Para las determinaciones analiticas, los sobrenadantes se
filtraron en membranas de éster de celulosa mixto (ADVANTEC®, 0,20 um), y se analizaron mediante
un espectrémetro de absorcion atémica (AA240FS+240Z, Varian). La longitud de onda (nm) utilizada
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para el selenio fue 196.026. Las soluciones del selenito se prepararon a partir de una solucion
estandar de 1000 mg/L (Tritrisol-Merck). Se hicieron diluciones apropiadas para la preparacion de
los estandares, que se almacenaron en matraces de polietileno bajo refrigeracion.

Complementacion genética de las cepas mutantes

Se seleccionaron nueve cepas mutantes para su complementacion genética y validar la funcion del
gen mutado. Los genes fueron amplificados por PCR a partir de ADN genomico de P. putida KT2440.
La clonacion de los insertos, de manera individual, se hizo con las siguientes combinaciones de
enzimas de restricciéon: EcoRI — Hindlll o BamHI — Hindlll segln la naturaleza del gen (Cuadro 11).
Los insertos fueron ligados en el pldasmido pSEVA438 de expresidn inducible con 3-metilbenzoato®.
La clonacién se realizd en cepas E. coli DH5alfa en placas LB con estreptomicina 100 pg/mL.
Posteriormente se hizo un miniprep de los insertos clonados para realizar la transformacion cada
una de las cepas mutantes de P. putida KT2400 correspondientes. Finalmente, la verificacién de la
complementacién se hizo visualmente en placas de LB con estreptomicina 100 pg/mL, 3-
metilbenzoato 0,5 mM con selenito 1 mM.

Cuadro 11. Secuencias de primers utilizados para la complementacion de las cepas mutantes de este estudio.

Gen Secuencia 5’-3’
pp4189 | TCTAGAATGCAAGAAAGCGTGATG
(SucA) | AAGCTTTTAGACAGTGAAGGCGTCTT
pp4935 | TCTAGAATGGCCGAAACACCG
(MsbA) | AAGCTTTCAGGTGATATCGGCCTTG
pp2371 | TCTAGAATGTACGTATACGACGAGTACGATC
(Cysl) | AAGCTTTTAATGATTCGCTGCATAGACG
pp3999 | TCTAGAATGGATTACCTGCCGCTGT
(CysG) | AAGCTTTCAGCTGTTCTGCGAACCTT
pp3998 | TCTAGATTGTTTCAGGAGCTCACAA
(Ggr) | AAGCTTTCAAGCCTGCCAAATC
pp4936 | TCTAGAATGTTGTATCAAAAAAACTGGGCA
(Wzy) | AAGCTTTCAGGTTGAACCGGCAATT
pp4799 | TCTAGAATGTACTGCGCCAAAACCTTC
(IdcA) | AAGCTTTCACGCCCTGAACAGATC

Identificacion de proteinas

La cepa P. putida KT2440 se cultivd en dos medios: caldo LB y caldo LB suministrado con selenito 1
mM a 30 °Cy 150 rpm. Después de 24h se centrifugaran (10 min, 4000 x g, 4 °C). Luego se elimind
el sobrenadante y se lisaron las células por choque térmico 95 °C por 5 minutos. Se extrajeron las
proteinas del cultivo por medio del método de precipitacidn por acetona. Se hizo una cuantificacién
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de proteinas totales por el método de Bradford. Después se carga 0,5 a 0,1 ug de proteina total de
ambos cultivos por pozo para la electroforesis de gel de gradiente desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de 4 a 20%. Se realizd la tincidn del gel con azul de comassie G-250 vy se
compararon las bandas de proteinas provenientes de ambos cultivos de manera cualitativa. Las
bandas con expresion diferenciada en el patron de proteinas fueron cortadas y analizadas por
espectrometria de masas en un equipo Applied Biosystems 4800-Plus MALDI-TOF-TOF Proteomics
Analyzer (Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica).

Resultados y Discusion

Mutantes obtenidos a través del plasmido pBAM1

Se obtuvieron un total de 15 cepas mutantes relacionadas con el metabolismo del selenio (Cuadro
12). Doce cepas tenian un fenotipo deficiente en la produccidn de nanoparticulas de selenio
elemental, es decir, las colonias poseian un color blanco a rosado cuando se cultivaron en medio LB
con selenito 1 mM (Fig. 6). Esta falta de coloracién rojiza denota que estas cepas no pueden generar
selenio elemental a la misma velocidad o rendimiento que la cepa silvestre. La mayoria de estas
cepas mutantes después de 48 horas de crecimiento logran alcanzar una coloracién rojiza casi de la
misma intensidad que la cepa silvestre. El resto de mutantes (3 cepas) resultaron ser capaces de
producir selenio a una velocidad mayor que la cepa silvestre, ya que al observarlas en placa con
selenio 1 mM se tornaban de color rojizo notoriamente mas rapido que la cepa silvestre (Fig. 6).
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Figura 6. Microplaca 96 pocillos con cultivo de P. putida KT2440 y cepas mutantes en medio LB con selenio 1 mM.
Fotografia tomada a las 24 horas. Cuatro replicas por cepa. B: Blanco (medio LB): WT: P. putida KT2440. RFO4 gqr::km,
RF16 sucA::km, RF18 D2HGDH::km, RF20 D2HGDH::km, RF24 IdcA::km, RF29 msbA::km, RF30 cysG::km, RF31 cysG::km,
1J03 cysG::km , JJ05 wzy::km, JJ07 cysl::km, 1J24 ccmF::km, )13 PP_0051::km, J)14 Sqr/Rho::km, )33 Pdo2::km.
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Cuadro 12. Genes mutados en P. putida KT2440 por insercidn de casette con resistencia a kanamicina. Anotacidn genética
basado en: A cromosoma?3, B Pseudomonas database*? o ¢ homologia contra Ppuf_0068 de P. putida F143

2440 Identificacion ,;\:Irz\;:uon Metabolismo Ubicacion celular

Amarillo
- pp3998 crema Glutationil-hidroquinona reductasa® Glutation Citoplasma
Amarillo i
pp4189 crema 2-oxoglutarato dt-":shidrogt::nasaA SucA Central Citoplasma
Amarillo . . X B . .
pp5154 crema D-2-hidroxiglutarato deshidrogenasa D2HGDH Central / serina Citoplasma
Amarillo . . . .
- pp5154 crema D-2-hidroxiglutarato deshidrogenasa D2HGDH Central / serina Citoplasma
Amarillo A Estructura :
47 i épti i i IdcA |
- pp4799 crema Muranoiltetrapéptido carboxipeptidasa™ /dc membrana Citoplasma
Amarillo o A Transporte Membrana
ppa935 crema transpartadarlipidico ABCATPasa msbA transmembrana citoplasmdtica
Amarillo
Rf o Camnet A .
pp3999 crema uroporfirina-lll C-metiltransferasa cysG Porfirinas Citoplasma
Amarillo - . A .
Rf31 pp3999 crema uroporfirina-Ill C-metiltransferasa cysG Porfirinas Citoplasma
Amarillo - .
13 pp3999 crema uroporfirina-Il| C-metiltransferasa” cysG Porfirinas Citoplasma
Rosado ) , A Estructura Membrana
55 pp4936 claro Polimerasa antigeno-0 wzy membrana citoplasmatica
Amarill Sulfito reductasa hemoproteina, .
17 pp2371 martiio i A cysl Azufre Citoplasma
crema subunidad beta
Regulador transcripcional sigma-54
113 pp0051 Rojo . B -- -- Citoplasma
dependiente putativo
114 pp0053 Rojo Sulfuro-quinona oxidorreductasa’ sqr/ rho Azufre Periplasma
Amarillo . . A , Membrana
124 ppdszz Citocromo c sintetasa cemF Energia citoplasmética
JJ33 pp0052 Rojo persulfuro dioxigenasac pdo2 Azufre Citoplasma

Analisis de las posibles funciones de los genes obtenidos por mutagénesis
en la reduccion de selenito a selenio elemental.

Subunidad beta de sulfito reductasa (Cysl) (pp2371)

La proteina Cysl es un componente del complejo de la sulfito reductasa que cataliza la reduccion de
sulfito a sulfuro de hidrégeno (Fig. 7)**. Esta es una de las varias actividades requeridas para la
biosintesis de L-cisteina a partir de sulfato. Esta reaccidn es reversible. Esta proteina tiene 2 sitios
de unidén: 1 siroheme y 1 cluster 4Fe-45%. Debido a la similitud estructural entre el sulfito y el
selenito existe la posibilidad de que esta enzima catalice la reduccién del selenito a seleniuro de
hidrégeno de manera inespecifica, es por esta razén, que los mutantes de este gen son deficientes
para este proceso. Adicionalmente otra posibilidad es que, estos mutantes tienen menos poder
reductor al no poder generar 3 NADPH (poder reductor), necesarios en otros procesos como
regenerar el glutatién reducido.

25



Sulfuro de hidrogeno + 3 NADP oxidado + 3 Agua < sulfito + 3 NADPH reducido + 3 préton

0. OH
H\S/H ) s
s e ——————_ — OH
CO0ZB3 . / . N 00094
H HzN "
o s Mo HN " g H
i§ . NN conoso
A j coonor \,l W
2 -
Q) 9 9 F Lo o S
N ,0\ —0-P—0—| F‘ 0w 0 i w—0-P—0—F-O—a "r
g 4 &4 oW pu— 2 OH  OH * :_
o om Mo o Ho’ “oH HO' ?
0zp-0H 0=p-on
OH oH
coanne conans

Figura 7. Mecanismo de reaccidon de sulfito reductasa (Cys/) propuesto para pp2371 en Pseudomonas putida KT2440.
Nomenclatura enzimatica (EC): 1.8.1.2. Tomado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de genes y genoma

~
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Uroporfirina-1II C-metiltransferasa (CysG) (pp3999)

Esta proteina es parte de la enzima multifuncional siroheme sintetasa, que cataliza las metilaciones
del uroporfirina-Ill en la posicién C-2 y C-7 para formar la precorrina-2 a través de la precorrina-1
(Fig. 8)%. Este paso es un cuello de botella metabdlico en la generacién de Precorrin 2. Luego la
siroheme sintetasa cataliza la deshidrogenacién en anillo dependiente de NAD* de la precorrina-2
para producir sirohidroclorina®’. Finalmente, cataliza la ferroquelacién de sirohidroclorina para
producir siroheme®, Estudios previos han documentado en E. coli que siroheme es un cofactor
de la sulfito reductasa *°. Debido a que CysG estd involucrado en la sintesis de este cofactor del cual
depende la actividad sulfito reductasa, nosotros hipotetizamos que los mutantes de este gen no
pueden completar los pasos finales para generar siroheme, y esto disminuye la actividad sulfito
reductasa lo que resulta en un fenotipo deficiente para la reduccion de selenito. Dado la posicidon
del azufre y el selenio en la tabla periddica (grupo VI) es esperable que la bioquimica de ambos
elementos sea muy similar. Aniones como el sulfito (SOs?2) y el selenito (SeOs?2) son altamente
probables que sean reconocidos por las mismas enzimas, por lo que no es sorprendente que en
nuestros experimentos de mutagénesis muchos de los genes afectados estdn relacionados con el
metabolismo del azufre como lo es el caso de CysG.

2 S-Adenosil-L-metionina + Uroporfirinogeno Il S 2 S-Adenosil-L-homocisteina + Precorrina 2

HO:
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Figura 8. Mecanismo de reaccion de la Uroporfirina-lll C-metiltransferasa (CysG) propuesto para pp3999 en Pseudomonas
putida KT2440. Nomenclatura enzimatica (EC): 1.2.4.2. Tomado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas

Sulfuro-quinona reductasa / Rodanasa (sqr/rho) (pp0053).

Se han reportado dos versiones de esta enzima: una eucariota y otra para procariotas®. En la version
eucariota ubicada en la membrana mitocondrial interna, la enzima no logra ciclar los residuos de
sulfuro, sino que cataliza el primer paso en el metabolismo del sulfuro de hidrégeno con la ayuda
de glutatidn seguido por una persulfuro dioxigenasa tipo 1 (Pdo1)°7%, La versidn procariota cataliza
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la oxidacion del sulfuro de hidrégeno, con la ayuda de quinonas. Los ciclos de reaccién consecutivos
conducen a la acumulacién de polisulfuro (Fig. 9). Se ha estudiado PPO053 anteriormente y se
clasifico como una sulfuro-quinona reductasa (Sqr) y se observé que la enzima cataliza una
transferencia de sulfuro a cianuro, disminuyendo el valor Ky, de Sqr para la oxidacidn del sulfuro de
hidrégeno y elevé la reduccidon de quinonas. Adicionalmente en este estudio, la eliminacidn de
pp0053 de P. putida KT2440 condujo a la disminucion de la actividad catalasa intracelular y la
ubiquinona-H; oxidasa. Ademas, se observé como el tiocianato se formd como un producto de
transferencia de carga de la reduccién efectiva de quinonas (Fig. 10). En este estudio, los autores
concluyen que la oxidacién del sulfuro de hidrégeno y la formacién de tiocianato son propiedades
singulares de esta enzima®. En otro estudio en el afio 2016, se clondy expresd en E. coli, la enzima
Sqr, (cuya actividad rodanasa, es igual a la actividad reportada para PP0053) y una persulfuro
dioxigenasa tipo 2 (pdo2) de Cupriavidus pinatubonensis, con lo cual se concluyd que los polisulfuros
pueden reaccionar con glutatién para generar sulfito por medio de Pdo2 y que a su vez este sulfito
generado puede reaccionar con glutatiéon por medio de la actividad rodanasa de Sqr generando
tiosulfato®®. Este mecanismo explica porque pp0053::km tiene un fenotipo donde se produce mas
rapidamente el selenio elemental (Fig. 6), ya que este mutante tiene una via metabdlica eliminada
gue consume y compite por glutation.

n Sulfuro de hidrégeno + n Quinona % Polisulfuro + n Hidroquinona
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Figura 9. Actividad 1: mecanismo de reaccidn para sulfuro-quinona oxidorreductasa procariota de (Sqr/Rho) pp0053 en
Pseudomonas putida KT2440. Nomenclatura enzimatica (EC): 1.8.5.4. Tomado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de genes
y genomas
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Figura 10. Actividad 2: mecanismo rodanasa (tiosulfato: cianuro sulfurotransferasa) de (Sqr/Rho) pp0053 en Pseudomonas
putida KT2440. Nomenclatura enzimatica (EC): 2.8.1.1. Tomado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas

Persulfuro dioxigenasa (PdoZ2) (pp0052)

En P. putida KT2440, no existe anotacidn en este gen en las bases de datos ni en su genoma sin
embargo se ha estudiado esta enzima en P. putida F1*3. Al comparar las secuencias de aminodcidos
entre F1 (ppuf0068) y KT2440 (pp0052) su similitud es del 99.32% con 100% de cobertura. Esta
evidencia nos da la certeza para concluir que son el mismo marco de lectura abierto. En la cepa F1
ppuf0068 esta identificada como una persulfuro dioxigenasa tipo 2. Esta clase de enzimas
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desempefia un papel importante en el catabolismo del sulfuro de hidrégeno®. El sulfuro de
hidrégeno (H.S) primero se oxida por Sqgr, dando lugar a polisulfuros. Luego, Pdo2 consume oxigeno
diatdmico para catalizar la oxidacién de los polisulfuros, una vez que se ha transferido a un aceptor
tiofilico, como el glutatién y generar sulfito (Fig. 11). Este mecanismo propuesto seria similar al
reportado en mitocondrias con el cambio de que la reaccién se llevaria con residuos polimerizados
de azufre en vez de sulfuro de hidrégeno unido a glutatidon®®. Este es el segundo paso para convertir
sulfuro de hidrégeno en sulfito. El primer paso es la reaccidn ya descrita anteriormente de Sqr (ver
arriba). La mutacidn en este gene genera un fenotipo en el cual se produce a mayor velocidad el
selenio elemental, debido a que posee una via metabdlica eliminada que consume glutatidn.

S-(polisulfanil),-glutation + oxigeno + H,0 % glutation + sulfito + polisulfuron_;
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Figura 11. Mecanismo de reaccidn para persulfuro dioxigenasa (Pdo2) propuesto para pp0052 de Pseudomonas putida
KT2440. Nomenclatura enzimatica (EC): similar a 1.13.11.18. Adaptado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de genesy
genomas.

Regulador transcripcional, familia FIS, dependiente de sigma-54 putativo (pp0051).

En P. putida KT2440, este gen aun no tiene una funcién asignada, y lo he abreviado FT FIS 0-54. La
familia de factores para la estimulacion de la inversién (FIS) son un grupo de reguladores de las
funciones bacterianas (estructura cromosomal, iniciacién de replicacion de ADN, movimiento
flagelar, regulacidon de factores de virulencia) y se une especificamente a secuencias de ADN
débilmente 8%, Debido a su localizacidn en su vecindario cromosdmico y al efecto que hemos visto
en los mutantes de los genes cercanos es posible que los genes pp0052, pp0053, pp0054 formen un
operdn regulado bajo su control (Fig. 12). Este operdn concuerda con lo descrito en la literatura: los
genes pdo a menudo estdn presentes como una sola copia por genoma bacteriano, y a menudo
estan vinculados a otros genes relacionados con el metabolismo de azufre, como los genes que
codifican a sqr/rho (pp0053), y el exportador de sulfito (pp0054)>’. Shibata et al. 2006 definen que
el operdn de pp0053 tiene una estructura bicistronica Unicamente compuesto por pp0052 (pdo2) y
pp0053 (sqr/rho) generando un ARN mensajero 2300 pares de bases™. Sin embargo, esta afirmacion
estd basada en datos experimentales no mostrados en el articulo. Debido a la ausencia de esta
informacidn que determinar sin duda alguna que el operdn es bicistronico y que Xin et al. (2016),
revelan que la estructura consenso del operdn es de 3 genes: pdo2, sqr/rho y tauE/safE *°. Queda
abierta la pregunta de cudl es el nimero de genes de este operdn en P. putida KT2440. Por esta
razon decidimos realizar un analisis in silico de la secuencia de pp0052, pp0053, pp0054
(coordenadas cromosomicas: 60609 - 64361) con el programa FindTerm y se encuentro una Unica
secuencia que puede formar una horquilla de terminacién al final de pp0054: CCCTGTTGTTGGCCGG-
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-CAAGGCTCTACTCGGCTAGCAACTCGCTTTGTTCGGC. Este descubrimiento apoya la idea que el
operdn esta conformado por pp0052, pp0053, pp0054 y sugiere que el operdn no es bicistrénico.
Por otro lado, se sabe que la induccién de pp0053 es posible con 0,5 mM de cistina o cisteina®. Es
muy probable que estos compuestos actien sobre PP0051 o upstream en el metabolismo si se
confirma que son parte del mismo operdn. Respecto al selenito, esta claro que, si este factor
transcripcional regula pdo2y sqr/rho, su ausencia evitaria que el glutatién sea consumido y desviado
para generar sulfito y finalmente tiosulfato, lo cual mantendria niveles mas altos de glutation en las
bacterias pp0051::km y permitiria catalizar la reduccion de manera mas eficiente de selenito a
selenio elemental al no tener esta fuga metabdlica del glutatién indicando que PPO051 que es un
factor de transcripcidn activador.
N\

pp0053 > pp0054

V

Figura 12. Operdn hipotetico pdo2 — Sqr/Rho - tauE/safE (4524 pb). pp0051: Factor de transcripcion (FT FIS 0-54, pp0052:
persulfuro dioxigenasa putativa (Pdo2), pp0053: Sulfuro-quinona oxidorreductasa putativa (sqr/Rho), pp0054: Exportador
de sulfito tauE/safE putativo. Localizacién subcelular basada anotaciones en la base de datos de genomas de

Pseudomonas: rojo (citoplasma), amarillo (periplasma), anaranjado (membrana citoplasmatica).

Glutationil-hidroquinona reductasa (gqr) (pp3998)

Este tipo de enzimas, que se encuentran en bacterias, halobacterias, hongos y plantas, catalizan la
reduccion de glutationil-hidroquinonas dependiente de glutation®®. Los sustratos para estas enzimas
a menudo se forman espontdneamente por la interaccion de las benzoquinonas con el glutatidn
(Fig. 13)%2%3, Uno de los mecanismos descritos en la literatura para la reduccion del selenito es por
medio del glutation, sin glutationil-hidroquinona reductasa se ve reducida la capacidad de regenerar
el glutation reducido y por ende el fenotipo del mutante es deficiente para la reduccion de selenito.
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Figura 13. Mecanismo de reaccién glutationil-hidroquinona reductasa (gqr) (pp3998) en Pseudomonas putida KT2440.
Nomenclatura enzimatica (EC): 1.8.5.7. Tomado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas.
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Citocromo c sintetasa (ccmF) (pp4322)

Esta enzima es necesaria para la biogénesis de los citocromos ¢, que son proteinas de transferencia
de electrones que tienen uno o varios grupos hemo ¢, unidos a la proteina por uno o mas
(comunmente dos) enlaces tioéter que implican grupos sulfhidrico de residuos de cisteina (Fig. 14)
5. En procariotas, los citocromos ¢ cumplen 4 tipos de funciones: respiracién, fotosintesis,
desintoxicacién y sefializacién®. Se ha reportado la formacién de holocitocromos ¢ por CcmFH y
CcmG, un tiorredoxina periplasmico®. CcmG pertenece a la familia de tiol: disulfuro
oxidorreductasas. Proteinas con esta misma funcién como DsbB han demostrado que median los
efectos oxidantes del telurito en el sistema redox de membrana ciclo Q, acta como un "conducto
de electrones" entre el metaloide donde se observé una reduccién de la reserva de citocromos c y
b; y oxidacién de ubinquinol ®. Es posible que en Pseudomonas putida CcmF actda con un
mecanismo similar a este y esto explicaria porque la ausencia de esta enzima afecta la reduccién del
selenito a selenio elemental al no poder reducirlo por medio de este sistema redox de membrana.

Citocromo ¢ = Apocitocromo ¢ + Hemo
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Figura 14. Mecanismo de reaccidn de citocromo c sintetasa (CcmF) (pp4322) en Pseudomonas putida KT2440.
Nomenclatura enzimatica (EC): 4.4.1.17. Tomado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas.

2-oxoglurato deshidrogenasa (SucA) (pp4189)

Esta proteina es un componente del complejo 2-oxoglutarato deshidrogenasa (OGDH) que cataliza
la descarboxilacidén de 2-oxoglutarato, el primer paso en la conversién de 2-oxoglutarato a succinil-
CoAy CO,en el ciclo de &cidos tricarboxilicos (Fig. 15)%7:%. Sin SucA se ve interrumpido el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, alterando el crecimiento y disminuido el poder reductor (NADH) en el
metabolismo central por ende el fenotipo del mutante.
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2-Oxoglutarato + CoA + NAD(oxidado) S Succinil-CoA + didxido de carbono+ NAD(reducido) +
proton
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Figura 15. Mecanismo de reaccion 2-oxoglurato deshidrogenasa (SucA) (pp4189) de Pseudomonas putida KT2440.
Nomenclatura enzimatica (EC): 1.2.4.2. Tomado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas

D-2-hidroxiglutarato deshidrogenasa (DZHGDH) (pp5154)

Esta enzima cataliza la oxidacién de D-2-hidroxiglutarato a 2-oxoglutarato (Fig. 16)%°71. Se ha
demostrado la participacién de D2HGDH en la biosintesis de L-serina por medio de una ruta
relacionada con SerA en especies de Pseudomonas, incluidas P. putida KT2440, y esto define un
enlace entre los intermediarios de la glicdlisis, el ciclo de acidos tricarboxilicos y sintesis de serina.
Ademas tiene efectos en el metabolismo de energia ya que, la flavoproteina de transferencia de
electrones (ETF) y la ETF-ubiquinona oxidorreductasa (ETFQO), y proteinas de cadena de transporte
de electrones, son esenciales en el metabolismo de D-2-hidroxiglutarato a través de su capacidad
para transferir electrones de D2HGDH?2. En el metabolismo del selenito la mutacién de gen tiene un
se reduce la cantidad de 2-oxoglutarato disponible en la célula para desviar este compuesto a la
generacion de L-glutamato, requerido en los precursores para el metabolismo del glutatién y
porfirinas. Esto da como resultado un fenotipo deficiente para la reduccién de selenito.

(R)-2-Hidroxiglutarato + Aceptor < 2-oxoglutarato + aceptor reducido
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Figura 16. Mecanismo de reaccién de D-2-hidroxiglutarato deshidrogenasa (D2HGDH) propuesto para pp5154 de
Pseudomonas putida KT2440. Nomenclatura enzimatica (EC): 1.1.99.39. Tomado del KEGG: Enciclopedia de Kyoto de
genes y genomas

Muranoiltetrapéptido carboxipeptidasa (IdcA) (pp4799)

De acuerdo a los estudios publicados por Templin et al. (1999) LdcA es una proteina que libera el
residuo de D-alanina terminal del producto de reciclaje de tetrapéptidos citopldsmicos L-Ala-
gamma-D-Glu-meso-Dap-D-Ala (EC: 3.4.17.13) (Fig. 17)73. Los tripéptidos producidos por la reaccién
de LcdA se pueden reutilizar como bloques de construccion de peptidoglicanos; LcdA estd
involucrado en el reciclaje de mureina’®. Esta enzima no participa activamente en el metabolismo
de selenito, sin embargo, hipotetizamos que la bacteria al no poder reemplazar los componentes
de la pared celular dafiados por estrés oxidativo, tiene una menor capacidad de defensa contra los
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subproductos toxicos del metabolismo del selenito (es decir superdxido y perdxido de hidrégeno),
dando un fenotipo deficiente.

H,0 + N-acetil-D-glucosaminil-N-acetilmuramoil-L-alanil-D-glutamil-6-carboxi-L-lisil-D-alanina —
D-alanina + N-acetil-D-glucosaminil-N-acetilmuramoil L-alanil-D-glutamil-6-carboxi-L-lisilo
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Figura 17. Ruta para el reciclaje de tripéptidos de mureina y sus aminoacidos en E. coli. Tomado de 74

Transportador lipidico ABC ATPasa (MsbA) (pp4935)

Esta proteina transportadora participa en la exportacion de lipidos A y posiblemente también en la
exportacion de glicerofosfolipidos y biogénesis de la membrana externa (Fig. 18)”>7¢. Los dominios
transmembrana forman un poro en la membrana interna y el dominio de unién a ATP es responsable
de consumo de energia’. Al igual que ldcA no participa activamente en el metabolismo de selenito
sin embargo, si por estrés oxidativo la pared celular resulta dafiada en el lipido A o en
glicerofosfolipidos, el hecho de que la bacteria no pueda exportarlos le resta capacidad de defensa
contra el estrés oxidativo y por esta razén tiene un fenotipo deficiente.

A |
----- 4 ; i
H ﬁ;w <— LipidA
Outer 392 i |
Membrane $44 il F .
3 N i 4# ()
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Peptidoglycan i
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181 L
Lipid A ! —F g el
Precursor C12-ACP C14-ACP I
Cytoplasm LpxL LpxM

Figura 18. Funcion de MsbA en la exportacidn de fosfolipidos en E. coli. Actividad catalitica: ATP + H,0 + Lipido A (lado 1)
= ADP + fosfato + Lipido A (Lado 2). Nomenclatura enzimatica (EC): 7.5.2.6. Tomado de 77.
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Polimerasa de antigeno-0 (wzy) (pp4936)

Los antigeno-O son componentes principales de la superficie del lipopolisacarido (LPS) de las
bacterias Gram-negativas y son muy variables en su estructura’®’®. Wzy es una polimerasa de
antigeno-O cuya funcién es catalizar la adicién de unidades repetitivas recién sintetizadas a un
glicolipido que consiste en lipido A, polisacarido del nucleo interno y una unidad de repeticién del
antigeno-O (Fig. 19)%. Al igual que LdcA y MsbA, Wzy no participa activamente en el metabolismo
de selenito. Posiblemente, al participar en el ensamblaje de la membra celular, los mutantes en este
gen sean mas vulnerables al estrés oxidativo y por eso no logran metabolizar el selenito tan rapido
como la cepa silvestre.

Wzx /(flippase) iz — score  lipid A

.fﬁ(,
i—bO-antigen unit

Cytoplasm

Figura 19. El ensamblaje del antigeno-O en Francisella tularensis. Las unidades de repeticion se transfieren al periplasma
y se polimerizan desde el extremo reductor por la O-antigeno polimerasa (Wzy). Tomado de &

Curvas de crecimiento y reduccion de selenio a selenio elemental en las
cepas mutantes

Al observar el crecimiento de las cepas deficientes en medio LB, la mayoria de las cepas tuvo un
crecimiento similar a la cepa silvestre con una disminucién inferior al 10% de crecimiento con la
excepcion de sucA::km (RF16) que tuvo un crecimiento lento (ODgoo 24h, KT2440= 1,223; sucA::km
(RF16)=0,841). Adicionalmente wzy::km, cysG::km no llegan a la fase estacionaria (10 h) al mismo
tiempo que la cepa silvestre, sino que poseen una curva menos pronunciada y alargada alcanzando
valores similares de ODgoo hasta las 16 horas (Fig. 20). Las bacterias sucA::km pierden energia (ATP)
y poder reductor (NADH) al no poder convertir el 2-oxoglutarato en succinato®. Por este motivo es
esperable que una mutacidn de este tipo genere un crecimiento mas lento. Por otro lado el gen wzy
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es posible que una mutacidn en este gen genere una fase de crecimiento exponencial mas lenta y
alargada en el tiempo ya que es responsable del ensamblaje de una parte del lipopolisacarido de
membrana’. La cepa JJ3 tiene una mutacién en cysG sin embargo, el comportamiento de otras
cepas con la insercién del cassette de kanamicina en este gene (RF30 y RF31) tienen un crecimiento
normal en LB, posiblemente esta divergencia en el crecimiento es debido al punto de insercion del
cassette. Respecto a las curvas de crecimiento de las bacterias en medio LB con selenito 1 mM, se
observa que los mutantes tienen valores de ODgqo similares o inferiores a la cepa silvestre a lo largo
del tiempo (Fig. 21).
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Figura 20. Curva de crecimiento de 24 h cepas mutantes deficientes de P. putida KT2440 en medio LB.

Hay que destacar que, con mediciones espectrofotométricas a esta longitud de onda, el selenio
elemental también absorbe radiacion o dispersa la misma, por lo que es claro que los valores de
ODegoo medidos corresponden al crecimiento celular sumado a la acumulacidn de selenio elemental.
Es esperable que mutantes que crecen de manera deficiente en LB sin selenito también lo hagan
cuando se suplementa al medio. Este fue el caso para sucA::km (RF16) y cysG::km (JJ3) que
obtuvieron los valores de ODgoo mas bajos a las 24 horas al igual que cysl::km (1J7) Idc rA:km (Rf24)
y ccmF:km (JJ24). Al observar el crecimiento durante la fase exponencial, tres mutantes tuvieron
retrasos importantes ccmF:km (JJ24), sucA:km (RF16) y wzy:km (JJ5) (Fig. 21). Sabemos por su
comportamiento en el LB en ausencia de selenito, sucA:km (RF16) y wzy:km (JJ5) tienen problemas
relacionados con el crecimiento, esto sumado a su participacién indirecta en metabolismo del
selenito como abastecimiento de precursores (sucA) y reparacidon/sustiticion de componentes
dafiados de membrana por estrés oxidativo (wzy). Esto explicaria de una manera razonable los bajos
valores de ODego. La cepa cysG::km (JJ3) también presenta problemas de crecimiento, la mutacion
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Figura 21. Curva de crecimiento de 24 h cepas mutantes deficientes de P. putida KT2440 en medio LB con selenito 1 mM.

en este gen estd relacionada con procesos de catalisis del selenito por medio de la sulfito
oxidorreductasa (cys/) y el valor bajo de OD se debe a su incapacidad de metabolizar selenito, esta
seria la misma causa para cysl::km (JJ7). Por otra parte, ccmF::km (JJ24), ademds de tener
participacién en la catalisis del selenito, el citocromo c es parte importante de muchos otros
procesos de oxidorreduccién en membrana®. Su fase exponencial es la més lenta y tardia de todas
las cepas, empezando a las 5 h 50 mins (OD = 0,207) mientras el penultimo en lograrlo fue wzy::km
(JJ5) a las 3 h 30 mins (OD = 0,201) y la cepa silvestre a las 3h (OD = 0,206). Finalmente, IdcA::km
(Rf24) esta relacionado con el reciclaje de un componente de membrana: la mureina’®. Este gen no
tiene relacidn directa con la catalisis del selenito, pero sugiere que el microorganismo al verse
incapaz de reciclar los componentes de membrana disminuye el metabolismo del selenito,
posiblemente promovido por dafios oxidativos y formaciéon de subproductos tdxicos.

Con el fin de tener datos mads precisos y cuantitativos de la velocidad de biotransformacién del
selenito a selenio elemental en cada una de las cepas mutantes, se midid la cantidad de selenito
remanente a las 24 horas de cultivo a través de FAAS. Como se esperaba, todas las cepas mutantes
deficientes tienen valores de bioconversién inferiores a la cepa silvestre (Fig. 22). La cepa silvestre
tiene una capacidad de reduccién de selenito promedio de 80%, mientras que los mutantes
transforman entre un 10% a un 70%. Los porcentajes de reduccion mas bajos fueron para los
mutantes D2HGDH::km (RF18, RF20) asi como para los genes relacionados con el metabolismo del
azufre, especificamente cysl::km (JJ7) y cysG::km (RF30, JJ03) con menos del 20% de bioconversidn.
Sin embargo, CysG::km (RF31) tuvo un valor mas alto que los otros mutantes para este gen, con un
valor de aproximadamente 30%. Estos datos sugieren que genes relacionados con el abastecimiento
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de precursores y metabolismo del azufre tienen el mayor impacto sobre la reduccién de selenito a
selenio elemental. No obstante, ninguno de los genes mutados es esencial para este proceso.
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Figura 22. Reduccion de selenito a selenio elemental a las 24 h en mutantes deficientes de P. putida KT2440 en medio LB
con selenito 1 mM.

Como se menciond anteriormente, ademas de los mutantes deficientes en la produccién de
nanoparticulas de selenio, también se obtuvieron en el proceso de mutagénesis 3 cepas capaces de
realizar el proceso de reduccidn a velocidades mayores que la cepa silvestre: JJ13 (pp0051; FT FIS o-
54::km), )14 (pp0053 ; sqr/rho::km) y 1133 (pp0052; pdo2::km). Al igual que las cepas deficientes,
estas se cultivaron en LB para evaluar su fisiologia, observandose que su curva de crecimiento es
similar a la de la cepa silvestre (Fig. 23).

Al cultivar estas cepas JJ13 (FT FIS 0-54::km), JJ14 (sqr/rho::km) y 1133 (pdo2::km), en presencia de
selenito, se observd que las mismas son capaces de metabolizar el selenito tiempo antes que la cepa
silvestre (Fig. 24). Este efecto empieza a ser visible a partir de las 4 horas para las 3 cepas, que tienen
un comportamiento casi idéntico, con menos de un 5% de desviacion estandar en todos los 144
puntos a lo largo de la cinética de 24 h. Es claro que la diferencia en la densidad 6ptica observada
en la figura 24 es producto de la absorbancia o dispersidon de las nanoparticulas de selenio y no
debido a un crecimiento acelerado de los mutantes ya que en ausencia de selenito (Fig. 23) no se
observan cambios en el crecimiento con respecto a la cepa silvestre.

Para confirmar esta observacién también determinamos la disminucién en la concentracién de
selenito por la conversidn a selenio elemental en las cepas JJ13 (FT FIS 0-54::km), JJ14 (sqr/rho::km)
y 133 (pdo2::km). Para esto, se determiné el contenido de selenito remanente el sobrenadante
desde las 0 h hasta 20 h con intervalos de 2,5 h. Los resultados demuestran que las cepas JJ13, JJ14
y 1133 inicia el proceso de reduccidn varias horas antes que la cepa silvestre (Fig. 24), sin embargo
el rendimiento de nanoparticulas de selenio es el mismo en todos los casos después de 17 horas (Fig
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25). En nuestro estudio publicado previamente concluimos que el proceso de reduccién del selenito
en P. putida KT2440, inicia en la fase exponencial?. Los resultados obtenidos con los mutantes JJ13,
JJ14 y 1J33 sugieren que ocurre un proceso de desrepresion metabdlica que permite que los genes

se activen desde el inicio de la fase exponencial temprana.
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Figura 23. Curvas de crecimiento de 24 h de mutantes rapidos de P. putida KT2440 en medio LB.
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Figura 24. Curvas de crecimiento de 24 h mutantes rapidos de P. putida KT2440 en medio LB con selenito 1 mM
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Figura 25. Disminucidon en la concentracidn de selenito por la conversion a selenio elemental en mutantes rapidos de P.
putida KT2440 durante 20 h en medio LB con selenito 1 mM.

Complementacion de las cepas mutantes deficientes en la reduccion de
selenito

Con el fin de validar adecuadamente los resultados obtenidos en la mutagénesis del pBAM1, se
procedio a realizar la complementacion de 9 de los mutantes deficientes en el proceso de reduccion
de selenito. Para ello, los genes fueron amplificados por PCR, clonados en el pldsmido pSEVA438, y
sobreexpresados en cada cepa mutante con el fin de evaluar si se produce la recuperacion del
proceso de reduccion. En este caso, la confirmacién de la recuperacion del fenotipo es muy sencilla
ya que se restableceria la formacion del color rojizo en las colonias de P. putida debido a la
acumulacién de las nanoparticulas de selenio. Como se observa en la figura 26, todas las cepas
mutantes deficientes que fueron complementadas obtuvieron una coloracién roja que denota la
recuperacion de la capacidad de producir selenio elemental, con la excepcion de D2HGDH::km (RF20
y ccmF::km). Esto confirma la participacion de los genes obtenidos en la mutagénesis en el proceso
de reduccién de selenito a selenio elemental.
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Figura 26. Complementacidn de cepas deficientes en medio LB con selenito 1 mM y 3-metil-benzoato (3MB) 0,5 mM.
Fotografia tomada a las 24 horas. -: cepa sin complementacion (plasmido pSEVA438 sin inserto). +: cepa complementada.
A: Rf4 (gqr::km) B: Rf16 (sucA::km) C: Rf24 (ldcA::km) D: Rf29 (msbA::km) E: Rf30 (cysG::km) F: Rf31 (cysG::km) G: I3
(cysG::km) H: JJ5 (wzy::km) |: J)7 (cysl::km)

Identificacion de proteinas implicadas en el proceso de reduccion de
selenito

Con el fin de identificar proteinas que se expresen de forma diferencial en ausencia/presencia de
selenito se analizd el perfil de proteinas en una dimension (Fig. 1, anexos). En este experimento se
logré determinar que la cepa silvestre en presencia de selenito produce mayor cantidad de una
superdxido dismutasa dependiente de hierro. Al comparar la secuencia de péptidos, estas
corresponden al producto del gen sodB, codificado en P. putida KT2440 como PP0915%, La funcidn
de esta enzima es la de transformar el radical aniénico superéxido, un compuesto altamente tdxico,
en perodxido, un compuesto de una toxicidad inferior®¥#4, El hecho de que esta enzima este en mayor
cantidad cuando la bacteria se cultiva con selenito es razonable, ya que es necesario eliminar el
superoéxido generado como subproducto de la reduccidn de selenito a selenio elemental por medio
de las rutas del glutation y sulfito oxidorreductasa.

Cuadro 13. Péptidos identificados por espectrometria de masas de bandas recortadas en gel PAGE-SDS.

Muestra m/z 2 n péptidos confianza Puntaje Porcentaje de Identificacién por
cobertura similitud

1 2244.2 1 1 AFELPPLPYAHDALQPHISK 99 17 17.7 Superéxido sodB Q88PD5
dismutasa [Fe]

1581.8 1 1 TSVGTFGSGWGWLVK 99 9 7.6 Superéxido sodB Q88PD5
dismutasa [Fe]

— 1581.8 1 2 TSVGTFGSGWGWLVK 99 9 7.6 Superéxido sodB  Q88PD5
dismutasa [Fe]

Analisis de las rutas metabdlicas implicadas en la produccion de
nanoparticulas de selenio en P. putida KT2440.

Nuestros resultados apuntan a 4 médulos funcionales interconectados: 1) abastecimiento de poder
reductory bloques de construccidn para precursores (SucA pp4189, D2HGDH pp5154, PutA pp49472
2) sistemas de catalisis (Gqr pp3998, Cysl & siroheme pp2371, pp3999, ccmF pp4322); 3) manejo de
subproductos toxicos (SodB pp0915); 4) sintesis y reparacion de membrana (LdcA pp4799, MsbA

39



pp4935, Wzy pp4936). Ademas, se realizd la identificacion de 3 cepas mutantes capaces de realizar
la transformacion del selenito a velocidades superiores que la cepa silvestre (FT FIS 0-54 pp0051;
Pdo2 pp0052; Sqr/Rho pp0053).

Con respecto al primer médulo metabdlico es claro que la produccion de glutamato, glutation y
poder reductor son criticos para mantener para la reduccidon de selenito a selenio elemental. La
sintesis de glutamato se realiza a partir 2-oxoglutarato del ciclo de acidos tricarboxilicos, sintesis de
serina o degradacién de prolina 8%, Pseudomonas putida KT2440 tiene reportado en su genoma la
enzima encargada de este proceso, una glutamato sintetasa dependiente de NADPH (PP5076 +
PP5075)%. Una vez sintetizado el glutamato, el mismo se usa para la biosintesis de glutation y
porfirinas como el citocromo c y siroheme (Fig. 27). Datos preliminares de ARN-seq y confirmados
por PCR tiempo real realizados en el laboratorio del Dr. José I. Jiménez en la Universidad de Surrey
indican que el gen putA (pp4947) cambid su expresion cuando P. putida KT2440 se cultivo en
presencia del selenito (cuadro 1, anexos). Por tanto, con base a estos datos es posible hipotetizar
que, para la reduccion de selenito, P. putida KT2440 genera glutamato/glutation a partir del 2-
oxoglutarato (revelado por el mutante D2HGDG::km) y la degradacion de prolina (revelado por la
expresion aumentada de putA en el experimento de ARN-seq) y pierde capacidad de generar poder
reductor si se afecta el ciclo de acidos tricarboxilicos y su crecimiento empeora (mutante SucA::km).
La generacion de poder reductor es muy importante, ya que los procesos cataliticos requieren 3
NADPH por molécula de selenito para su reduccién a selenio elemental adicional al poder reductor
requerido para la sintesis de novo de las enzimas y cofactores implicados. La bacteria necesita
abastecer estos procesos tomando precursores del metabolismo central. El ciclo de los acidos
tricarboxilicos, al cual SucA pertenece, se enlaza por medio del piruvato al ciclo EDEMP (Entner —
Doudoroff, Embden — Meyerhof — Parnas y las vias de la pentosa fosfato). El ciclo EDEMP dota a P.
putida KT2440 de una red metabdlica central de carbono capaz de satisfacer altas demandas de
poder reductor. Esta habilidad surge de una arquitectura metabdlica Unica que abarca el reciclaje
parcial de triosas fosfatos a hexosas fosfatos*”*. Es por esta razén que P. putida KT2440 un
excelente chasis como biofabrica para esta clase de procesos de oxidorreduccion. Por otro lado, las
técnicas de mutagénesis (como la empleada en este estudio) tienen limitaciones para identificar
genes que forman parte de un proceso metabdlico cuando los genes tienen funciones esenciales o
muy importantes ya que estas colonias no suelen crecer o lo hacen muy lentamente. Por ello, es
posible que no se obtuviera una cepa mutante putA::km (pp4947) en la mutagénesis, cuando se hizo
la seleccién en base a fenotipo.

Prolina Citocromo C
PutA (PP4947) CemF (PP4322)
2-oxo-glutarato Porfirinas
P . Glutamato & )
Sintesis de serina Siroheme

Poder reductor
D2HGDH (PP5154) CysG (PP3999)
Ciclo de los acidos

tricarboxilicos Glutation
SucA (PP4189) Ggr (PP3998)

Figura 27. Diagrama propuesto en el que participan genes de mutantes para abastecer a la sintesis de precursores que

catalizan la reduccién de selenito a selenio elemental en P. putida KT2440.
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Los resultados anteriores apuntan a la importancia de las rutas de sintesis del glutamato y glutation
para la reduccién del selenito a selenio elemental, sin embargo, la obtenciéon de un mutante gqr::km
(pp3998) que codifica a una glutationil-hidroquinona reductasa certifica también la importancia de
la forma reducida del glutation en el proceso (Fig. 28). Estos resultados son acordes a los reportes
previos, ya que una de las rutas descritas para la reduccién del selenito a selenio elemental es por
medio del glutatiéon'®. Especificamente, en P. moravenis fue reportado que una enzima con actividad
glutatién reductasa participa en la reduccion del selenito®. Al igual que en Salmonella typhimurium,
R. rubrum, y E. coli entre otros'®8®, E| fenotipo observado (mayor velocidad en la reduccién del
selenito) en los mutantes pp0051, pp0052 y pp0053 también dejan claro la importancia del glutation
en el proceso: las mutaciones generadas en estos genes parecen que eliminan una competencia
directa por el glutation.

Al comparar la secuencia de aminodcidos de la enzima con actividad glutatién reductasa de P.
moravenis contra el genoma de P. putida KT2440, la secuencia con el mejor alineamiento resulté
ser PP3819 con un 99% de cobertura, 82.34% de identidad y estd anotada como Gor, glutatién
reductasa. Es muy posible que P. putida KT2440 utilice este gen para catalizar la reduccion del
glutatidn disulfuro y selenito. Ademas del glutation otra enzima reportada para esta reaccion en el
género Pseudomonas es la tiorredoxina redutasa?’. Hemos encontrado que Gqr puede estar
implicada en esta reduccion. Gqgr sélo tiene un 57% de identidad con la de E. coli, por lo su funcion
(Fig. 13) puede ser diferente en P. putida KT2440.
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20, 3H* 3 GSH
6 GSH 1 2 3 4 3 GSH
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Figura 28. Diagrama propuesto de reduccién de selenito por medio glutation / tiorredoxina en P. putida KT2440. 1) Unién
del selenito al glutation reducido de manera esponténea y generacidn de selenio diglutation y superéxido. 2) Eliminacion
del superdxido por SodB (PP0915). 3) Reduccidn a selenio persulfato de glutatién, consumo de poder reductor (NADPH) y
reduccion del glutation / tiorredoxina por Ggr (PP3998), Gor (GR, PP3819) y/o TrxB (TR, PP0786). 4) Liberacion de selenio
elemental y glutatién. Adaptado de 16,

La segunda via metabdlica claramente implicada en la produccion de nanoparticulas de selenio a
partir del selenito es la relacionada con el metabolismo del azufre. Los resultados sugieren la
participacion de dos rutas metabdlicas redundantes: una por medio de la sulfito reductasa (Cysl +
siroheme) y la otra catalizada por Sqr/Rho y Pdo2. Ambas rutas estan relacionadas especificamente
con la conversion de sulfuro a sulfito. Para la ruta de Sqr/Rho y Pdo2 nuestra hipdtesis en P. putida
KT2440 es que Sqgr oxida el sulfuro a polisulfuro; la actividad rodanasa de PP0053, mejora la reaccion
de los polisulfuros con glutation para producir GSSH; Pdo2 oxida GSSH a sulfito; y el sulfito reacciona
espontaneamente con los polisulfuros para generar tiosulfato (Fig. 29). Debido a que la quimica del
azufrey el selenio es muy similar, nosotros hipotetizamos que estas enzimas también reconocen los
compuestos de selenio. Podemos asumir que los mutantes capaces de producir selenio a mayor
velocidad (pp0051, pp0052, pp0053) acumulan sulfuro de hidrégeno, el exceso de este compuesto
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Unicamente puede ser canalizado hacia sulfito por la sulfito reductasa (Cysl + siroheme). Por esta
razon aumenta el poder de reduccion (3 NADPH) y las reservas reducidas del glutatién disponibles
al no verse invertidos en este proceso que normalmente se utilizarian por este operén. Este poder
reductor y glutation reducido extra disponible se puede utilizar en otro sistema redox como
glutation / tiorredoxina para reducir el selenito a selenio elemental mas eficiente, explicando por
gué estos mutantes son capaces de reducir mas rdpidamente el selenito a selenio elemental.

3HO 4 3"

2

% GSH 2\/5‘5H<

. espontdneo
Sulfuro —————— polisulfuros

Tiosulfato

Figura 29. Ruta propuesta del metabolismo del azufre en la que participan genes relacionados con el metabolismo del
selenito en P. putida KT2440. 1) Actividad sulfuro reductasa por Sqr (PP0053), 2) Actividad persulfuro dioxigenasa
(PP0052). 3) En rojo: actividad rodanasa (PP0053). 4) Actividad sulfito oxidorreductasa por Cysl + siroheme (PP3999,
PP2371). Adaptado de 6.

Otra posible hipétesis, explicaria por qué los mutantes en pp0051, pp0052 y pp0053 reducen el
selenito mas rapidamente que la cepa silvestre. En algunas bacterias, como E. coli, la sulfito
reductasa puede aceptar selenito como sustrato de manera inespecifica®. El selenito es
estructuralmente analogo al sulfito y es probable que sea un competidor para el sitio activo de la
enzima. Si este es el caso en P. putida KT2440, la enzima PP2371 (Cysl) metaboliza el sulfuro extra
acumulado en los mutantes rapidos (pp0051, pp0052 y pp0053), y como efecto secundario reduce
por inespecificidad el selenito por diferencia de concentracién a seleniuro de hidrégeno. El ion
seleniuro de hidrogeno reacciona con oxigeno ambiental de manera abidtica generando selenio
elemental y superodxido®’. Esto desplaza el balance de la reaccidn a favor en este sentido evitando
que se revierta y acumulando el selenio elemental gradualmente (Fig. 30). Dado que esta enzima y
su cofactor, siroheme (CysG; pp3999) serian inducidos por el exceso de sulfuro en estos mutantes,
esto aumentard la reduccién de selenito a seleniuro y luego a selenio elemental como efecto
colateral. Este aumento de la eficacia puede explicarse por un pequeiio bucle metabdlico en el que
3 NADPH generados por la oxidacidn del sulfuro podrian usarse en la reduccién de selenito y luego
el NADP* seria regenerado nuevamente por el sulfuro de hidrégeno (Fig. 30). Esto adicionalmente
explicaria por qué los mutantes cysl::km y cysG::km tienen un fenotipo blanco, ya que tiene un
sistema redox principal ausente para reducir el selenito a selenio elemental.
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Figura 30. Ruta propuesta de reduccion de selenito por medio de sulfito oxidorreductasa por actividad inespecifica (Cysl
+ Siroheme) en P. putida KT2440. 1) Mutantes rapidos (pp0051, pp0052 y pp0053) no pueden generar polisulfuro,
acumulan sulfuro de hidrégeno extra 2) El sulfuro se oxida generando poder reductor (3 NADPH) 3) Inespecificamente se
reduce el selenito a seleniuro de hidrégeno. 4) El seleniuro de hidrégeno reacciona con oxigeno generando selenio
elemental, agua y superoéxido.

Con los resultados obtenidos durante este proyecto hemos identificado puntos claves en el proceso
de produccion de nanoparticulas de selenio en P. putida. (Fig. 31). Demostramos cdmo genes
relacionados con el metabolismo central son utilizados para generar compuestos bdsicos
(glutamato/glutatién) y poder reductor (NADH / NADPH) para la transformacion del selenito a
selenio elemental. El glutamato es un precursor necesario para las porfirinas, que son uno de los
bloques de construccién de los sistemas cataliticos de la reduccién del selenito, como el citocromo
C que actua con el ciclo Q como un sistema redox de membrana, ademas se usa en la sintesis del
cofactor siroheme de sulfito reductasa (Cysl), y es necesario para sintetizar glutatién, que tiene un
papel protagoénico en este proceso. Hemos demostramos que en cepas mutantes del operdn
hipotetico pdo2 — sqr/rho - tauE/safE |la reduccién del selenito a selenio elemental se ve mejorada
debido a que aumenta la cantidad de sulfito oxidorreductasa (Cys/) y glutatién disponible en la
célula. Ademas, observamos que, para lidiar con sustancias altamente tdxicas como el superdxido,
la bacteria necesita de proteinas para contrarrestar el estrés oxidativo y eliminarlas (como por
ejemplo la superdxido dismutasa). Es muy posible que estas sustancias les generan dafio a
componentes de membrana y afecten procesos de sintesis o su reciclaje. En cepas donde estos
sistemas de sintesis de membrana y reciclaje estdn mutados la capacidad de reducir el selenito se
vio disminuida.
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Figura 31. Diagrama general propuesto de reduccion de selenito de selenio elemental en P. putida KT2440 como biofabrica
para la biomineralizacidon de selenito a selenio elemental. Verde: Abastecimiento de precursores por SucA (PP4189),
D2HGDH (PP5154), PutA (PP4947). Rojo: reduccién del selenito dada por 3 sistemas 1) Gor (PP3819) TrxB (PP0786),
reduccién de glutation por Ggr (PP3998) 2) Cys/ & siroheme (PP2371, PP_3999) 3) ccmF (PP4322). Violeta: operdn sqr (FT
FIS 0-54 PP0051; Pdo2 PP0052; Sqr/Rho PP0053; TauE/SafE PP0054) compite por glutatién, al mutar sus genes, la
reduccidn de selenito mejora. Amarillo: genes relacionados con el reciclaje y ensamblaje de membrana LdcA (PP4799)
MsbA (PP_4935) Wzy (PP_4936). Celeste: proteinas antioxidantes identificadas encargadas de reducir el estrés oxidativo
como subproducto de la generacion de selenio elemental: SodB (PP915).

Conclusiones.

Este trabajo, identifica genes implicados en la produccidon de nanoparticulas de selenio a partir de
selenito en la bacteria del suelo P. putida KT2440. Nuestros resultados sugieren que el proceso de
reduccion se lleva a cabo por genes relacionados con la sintesis de la forma reducida del glutatidn,
asi como por genes del metabolismo del azufre. Ademas, reportamos como la mutacién de genes
de un Unico operdn putativo pueden potenciar ain mas la capacidad de P. putida para producir
nanoparticulas de selenio lo cual es una observacidn de interés biotecnoldgico. Es importante
destacar que el metabolismo de esta especie estd adaptado para producir un alto poder reductor3®”
38 el cual es requerido para la bioconversién de selenito a selenio elemental. Como se ha descrito
en la literatura esto sucede gracias a que posee un metabolismo central que enlaza las enzimas de
la ruta de las pentosas, el paso de Embden-Meyerhof-Parnas, y el paso del Entner-Doudoroff y ciclo
de &cidos tricarboxilicos3®37%2, Estas rutas metabdlicas permiten la generacidon de intermediarios
flexibles como bloques basicos de construccion, NADH / NADPH en concentraciones que dan a P.
putida KT2440 una mayor resistencia al estrés oxidativo en comparacién con otras bacterias®®%2,
Estas tres caracteristicas: gran poder reductor, su versatilidad para redireccionar intermediaros del
metabolismo central a biosintesis de precursores para sistemas cataliticos y alta resistencia al estrés

44



oxidativo hacen de P. putida KT2440 una bacteria idénea para catalizar procesos de reduccidn como
la biomineralizacion de selenio a partir de selenito.

Recomendaciones y futuro trabajo

Este trabajo establece las bases del metabolismo global de selenio en P. putida KT2440. Sin
embargo, quedan preguntas aun por responder y se requiere validacion experimental a través de
ensayos bioquimicos para confirmar nuestras hipdtesis. Es importante verificar las actividades
cataliticas de glutatidon reductasa, tiorredoxina reductasa, y sulfito reductasa, asi como determinar
los niveles de glutatién reducido en la cepa silvestre y mutantes. También seria de gran valor
caracterizar el factor transcripcional PPO051 ya que se desconoce muy poco de este gen vy si este es
capaz de regular a los otros genes miembros del operdn putativo (pp0052, pp0053 y pp0054).
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Figura 1. Patrones de bandas de P. putida KT2440 en cultivos con y sin selenito en LB en un gel SDS-PAGE de gradiente
20% a 4%. 1: P. putida KT2440 cultivada en LB con selenito 1 mM. 2: marcador de peso molecular. 3: P. putida KT2440
cultivada en LB. La banda indicada con flecha en el carril 1 fue recortada para identificacién por espectrometria de masas.

La enzima PutA (PP4947) cataliza la oxidacidn irreversible de glutamato-gamma-semialdehido a L-
glutamato como parte de la ruta de degradacién de la prolina. (S)-1-pirrolina-5-carboxilato, el
producto de la primera enzima de la via (prolina deshidrogenasa) se encuentra en equilibrio
espontaneo con su tautdmero L-glutamato gamma-semialdehido®. En muchas especies bacterianas
(incluyendo P. putida KT2440), ambas actividades son llevadas a cabo por una sola enzima
trifuncional®. PutA actua también como un factor represor transcripcional®. Esta es su tercera
funcién. Es un represor transcripcional de si mismo y del gen putP (pp4946). Este gen en P. putida
KT2440 tuvo un gran cambio de expresidn cuando se cultivé en LB suplementado con selenito 1 mM
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Cambio en la expresion del gen putA (PP4947) de P. putida KT2440 en presencia y ausencia de selenito
cuantifica por PCR tiempo real.

LB LB + Selenito ImM Cambio en la expresion  Activation o repression Nombre

HELYA 55.9684232 419.69145 2.90664407 Activacion putA
PR 136.409564 168.904093 0.30825949 Activacion rpoN
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