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l. RESUMEN.

El cromo hexavalente es un contaminante ambiental peligroso y altamente soluble, su
detoxificacion puede llevarse a cabo mediante su reduccion a Cr(l11), el cual es menos tdxico e
insoluble a pH neutro. Diversos microrganismos poseen la capacidad de llevar a cabo dicha
reduccidn y representan una alternativa tecnoldgica limpia y mas econdémica a los métodos

fisicoquimicos tradicionales.

Este proyecto se enfoco en el estudio de la reduccion de Cr(VI) por microorganismos autoctonos
de un sitio gravemente contaminado por cromatos localizado en Ledn Guanajuato, México. En
particular, se profundiz6 en los mecanismos de resistencia y reduccion de Cr(VI1) de la cepa
Klebsiella pneumoniae AgSCr. Para ello, su genoma completo fue secuenciado, posteriormente
se generaron mutantes en los genes posiblemente involucrados en resistencia y reduccion de
Cr(VI). Por otra parte, se analizd la respuesta transcripcional a Cr(VI) mediante estudios de
RNAseq.

La cepa AqSCr mostro resistencia a 34mM de Cr(V1), en su genoma fue identificado el gen chrA
(transportador de salida de iones cromato), pero su eliminacion no caus6 una disminucion en su
resistencia a Cr(V1). Por otra parte, AqSCr también mostro la capacidad de reducir Cr(V1) tanto
aerobica como anaerdbicamente. La actividad enzimética fue encontrada en la fraccion soluble,
sin embargo, la eliminacion de seis genes que codifican para proteinas con homologia a
reductasas de Cr(VI) solubles no disminuy6 su capacidad de reduccion. Los estudios de respuesta
transcripcional a Cr(VI), mostraron la sobreexpresion de elementos especificos de cadena de
transporte de electrones, asi como de elementos de sistemas de reparacion de ADN, respuesta a

estrés oxidativo y respuesta a limitacion de hierro, azufre, fosforo, entre otros.

Finalmente, se encontré que la cepa AqSCr es capaz de reducir Fe(lll) y de resistir altas
concentraciones de selenio, uranio y arsénico. Estos resultados apuntan a un gran potencial

biotecnologico en esta bacteria.
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1. ABSTRACT.

Hexavalent chromium is highly soluble and a dangerous environmental contaminant. Its
detoxification could be performed by reduction to Cr(lll), which is less toxic, and insoluble at
neutral pH. Several bacterial species have been found to possess mechanisms to reduce Cr(VI)
and represent a clean and economically feasible alternative to traditional physicochemical

methods.

This project was aimed on the study of microbial Cr(VI) reduction by autochthonous bacteria
from a heavily Cr(VI)-polluted place located in Ledn Guanajuato, México. Particularly, the
mechanisms of Cr(V1) resistance and reduction of the K. pneumoniae strain AqSCr were studied.
The whole genome of this strain was sequenced and genes encoding putative Cr(VI) reductases
as well as a chromate transporter were deleted. Moreover, the transcriptional response to Cr(V1)

was assayed through global transcriptional RNAseq studies.

The AqSCr strain showed resistance to 34mM Cr(V1), however the deletion of its chromosomally
encoded chrA gene (chromate transporter) had no effect over its Cr(\V1)-resistance. In other hand,
AQgSCr showed the ability to reduce Cr(VI) to Cr(lll), both under aerobic and anaerobic
conditions and the NADH-dependent Cr(VI) reductase activity was found in the soluble cell
fraction. However, the deletion of six genes encoding putative soluble Cr(VI1) reductases, had no
effect over Cr(VI) reduction by K. pneumoniae AQSCr. The transcriptional Cr(VI1)-response
assays showed up-regulation of genes encoding elements of electron chain transport, as well as in
genes belong to DNA repair systems, oxidative stress response, and iron, sulfate and phosphate
starvation responses among others, allowing to generate a view of the global response to Cr(V1)

of K. pneumoniae AgSCr strain.

Finally, it was found that AgSCr strain is also able to reduce Fe(lll) and to resist high
concentrations of selenium, uranium, arsenic  metals. These results point to a great

biotechnological potential from this bacterium.
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I1l.  INTRODUCCION.

El cromo es un metal del grupo de transicion VI-B, es el elemento mas abundante en la litosfera
junto con el zinc, y el 21° méas abundante en la corteza terrestre. EI cromo puede adquirir varios
estados de oxidacidn, sin embargo, bajo condiciones ambientales Unicamente el cromo trivalente
Cr(lll) y el cromo hexavalente Cr(VI) son estables. Estas dos especies tienen diferentes
caracteristicas quimicas. En la litosfera y en la corteza terrestre el cromo se encuentra en estado
de oxidacion trivalente en minerales como la cromita (Fe-, Mg- Cr204) principalmente en rocas

ultraméficas, asi como en rocas metamorficas de algunas serpentinitas (Burns y Burns, 1975).

El cromo puede ser introducido en la bidsfera por fendmenos naturales tales como erupciones
volcanicas, incendios forestales e intemperizacion de rocas, sin embargo, en la actualidad la
mayor contribucion es resultado de actividades antropogénicas ya que este metal tiene un gran
numero de aplicaciones industriales. Su uso extensivo, asi como la baja eficiencia de los procesos
industriales y el manejo inadecuado de residuos, han generado severos problemas de
contaminacion en suelos y acuiferos con un grave impacto ecoldgico, en la salud pablica y en la
produccidn agricola. Los desechos antropogénicos de este metal constituyen principalmente sales

de Cr(V1) y en menor grado compuestos de Cr(I11) (Shi y Dalal, 1990).

El Cr(VI) es la especie méas peligrosa, ya que es altamente soluble, muy oxidante y es capaz de
entrar a las células a través de los sistemas de transporte de sulfato debido a su analogia quimica
(Roberts y Marzluf, 1971; Pereira et al., 2008). Una vez dentro de la célula el Cr(VI) es reducido
a Cr(Ill) con intermediarios de Cr(V) y Cr(lV), lo cuales son muy inestables y donan los
electrones a las moléculas cercanas, incluyendo al oxigeno, generando asi especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Jones et al., 1991; Shi et al., 1991). Ademas, el Cr(lll) intracelular tiende a
formar compuestos de coordinacion con DNA y proteinas. En conjunto la reduccion intracelular
inespecifica de Cr(VI) a Cr(lll) conduce a la generacion de rupturas de doble cadena de DNA,
entrecruzamientos en el DNA, entrecruzamientos DNA-proteina y oxidacién de bases
(Kortenkamp et al., 1996; Slade et al., 2005; Casadevall et al., 1999). Debido a esto el Cr(VI) es
considerado un potente mutageno (Figura 1). Ademas, genera estrés por limitacion de hierro y

azufre debido a que inhibe su transporte.
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Figura 1. Vias de toxicidad del Cr(VI). Incluyen la inhibicién competitiva del transporte de sulfato a
través de permeasas de sulfato, posteriormente, su reduccion indirecta resulta en la generacion de
intermediarios inestables [Cr(V) y Cr(IV)] que conducen a la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y finalmente a la aparicién de Cr(lll) intracelular. Todos estos subproductos provocan severos

dafios tanto a DNA como a proteinas resultando en mutagénesis.

Las estrategias de remediacién ambiental de Cr(V1) estan enfocadas en su reduccion a Cr(ll1), el
cual es muy estable y mil veces menos tdxico debido a que es incapaz de permear las membranas
celulares, ademés de ser menos soluble a pH neutro, formando precipitados de Cr(OH)s, por lo
cual dicha reduccién conduce a la inmovilizacion del cromo en suelos y ambientes acuéaticos en
un estado menos biodisponible (Narayani y Shetty, 2013; Sass y Ray, 1987). Hasta hace algunos
afios, las estrategias de remediacion de suelos y acuiferos involucraban la excavacion o
extraccion de agua seguidos de tratamientos quimicos para reducir el Cr(VI) a Cr(lll). Sin
embargo, en los Ultimos afios los microorganismos capaces de reducir Cr(\V1) han recibido gran
interés para ser utilizados como una tecnologia de biorremediacion, mas segura y econémica que

los procesos fisicoquimicos tradicionales (Xiao et al., 2014).
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IV. ANTECEDENTES.

Los microorganismos reductores de Cr(V1) son filogenética y metabolicamente diversos, debido
a ello, los mecanismos que estos utilizan para la reduccién son muy diferentes. Algunos
microorganismos anaerobios (estrictos o facultativos) como Enterobacter cloacae HOL,
Desulfotomaculum reducens MI-1, Desulfovibrio vulgaris Hildenborough y Desulfuromonas
acetoxidans, utilizan el Cr(\V1) como aceptor final de electrones de cadena respiratoria acoplada a
la oxidacién de hidrogeno o acidos organicos como el acetato o el lactato, en dichos organismos
la reduccion de Cr(VI) se ha asociado principalmente a citocromos tipo ¢, hidrogenasas u otras
reductasas unidas a membrana (Wang et al., 1991; Tebo y Obraztsova et al., 1998; Chardin et al.,
2003; Assfalg et al., 2002). En otros microorganismos como Escherichia coli ATCC 33456,
Ochrobactrum intermedium BCR400, Bacillus firmus KUCr1, Pseudomonas fluorescens LB30,
Shewanella alga y Pannonibacter phragmitetus LSSE-09, la reduccion no esta relacionada a la
generacion de energia, se considera un mecanismo fortuito asociado a detoxificacion (véase mas
adelante) y lo llevan a cabo bajo condiciones aerobicas y/o anaerdbicas (Bopp y Ehrlich 1988;
Guha et al., 2001; Xu et al., 2012), mediante reductasas solubles o unidas a membrana (Shen y
Wang, 1993; Kavita y Keharia, 2012; Sau et al., 2010). Una tercera via general es la reduccion
indirecta (no enzimatica) a través de mediadores redox como quinonas solubles (Brose y James
2010), sulfuro de hidrogeno (bacterias sulfatoreductoras; Battaglia-Brunet et al., 2002) o Fe(ll)
(bacterias reductoras de Fe(lll); Fuller et al., 2015). En algunos organismos como Shewanella
oneidensis MR-1, los estudios indican la presencia de mas de una via de reduccion de Cr(VI)
(Viamajala et al., 2002). Los microorganismos con alguno de estos mecanismos generales de
reduccion son de gran interés, ya que pueden ser bioestimulados in situ mediante la adicion de
donadores de electrones para la reduccién de Cr(VI) a Cr(lll) o pueden ser utilizados en bio-
reactores, para el tratamiento de aguas residuales industriales para separar el metal y prevenir

contaminacién ambiental.

El estudio de los mecanismos bacterianos de reduccion de Cr(VI) es fundamental para el disefio
de procesos de biorremediacion o tratamiento de residuos. Dicha reduccion, es influenciada por
diversos factores, incluyendo las condiciones ambientales o de cultivo, asi como caracteristicas
intrinsecas del microorganismo. Uno de los principales factores limitantes es la resistencia del

microorganismo al Cr(V1).

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8285683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20YT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8285683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kavita%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22582159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keharia%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22582159

En bacterias, se han reportado 6 mecanismos generales de resistencia a Cr(VI), los cuales se
describen a continuacion: 1) Expulsion de iones cromato mediante transportadores de membrana
denominados ChrA, que comunmente se encuentran codificados en operones junto a un regulador
transcripcional (ChrB), este mecanismo de resistencia es el mejor estudiado y se ha encontrado
ampliamente distribuido, localizado principalmente en plasmidos y en algunos casos dentro de
transposones (Branco et al., 2008), aunque en algunos microorganismos se ha encontrado
codificado cromosomalmente (Caballero-Flores et al., 2012). 2) Exclusion por barreras de
permeabilidad, principalmente mediante la produccion de exopolisacaridos capsulares que actuan
como adsorbentes secuestrando el metal extracelularmente (Lin et al., 2006; Ozdemir et al.,
2003). 3) Respuesta a estrés oxidativo, el cual incluye la participacion de catalasas, peroxidasas,
superéxido dismutasas, quinona reductasas, entre otras. Aungue este mecanismo puede ser
activado de manera inespecifica, en algunos casos la localizacion de los genes indica que son
especificamente inducidos por Cr(V1), tal es el caso de la superoxido dismutasa ChrF codificada
dentro del operén chrBACF en el transposon TnOtChr de Ochrobactrum tritici 5bvi1 (Branco et
al., 2008). 4) Reparacion de dafios a DNA, este mecanismo incluye el sistema de reparacion SOS
(LexA, RecA, RecX, RecN, DinP y HumuD; Brown et al., 2006), el sistema MMR (por sus siglas
en inglés, mismatch repair system), el sistema NER (por sus siglas en inglés, nucleotide excision
repair system) (Viti el al., 2014) asi como el sistema GO (por sus siglas en inglés, error
prevention oxidized guanine; Santos-Escobar et al., 2014). 5) Detoxificacion enzimatica de
Cr(VI) a Cr(lIl) con baja o nula generacion de los intermediarios Cr(V) y Cr(IV). En todas las
bacterias varias enzimas solubles son capaces de reducir Cr(\V1) (por ejemplo, las reductasas de
glutation), sin embargo, estas enzimas transfieren electrdn a la vez, generando Cr(V) (Goodgame
y Joy, 1986) el cual genera ROS al reoxidarse a Cr(V1), generando un ciclo fatil y una drastica
disminucion del potencial reductor de la célula. Por otra parte, se ha encontrado que in vitro
algunas enzimas (indicadas en la Tabla 3) son capaces de transferir dos electrones a la vez, por lo
que en estado dimérico pueden convertir Cr(\V1) a Cr(I1I) en un solo paso, generando unicamente
un radical libre. Por lo tanto, la actividad de estas enzimas puede disminuir la toxicidad de Cr(V1)
ya que minimiza su reduccién por enzimas que transfieren un solo electron. YieF de Escherichia
coli es una de las cromato reductasas mejor estudiadas y es la que genera menor cantidad de ROS
(Cheung y Gu, 2007). En muchos microorganismos la funcion de la reduccion de Cr(VI) no es
clara, por ejemplo, en Pseudomonas fluorescens LB300 se ha demostrado que la resistencia y la
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reduccién de Cr(VI) no estan relacionadas (Bopp y Ehrlich, 1988). 6) Mecanismos de respuesta a
limitacion de hierro y sulfato mediante la activacion de sistemas de captura, transporte y
asimilacion. Estos mecanismos han sido descubiertos en los ultimos afios principalmente gracias
a analisis transcripcionales en presencia de Cr(VI) (Viti et al., 2014). En Neurospora crasa se
generaron mutantes espontaneas deficientes en el transporte de sulfato, y se encontré que en
presencia de metionina estas mutantes exhiben una resistencia a cromato superior a la que posee
la cepa silvestre. Por lo que, se ha propuesto que la disrupcion, modificacion o represion de las
permeasas de sulfato y/o la activacion de vias alternativas de adquicicion de azufre pueden ser un
mecanismo importante de resistencia a Cr(V1) (Marzluf, 1970). Estos 6 mecanismos pueden tener
mayor o menor influencia sobre la resistencia a Cr(VI), ademas, los elementos particulares
involucrados en estas vias generales varian entre los diferentes microorganismos estudiados (Viti
etal., 2014).

Con excepcion de los transportadores de salida, todos los otros mecanismos de resistencia y
reduccion de Cr(V1) pueden incluir elementos esenciales para otras funciones celulares, debido a
ello, el estudio mediante generacion de mutantes puede estar limitado. Por lo tanto, los estudios
de respuesta global a Cr(V1) son de gran importancia para estudiar estos mecanismos, asi como,

para la identificacion de reguladores globales que orquestan las vias de respuesta.
Sitio de estudio y origen de los aislados bacterianos.

El Valle de Ledn Guanajuato, México, tiene varias fuentes de contaminacion por cromo, entre
ellas un deposito de residuos industriales que ha conducido a altas concentraciones de Cr(V1) en
el suelo y acuifero cercanos. El contenido de Cr(VI) en el agua subterranea en esta zona ha sido
monitoreado mediante pozos y piezdmetros desde su deteccion en 1975. Las concentraciones de
Cr(VI) han mostrado fluctuaciones, sin embargo, en un area de 5 km? en la vecindad del depdsito
se han registrado concentraciones por encima del limite permitido para agua potable (0.05mg/l,
NOM-127-SSA1-1994), alcanzando valores de hasta 95.1mg/l en las ultimas décadas (Armienta
y Rodriguez-Castillo, 1995; Villalobos-Aragon et al., 2012).

Durante este proyecto se realizé el aislamiento de la cepa Klebsiella pneumoniae AgSCr, a partir
de una muestra de agua subterrdnea tomada en la zona donde inicia la pluma de contaminacion

del acuifero mencionado. Posteriormente, este microorganismo fue estudiado para determinar sus
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mecanismos de resistencia y reduccién de Cr(VI) mediante la generacion de mutantes,
secuenciacion del genoma, estudios de RNAseq (Wang et al., 2009) y validacién por RT-gPCR.

Existen diversos reportes de resistencia a metales por microorganismos del género Klebsiella y
unos pocos de reductores de metales. Los mas importantes incluyen a la cepa Klebsiella oxytoca
BAS-10 (Baldi et al., 2001) y a Klebsiella pneumoniae L17 (Li et al., 2009), los cuales son
capaces de llevar a cabo la reduccion de Fe(lll) a Fe(ll). Klebsiella oxytoca BAS-10 ha sido
ampliamente estudiada debido a que produce exopolisacérido capsular con alta afinidad por
hierro. Por su parte, Klebsiella pneumoniae L17 es capaz de reducir 6xidos de hierro hidratado,
goethita, lepidocrocita y hematita (6xidos de hierro insolubles) durante la fermentacion de citrato,
glicerol, glucosa y sacarosa, ademas, es capaz de declorinar tetracloruro de carbono a cloroformo,
este proceso es acelerado en presencia de oxido de Fe(lll) y AQDS (antraquinona-2,6-
disulfonato) (Li et al., 2009). Adicionalmente, esta bacteria ha sido utilizada como catalizador
anodico en celdas microbianas de combustible, ya que es capaz de colonizar los electrodos y de
realizar electrocatalisis directa con glucosa y almidén como donadores de electrones (Zhang et
al., 2008; Zheng et al., 2010). Sin embargo, en estos microorganismos no se ha determinado el

mecanismo de reduccion de metales.

V. JUSTIFICACION E HIPOTESIS.

Justificacion: Los metales tienen un extenso numero de aplicaciones industriales, aunado a esto,
la baja eficiencia en los procesos de manufactura, asi como en el manejo de residuos, conducen a
una grave contaminacion de suelos y acuiferos. ElI cromo hexavalente es uno de los
contaminantes de mayor prioridad debido a su alta toxicidad y movilidad en el ambiente. Los
microorganismos fermentadores reductores de Cr(VI) son muy comunes en suelos y acuiferos
contaminados con este metal, por lo cual tienen un gran potencial en procesos de
biorremediacion, particularmente en estratos con concentraciones fluctuantes de oxigeno. Esta
versatilidad también resulta atractiva cuando son utilizados en plantas tratadoras de aguas
residuales. Sin embargo, los mecanismos de reduccion de metales en estos microorganismos son
pobremente comprendidos. Debido a ello, el estudio de los mecanismos de resistencia y
reduccion de Cr(V1) por la cepa K. pneumoniae AgSCr aislada de un acuifero contaminado por

Cr(V1) resulta de gran relevancia.
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Hipotesis: La capacidad de reducir Cr(VI) en K. pneumoniae AqSCr podria ser resultado de la
actividad de enzimas relacionadas a reductasas de Cr(VI) reportadas en otros microorganismos.
Por otra parte, el alto grado de resistencia de esta cepa podria deberse tanto a la actividad de

dichas enzimas, como a la presencia de ChrA (transportador de Cr(V1)).

VI. OBJETIVOS.
Generales:

1. Realizar estudios en microcosmos de bioestimulacion en muestras de suelo contaminado con
Cr(VI) utilizando acetato como donador de electrones y llevar a cabo el aislamiento de

microorganismos indigenas.

2. Estudiar los mecanismos de reduccion y resistencia de Cr(VI) en el aislado K. pneumoniae

AQSCr e identificar los elementos de reduccidn y resistencia a otros metales.
Particulares:

1. Caracterizar la capacidad de reduccion y la resistencia a Cr(V1) por el aislado K. pneumoniae
AQSCr.

2. Estudiar la actividad reductasa de Cr(V1) en extractos celulares de K. pneumoniae AgSCr
obtenidos de cultivos aerdbicos y anaerdbicos en presencia o ausencia de Cr(VI) y determinar

su localizacién subcelular.

3. Identificar los genes de K. pneumoniae AgSCr posiblemente involucrados en resistencia y

reduccion de Cr(V1) y otros metales mediante secuenciacion y analisis de su genoma.

4. Generacion y andlisis de mutantes sencillas y mdltiples en los genes codificantes para

proteinas homdlogas a reductasas de Cr(V1) reportadas en otros microorganismos.

5. Estudiar la respuesta global a Cr(V1) por K. pneumoniae AqSCr mediante el analisis del perfil

de transcripcion en presencia y ausencia de Cr(V1).

6. Estudiar los limites de resistencia de K. pneumoniae AqSCr a otros metales.
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VII. MATERIALES Y METODOS.
V11.1 Medios de cultivo.

Para los ensayos aerobicos se utilizaron dos medios de cultivo: medio LB y medio citrato de
sodio que contiene 2.5g/ de NH4Cl, 1.5g/ de MgSO4.-7H,O, 0.1g/l de KCI, 0.069/I
NaH2PO4-H.O y casa-aminodcidos al 0.2% (adicionados después de esterilizacion). ElI pH
deseado fue ajustado con Na>COgz-H,O. Para ensayos anaerdbicos se utilizaron tres medios de
cultivo: medio NBAF (Nutrient Broth Acetate-Fumarate) (Coppi et al., 2001), medio citrato
férrico (Coppi et al., 2001) y medio citrato de sodio anaerébico que contiene 15.146g/l de
HOC(COONa)(CH2COONa),-2H,0, 2.5g/l de NH4ClI, 1.5g/1 de MgSO4-7H-0, 0.1g/l de KClI,
0.06g/l NaH:PO4-H,O y casa-aminodcidos al 0.2%. Los tres medios de cultivo fueron
burbujeados con N2 y CO2 50:20 (por cada 10 ml de medio se burbujea 8 min en la fase liquida y

8 min en la fase gaseosa) y finalmente fueron esterilizados calentando a 120°C por 20 minutos.

V11.2 Sitio de muestreo.

La muestra de agua subterranea utilizada para los enriquecimientos bacterianos fue tomada del
acuifero localizado en el area de confinamiento de desechos con cromatos localizada a
21°04'27"N, 101°79'10"W en Le6n Guanajuato, México.

V11.3 Aislamiento de microorganismos de agua subterranea.

Una muestra de agua colectada a 30m de profundidad del acuifero contaminado por Cr(VI) fue
inyectada en un tubo anaerdbico con medio NBAF (por sus siglas en ingles, Nutrient broth
acetate-fumarate) (Coppi et al., 2001) suplementado con 0.05% de extracto de levadura y 0.5mM
de Cr(VI). Este cultivo fue incubado a 30°C para enriquecer los microorganismos resistentes a
Cr(VI). A partir del cultivo enriquecido se realizaron ensayos para estudiar crecimiento y
reduccion con diferentes concentraciones iniciales de Cr(V1). Por otra parte, diluciones seriadas
del cultivo enriquecido fueron esparcidas sobre medio s6lido NBAF con 2mM de Cr(VI). Las
placas de cultivo fueron incubadas a 30°C. Las colonias obtenidas fueron purificadas mediante
varios pases de estriado en placas NBAF-agar y finalmente preservadas a -65°C en glicerol al
20%. El gen rRNA 16S de las cepas aisladas fue amplificado y secuenciado utilizando los

oligonucleétidos universales 27F y 1492R (Lane, 1991). Las secuencias obtenidas fueron
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ensambladas utilizando  Bioedit  (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), a
continuacion, fueron analizadas en CHIMERA-CHECK (http://rdp.cme.msu.edu) y depositadas

en el GenBank (KU951443 a KU951465). Las secuencias con mayor homologia obtenidas del
GenBank fueron utilizadas para realizar la reconstruccion filogenética utilizando el método de
Maximum Likelihood basado en el modelo Kimura 2-parameters (Kimura, 1980), con un test

1000 réplicas de bootstrap.

V1.4 Secuenciacion de los genes parC, gyrA 'y rpoB.

Los genes parC, gyrA y rpoB de la cepa AgSCr fueron amplificados utilizando los pares de
oligonuclettidos parC-R1 y parC-A, gyrA-A y gyrA-C (Brisse y Verhoef, 2001) y rCM31b y
fCM7 (Mollet et al.,, 1997) respectivamente. Los productos de PCR purificados fueron
secuenciados en un dispositivo Applied Biosystems 3100 Genetic Analyzer/ABI PRISM (Unidad
de sintesis y secuenciacion, IBT, UNAM). Las secuencias obtenidas fueron ensambladas
utilizando Bioedit, analizadas en CHIMERA-CHECK (http://rdp.cme.msu.edu). Posteriormente
fueron comparadas mediante BLAST en el servidor NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

VI11.5 Métodos analiticos.

La densidad celular fue determinada espectrofotométricamente a 600nm. La concentracion de
Cr(VI) fue determinada mediante la reaccién con difenilcarbazida en solucion acida, seguida de
la medicién de la absorbancia a 540nm (American Public Health Association, American Water
Works Association, and Water Environment Federation 1999). ElI Fe(ll) fue cuantificado
mediante la reaccion con ferrozina (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2, 4-triazine-p, p’-disulfonic acid
monosodium salt), seguida de la medicion de la absorbancia a 562nm (Viollier et al., 2000). Los
acidos organicos citrato, acetato y formato fueron cuantificados a 210nm en un equipo Agilent
series 1100 HPLC (Agilent Technologies, Inc., Albany, NY) utilizando una columna Aminex
HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA) para su separacion. La concentracion de proteina de los

extractos celulares fue cuantificada por el método de Bradford (1976).

V11.6 Analisis estadisticos.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, los resultados fueron expresados como

medias + desviacion estandar. Los datos fueron sujetos a un andlisis de varianza (ANOVA)
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utilizando Minitab 17 (https://www.minitab.com/es-mx/products/minitab/). Las diferencias
fueron consideradas estadisticamente significativas cuando la probabilidad (p-value) fue menor
que 0.05.

VI1.7 Resistencia a Cr(VI) en medio liquido.

K. pneumoniae AgSCr fue cultivada durante 24 horas a 30°C y 250 rpms en el medio liquido
correspondiente adicionado con diferentes concentraciones de Cr(VI). De cada cultivo se
realizaron diluciones seriadas, de las cuales 10ul se esparcieron sobre placas de Petri con LB
solido y se incubaron a 30°C por 48 hrs para determinar las unidades formadoras de colonia
(UFCs) de cada cultivo.

VI11.8 Concentracion minima inhibitoria de diferentes metales.

El crecimiento de K. pneumoniae AqSCr fue ensayado en microplacas con medio LB-agar
adicionado con concentraciones ascendentes de K3Cr.O7, CoClz, ZnSOs, CuCl,, AgNOs,
KAI(SO4)2, NiSO4, NaxSeOs, NaHAsO4, NaAsO,, CdCl, y NaPdCls. La concentracion minima
inhibitoria de cada metal fue determinada como aquella en la que no se observd crecimiento

después de 10 dias de incubacion.

VII1.9 Preparacion de extractos celulares para cuantificar actividad reductasa de

Cr(VI).
Cultivos de K. pneumoniae AgSCr fueron cosechados después de 24 horas de incubacion, para
ello, fueron centrifugadas a 4000g por 15 min y a continuacién, se realizaron dos lavados con
Tris-HCI 10mM (pH 7) frio, posteriormente se realizo la lisis celular aplicando 900psi en una
prensa French. El lisado celular fue centrifugado a 1460g durante 15 min para obtener el extracto
celular crudo libre de células no lisadas. Para realizar el fraccionamiento celular, el extracto
crudo fue ultracentrifugado durante 143 min a 45000 rpms a 4°C en un rotor SW 50.1. El
sobrenadante (fraccion soluble) fue transferido a un tubo anaerobico y la pastilla (fraccion
membranal) fue re-suspendida en solucion Tris-HCI 10mM (pH 7). 1ml de la fraccion soluble
fue transferido a un tubo de ultrafiltracion (Amicon Ultra 10K y 50K; Millipore, Germany) y
centrifugado a 11,000g a 4°C durante 10 min para separar proteinas (Fraccion retenida) de

posibles transportadores de electrones solubles.
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V11.10 Cuantificacion de la actividad reductasa de Cr(V1) en extractos celulares.

La actividad reductasa de Cr(VI) fue ensayada anaerébicamente a 30°C en un volumen de 2.2ml,
la mezcla de reaccién incluyo 100ul de extracto celular, 100ul de NADH 4.4mM (donador de
electrones) y 0.025mM de K>Cr207 (aceptor de electrones) en solucion 10mM Tris-HCI pH 7, la
concentracion de Cr(VI) fue monitoreada como se describe en la seccion de métodos analiticos.

VI11.11 Microscopia de transmision electrénica.

Cultivos de K. pneumoniae AqSCr en medio citrato férrico fueron cosechados a las 192 horas de
incubacion (después de la separacion de fases). Las células fueron fijadas con paraformaldehido
al 4% y glutaraldehido al 2.5%, lavadas con cacodilato de sodio al 0.16M pH=7.2 y deshidratadas
gradualmente con etanol al 70% hasta etanol absoluto. Posteriormente, se realiz6 la inmersion en
oxido de propileno-Epon para realizar cortes de 60nm. Cortes con y sin tratamiento con acetato
de uranilo al 3% fueron examinados bajo un microscopio de transmisién electrénica Zeiss EM
900 (Zeiss, Oberkochen, Germany) a 80kV. Las células de cultivos en LB con Cr(VI) o U(V)
fueron tratadas de manera similar, pero se utilizaron cultivos de 24 horas de incubacion, las
células fueron fijadas con glutaraldehido al 3% y los cortes fueron examinados bajo un
microscopio de transmision electronica Zeiss LIBRA 120 (Zeiss, Oberkochen, Germany) a 120
kV.

V11.12 Secuenciacién, ensamble y anotacion del genoma completo de K. pneumoniae

AgSCr.
A partir de cultivo fresco de K. pneumoniae AqSCr se purifico DNA total con el kit Master Pure
(Epicentre, Madison, W1, USA). A partir de éste, fueron generadas bibliotecas de extremos
pareados (paired-end y mate-pair), la secuenciacion fue realizada en un dispositivo Illumina
GAIIX (Unidad de secuenciacion masiva de ADN, Instituto de Biotecnologia UNAM). Las
lecturas obtenidas fueron filtradas y ensambladas mediante Spades 3.0.0 (Nurk et al., 2013)
utilizando como genoma de referencia el de K. pneumoniae NTUH-K2044. Posteriormente la
anotacion funcional de los genes predichos fue realizada utilizando el servidor RAST (Rapid

Anotacién using Subsistem Technology; https://rast.nmpdr.org) (Aziz et al., 2008).
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V11.13 Analisis del genoma.

El analisis del genoma fue realizado en el servidor SEED (http:// rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi).
Los genes con homologia a genes involucrados en resistencia y reduccién de metales fueron
identificados mediante el andlisis de la anotacion automatica y mediante busqueda con secuencias
especificas utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los analisis con secuencias de aminoédcidos fueron

realizados con el programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013).

VI11.14 Perfil plasmidico de K. pneumoniae AqSCr.

Para obtener el perfil plasmidico de K. pneumoniae AqSCr fue utilizada la técnica de Eckhardt
(1978) que consiste en realizar una electroforesis en gel de agarosa, realizando una lisis suave
dentro de los pozos del gel. Para ello 0.5 ml de células de K. pneumoniae AgSCr fueron
adicionadas con 1ml de lauril sarcosina al 0.1% en TE 50:20 y posteriormente con 40ul ficol 20%
en TE 10:1, la mezcla fue incubada a 4° C durante 15 min, a continuacion, fueron adicionados
20ul de lisozima. 20pul de la mezcla fueron cargados en un gel al 0.75% de agarosa en TBE 1X
(Tris-borato 45mM, EDTA 1mM) (cargado con 15ul de SDS 10% en H20- Xilen cianol en los
pozos y pre-corrido con el polo positivo en la parte superior de los pozos del gel durante 15min a
100 volts) a continuacion se aplico una corriente de 40 volts durante 90 min y posteriormente una
de 100 volts durante 12 horas. Finamente, el gel fue tefiido con bromuro de etidio y visualizado

con luz UV, en un trans-iluminador.

VI11.15 Eliminacién de genes por doble recombinacion homologa en K. pneumoniae

AQSCr.
De manera general esta estrategia consistié en remplazar una region cromosomal por un gen de
resistencia a un antibiético. Para cada gen eliminado, se obtuvo un producto de PCR hibrido
compuesto por el gen de resistencia a kanamicina flanqueado por sitios de recombinacién FRT y
por secuencias de 400pb a 600pb correspondientes a las regiones rio arriba y rio abajo del gen
blanco (Figura 2). Para ello fueron utilizados los oligonucleotidos indicados en el apendice 1. El
producto de PCR hibrido fue introducido por electroporacion a K. pneumoniae AQSCr
previamente transformada con el plasmido plJ790QSp (que contiene el sistema red recombinasa
del fago lambda). Posteriormente, las mutantes fueron seleccionadas en placas de LB con km

30mg/ul y analizadas mediante PCR para confirmar la eliminacion del gen blanco. EIl vector
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plJ790QSp fue eliminado cultivando las mutantes a 42°C durante 12 horas. Finalmente, el casete
de resistencia a kanamicina fue eliminado transformando las mutantes con el plasmido pCP20-
QSp el cual contiene ¢l gen de la FLP recombinasa, la cual cataliza la recombinacion entre las
regiones FRT que flanquean el casete de kanamicina (Figura 3). Para generar las mutantes
mualtiples este proceso fue repetido de manera secuencial utilizando el producto de PCR hibrido
correspondiente para cada gen blanco. Este protocolo fue adaptado del descrito originalmente por
Datsenko y Wanner 2000. En dicho protocolo las regiones que flanquean el casete de kanamicina
(homdlogas a los extremos de gen blanco) son de alrededor de 40pb, en el caso de Klebsiella se
requiere que estos extremos sean de 400 a 600pb de longitud para que ocurra la recombinacion
(Wei et al., 2012).

Oligonucleotido 3
NN Be—

. s
Oligonucleotido 4

Oligonucleotido 1 Oligonucleétido 5 Genoma

I R . P ———— s wwwn 3
] |- Gene A (regidn a eliminar) \/>
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Oligonucleotido 6

7]
y

TN EEN 5

!

PCR recombinante con oligonucleotidos 1 y 6

Se=—> . P : ¥
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Figura 2. Estrategia experimental para generar el producto de PCR recombinante para la delecién de genes
en K. pneumoniae AqSCr.
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1. Disefio de oligonucle6tidos y obtencion de PCR recombinante con los oligonucledtidos 1 y 6

Region rio arriba del gen blanco
(~400pb)

FRT Gen de resistencia Kanamicina FRT

Region rio abajo del gen blanco
(~400pb)

2. Transformacion de K. pneumoniae AqSCr con el vector plJ790 QSp

3. Transformacion de K. pneumoniae AqSCr/plJ790 QSp con el producto de PCR recombinante

Region rio arriba
del gen blanco
(~400pb)

FRT Gen de resistencia Kanamicina FRT

Region rio abajo
del gen blanco

(~400pb)

:| Gen A

Seleccion de transformantes resistentes a kanamicina

Gen C D

D Gen A |:| FRT  Gen de resistencia kanamicina prT

|:| Gen C H

6. Induccion de la pérdida del vector plJ790 QSp por crecimiento a 37°C

6. Transformacion de K. pneumoniae AqQSCr mutante/B"Km' con el vector pCP20 QSp

7. Crecimiento a 42°C y seleccion de transformantes sensibles a espectinomicina y a kanamicina
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Gen C
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Figura 3. Estrategia experimental para la eliminacion de genes en K. pneumoniae AqSCr.
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V11.16 Construccion del vector plJ790 QSp.

El vector plJ790 contiene un origen de replicacion sensible a temperatura (s6lo se replica a 30°C)
y posee el sistema Red que incluye los genes vy, £y exo, cuyos productos son llamados Gam, Bet
y Exo, respectivamente (Gust et al., 2003) (Figura 4). Gam inhibe la exonucleasa RecBCD del
hospedero de modo que Bet y Exo pueden tener acceso a los extremos del fragmento de DNA
lineal y promover recombinacion. Adicionalmente, contiene el gen cat de resistencia a
cloranfenicol. Ya que K. pneumoniae AgSCr es resistente a cloranfenicol fue necesario introducir
en plJ790 el gen de resistencia a espectinomicina. Para ello, se realizo la ligacion entre el plJ790
linearizado [digerido en el sitio Nhel y tratado con Klenow (Fermentas)] y el fragmento QSp
(2000pb) [purificado de la digestion del pHP45 Qsp con la enzima Smal (Biolabs®)]. La ligacion
P1J790 QSp fue introducida en E. coli MC1061 por electroporacion. El plasmido fue purificado y

transformado en K. pneumoniae AqSCr.

P araBAD

Nhel

Figura 4. Mapa del vector plJ790. araC codifica el activador por arabinosa, bet codifica una proteina de
unién a DNA de cadena sencilla, cat codifica un determinante de resistencia a cloramfenicol, exo codifica
para una exonucleasa que junto con Bet promueve la recombinacion, gam codifica una proteina inhibidora
de la exonucleasa V. oriR101 es el origen de replicacion y P araBAD es un promotor inducible por
arabinosa, repA101ts es un origen de replicacion sensible a temperatura.

VI11.17 Construccion del vector pCP20 QSp.

El vector pCP20 fue utilizado para la eliminacion del gen resistencia a kanamicina ya que posee
un gen que codifica para la FLP recombinasa bajo un promotor inducible por temperatura
(Cherepanov y Wackernagel, 1995). Este vector también posee un inicio de replicacion sensible a
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temperatura y como medio de seleccion el gen cat de resistencia a cloranfenicol, por ello fue
necesario introducir el casete de resistencia a espectinomicina. Para ello, se realizo la ligacion
entre el pCP20 QSp linearizado (digerido en con la enzima Smal y purificado) y el fragmento
QSp (2000pb) [purificado de la digestion del pHP45 QSp (Prentki y Krisch, 1984) con la enzima
Smal (Biolabs®)]. La ligacion pCP20 QSp fue introducida en E. coli MC1061 por

electroporacion. El plasmido fue purificado para poder utilizarlo en K. pneumoniae AqSCr.

VI11.18 Preparacion de células de K. pneumoniae AqSCr para electrotransformacion.

K. pneumoniae AgSCr fue cultivada en medio LB mitad de sales (NaCl 5g/l) con EDTA 0.7mM
a 30°C y 250rpms. Las células fueron cosechadas al inicio de fase exponencial (D.O. 600=0.1 a
0.250) mediante centrifugacion a 4000g a 4°C durante 20 min. A continuacion, se realizaron 3
lavados con glicerol al 10% a 4°C, finalmente las células fueron resuspendidas en glicerol al 10%
y preservadas a -65°C hasta su electrotransformacion. Para la preparacion de células K.
pneumoniae AgSCr plJ790 QSp se adiciono arabinosa al 4% al cultivo (para inducir la expresion

del sistema red recombinasa), el restd del procedimiento se realizé de la misma manera.

V11.20 Adaptacion metabdlica de K. pneumoniae AgSCr a Cr(VI).

K. pneumoniae AgSCr fue sub-cultivada dos veces en medio de cultivo LB pH 8 (ajustado con
H2CO3-H20) con y sin 11mM de Cr(V1). Estos cultivos fueron utilizados para inocular medio LB
pH 8 con 11mM de Cr(V1) (por triplicado) para monitorear crecimiento a 30°C y 250rpms. Las
unidades formadoras de colonia en los cultivos fueron determinadas a las 0, 3, 6, 9, 25 y 27 horas

de incubacion mediante cultivo de diluciones seriadas en placas de medio LB sélido a 30°C.

VI1.21 Aislamiento, purificacidbn y secuenciacion de RNA mensajero de K.

pneumoniae AqSCr.
A partir de cultivos de K. pneumoniae AgSCr crecidos en LB a pH 8 con y sin 11mM de Cr(VI) a
0.64 + .05 y 1.05 £ .05 de absorbancia a 600 nm respectivamente y tratados con RNAlater®
(Thermo Fisher Scientific) se realizd la purificacion del RNA total utilizando el RNeasy Mini Kit
(QIAGEN). Posteriormente el RNA total fue tratado con DNase | (Thermo Fisher Scientific) para
eliminar totalmente el DNA y finalmente fue tratado con la enzima Terminator™ 5’-Phosphate-
Dependent Exonuclease (Epicentre) para eliminar gran parte del RNA ribosomal. Tres replicas
biolégicas fueron preparadas para cada condicion [en presencia y en ausencia de Cr(VI)].
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Finalmente, un total de 6 bibliotecas pareadas (Pair-End) fueron realizadas y secuenciadas
utilizando un dispositivo Illumina GAIIX [Unidad de secuenciacion masiva, Instituto de
Biotecnologia, UNAM (UUSMD-IBT, UNAM)].

VI11.22 Procesamiento bioinformético de los datos de RNAseq.

Las lecturas de cada una de las 6 bibliotecas Pair-End fueron mapeadas sobre el genoma de K.
pneumoniae AQSCr utilizando como referencia los marcos abiertos de lectura (ORFs) en el
genoma predichos por RAST (Rapid Annotation using Subsistem Technology). Los analisis de

correlacion entre las bibliotecas fueron realizados con el paquete R (http://www.R-project.org) de

Bioconductor (Gentleman et al., 2004). Se realiz6 la asignacién de numero de lecturas en cada
ORF utilizando la funcion coverageBed del software bedtools

(http://bedtools.readthedocs.io/en/latest/content/tools/coverage.html). Posteriormente, se realizd

en calculo de la expresion diferencial (ED) utilizando tres métodos DeSeq, edgeR y NoiSeq
(Anders y Huber, 2010; Robertson et al., 2010, Tarazona et al., 2011). Posteriormente, de los
resultados de los tres métodos se seleccionaron los ORF con un valor de logaritmo base dos de
nivel de cambio (Log2NC) > a 1.5. A continuacion, se realizd un analisis de interseccion
obteniendo los genes que de acuerdo a los tres métodos tienen un Log2NC > a 1.5 con una
probabilidad mayor al 95% de estar diferencialmente expresados. Las secuencias proteicas de los
ORF diferencialmente expresados fueron analizadas para la asignacion de KOs (KEGG
ortology), fueron divididas en categorias funcionales, posteriormente se realizd la reconstruccién
de las vias metabolicas utilizando el software  GhostKoala de  Kegg

(http://www.keqgq.jp/ghostkoala/).

VI11.23 Validacion de los datos de RNAseq: Sintesis de cDNA y gRT-PCRs.

A partir 1ug de RNA libre de DNA se realiz6 la sintesis de cDNA con una mezcla de los
oligonucleotidos reversos de cada uno de los genes a analizar (Tabla 1) y utilizando la enzima
RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific®) bajo las condiciones
especificadas por el fabricante. Con el cDNA sintetizado y los oligonucledtidos de la Tabla 1 se
realizaron los qPCRs utilizando el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X).

Los ensayos de gPCR fueron realizados en un instrumento de PCR en tiempo real Quant Studio
12K Flex System (Life Technologies, Foster City, CA). Las condiciones de reaccion fueron las

siguientes: Incubacion a 95°C 10 min seguida de 40 ciclos de 15s a 95°C y 1min a 60°C. Las
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reacciones con cada par de oligonucleotidos fueron realizadas por triplicado utilizando cDNA de
dos replicas bioldgicas de cada condicién (con y sin 11mM Cr(VI) en LB pH 8). Finalmente
fueron calculados los promedios de umbral de ciclo y los valores de desviacion estandar. Los
niveles de expresion relativa fueron calculados por el método AACT, normalizando con los

valores de expresion de kp708 (Fleige et al., 2006).

Tabla 1. Oligonucledtidos para validacion de transcriptoma

Oligonucleétidos 5

Kpn4050f 5" gctaacaccctggaagtgga 3
Kpn14f 5 ctgggttccttcteectett 3
Kpn598f 5 tggtagtgcgctatcagcat3”
Kpn2076f 5 ttcacatcaacggcttcttg 3

Kpn3165f 5 atcggcatggtgatgatgta3”

Kpn3746f 5 agagcaccccacatacaagg 3

Kpn4428f 5 gttagcgatgctggetgtet 37
Kpn635f 5"accatgaccgtctggatctc 3°
Kpn602f 5"gctgctggatagcgaaaaag 3
Kpn2087f 5"accaggtgtggcttatcacc 3
Kpn4689f 5 ggatcgatacggaaaacagc 3
Kpn4174f 5 gaaaccaactccgaaaccaa 3°
Kpn708f 5"gagctgaacggcaaggttac 3

Kpn3531f 5”gctggectactgcaaagaga 3

Oligonucledtidos 3

Kpn4050r 5" ggataaacggcagctgaatc 3
Kpnl4r 5 cgggaaccagcgagataald”
Kpn598r 5’ ccatgccttaacgaacgatt 3
Kpn2076r 5 gattcggtcgctaactggte 3
Kpn3165r 5 gtatccacccgctcaaaate 3
Kpn3746r 5'ttgagtttctggcattgacg 3
Kpn4428r 5 accacttgcaggttttctge 3
Kpn635r 5 cggcatcacctgatgtttac 3
Kpn602r 5 cgatttcacccagtttgctt 3
Kpn2087r 5 accagaatcatcgccacatag 3
Kpn4689r 5’tcagcatgatgtaggccact 3
Kpn4174r 5 acggtcaggatcatccactc 3
Kpn708r 5 tagaacggggtctggtcaag 3

Kpn3531r 5'ttggcgaaataatcctcgat 3

VI11.24 Andlisis de resistencia a arsenato y arsenito en las mutantes ars.

El crecimiento de las diferentes cepas fue evaluado en LB con 20, 50, 100, 200 y 400mM de
NaHAsO4 y 6, 7, 8, y 9mM de NaAsO,. Para ello 10ul de suspensiones celulares a 0.5 de
densidad dptica a 600nm de cada cepa fueron inoculadas sobre las placas de LB-agar con el metal
y fueron incubadas a 30°C.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION.
VI11.1 Ensayos en microcosmos de bioestimulacion de suelo contaminado con Cr(VI)
y aislamiento de microorganismos de suelo y agua subterranea.

En la primera parte de este proyecto fueron realizados estudios con muestras de suelo para
determinar el potencial de los microorganismos indigenas para llevar a cabo la reduccion de
Cr(VI), utilizando acetato como Unica fuente de carbono y de electrones. Ademas, se realizo el
aislamiento de microorganismos resistentes y reductores de Cr(VI), tanto de suelo como de agua

subterranea (Ver articulo en la pagina 29; Lara et al., 2016).

A) Caracteristicas del sitio de estudio.

Como se menciond, el sitio de estudio corresponde a un depdsito de residuos industriales con
Cr(VI) localizado en Ledn Guanajuato (21°04'27”N, 101°79'10"W) (Figura 5, ANEXO 3). En
este lugar, las concentraciones de Cr(VI) en suelo varian tanto horizontal como verticalmente y
en agua subterranea varian de acuerdo a la localizacion del piezémetro utilizado para el muestreo
(ANEXO 3; Villalobos-Aragon et al., 2012). Para nuestros estudios se tomd una muestra de suelo
a una profundidad de 30-40cm a 6 metros de la pila de residuos con Cr(VI1). Dicha muestra,
presentd una concentracion de Cr(VI) de 1768.8 £ 47.7mg/kg, un pH de 9.17 y una conductividad
eléctrica de 12,347,5 +281.94. De acuerdo a estos resultados, el suelo muestreado presenté una
concentracion de Cr(V1) tres veces la concentracion limite permitida para uso de suelo industrial
(500mg/kg, NOM-147- SEMARNAT_SSA1-2004;
http://biblioteca.semarnat.gob.mx/janium/Documentos/Ciga/agenda/PP03/D0950.pdf), ademas,
es altamente alcalino y salino por lo que puede ser considerado un ambiente extremo para los
microorganismos. Otras caracteristicas fisicoquimicas del suelo en el sitio de estudio se muestran
en el ANEXO 1.

B) Bioestimulacion con acetato de muestras de suelo contaminado con Cr(VI).

Las altas concentraciones de Cr(VI) en el sitio de estudio durante las ultimas décadas, han
representado una fuerte presion selectiva sobre los microorganismos indigenas. Debido a esto, se
espera que tanto los microorganismos presentes en suelo como en agua subterranea posean

mecanismos de reduccion y/o resistencia a Cr(V1). En varios estudios se ha propuesto que los
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Figura 5. Muestreo en el sitio de deposito de residuos con Cr(VI1). A) Montafa de residuos. B) Pozo de
muestreo de suelo. C) Agua bombeada del acuifero “la hulera”. D) Muestreo de agua subterranea del
piezémetro # 2, su localizacion se muestra en el ANEXO 2.
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microorganismos indigenas reductores de Cr(VI) pueden ser bioestimulados in situ mediante
adicion de diversos donadores de electrones. En este estudio, el acetato fue elegido como donador
de electrones debido a que es un intermediario clave en la degradacion de materia organica en
suelo (Lovley y Phillips, 1989; Lovley y Phillips, 1986), ademas, existen varios reportes de
microorganismos capaces de acoplar la oxidacion de acetato a la reduccion de aceptores de
electrones (alternativos al oxigeno) incluyendo Cr(VI) (Anderson et al., 2003; Lovley, 1993; Xu
et al., 2012). Los ensayos de bioestimulacién fueron realizados en microcosmos en el laboratorio
por triplicado, para ello, 15gr de suelo fueron adicionados con 30ml de acetato de sodio 40mM,
bajo una atmdsfera de N2y fueron incubados a 30°C, sin agitacién y en oscuridad. Los controles
fueron tratados de la misma manera, estos consistieron de suelo esterilizado adicionado con
acetato (control abidtico) y suelo sin esterilizar, adicionado unicamente con agua (control sin
donador de electrones). La bioestimulacion resulté en la reduccion microbiana total de Cr(VI1) en
25 dias (Figuras 1y 2; Lara et al., 2016). Por otra parte, en ninguno de los controles se detecto
reduccion, confirmando que en los ensayos la reduccion es resultado de la actividad microbiana
estimulada por la adicion de acetato (Figura 1, Lara et al., 2016). Posteriormente, con el objetivo
de estudiar la diversidad microbiana presente en el suelo estudiado, se extrajo DNA total de una
muestra de suelo. A partir de este DNA, se realiz6 la amplificacion del gen 16S rRNA,
finalmente los productos de PCR fueron clonados y secuenciados. En total 80 clonas fueron
secuenciadas, de las cuales 47 pertenecen a Halomonas spp., 28 a Bacillus spp., 2 a
Herbaspirillum spp., y 3 a Nesterenkonia spp. Estudios posteriores de diversidad microbiana
realizados mediante la secuenciacion masiva del gen 16S rRNA proveniente de muestras de suelo
de este sitio, confirman que el género Halomonas es el mas abundante, y es posible que juegue
un papel importante durante el proceso de bioestimulacion, ya que existen reportes de Halomonas
reductoras de Cr(VI) (Mabrouk et al., 2014).

C) Aislamiento de microorganismos de suelo y agua subterrdnea contaminados por
Cr(VI).

Las estrategias utilizadas para la biorremediacion de suelos contaminados con metales,
usualmente implican la inyeccién de donadores de electrones hacia el agua subterranea para ser
distribuidos en el area mediante el flujo de ésta. Por ello, tanto los microorganismos presentes en

suelo como los presentes en el agua subterrdnea, son de gran relevancia en los procesos de
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biorremediacion y su aislamiento puede permitir el estudio de factores que limitan los procesos
de bioestimulacion, incluyendo los mecanismos microbianos de resistencia y reduccion del
Cr(VI).

Para realizar el aislamiento de microorganismos de suelo se partié de una muestra bioestimulada
con acetato de donde se realizo el aislamiento de bacterias resistentes a Cr(VI1) en medio de
cultivo anaerébico NBAF, pH 9, adicionado con 2mM de Cr(VI). De este aislamiento, un solo
tipo morfologico fue obtenido. Mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA, dicho aislado se
identificé como una Halomonas sp., esta bacteria presentd una alta resistencia a Cr(VI) (>32mM)
en medio LB pH 9 aerdbico. La caracterizacion de este microorganismo se estd realizando

actualmente dentro del grupo de investigacion de la Dra. Katy Juarez.

Por otra parte, de una muestra de agua subterrdnea con altas concentraciones de Cr(VI)
(52.3mg/l), tomada a 30 metros de profundidad (a través del piezometro #2, Figura 5D, ANEXO
2) se realizo el enriquecimiento de bacterias resistentes y reductoras de Cr(VI) en medio NBAF
anaerdbico con 500uM de Cr(V1) (Figuras 5y 6, Lara et al., 2016). El enriquecimiento obtenido
mostrd la capacidad de reducir Cr(VI), por lo que, a partir de éste, se realizd el aislamiento de
diferentes microorganismos, los cuales fueron identificados mediante la secuenciacion de su gen
rRNA 16S (Figura 7; Lara et al., 2016).

Como resultado de esta primera parte del proyecto, se publicd el articulo titulado “Acetate
biostimulation as an effective treatment for cleaning up alkaline soil highly contaminated with
Cr(VI)”, en el que se concluye que el acetato es efectivo en bioestimular la reduccion de Cr(V1)
durante los ensayos en microcosmos, por lo que tiene un gran potencial para ser utilizado para

bioestimulacion in situ en nuestro sitio de estudio y en otros lugares con caracteristicas similares.

D) Articulo: “Acetate biostimulation as an effective treatment for cleaning up
alkaline soil highly contaminated with Cr(VI)”.
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nhic microbial reduetion of 15 mb of Cr{VI) in 25 days ae-
compamed by an wereaze o pH Tom 9 to 100 O analyses
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Introduction

The uncontrolled generation of ndustrial wostes with Criv1)
and themr imprper disposal las resulted m pollunon of several
soils and aquifers. Hexavalent chromium is o dangerous con-
Larnioant due o s siong oxddizing properties, 1L s highly
soluble and therefore, very mobile in groundwater systems
and 11 ean be wanspoded wto the cdls throuzh sullate penne-
ases where it exerts mutagenic and carcinogenic effects
{Robens and bMarelul 1971; Messer o al. 2006; Zhitkovich
2011y, Several bacterial species have been found 1o possess
mechamsims o promote Cifv reduction o the less-soluble
Co D (Chovanec et al 2012; Field et al. 2003; Garbisu et al.
T998, He et al, 20000 Hodon o al. 2006), which cannol be
Lranspoded across cell mwmbranes and 1 s retaied by sail as
Oy hydrosade precipitates (Brose and James 20011 Sass
and Rai 1987).

Ul micraial reducton of O 1D can potentally be pro-
meded by the addition ol clecuon Jonars [ke acetate, lactate,
or molzsses as asefe and cost-effective technology altemative
o the expensive wraditional physicochemicul methods ef
Cr(VT reduction o trent comaminared soils, pquifers, and
sediments, This technology has been shown to be successtul
in diverse soils and aquifers (Rrodie et al. 2001 Homon et al.
2006; Somenahally et al. 2013; Varadharmjan et al. 2015),
However, each polluted site has its nwn challenges; the effi-
ciency of ditferent electron donors depends on the indigenous
microbial communities and the physicochemical charicteris-
Lics ol each site. Therelore, labomatory studies are raguired to
determine the efficiency of the electron donors to be tested ina

specthic soil
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Teon Valley, located in Guanajuato, Mexico, has several
sourees ol chromun contunination, wcluding @ depesit ol cluo-
mite ore produer residues piles (COPRP), which has given rise 1o
very high concenmutions of CriV in nearby soil and groundwa-
ter. Soil pollution in this area has heen coninzlly monitored,
Teponing concentrations that surpass the penmussible limit for
industrial land in Mexico (500 mg/kg, NOM-147-
SEMARNAT S5A1-2004) (Armienta ef al, 1996), CriV1) in
sroundwater has also been monitored since its detecrion in
1975, through wells and plezameters. Chromium concenration
ictuates in an area of 3 km in the vicinity of the COPRP and i
has been reported above the limit permitted for dnnking water
(05 ), rencling record values op 1o 5T mgl m the lagt
decades (Armiente and RodriguezCastillo 1995, Villalobos et ul.
2012},

In this studv, we presenl microcosm assayvs in order to
explore e ellecuveness ol sodinm acetale in promoting e
microbial Cr V) reduction in soil samples from this long-term
conlaminated landfill in Ledn, Guanajuate, Mexico.
Additionally. microorganisms able fo resist Co(VI} and some
ol themn also reduce Cr{V1 o Ci{ILD, were wsolated Do these
polluted soils and groundwater for further characterization.

Materials and methods
Soil sampling, processing, and characterization

Soul sample used Tor biostinulation assavs was laken al 30 W
A0 e depth, at 6 maway w ducetion nonh o a chronule
ore product residue pile (COPRDPY, located in Leon,
Guanajuato, Mexico (217 04 27" N, 1017 79" 10" W), As
control, one sample was taken at the same depth, 1 kim away
o the residues pile mthe nocheast diceton, Sanples woe
srounded, sieved (%20 mesh), homogenized, and stored in
alass botiles al 4 °C unlld processig,

For chromate quantification, alkaline digestion of soil was
peclonned. Fust, dssolve the ColV by musing 5 o ol sml with
25 ml of WaOll 0.5 MNa,C0y 0.28 M, and heat at 100 2C for
1 b vitale etal 1993) Afler the mustune was lllered and adjusi-
ed o 100 ml, CriVD) was quantfied by polarography, For pll
detemnmstion ol soil snples, 5 o of soal were nused wath 30l
of dhanlkrted water, vorrex for 1 h, then stand for 1 h befive pH
was deternunced with wn Onon™ 2-Sar Beoch lop pH Moter
{ Therma Soientfic). Sorl elecmeal conductiviiy was deternmimed
wilh 3 g olsol mewed with 10 ml of distillated water, and agated
I h. Fmally, electneal conductivity was mensired with 2 pH/

CON 510 beneh top meter (Oaklon),
Microcosmn biostimulation assays

Blostiulation assavs were cartied oul by taplcate msterile
slags hotiles with 15 ¢ af soal and 30 ml of stenle disblled

@ Springer

witer. The hotilles were sealed with a rubber stopper, purged
by tyectiy No, and mamtuned at oo wempestoee Lo 72 he
After this time, 600 il of anaerobic sterile sodimm acetate 2 W
solutien were added o euch borle, exeept tor the controls,
Ahiotic reduction was assessed by antoclaving soil ar 120 °C
for | b and reated in the same way as with acetate, Finally, all
microcosm assays were incuhated ar 30 °C,

Analytical methods

The microcosm assays were sampled periodically 1o monilor
pH, Cr{V1), and acetate concenmations. Hexavalen chromium
was determined by a colorimetrical reaction with
diphenylearhazide m acid solunon ar 340 mm (American
Public Iealth Association. Americen Water Works
Associaton, and Water Enviremment Federation 19949),
Avetate was quanttied at 210 nm in an Agilent series 1100
HPLC fAgilent Techoologies, lnc., Albany, NY) with an
Aminex HPX-8711 column { Bie-Rad. Hercules, CA}und pll
wits inessured witll pll indicator steips pll O0—19 Universal
indicator (Merck Millipore) and Orion® 2-Star Bench wp pll
Meter (Thermm Scientilich.

Statistical analysis

All expernmems were conducted by triplicae, Dam were
expressed as mean | standard deviations (SD). We perlommed
aonrvarile analysis of varanee (ANOVA) ol data using
Minitab 17, Probabulity less (han .05 was considered as sla-
tstically sygoifcant dillerence.

Soil DNA extraction, PCR amplification, and sequencing
of 165 rDMNA genes

DA was isolated osing the Power Soil® DN A Isolation Kil,
according (o the manufacturer’s protocel (Mo Bio). We used
U voeversal boacterial proners 278 (3 -AGAGTTL
GATCCTGGCTCAG) and 1492R [(53'-TACC
PIGUTACGACT L) Tor 165 nbosomal BMA (tRMNA) pene
amplification (Lane 1991). These primers are widely used in
sotl studies and aomplily alimost eotiely the length of 165
rENA gene (Fredmksson er al, 20030,

Punlicd PUR products were cloned e pd ETT.2 using the
Clomel X1 PCR Clonme Kit accordimg to the manonfachmer’s
protecol (Lhermo Fisher Scenb [y, and tanslomed by clec-
troporanan e Kecharichio colif MOTOO]. Fragment msers
woere sequenced using e promers meluded e e Clone]ET
POR Clomng Kt Sequencmy was performaed moan Apphed
Brosystems 3100 Genetic Analyec ABL PRISM device. Gene
sequences reported mthis study have been deposired
GenBank with aceession ouwmbers deseribed o lgure
caphions.
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Sequence amd phylogenctic analyses

Sequencing analvsis was performed using Dioedit, All clones
were first sereened for potential chimene streiures nsimg
CHIMERA-CHECK (hup:dodpoememsioedo), ATie
sequencing. the closest relatives of each sequence in
GenBank were identified. Alignment of sequences was
carried out using the program ClustalW on MEGA. The
phy gencte inferences were performed using the maximum
likelthood method based om Kimura 2 parameters aleorithm
with 1000 bootsirap replications test.

Soil bacterial enrichment, isolation, and characterization

A sample of soll iostimolated wilh acetate was mooulated in
assay fubes anuerobic nuirent broth with acelate and fumarate
(WBAF) (Coppt et al. 2000 ) withowt ressemrm and cysteme,
supplemented with (LS %0 yeast extract and 2 mA O v and
were incubated at 30 °C in order to enrich those resistant
microorganisims, After serial dilutions. cells were plated on
NHAF-azar mediom with 2 md of Cr v and grown aerobi-
cally. The resulting colomes were subcultured. Isolated bacte-
vl were identified by amplilying its 165 tRNA gene by PCRL
The PCR products were sequenced and analvzed.

Determination of chromate minimal inhibitory
coneentration

The growth of Halamanas sp. SCrloisolate was assaved at
3 2C on LB agar pH 9 on microplates will iTII‘.]‘E."iI.H]I'IL{ Con-
centrations of Ce(V1Y 0L T 200 30, 22 and 34 mhd), The
mununum wlibitory concentration (MIC) was considered
when no growth was observed atter 10 days of incubanion

Aguifer sampling, cnrichment, and bacterial isolation

Waler Tromn the soueler was colleeted al 3k-m depih through
the plezometer #2 {from the monitoring system in this area).
The plezymeter #2 was selected because it 1s located inside the
arca an 15 where the pollution plume begins (Villalobos cral.
M2 Vhe cnviranment lemperature was alwal 27 amd 23 20
m the aquifer. This waler sample was fransferred o 4 serum
hontle with stenle anaerahie mineral mednim acetate-fimarate
NBAF (Coppd et al. 2000 ) withot resazim and cysteine,

supplenentod wioh (005 % yeast exvract and (03 mb UiV,
these culiures were mweabated al 3070 oo o eoeeh me-
croorganisms resistant 1o Cri V) The ability to reduce Cr{VI)
hy the microdwal ennchment, was tested m MNBAF mediom
with difTerent macrcasme concentrations of VL piowih
(OD 600 nm). and Cr{V1) concentration were quantified peri-
odically. After that, we proceed with mierobial isolution, senal
dilution cells were plated on NHAF-agar medinnmm with 2 mM
atf UiV and groswn acrebveally, Tsolated bactema were wden-
tified by 165 tDNA gene sequencing and analysis,

Results
Soil biostimulation with acetare using micrncosms assays

A sample of CoVIFeonamimted sol aken Gom 2010 40 an
deep wis vsed Tor all assays, V1) concentration m the soil
sanple was 17088 = 47.7 mg'kg, pH 917 (Table 1), 1t over-
comes the permissible ot of CoW1) (500 mgdkg). Anaerobic
broestunulation assays were condueted as deseribed m the
“Materipls and Methods™ seetion, Theee dillerent assays were
perfurmed by triplicate; (1) Soil with acetate w test biclogical
reduction, acetate-dependent (biostimulated soily; (2} Sterilized
soil with acetate o detennine abiol eduction Liggered by ac-
clale feontoly, and (2 soil wil only waler as o sccond contol,

CriW1 und avetate concentrations as well as pll were de-
terrtinedd at didTerent tmes: 0, 15, 20, 25, 30, and 35 days allc
meuhatien ab 30 CC OV was completely redoesd wathin
25 days, as shown in Fig. |, and only 18 % of acetate was
consumed (Fig. 2} in biostimulated soil. The initial pIl in all
cxporiments was P and 1t was mamntained on this value m both
controls, T the biostinulated sonl, the pH changed Tom Yo
10 at the end of the assay. These results indicate that acetale 12
effective to stimulate CrVI) bio—reduction in soil under anaer-
abwe comditions, while acetmte alone docs not cause abaotic
rediction. The CrivDiraducion m bostimulated sonl was sige-
nificantly different to contrels.

Soil hacterial diversity
[n order to study the bactenal community present mn the soil

sample used 1 hiestimulanien assays, total environmental
N A was extracted and nsed a5 remplate for PCR

Table T Soil sample characteristcs
Sample Dizep Distance to COPRP CoVI) concenmation Elccrrical conductivity pH
m ke Sl
| Polluted sl 3040 fr | TaBR+ 477 12,347.5=281.94 QIT£012
2 Lnpolluzed soal 340 100 Mot detectable 201112 A.83 1003

"'.‘:1 Springer
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Fig. 1 Cr(VT) reduction tring microeosm sail boasimolaien with
acetate Sodl binsnmulated with acefars (civcdas), il Wit acetate
[sgieaie), and soll sterilized and treated with acetate ((anele). Data
wire exprossod ws mesn + stndand devistions (500

amplilication ol 165 (DNAL as descubed o the “Material and
Methods™ section. PCR prodoets were clomed and sequenced
ter firther analyais. Fighty clones were sequenced and the hest
matches were with Firmicures, Acrinobacteria, and
Protenbacteria (beta and gamma), Specifically, 47 clones be-
long o Helomomas sp, 2s W0 Baeilfuy spe 200 Herbaspivithom
sp, and 3 o Nesterenkonia sp. (Fg. 2.

Isulation of hacteria from hiostimulated soil

From scete hostumolaterd soil, we carmed oot an ennelonent
of CrVresistant bacteria on solid ansercbic NBAF medi-
win, prH 9 wenh 2 CoV i al 300000 Omily ooe morphaolog-
wal type was obltaned. The solated bactenun was wentfied
as Holomonas sp. by 165 rDNA gene amplification and se-
quencing (Fig. 4), This hacterium showead minimal inhibitory
concenlmtion for TV ol = 32 M in LB agar plales ol pH
9. Further characterization ol s isolated s corrently being
pertormed m o gronp.

Microbial isolation from the long-term chromate
contaminated aguifer

I'he aquifer 15 Inearezd n the sone near of the COPRP wath
highlv fluctnating concentrations of CrfV1) (Armienta and
Cuére 1995: Vil lalohos-Aragon et al. 200120 The sample taken
for this study had a CoV concentraton of 523 mgdl. We
investigated the presence of CoiVI) resistant and reducers bac-
teria with potental use in remediation of chromium contumi-
mztion sies. Fast, aowater sample was oken Tom 30-m deep
theowgh o monitorng well and an aliguel was meubated in
amgerohic NBAF media with (.3 mM CofVh for growth.
The hacierial enviched consortinm was able w0 grow and re-
duce Cof VT undar mercssing convenlations (Figs. 5 aod 6
Then, in order to isolite individual microorzanisims resistant

te eVl we performed senal dilubons from the mitial

'2! E:!rj.n.Bc:
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g o8
G =k Assav with seemlaan|
H o
i
-
i
! + ¥ + # ¥ "
o ; 1 t 0 2 n EH

I'mez tdaysj
Fig. T Apetuwe consumplion during micreonsm soil hiostomolulion,
Circdes correspand o sonl tiossimulated with acerars and triangzles
soil sterilized and treated with acetate (control). Dats wene expressad as
musn + stumid devigions (SDY

crrwclunent, They were plated on selid NBAF media with
2 OV D amd menhated af 200°C, Different morphologieal
types of bactena colomcs wers obtamed and 235 wolates were
subjected to 168 TDNA gene MCR amplification, sequence
analysis and phylogenetic inference. As shown in Fig. 7. bac-
lera identificd belong o detinobaciecia, Firmicudes, and
Gammaprotevhacierio clades.

Discussion

Biostimulation and microbial reduction of CoVI) to the less
toneie and less soluhle CTIT), trongh elecion donor addition
has been regarded as a provmsing approach for the remediation
ol soil and gwoundwater clromium comtammaton. However,
diverse factors such as pIL salintly, and indigenous microbial
community imfluence the effechvencss of the bioshmulation
processes, o s study, acceate was selecked as clecuon dono
because it is a key intermediate in degradation of orgunic
miatter in soil { Lovley and Phillips 1%39% Loviey and Phillips
19360, and several nuemorgamsms ave been reported (o cou-
ple its oxwdation o the reducton of altermative electon do-
nors, such as Cr VT (Anderson et al. 2003; Toviey 1993; Xu
et al. 200 Ty We found that acetare wis effecnive in promoning
micmbial reduction of CriVIiin alkaline and szline soil sam-
ples under anaerohic condimons.

Ihe emvironments contammated with C{ V1) conmmmonly
have high pll (Mary et al. 2011; VanEngelen et al. Z008).
[Towever, several studies of microbial CriVI) reduciion have
bocn reported al neatral pH, and very few lostimuolation as-
suys e been reported under alkaline condiions [Stewarl
et al. 2007; Stewat et al. 20000, In our biostimulation assay
the initial pH was 9 and it was increased by microbial activiry

during the process. Studies with solaled nucroonzaniams lave
shown that optimal pIl tor CoVI) reduction varies widely
(from Gk to WLOY For Referobacter {(Wang et al. 1990),
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Fig. 3 Fhylogenstic reconstruction of clones sequences from soil and the
closest sequences trom GenBank usmg maximum likelihood method
bascd on the Kivare 2-paramerers medel, Bumbers on nodes neprescnt
percent honlsrep vabes hased on 1000 replicies, There wene o o] of

Arthrobacter sp. SUK 1201 {Dey and Paul 20102},
Acinetobacrer sp. Cr-B2 (Naravani and Shetty 2012), and
Serraticr sp. Cr=-10 (Zhang and Ly 2011 ) oplunwn reduction
tulees place at neutral plTand it is negatively affected by alla-
line conditions. However. other bacteria like Lewcobacter sp.
Cilal (Gieetal 200 3), Panaunibacter phragmitelus | SSE-09
(Muetal 2001 Bacilfus sp. FMIL (Masood and Malik 2011,
Bacillus subnlis (Mangaiyarkarast et al. 2011,
Fseudochrobactrum saccharolyticum LY 10 (Long et al.
2003, Amphibaciline sp. KSUCS (Iahum et al, 2001), and
Holomonos spo TA-D4 (2300 et al, 2001 ) show oplinoum reduc-
tion at pH from 8 1o 10, Our analyses showed the presence of
microorganisms helonging o Halamonns, Hevbaspirillum,
Nesterenkowia/Aridrobacter, und Bacilley zgencra i the soil

951 positions in the tinal dataset, The tree was rooted wieh 10 dONA of
Methanobacterium sp. AL-21 Archea sequence, (renBank accession
numbers of clone sequences are KUI05473 w KUMGEE50

usad n the brostimulation assays, Moreover, 1L was possible
to 1solete o Aalomonas stram (SCrl) with high wlerance w
CrV1), whose 165 tDNA pene sequence amalysis showed
high sequence similarity to SKP'6 195 clone, which wus ob-
tained from soil microbial diversity analvses (Figs. 2 and 4).
Diverse Halvmonas spp. are halotolerant
Gammapruleobacieria [Viccland el al. 19807 and sevaral mi-
croorganisms from this genus are also ulkaliphilic |Berendes
et al. 1996; Duckworth et al. 2000; Ronumoe et al. 20000,
Besides, some Halomonay have been reported 1o pesizt and
reduce CrV1) under alkaling conditons (Focardi el al. 2012:
Mabrouk, Arayes. and Sabry 2014; Shapovalova et al. 2009
Wans et al. 2015). The first reported was Halomonas 811,
which iz able w reduce Co{V1) with acelate as clecton donor

'E .‘ppringﬂ'
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Halomanas nitritophilus IBAr4 (AJ309564)

L Uncultured Halomanas sp. SL1 43 (JX240449)
Halomonas desiderata FB2 (NR 026274)
Halomonas sp. ApS (D0B44497)

Halomonas sp. KM1 (AB47T015)

75| Uncultured Halomonas sp. 3B (EU305563)
Uncultured Halomonas sp. 4C (EU305552)

L Halomonas campisalis LLB (DOOT7H11)

sp. AL21 (NR 102839)

—
005

Fig. 4 Phylogenetic reconstruction of 16S rDNA sequence from SCrl
isolated from soil, the clone sequence SPK6195 and the closest sequences
from GenBank using maximum likelihood method based on the Kimura
2-parameters model. Numbers on nodes represent perceny bootstrap
values based on 1000 replicated. Scale bar represents (.05 substitutions
per site. There were a total of 860 positions in the final dataset. The tree
was rooted with 16 rDNA of Methanobacterium sp. AL-21 Archea se-
quence. GenBank accession number of 168 rDNA gene sequence from
isolated SCrl is KU985305

under anaerobic conditions at pH 9 (VanEngelen et al. 2008);
then, it is likely that Halomonas could have a primary role in
Cr(VI) reduction in our biostimulation assays with acetate. On
the other hand, alkaline Cr(VI) reduction has been reported in
species belonging to Bacillus (Megharaj, Avudainayagam,
and Naidu 2003), Nesterenkonia (Amoozegar et al. 2007)
and Arthrobacter genera (Bakradze et al. 2003; Cdordoba,
Vargas, and Dussan 2008; Megharaj, Avudainayagam, and
Naidu 2003; Ziagova, Koukkou, and Liakopoulou-
Kyriakides 2014) but not in Herbaspirillum. In accord with
this, in our biostimulation assays, Cr(V1) reduction can be the
result of the process carried out by one or more
MICroorganisms.

Moreover, we found that the consortia enriched from con-
taminated groundwater showed the ability to reduce Cr(VI)
with acetate and yeast extract as electron donors. From this
consortium, we were able to isolate individual microorgan-
isms closely related to nine different genera able to grow in

400
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Fig.5 Anaerobic Cr(VI) reduction by aquifer consortium under different
initial Cr(VI) concentrations using NBAF medium (pH 7): 85 uM
(circle), 180 uM (square), 266 M (triangle), and 356 uM (diamond).
Data were expressed as mean = standard deviations (SD)

@ Springer

0.4 Initial
[Cr(VT)
0.35 4
0.3 4 S0 M
e
E U2 ~®-55 UM
=2
o 0.2
E.' 50 1M
S 0,151
=4 =266 uM
0.1
4356 uM
0.05
0

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264

Time (h)
Fig. 6 Optical density of aquifer consortium growing on NBAF medium
(pH 7) with increased initial concentrations of Cr(VI): 0 uM (asterisk),
85 uM (circle), 180 pM (square), 266 pM (triangle), and 356 pM
(diamond). Data were expressed as mean =+ standard deviations (SD)

2 mM Cr(V1): Klebsiella, Bacillus, Tessaracoccus,
Enterococcus, Arthrobacter, Micrococcus, Jeotgalicoccus,
Brachybacterium, Planomicrobium. and Citrococcus.
Chromate reduction has been deeply studied in several
Bacillus species (Garbisu et al. 1998; He et al. 2010;
Megharaj, Avudainayagam, and Naidu 2003; Sau, Chatterjee,
and Mukherjee 2010) and also reported microorganisms belong-
ing to Klebsiella (Wani and Omozele 2015), Enterococcus
(Sayel et al. 2012), Arthrobacter (Bakradze et al. 2003), and
Micrococcus genera (Sultan and Hasnain 2005) but there are
no reports with Tessaracoccus, Jeotgalicoccus,
Brachybacterium, Planomicrobium, or Citrococcus genera.

Previous studies in the same chromate industrial landfill
have reported the microbial community from COPRP and
lixiviates but not from contaminated soil or groundwater. In
those studies, the authors also found Halomonas spp. but only
from lixiviates (Brito et al. 2013; Pinon-Castillo et al. 2010).

Further studies are being conducted with Halomonas sp.
SCrl and other bacteria isolates from the aquifer to study the
limiting factors that could be manipulated for the development
of n situ program of bioremediation. This haloalkaliphilic
1solate and enriched consortia have a potential in bioremedia-
tion of alkaline environments, where suitable indigenous mi-
crobes have not been selected naturally vet, due to a recent
chromate contamination.

Conclusions

In summary, we proved that acetate is effective in promoting
microbial reduction of Cr(VI) in soil. The 1solation of
haloalkaliphilic bacteria as Halomonas sp. has a potential
use via bioaugmentation as a feasible in situ treatment for
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Fig. 7 Phylogenetic reconstruction of 165 rDNA sequence from isolated
bacteria from chromate contaminated aquifer and the closest sequences
from GenBank using maximum likelihood method based on the Kimura
2-parameters model, with 1000 replicates of bootstrap test. There were a

highly alkaline soil environments. We also demonstrated that

groundwater from this contaminated area also has microor-

ganisms that can resist and reduce high Cr(VI) concentrations

and, therefore, could also have a primordial role in bioreme-
diation of this and other sites with similar characteristics.
These studies provide evidence of promising treatment of
long-term chromate contaminated groundwater by transfor-
mation of toxic and soluble Cr(VI) into less toxic and poorly
soluble Cr(1I1) and provide information from microbial com-
munities resistant and with reducing capabilities for further

studies.
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VI11.2 Caracterizacion de la cepa K. pneumoniae AgSCr aislada de agua subterranea
contaminada por Cr(V1).

El aislado AgSCr fue encontrado en mayor abundancia durante el aislamiento y con una
capacidad de reduccion similar a la del cultivo enriquecido en medio NBAF, por lo que fue
seleccionado para estudiar a profundidad su capacidad de resistir y reducir Cr(\V1). Inicialmente,
la cepa AgSCr fue identificada como Klebsiella sp. de acuerdo al anélisis del gen rRNA 168, sin
embargo, ya que en la familia Entereobacteracea la variacion dentro de dicho gen no otorga
resolucion para la identificacion confiable a nivel de especie (Mollet et al., 1997), se prosiguio
con la secuenciacion de regiones especificas de los genes gyrA (Subunidad A de la enzima ADN
girasa), parC (Subunidad A de la enzima DNA topoisomerasa IV) y rpoB (Subunidad  de la
enzima ARM polimerasa DNA-dirigida) de la cepa AqSCr. La secuencia del gen rpoB presento
un 99% de identidad, mientras que gyrA y parC el 100% con los genes de diferentes cepas K.
pneumoniae. Con base en estos analisis, el aislado AgSCr fue identificado como una K.
pneumoniae.

A) Resistencia a Cr(VI).
La resistencia a Cr(V1) de K. pneumoniae AqSCr fue determinada en medio LB liquido aerébico
a pH 7, 8 y 9 (Figura 6). La concentracion maxima de Cr(VI) que AgSCr fue capaz de resistir
fue 3dmMapH 9, 12mMapH 8y 2mM apH 7.
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Figura 6. Resistencia de K. pneumoniae AgSCr a Cr(VI) bajo diferentes pHs. Se muestra la viabilidad
celular a las 24 horas de incubacién de AgSCr en LB a pH 7 (verde), pH 8 (azul) y pH 9 (rojo) con

diferentes concentraciones de Cr(V1). Las barras indican la desviacién estandar.

La resistencia a Cr(VI) también fue determinada en medio citrato de sodio pH 7, tanto aerobico
como anaerobico, en dichos medios de cultivo la resistencia a Cr(VI) de AgSCr fue similar a la
observada en medio LB (Figura 7). Existen diversos reportes de bacterias resistentes a Cr(VI),
cuyos limites de resistencia conforman un amplio rango desde 180uM en una cepa de Bacillus
brevis (Verma et al., 2009), hasta 600mM en Nesterenkonia sp. MF-2 (Amoozegar et al., 2007),
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estas diferencias se deben tanto a caracteristicas intrinsecas a cada cepa, como a las diferencias en

la composicion de los medios de cultivo (El Baz et al., 2015).
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Figura 7. Resistencia de K. pneumoniae AqSCr a Cr(VI) bajo diferentes condiciones de cultivo. Se
muestran las unidades formadoras de colonias por mililitro a las 24 horas de incubacién con 0, 0.5, 1 y
2mM de Cr(VI) en los medios de cultivo LB aerdbico (triangulos), citrato de sodio aerdbico (circulos) y
citrato de sodio anaerébico (rombos). Las barras indican la desviacion estandar.

En Shewanella oneidensis MR-1 el limite de resistencia a Cr(V1) es similar al de K. pneumoniae
AgSCr (2mM) en medio LB pH 7 (Brown et al., 2006). Dentro del género Klebsiella los niveles
de resistencia también varian en un amplio rango, por ejemplo, en K. ornithinolytica 1P y K.
oxytoca P2, el crecimiento es inhibido por 0.5 y 0.75mM de Cr(V1) respectivamente (Garavaglia
et al., 2010), mientras que Klebsiella sp. PB6 resiste 10.7mM (Wani y Omozele, 2015). De
acuerdo a los resultados presentados aqui, el pH tiene gran influencia en la resistencia microbiana
a Cr(VI). Esta dependencia ha sido pobremente estudiada en otros microorganismos, el Unico
reporte corresponde a Nesterenkonia sp. MF2, esta cepa que crece mejor apH 8 quea 7 0 9 en
presencia de 0.2mM de Cr(VI). Esto indica que el efecto del pH sobre la resistencia es variable y

que puede estar relacionado a las adaptaciones ambientales de los microorganismos.

B) Reduccidn anaerdbica de Cr(VI) por K. pneumoniae AgSCr.
La capacidad de reducir Cr(VI) de K. pneumoniae AgSCr fue evaluada bajo condiciones

anaerdbicas a diferentes temperaturas en medio citrato de sodio con 500uM de Cr(V1). A 30°C el
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100% Cr(V1) fue reducido en 168 hrs (Figura 8a), mientras que a 37°C ocurrio en 144 hrs (Figura
8b). En estas condiciones, los controles sin inocular no mostraron reduccion. En ambas
temperaturas la reduccion fue detectada tanto en la fase logaritmica como en la estacionaria
(Figura 8a, b). La cepa mostré un crecimiento mayor a 37°C. El consumo de citrato y la
produccion de acetato también fueron mayores 37°C (Figura 8b, d). La concentracion de formato
a través del tiempo tuvo un comportamiento muy similar en ambas temperaturas. Este es el

primer reporte de reduccion anaerébica de Cr(V1) por una bacteria de la especie K. pneumoniae.
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Figura 8. Reduccién anaerdbica de Cr(VI1) por K. pneumoniae AqSCr a 30°C (a, b) y 37°C (c, d). Se
muestra el crecimiento y la reduccién de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr en medio citrato de sodio
anaerdbico con una concentracién inicial de 500uM de Cr(VI), también se indica la concentracién de
Cr(VI) en el ensayo control sin inocular AgSCr (a, ¢) y la concentracion de &cidos organicos durante el
crecimiento y la reduccion de Cr(V1) por K. pneumoniae AgSCr (b, d).

C) Reduccion aerdbica de Cr(VI) por K. pneumoniae AgSCr.
La reduccion aerdbica de 50uM Cr(V1) por K. pneumoniae AgSCr fue ensayada tanto en medio
LB como en medio citrato de sodio. Como referencia se utilizd el medio citrato de sodio
anaerobico previamente ensayado. En medio citrato de sodio anaerobico el 100% del Cr(V1) fue
reducido en 24 horas por K. pneumoniae AqSCr, mientras que en medio citrato de sodio aerébico
no hubo reduccion, por otra parte, en medio LB aerdbico se redujo el 78% del Cr(V1) en 24 horas
(Figura 9).

45



De acuerdo a estos resultados, la cepa AgSCr es capaz de reducir Cr(VI) tanto en condiciones
aerdbicas como, anaerobicas. Sin embargo, en medio citrato de sodio aerobico hay crecimiento,
pero no se detectd reduccion de Cr(V1). Esto podria deberse a la ausencia de algin compuesto
necesario para llevar a cabo la reduccion aerdbica en este medio de cultivo, ya que en varios
estudios se ha reportado que la reduccién de Cr(V1) depende tanto de la formulaciéon del medio,
como de las condiciones de cultivo (Mabrouk, 2008), por ejemplo, en E. cloacae HO1 se
determind que la presencia de aminoacidos especificos como aspartato es determinante para que

ocurra la reduccién (Ohtake et al., 1990).

El pH es otro parametro con influencia en la reduccion de Cr(VI1) (Bhowmick et al., 2009). K.
pneumoniae AgSCr fue capaz de reducir 100uM de Cr(V1) a diferentes pH. Sin embargo, a pH 7
un 88% del Cr(V1) fue reducido en 24 hrs, mientras que a pH 9 Unicamente el 46% (Figura 10),
esta menor reduccion bajo condiciones alcalinas puede ser resultado de un menor transporte del
Cr(VI) hacia el interior de la célula, lo cual correlaciona con la resistencia. Una baja tasa de
reduccion de Cr(VI) a pH alcalino fue reportado en Thermoanaerobacter BSB-33 (pH 7 > pH 7.5
> pH 8 > pH 8.5) (Bhowmick et al., 2009), mientras que en Bacillus subtilis G7 y Halomonas sp.
M-Cr, la reduccién de cromato es mas rapida bajo condiciones alcalinas (pH 10 > pH 9 > pH 8 >
pH 7 > pH 6) (Mary Mangaiyarkarasi et al., 2011; Mabrouk et al., 2014). Estos reportes sugieren

que el efecto del pH sobre la reduccién de Cr(VI1) podria ser especie-especifico.
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Figura 9. Reduccion de 50uM de Cr(VI) por K. pneumoniae AgSCr a 30°C en los medios LB aerdbico,
citrato de sodio aerdbico y citrato de sodio anaerdbico. Las barras de error indican la desviacion estandar.
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Figura 10. Reduccidn aerdbica de Cr(VI) por K. pneumoniae AqSCr en medio LB a diferentes pH, con
una concentracion inicial de Cr(VI) de 100uM. Las barras de error indican la desviacion estandar.

D) Actividad reductasa de Cr(V1) en extractos celulares de K. pneumoniae AqSCr.
Como se describié en la introduccién la reduccion microbiana de Cr(VI) puede ser directa
(enzimatica) o indirecta. Como primer paso para comprender el mecanismo de reduccién de
Cr(VI) de K. pneumoniae AgqSCr se estudid la actividad reductasa de Cr(VI) en sus extractos
celulares, utilizando NADH como donador de electrones. Para determinar la localizacion celular
se realizd el fraccionamiento para separar la fraccion membranal y la fraccion soluble. Como se
observa en la Figura 11, la actividad reductasa de Cr(V1) dependiente de NADH sélo se encontro
en la fraccion soluble. Dicha actividad fue detectada tanto en extractos de cultivos crecidos en
presencia de Cr(\V1), como en se ausencia, lo cual sugiere que su expresién no es inducida por la
presencia del metal. También se encontro actividad en los extractos celulares de cultivos crecidos
en medio citrato de sodio aerdbico (cultivos que no presentan reduccién). Esto indica que los
elementos involucrados en reduccidn de cromo se expresan tanto en condiciones aerdbicas como
anaerdbicas y apoya la hipdtesis de que la falta de nutrientes especificos limita la reduccion en
cultivos en citrato de sodio aerdbico de K. pneumoniae AqSCr. Para determinar si la actividad
reductasa es 0 no enzimatica, se realizo la ultrafiltracion y lavado de la fraccion soluble en un
Amicon Ultracel YM-50. La fraccion retenida conservd la actividad reductasa de Cr(VI),
indicando que el mecanismo de reduccion de Cr(VI) en K. pneumoniae AgSCr es enzimatico.
Reductasas de Cr(V1) solubles han sido reportadas en Pseudomonas ambigua G-1 (Suzuki et al.,
1992), Pseudomonas putida (Ackerley et al., 2004), Escherichia coli ATCC 33456 (Bae et al.,
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2005), Bacillus sphaericus AND 303 (Pal et al., 2005), Bacillus sp. ES 29 (Camargo et al., 2003),
Pannonibacter phragmitetus LSSE-09 (Xu et al., 2012) y en Thermus scotoductus SA-01
(Opperman et al., 2008), pero no existe ningun reporte previo de reductasas de Cr(VI) en el

género Klebsiella.
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Figura 11. Actividad reductasa de Cr(V1) en las fracciones soluble y membranal de K. pneumoniae AqSCr
cultivada en medio citrato de sodio anaerdbico con 100uM de Cr(VI). Se utiliz6 NADH 200uM como
donador de electrones, la reaccién fue conducida anaerobicamente. Las barras de error indican la
desviacidn estandar.

E) Reduccién de Fe(l11) a Fe(ll) por K. pneumoniae AqSCr.
Uno de los mecanismos de reduccion indirecta de Cr(\VI) mas relevantes en el ambiente es
efectuado por bacterias reductoras de Fe(lll) a Fe(ll), ya que este ultimo puede reducir al Cr(VI)
de manera extracelular. Por ello, se investigd si K. pneumoniae AqSCr es capaz de reducir
Fe(I11). AgSCr fue cultivada en medio citrato férrico anaerdbico, durante el cultivo se realizé en
monitoreo de la produccion de Fe(ll), el consumo de citrato y la produccién de acetato. Como se
observa en la Figura 12, K. pneumoniae AqSCr fue capaz de reducir Fe(lll) a Fe(ll) en una
manera dependiente de citrato, ya que cuando el citrato es consumido totalmente, la reduccion se
detuvo, mientras que al adicionar citrato de sodio a las 288 horas la reduccion continuo6 (Figura
12a). Cuando el citrato es consumido totalmente ocurre la formacion de un gel (Figura 13b), el
cual se desintegra al adicionar citrato de sodio. De acuerdo a los analisis con microscopia de
transmision electrénica, dicho gel estd constituido por bacterias que atrapan el hierro en su

capsula de exopolisacarido en ausencia del efecto quelante del citrato (Figuras 14 a y b), estas
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caracteristicas son similares a las reportadas en K. oxytoca BAS-10, la cual produce un
exopolisacarido con alta afinidad por hierro, por lo que es de gran interés para diversas
aplicaciones biotecnoldgicas (Baldi et al., 2001). Por otra parte, en cultivo sélido K. pneumoniae

AQgSCr forma colonias con una cobertura metalica debido a la acumulacion del metal (Figura
13c).
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Figura 12. Reduccidn anaerdbica de Fe(lll) a Fe(ll) por K. pneumoniae AqSCr en medio citrato férrico. Se
realiz6 en monitoreo de la produccién de Fe(ll) y el consumo de citrato (a), asi como la concentracion de
acetato (b). A las 288 horas de incubacién se realiz6 la adicidn de citrato de sodio anaerébico para obtener
una concentracion de 50mM. Las barras de error indican la desviacion estandar.

Figura 13. Cultivo anaerdbico de K. pneumoniae AqSCr en medio citrato férrico. Medio de cultivo citrato
férrico sin inocular (a) e inoculado con AgSCr a las 198 hrs de incubacién a 30°C (b). K. pneumoniae
AqSCr en medio anaerdbico citrato férrico-agar (c).

49



Figura 14. Micrografia de transmision electronica de células de K. pneumoniae AQSCr cultivadas
anaerobicamente en medio citrato férrico a las 192 horas de incubacién. Cortes con (a) y sin (b) tincion
con acetato de uranilo.
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VI111.3 Secuenciacién del genoma.

Debido a las capacidades metabolicas tan notables de Klebsiella pneumoniae AqSCr se decidio
secuenciar su genoma completo, el cual fue ensamblado como se describe en materiales y
métodos (Riveros-McKay, 2014) y finalmente depositado en el GenBank con el nimero de
acceso SAMNO05730075. EI genoma qued6 ensamblado en 51 fragmentos, obteniendo un N90 de
112278 y un L50 de 1. En total 10 fragmentos corresponden a DNA cromosomal y 41 a DNA
plasmidico, estos Gltimos tiene un tamafio total de 425513pb correspondiente al 7.56% del
genoma total secuenciado (Tabla 2). El analisis del perfil plasmidico por la técnica de Eckhardt
(1978) indica que la cepa Klebsiella pneumoniae AqSCr posee 2 megaplasmidos y tres plasmidos
pequefios (Figura 15).

Tabla 2. Ensamble final

Tamario del L50 N90 # fragmentos # fragmentos # fragmentos
genoma DNA cromosomal DNA
plasmidico
5,626,496 pb 1 112278 51 10 41

Mega 1=
plasmidos. -8 &

10kb — = .
4 kb — ==
Sus]
=
e
2kb —] = ;i
1.5kb— ~

Figura 15. Perfil plasmidico obtenido por el procedimiento de Eckhardt (1978). Carril 1: Marcador de
peso molecular. Carriles 2 y 3: K. pneumoniae AqSCr. Carril 4: K. pneumoniae ATCC13883. Carril 5: K.
oxytoca ATCC 13182.
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VI11.4 Identificacion genes que codifican posibles reductasas de Cr(VI) y generacién de
mutantes.

En el genoma de K. pneumoniae AgSCr fueron identificados 7 genes que codifican para proteinas
homologas a cromato reductasas sobre las que existe evidencia experimental reportadas en otras
especies bacterianas. Estas incluyen una quinona reductasa (kp396), dos enzimas N-
etilmaleimido reductasas (kp4253 y kp266), una nitroreductasa (kp2917), dos dihidrolipoil
deshidrogenasas (kp1822 y kp3896) y una flavin oxidoreductasa de la familia OYE (kp2515)
(Tabla 3, Figura 16).

Tabla 3. Genes de K. pneumoniae AgSCr cuyos productos tienen alto porcentaje de identidad a reductasas de
Cr(VI) reportadas en otros microorganismos.

% de Reductasas de Cr(V1) con evidencia experimental
Genes de AqSCr identidad

Enzima # Acceso Microorganismo
kp396 84.57 Reductasa de FMN dependiente = ABJ74146  Escherichia coli K12 (Ackerley
(BHEB81_22565) de NADPH (YieF) etal., 2004).
60.96 Reductasa de FMN dependiente = D5QFC5 Gluconacetobacter hansenii
de NADPH ATCC23769 (Jin et al., 2012).
39.56 Reductasa de FMN dependiente = AF375642 = Pseudomonas putida
de NADPH (ChrR) (Park et al., 2000).
34.08 Reductasa de FMN dependiente = YP_917833  Paracoccus denitrificans
de NADPH (FerB) (Mazoch et al., 2004).
kp4253 86.58 N-ethylmalemido reductasa P77258 Escherichia coli K12 substr.
(BHE81_07500) 42.38 quinona reductasa, familia OYE. MG1655 (Robins et al., 2013)
kp226
(BHE81_27485)
kp2515 51.15 OYE Flavin oxidoreductasa = B0JDW3 Thermus scotoductus
(BHEB1_06255) ChrR (Opperman et al., 2008).
kp1822 43.83 Dihidrolipoil deshidrogenasa P85207 Thermus scotoductus
(BHE81_01995) 43.23 ATCC700910/SA-01
kp4050 (Opperman y van Heerden,
(BHE81_01240) 2008).
kp2917 83.75 Nitroreductasa dependiente de P17117 Escherichia coli K12 (Ackerley
(BHES81_20240) NADPH insensible al O2 (nfsA). et al., 2004).
51.67 Reductasa de FMN dependiente = P94424 Bacillus subtilis 168
de NADPH (nfsA) (Morokutti et al., 2005).
38.33 NADPH-flavin  oxidoreductasa = AAA21331 | Vibrio harveyi KCTC 2720
(nfsA) (Kwak et al., 2003).

Adicionalmente, se identificaron 4 arreglos de genes probablemente asociados a resistencia a
arsénico los cuales fueron nombrados arsl, ars2, ars3 y ars4. Dentro de los arreglos arsl (kp423)
y ars2 (kp42-43) se identificaron dos genes arsH, estos genes son importantes para nuestro
estudio, ya que Xue et al. (2014) reportaron que la oxidoreductasa ArsH de Synechocystis sp.
posee actividad reductasa de Cr(V1) y Fe(lll). En la cepa AgqSCr uno de los genes arsH (arsH1,

kp423) esta completo, mientras que el otro (arsH2, kp42-43) aparentemente no es funcional, ya
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que tiene una insercion de 14 nucle6tidos a la mitad del gen, lo cual provoca un cambio en el
marco de lectura.

Por otra parte, cada uno de los cuatro arreglos ars de K. pneumoniae AgSCr poseen un gen arsC
(arsenato reductasa), aunque las enzimas ArsC no han sido previamente asociadas a reduccion de
cromato es posible que por la homologia quimica entre arsenato y cromato pudiera tener dicha
actividad.

Los 5 genes que codifican para posibles reductasas de Cr(V1) solubles, asi como los 4 arreglos
ars fueron eliminados de K. pneumoniae AqSCr mediante doble recombinacién homéloga para
determinar si alguno de ellos esta involucrado en la reduccién de Cr(V1) en este microorganismo
(Figura 16). Ademas de las mutantes sencillas se generaron dos mutantes multiples: K.
pneumoniae AQSCr kp396-, kp2917-, kp25157, kp2667, kpd253,  arsl” y K. pneumoniae AqSCr
arsl,, ars2, ars3’, ars4” (Figura 17). La capacidad de reduccion de Cr(VI) de las mutantes en
comparacion con la cepa silvestre fue evaluada en medio citato de sodio anaerdbico.

Adicionalmente, se estudio la actividad reductasa de Cr(\V1) en extractos celulares.

et -
37pb | | 46pb
| . i
Proteina hipotética (728pb) i0x1doreductasa kp396 (567pb) Permeasa (1337pb)
; |
| .
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Figura 16. Esquema de las regiones del genoma K. pneumoniae AgSCr donde se realizo la eliminacion de
cada uno de los genes mediante doble recombinacion homéloga. En verde se muestran los blancos a
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eliminar y en azul los genes adyacentes. El cuadro rojo con lineas punteadas indica la region
efectivamente eliminada.

123456 78910111213

kp396
kp2917
kp2515°
kp4253
kp266
arsl
kp396
kp2917
kp2515°
kp4253°
kp266°
arsl

Figura 17. Productos de PCR obtenidos utilizando como templado DNA de la cepa silvestre (carriles 1-6)
y de la mutante multiple K. pneumoniae AqSCr kp396-, kp2917-, kp2515°, kp2667, kp4253™ arsl (carriles 8

al 13). Abajo se indica el gen al que corresponde cada carril. El carril 7 corresponde al marcador de peso
molecular.

Ninguno de los cultivos de las mutantes presentd disminucién en la reduccién de Cr(VI) en
comparacion con la cepa tipo silvestre, incluso en las mutantes multiples no se encontraron
diferencias en cuanto a dicha capacidad (Figura 18a). Por otra parte, los extractos celulares de la
mutante mdltiple K. pneumoniae AgSCr kp3967, kp2917-, kp25157, kp2667, kp4253-, arsl
presentaron una importante disminucion en la actividad reductasa de Cr(VI) con respecto a la
cepa tipo silvestre (Figura 18b). En los extractos celulares de la mutante sencilla K. pneumoniae
AQSCr kp25157, también se observo una disminucion significativa en la actividad reductasa de

Cr(VI) con respecto a la cepa tipo silvestre, pero el efecto fue menor que en la mutante multiple
(Figura 18b).
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Figura 18. Capacidad de reduccion de Cr(VI) en las cepas mutantes en comparacion con K. pneumoniae
AQSCr tipo silvestre. a) Reduccion de Cr(VI) por cultivos en crecimiento de la cepa silvestre y de las

mutantes multiples. b) Actividad reductasa de Cr(V1) en extractos celulares de la cepa silvestre y todas las
mutantes.
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En resumen, la mutante K. pneumoniae AqSCr kp396-, kp2917-, kp2515°, kp266°, kpd253-, arsl
no presenta diferencias en su capacidad de reducir Cr(VI1) durante el crecimiento con respecto a la
cepa tipo sivestre, sin embargo, sus extractos celulares poseen menor actividad reductasa de
Cr(VI) dependiente de NADH. Estos resultados sugieren dos posibilidades: 1) que la actividad
reductasa de Cr(VI) detectada en los extractos celulares no esta relacionada con la actividad in
vivo, 0 2) que K. pneumoniae AqSCr posee una redundancia de genes que codifican enzimas con
la capacidad de reducir Cr(\V1) in vivo, pero la disponibilidad de NADH (u otro compuesto) en la

célula limita la tasa de reduccion de Cr(VI).

VI11.5 Generacion y analisis de una mutante en el gen chrA.

El mecanismo de resistencia a cromo mejor estudiado consiste en la expulsion de cromato desde
citoplasma hacia el exterior de la célula a través del transportador ChrA, cuyo gen es regulado
transcripcionalmente por ChrB. En el genoma de K. pneumoniae AgSCr fueron identificados
ambos genes, estando chrB rio arriba de chrA (Figura 19). Mediante el analisis de dominio con la

herramienta CD-Search de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/Structure/cdd/wrpsb.cqgi) se

comprobd que su anotacién fue correcta. ElI gen chrA fue eliminado mediante recombinacion
homologa con el objetivo de determinar su contribucion a la resistencia a Cr(VI) en K.
pneumoniae.

912ph

1368pb 336pb

90pb

Prot hipotética

32pb
__ (BHESI_07820) |_(BHES1_07815) _(BHESI_07820)

| i
| i

| I

H |

ChrB a ; ChrA [
i [

| |

| i

i

Figura 19. Esquema del operdn chrBA presente en K. pneumoniae AgSCr, el recuadro rojo indica la regién
gue fue eliminada. Se indican los cédigos asignados en el GenBank para cada ORF y sus productos

proteicos: ChrA transportador de cromato, ChrB regulador transcripcional.

Para determinar si la mutante K. pneumoniae AgSCr chrA™ perdio resistencia a Cr(VI) en
comparacion con la cepa tipo silvestre, se ensayo el efecto sobre el crecimiento en medio LB de 1
y 3mM de Cr(VI). Como se muestra en la Figura 20, la mutante chrA” mostré un crecimiento

similar al de la cepa tipo silvestre, indicando que la eliminacion del gen chrA no afecta la
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resistencia a Cr(VI1) bajo las condiciones estudiadas. Este resultado sugiere que la cepa K.

pneumoniae AgSCr posee otros mecanismos de resistencia a Cr(V1).

10
—e—Silvestre
ImM de Cr(VI)
l .
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=} 3mM de Cr(VT)
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Figura 20. Crecimiento de la cepa tipo silvestre de K. pneumoniae AqSCr y la mutantes chrA” en medio
LB adicionado con 1mM y 3mM de Cr(V1) a las 2 horas de incubacién. Las barras indican la desviacién
estandar.

VI111.6 Respuesta global a Cr(V1) de K. pneumoniae AgSCr.

Adaptacion metabdlica a Cr(VI).

Con el objetivo de determinar si K. pneumoniae AgSCr posee mecanismos de adaptacion
inducidos por Cr(VI), antes de secuenciar el transcriptoma se realizaron ensayos de crecimiento
de cultivos en medio LB pH 8 con 11mM de Cr(VI), inoculados con células cultivadas en
presencia y ausencia de Cr(VI). Como se observa en la Figura 21, los cultivos inoculados con
células sin adaptar a Cr(VI) presentan un crecimiento bifasico con un periodo de muerte y
después de las 6 horas se inicio la fase de crecimiento exponencial. Por otra parte, en los cultivos
inoculados con células pre adaptadas a Cr(VI) no ocurrié el periodo de muerte, la fase de
crecimiento exponencial empezd a las 3 horas de incubacion alcanzado una viabilidad superior a
las 24 horas de incubacién en comparacion con los cultivos inoculados con células no adaptadas.
Cuando las células adaptadas a Cr(V1) fueron inoculadas en medio LB en ausencia de Cr(VI) y
posteriormente re expuestas al metal, presentaron la misma fase de muerte y recuperacion,
indicando que la adaptacion a Cr(V1) observada en la Figura 21 es metabolica y no genética en
respuesta a la previa exposicion al metal.
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Figura 21. Crecimiento de K. pneumoniae AgSCr en medio LB pH 8 con 11mM de Cr(VI): células sin
pre-adaptar (triangulos verdes) vs células pre-adaptadas a 11mM de Cr(V1) (circulos azules). Las barras de
error indican la desviacion estandar.

En la Figura 22 se muestran las micrografias de transmision electronica de células de K.
pneumoniae AgSCr cultivadas en medio LB pH8 con 11mM de Cr(VI), en ellas se observa la
presencia intracelular de nanoparticulas con alta densidad electronica que no se observan en los
cultivos crecidos en la ausencia de Cr(VI). En la mayoria de las células las nanoparticulas se
observaron en posiciones ordenadas, lo cual indica que su sintesis es localizada. Los cortes no
fueron tratados con acetato de uranilo, por lo tanto, el contraste se debe a la presencia del cromo.
Posteriores analisis de XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) deben de llevarse a cabo

para determinar la composicion elemental de las nanoparticulas.

Figura 22. Micrografias de transmision electrénica de K. pneumoniae AgSCr a) crecida en medio LB pH 8
solo y b) crecida en medio LB pH 8 con 11mM de Cr(V1). Cortes sin tincién con acetato de uranilo.
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Analisis global de expresion diferencial de genes en presencia y ausencia de Cr(VI):
estudios de RNAseq.

En los ultimos afios las aproximaciones 6micas han permitido estudiar la repuesta global de los
microorganismos a diversos ambientes y condiciones de cultivo, conduciendo a una mayor
comprension de diversos procesos como la supervivencia bacteriana en condiciones extremas de
estrés. El primer estudio de respuesta global a Cr(VI) fue el analisis del transcriptoma de
Shewanella oneidensis MR1 mediante microarreglos (Bencheikh-Latmani et al., 2005), desde
entonces, un total de 12 estudios globales han sido reportados, los cuales consistieron en analisis
protedmicos, de microarreglos y un estudio mediante RNAseq, de Unicamente 7 especies
bacterianas y una levadura (Tabla 4). Los resultados de estos estudios revelan que algunas vias
generales se encuentran prendidas en respuesta a la presencia de Cr(V1), sin embargo, varios
elementos de dichas vias son diferentes. Hasta el momento, no existe ningun estudio global de la
respuesta a Cr(VI1) en el género Klebsiella. En el presente trabajo se realizé la implementacién de
tecnologias de secuenciacion masiva para estudiar el transcriptoma (RNAseq) en presencia y

ausencia de Cr(VI) de K. pneumoniae AgSCr, ya que esta herramienta dmica tiene una alta

sensibilidad.

Tabla 4. Estudios de respuesta global a Cr(V1) en diferentes microorganismos.

. . Tipo de . Condicién de . Concentracion de
Microorganismo . Referencia . Medio
analisis oxigeno Cr(VI)

Shewanella oneidensis . Bencheikh-Latmani et .

MR1 Microarreglos al.. 2005 anaerobiosis SM 0.1mM
Shewanella oneidensis Mlcroa(reglos Brown et al., 2006 aerobiosis LB pH7 1mM

MR1 y proteémica

Shewanella oneidensis Mlcroarreglos Chourey et al., 2006 | aerobiosis LB pH 7.2 0.3mM

MR1 y proteémica

Sl\,/rls\ivanella oneidensis Protedémica Thompson et al., 2007 | aerobiosis LB pH 7.2 0.3,0.5y1.0mM
Sl\,/rls\ivanella oneidensis Microarreglos | Chourey et al., 2008 | aerobiosis LB pH 7.2 0.3mM
Pseudo_monas Protedémica Kilic et al., 2010 aerobiosis NB pH 8 300mg/I
aeuruginosa

Caulobacter crecentus | Microarreglos | Hu et al., 2005 aerobiosis M2G 40-54uM
Arthobacter sp. FB24 Protedémica Henne et al., 2009 aerobiosis NB 5y 20mM
Pseudomonas putida F1 | Proteémica Thompson et al., 2010 | aerobiosis LBy M9 1mM
Ralstonia metallidurans | Microarreglos | Monsieurs et al., 2011 | aerobiosis TrisMMM- 0.1mM

gluconate

Staphylococcus aureus L

L7-01 RNAseq Zhang et al., 2014 aerobiosis M9 0.4mM
Sacaromices cerevisiae | Microarreglos | Jin et al., 2008 aerobiosis YPD 04y17mM
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Para realizar los estudios de RNAseq, fueron cosechados cultivos de K. pneumoniae AqSCr en
medio LB pH 8 con y sin 11mM de Cr(VI) (30°C, 250rpms) en fase exponencial. A
continuacion, el RNA total fue purificado y tratado con DNAsa y exonucleasa, posteriormente, se
realizd la sintesis de cDNA. Finalmente, tres bibliotecas (correspondientes a replicas biologicas)

de cada condicion fueron secuenciadas.

Tabla 5. Resultados de secuenciacion

Bibliotecas Lecturas totales

Al (Sin Cr) 8764966
A2 (Sin Cr) 15935358
A3 (Sin Cr) 12924698
B1 (Con Cr(VI)) 12507755
B2 (Con Cr(VI)) 13496910
B3 (Con Cr(VI)) 8786756

Dimension 2

Dimension 1

Figura 23. Dispersion de los datos de las bibliotecas del transcriptoma de K. pneumoniae AgSCr en
ausencia (A) y en presencia de 11mM de Cr(V1) (B).

En la Tabla 5 se muestran el namero de lecturas obtenidas para cada biblioteca y en la Figura 23
se muestra la dispersion de los datos crudos obtenida utilizando R. De acuerdo a este analisis, una
de las bibliotecas de cada condicion (A_1 y B_3) presenté mayor dispersion que sus otras dos
replicas, ademas, tuvo menor nimero de lecturas, a pesar de ello se agrupa claramente con las
otras, por lo que las tres replicas de cada condicién fueron utilizadas en el andlisis. EI universo
total de lecturas mape0 sobre 5420 ORFs del genoma de K. pneumoniae AgSCr, de los cuales
fueron filtrados aquellos con conteos poco significativos, obteniendo un set final de 5097 ORFs,
que fueron sujetos a analisis de expresion diferencial con tres diferentes métodos DESeq, EdgeR y
NOISeq (Anders y Huber, 2010; Robertson et al., 2010, Tarazona et al., 2011). Un total de 539
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ORFs mostraron expresion diferencial de acuerdo a los tres métodos (Figura 24), 259 se

encontraron sobreexpresados en ausencia de Cr(VI1) y 280 en presencia de Cr(VI). Los datos de

expresion diferencial obtenidos por RNAseq fueron validados mediante gRT-PCR de 11 genes

(Tabla 6). Los ORF kp4174, kp708 y kp3531 que no mostraron expresion diferencial en los datos

obtenidos por RNAseq fueron utilizados como controles internos, sin embargo, Unicamente

kp708 fue utilizado para normalizar. Como se muestra en la Tabla 6 se obtuvo una

correspondencia entre los datos obtenidos por RNAseq y por qRT-PCR (esto se observo aun con

los datos crudos, antes de realizar la normalizacién con el control interno).

NOISeq

Figura 24. Expresion diferencial de genes de K. pneumoniae AqSCr en presencia y ausencia de Cr(V1). En
la imagen se muestra el nimero de genes expresados diferencialmente de acuerdo a DESeq, EdgeR y
NOISeq (Anders y Huber, 2010; Robertson et al., 2010, Tarazona et al., 2011).

Tabla 6. Validacion del anélisis de RNA seqg mediante qR-TPCR
RNAseq gRT-PCR
ORF Funcién del producto del gen Log2NC | NC 2-AACt
kpl4 (BHE81 25425) Permeasa de sulfato 456| 23.67 2.42
kp598 (BHE81_ 12570) RpoE 1.62 3.08 2.70
kp2076 (BHE81_19460) Citrato sintasa 151 2.84 2.59
kp3165 (BHE81_07325) Citocromo b (561) 1.94 3.83 8.84
kp3746 (BHE81_10435) Tirosina quinasa Wzc 3.17 9.00 1.40
kp4428 (BHE81_25140) Citocromo soluble b562 1.50 2.84 2.45
RecN proteina de reparacion de DNA
kp635 (BHE81 12780) (Reparacion de rupturas de doble cadena) 1.56 2.94 4.14
Dihidrolipoamida deshidrogenasa, complejo
kp4050 (BHE81 01240) piruvato deshidrogenasa. 0.64 1.56 2.13
kp602 (BHE81_12590) Piruvato formato liasa -5.21 0.03 0.03
kp2087 (BHE81 19515) Citocromo d ubiquinol oxidasa subunidad 11 -2.60 0.17 0.16
kp4689 (BHE81_03385) Citrato sintasa -4.31 0.05 0.03
RNA polimerasa DNA-dirigida, subunidad
kp4174 (BHE81 23755) beta’ 0.02| 1.01 1.39
kp708 (BHE81_13165) Alanil-tRNA sintetasa -0.04 0.97 1.00
kp3531 (BHE81 09265) L-serina deshidratasa subunidad beta -0.04 0.97 0.77
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Las secuencias proteicas de los ORF diferencialmente expresados fueron analizadas para la
asignacion de KOs (KEGG ortology). La categorizacion funcional general se muestra en la
Figura 25. A continuacion se describen algunos de los elementos diferencialmente expresados de

mayor relevancia con relacion a la respuesta a Cr(V1).

No clasificados

Metabolismo de aminoacidos
Enfermedades humanas

Procesamiento de la informacion ambiental
Procesamiento de la informacion genética
Metabolismo de cofactores y vitaminas
Metabolismo de lipidos

Metabolismo para generacion de energia

Metabolismo de carbohidratos

Metabolismo de terpenocides y policétidos

-100 -80 -60 -40 -20

[ ]

20 40 60 30 100

B Reprimidos Inducidos

Figura 25. Categorizacion funcional genes de K. pneumoniae AqSCr expresados diferencialmente en
presencia de 11mM de Cr(V1) con respecto a la condicion sin Cr(VI).

Genes diferencialmente expresados:

En respuesta a la presencia de Cr(VI) se encontraron sobreexpresados genes relacionados a
transporte de electrones, reparacion de ADN, respuesta a estrés oxidativo, respuesta a estrés
osmotico, adquisicion de sulfato, respuesta a limitacién de fosfato, limitacién de hierro,
transporte de molibdeno, metabolismo de acidos grasos, sintesis de los grupos Fe-S, metabolismo
de aminoacidos y reparacion de proteinas (Apéndice 2). Por otra parte, se encontraron reprimidos
genes relacionados al transporte de niquel y cobalto, sintesis de cobalamina, transporte de
electrones, metabolismo de aminoécidos, sintesis de fagos y algunos genes relacionados a estrés

oxidativo, reparacién de ADN y transporte de hierro.
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A) Genes relacionados a transporte de electrones.

Uno de los aspectos importantes y atn poco comprendidos son las alteraciones en la maquinaria

de generacion de energia y transporte de electrones durante la exposicién y reduccion aerdbica de

Tabla 7. Perfil de transcripcion de los genes que codifican proteinas con
homologia a reductasas de Cr(VI) y de los genes chrA 'y chrB.

ORF Producto del gen E;‘:ﬁé%e L%%;%?ON'
kp396 (BHE81 22565) Oxidoreductasa 0.7 -0.6
kp4253 (BHE81_07500) | N-etilmaleimido reductasa 1.0 0.0
kp2917 (BHE81 20240) Nitroreductasa 0.9 -0.2
kp2515 (BHE81_06255) | Flavin oxidoreductasa OYE 14 0.4
kp266 (BHE81_27485) N-etilmaleimido reductasa 1.3 0.4
kp423 (BHE81_27795) | ArsH1 1.1 0.2
kp1822 (BHESL_01995) Eégr:?(;fé;pe‘?]'ésa 0.8 0.4
kp3896 (BHESL_01240) Eégr:?(;fé;pe‘?]'ésa 15 0.6
kp4310 (BHE81_07815) | ChrA 2.0 1.0
kp4311 (BHE81_07820) |ChrB 1.6 0.7

Cr(VI). En este estudio mostraron sobreexpresion los genes que codifican para una enzima citrato
sintasa, el complejo succinato deshidrogenasa (tres subunidades), el citocromo soluble b562 vy el
citocromo de membrana b561 (los cuales no tienen una funcién bioldgica asignada), asi como el
complejo ATP sintasa (las cuatro subunidades). Por otra parte, se encontraron reprimidos los
genes que codifican para otra enzima citrato sintasa, el complejo fumarato reductasa (cuatro
subunidades) y el complejo citocromo bd oxidasa (subunidades | y 1I). De estos resultados es de
gran importancia la expresion diferencial de los dos genes que codifican para citrato sintasas, uno
reprimido y otro sobreexpresado, este fenomeno no se ha reportado en los otros estudios de
respuesta global a Cr(VI) y seria muy relevante estudiar las diferencias tanto de regulacion como
de funcién de dichas citrato sintasas. Por otra parte, genes involucrados en la via de reduccion de
nitrato fueron reprimidos en presencia de Cr(V1), incluyendo a los que codifican el sistema de
dos componentes NarXL, un transportador de nitrato/nitrito tipo MFS, el complejo nitrito
reductasa, el complejo nitrato reductasa, el complejo formato deshidrogenasa N (dependiente de

nitrato), asi como varios genes involucrados en la biosintesis de menaquinonas, indicando que en
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presencia de Cr(VI) K. pneumoniae AQSCr detiene la transferencia de electrones desde el
formato hacia el nitrato, ya que se sabe que el complejo formato deshidrogenasa N transfiere los
electrones del formato hacia menaquinonas embebidas en membrana, las cuales son oxidadas por
el complejo nitrato reductasa que transfiere estos electrones al nitrato (Berg et al., 1991). Estos
resultados sugieren que la exposicion a Cr(VI) de K. pneumoniae AqSCr conduce a un re-
direccionamiento en el flujo de electrones hacia elementos especificos de la cadena de transporte
y a un incremento en la tasa de generacion de ATP y/o en los requerimientos de este ultimo.
Ninguno de los genes que codifican para proteinas homdlogas a las reductasas de Cr(VI)
reportadas en otros microorganismos mostré expresion diferencial (Tabla 7), en concordancia con

los resultados de las mutantes en dichos genes.

B) Genes asociados a replicacion y reparacion de ADN.

El dafio a DNA por exposicion a Cr(VI) ha sido ampliamente estudiado y demostrado
(Kortenkamp et al., 1996; Slade et al., 2005; Casadevall et al., 1999), por lo tanto, la activacién
de sistemas de reparacion de ADN debe ser critica en bacterias capaces de resistir altas
concentraciones de este metal. En K. pneumoniae AgSCr se encontraron sobreexpresados los
genes que codifican para RecN y HNS (proteinas involucradas en reparacion de rupturas de doble
cadena de ADN) asi como, las endonucleasa Nfo y Cho involucradas en reparacion por excision
de bases. En contraste con otros reportes, recA no mostrd expresion diferencial, por el contrario,
se encontrd sobreexpresado el gen dinl (inhibidor de la accién de RecA). También mostraron
sobreexpresion los genes ssbp, nrdH, nrdA y nrdB involucrados en reparacion y replicacion de
ADN. Por otra parte, se encontrd reprimido un gen que codifica una exodeoxiribonucleasa VIII

(actividad 5°-3" exonuclease sobre DNA de doble cadena).

C) Genes asociados a respuesta a estrés oxidativo.

La reduccion intracelular de Cr(VI) a Cr(l11) tanto por compuestos reducidos (como el glutatién),
como por enzimas que transfieren un solo electrdn, conduce a la formacion de los intermediarios
Cr(V) y Cr(IV), los cuales a su vez conducen la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y H20, generando estrés oxidativo. Como estrategia para contender con este estres, las
células modulan la expresion de genes que codifican para proteinas con actividad antioxidante.
Con relacién a esto, en K. pneumoniae AgSCr se encontraron sobreexpresados los genes que
codifican para una tiol peroxidasa, una Mn-superoxido dismutasa (SodA) y el regulador
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transcripcional SoxX. Por otra parte, se encontraron reprimidos los genes que codifican una
enzima catalasa/peroxidasa y una Fe-superdxido dismutasa (SodB). Estos resultados son de gran
relevancia, ya que las enzimas superoxido dismutasas catalizan la reaccion 20y~
+2H*" — H202+ 02, mientras que las peroxidasas son capaces de reducir el peréxido de
hidrogeno a agua (Branco y Morais, 2016), por lo tanto, en conjunto son potencialmente capaces
de eliminar las especies reactivas de oxigeno y el peroxido de hidrogeno. La sobreexpresion y
represion de dos superdxido dismutasas hace sentido debido a diversos antecedentes sobre este
tipo de enzimas. Tanto las Mn-SOD como las Fe-SOD participan en respuesta a estrés oxidativo,
sin embargo, se ha propuesto que las enzimas Fe-SOD responden a estrés en general, mientras
que las Mn-SOD son inducidas por factores especificos (en este caso por cromo). Ademas, se ha
propuesto que existe una especializacion de las Mn-SOD para la proteccion de DNA y de las Fe-
SOD para la proteccion de proteinas citoplasmaticas (Hopkin et al., 1992). Adicionalmente, se ha
sugerido que las Mn-SOD evolucionaron de las Fe-SOD en ambientes con bajas concentraciones
de hierro (véase ‘“respuesta a deficiencia de Fe” méas adelante) (Aguirre et al., 2013).
Recientemente, fue reportado que los genes chrC y chrF del determinante genético de resistencia
a Cr(VI) denominado TnOtchr de la cepa Ochrobactrum triticiSbvll codifican para una Fe-
superoxido dismutasa (ChrC) y una Mn-superoxido dismutasa (ChrF), respectivamente,
encontrandose que su presencia es importante para evitar la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno durante la exposicion a Cr(VI), sin embargo, en ausencia del gen chrC (Fe-Sod) existe
una mayor acumulacién de ROS que en ausencia de chrF (Mn-Sod), indicando una mayor
contribucion de ChrC. Por otra parte, estudios de respuesta global a Cr(VI) en Shewanella
oneidensis, se encontr6 la sobreexpresion de una Fe-superdxido dismutasa (Brown et al., 2006;
Chourey et al., 2006), mientras que en Caulobacter crescentus se encontrd la sobrexpresion de
una Mn-superdxido dismutasa en respuesta a cromo, cadmio y uranio (Hu et al., 2005). De
acuerdo a los estudios mencionados, es posible que en diferentes microorganismos exista un uso
preferencial de las Fe o Mn superoxido dismutasa en respuesta al estrés oxidativo generado por
Cr(VI).

Entre los genes de respuesta a estrés oxidativo también se encontraron sobreexpresados genes que
codifican para los elementos involucrados en la via de sintesis de centros hierro-azufre [Fe-S].
Estos cofactores son requeridos para funciones celulares fundamentales, incluyendo respiracion y

su ensamble debe ser muy fino para evitar la toxicidad de iones libres de hierro y azufre. En
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bacterias existen tres vias de ensamble de los centros [Fe-S]; 1) elementos Isc (de mantenimiento
o “Housekeeping™), 2) elementos Suf (utilizados bajo condiciones de estrés) y 3) elementos Nif
(utilizados para el ensamble de centros especializados [Fe-S] de enzimas especificas) (Ayala-
Castro et al., 2008). En el presente estudio se encontraron sobreexpresados tanto genes isc, como
suf. En estudios recientes se ha visto que tanto el sistema Isc como el Suf son inducidos por estrés
oxidativo o en condiciones de limitacion de hierro (Ayala-Castro et al., 2008) pero no se habian

asociado a estrés por cromo.

Por otra parte, se encontraron reprimidos los genes que codifican para las proteinas de estrés

universal E, Fy G.

D) Genes asociados a respuesta a limitacion de sulfato.
El azufre es un elemento esencial para todos los seres vivos, ya que forma parte de cofactores
como la biotina, coenzima A, S-adenosilmetionina, tiamina, glutation, acido lipoico y de los
grupos Fe-S, asi como de los aminoacidos cisteina, metionina y selenocisteina (Aguilar-Barajas
et al.,, 2011). En bacterias existen varias vias de asimilacion de azufre, estas incluyen la
adquisicion de sulfato (SO4%), tiosulfato (S203%), esteres de sulfato, sulfamatos, sulfonatos,
metionina o cisteina (Davies et al., 1999). Sin embargo, para la mayoria de los microorganismos
la fuente de azufre preferencial es el anién sulfato (Whalen y Warman, 1996). En diversos
estudios se ha demostrado que el ion cromato es transportado al interior de la célula a través de
los transportadores de sulfato, ejerciendo una inhibicion sobre el transporte de este ultimo y por
lo tanto una deficiencia de azufre para la célula (Aguilar-Barajas et al., 2011). En bacterias se han
encontrado cuatro familias de transportadores de sulfato SulT (CysPTWA), SulP, CysP/(PiT) y
CysZ, pero el transporte de cromato ha sido encontrado Unicamente en el caso de los
transportadores SulT y CysP (Aguilar-Barajas et al., 2011). En el genoma de K. pneumoniae
AQSCr estan presentes los genes cysPTWA, un gen cysZ y 3 genes sulP. De ellos, Gnicamente uno
de los genes sulP mostro expresion diferencial con un Log2NC de 4.6, este gen sulP es el Unico
de los tres que se encuentra adyacente a un gen que codifica para una anhidrasa carboénica, la cual
mostré un Log2NC de 6.4, lo cual es interesante y que se sabe que los genes sulP codifican para
permeasas de sulfato cotransportadoras de HCOs™ (Aguilar-Barajas et al., 2011). Tambiéen se
encontrd la sobreexpresion de dos genes que codifican para posibles arilsulfatasas, esto resulta

interesante porque estas enzimas participan en sistemas de transporte de sulfato de alta afinidad
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ya que liberan el anién sulfato de sulfatos orgéanicos esterificados y se ha reportado su

sobreexpresion en condiciones de limitacion de sulfato (Davies et al., 1999).

Ademaés de los genes involucrados en el transporte de sulfato se encontraron sobreexpresados los
genes de otras tres vias de adquisicion de azufre: el sistema de transporte de taurina (tauABCDE),
el sistema de transporte de alkenosulfonatos (sSUEADCB) y el sistema de transporte de metionina.
Estos resultados sugieren que en la cepa K. pneumoniae AgSCr la presencia de Cr(V1) conduce a
una deficiencia de azufre, que es compensada con la activacién de varios sistemas de adquisicion

de este elemento como una de las estrategias de resistencia a Cr(V1).

E) Genes asociados a respuesta a limitacion de hierro.

Al igual que el azufre, el hierro es un elemento esencial para diversas funciones celulares y en
diversos estudios se ha reportado que la presencia de cromo conduce a una deficiencia de hierro
en varios microorganismos, aungue no se ha determinado claramente cuél es el mecanismo por el
que se genera dicha deficiencia (Wang y Newton, 1969). En K. pneumoniae AqSCr la presencia
de Cr(VI) condujo a la sobreexpresion de alrededor de 47 genes involucrados en la adquisicion de
hierro, incluyendo el gen fecl el cual codifica para un factor sigma de la RNA polimerasa de
respuesta a limitacion de hierro, asi como los genes que codifican el sistema de transporte Fe(l11)-
dicitrato (fecABCDE), el sistema de transporte Fe?*/Mn?* (sitABCD), el sistema de transporte de
enterobactina (ent), entre otros. En algunas bacterias se ha reportado que en condiciones de estrés
por deficiencia de hierro se induce la importacion de manganeso para substituir al hierro como
cofactor en algunas enzimas (Martin et al., 2015). En K. pneumoniae AgqSCr encontramos
sobreexpresado el gen mntH que codifica para un transportador de manganeso, asi como un gen
vecino que codifica una proteina hipotética con un Log2FC de 2.2 y 1.8 respectivamente. En E.
coli se ha reportado que el transportador mntH es inducido, ademas, como parte de la respuesta
OxyR en condiciones de estrés por peroxido de hidrégeno (Anjem et al., 2009). Estos resultados
indican una gran redundancia de genes que responden a la deficiencia de hierro generada por la

exposicién a cromo.

F) Genes asociados a respuesta a limitacion de fosfato.

Entre los genes involucrados en deficiencia de fosfato mostraron sobreexpresion phoH, phoB y
ptsH. En los estudios de respuesta global a cromo de Caulobacter crescentus se encontrd también
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la sobreexpresién del gen phoH (Hu et al., 2005), mientras que en Shewanella oneidensis el gen
phoH mostro represion en presencia de Cr(VI) (Chourey et al., 2006). Lo cual sugiere que el
Cr(VI) podria tener diferentes efectos en relacion a la adquisicién y metabolismo de fosfato en

diferentes microorganismos.

G) Genes asociados a transporte de molibdeno.

El molibdeno es un metal esencial para la mayoria de las bacterias (exceptuando las que usan
tungsteno). EI molibdeno es importado al interior de las células como molibdato MoOs*
principalmente por el sistema de transporte de sulfato-tiosulfato SulT (CysPTWA) (debido a su
analogia estructural con el sulfato) y a través del sistema de alta afinidad ModABC (Aguilar-
Barajas et al., 2011). Como se menciond, el sistema SulT transporta también iones cromato
(Cr04?), por lo tanto, la presencia de este Gltimo puede conducir a la inhibicion competitiva del
transporte de otros aniones incluyendo al MoO4?. Por otra parte, el transporte de cromato por el
sistema ModABC no ha sido estudiado. En K. pneumoniae AgSCr se encontrd la sobreexpresion
de los genes modA y modB con un Log2NC de 1.66 y 1.96 respectivamente, mientras que modC
mostré una ligera sobreexpresion con un Log2NC de 1.26. Estos resultados indican que en K.
pneumoniae AqSCr la presencia de Cr(VI) conduce a una deficiencia en molibdeno, que causa la

expresion del sistema ModABC.

H) Genes asociados a sintesis y degradacion de proteinas.

Ha sido reportado que algunas condiciones de estrés conducen a un incremento en la sintesis de
subunidades ribosomales especificas para compensar una baja tasa de iniciacion de la traduccion
(O’Connell y Thomashow, 2000). La sobreexpresién de subunidades del ribosoma en presencia
de Cr(VI) también ha sido reportada en Pseudomonas aeuruginosa (Kilic et al., 2010), asi como,
en Shewanella oneidensis (Bencheikh-Latmani et al., 2005; Chourey et al., 2006). En este estudio
se encontraron sobreexpresados cinco genes que codifican subunidades del ribosoma incluyendo
S16, S21, S22, L13, L27 y L28. Adicionalmente, se encontraron sobreexpresados los genes que
codifican para posibles chaperonas periplasmaticas involucradas en el replegamiento de
proteinas, asi como, la sobreexpresion del gen htrA/depG (que codifica una endoproteasa
involucrada en el control de calidad de proteinas de membrana) y del gen htpX (que codifica

proteasa de membrana regulada por estres).
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I) Genes asociados a respuesta a estrés osmético y dafio en la envoltura celular.

Los elementos que integran la envoltura celular juegan un papel fundamental en la resistencia
tanto a Cr(VI), como a otros metales. En varios de los estudios de respuesta global a Cr(VI) se ha
reportado la sobreexpresion de genes involucrados en mantener la integridad tanto de la capsula,
como de las membranas celulares. En K. pneumoniae AqSCr la presencia de Cr(VI) condujo a la
sobreexpresion del gen rpoE que codifica para un factor sigma 70 de la RNA polimerasa, cuya
funcién principal es mediar la respuesta a estrés en la envoltura celular y a estrés extra-
citoplasmatico en general (Rhodius et al., 2006), sin embargo, su expresion en respuesta a Cr(V1)
no ha sido previamente reportada. Por otra parte, se encontraron sobreexpresados 6 genes que
codifican elementos involucrados en respuesta a choque osmético (cpxP, osmF, osmB, osmF y
osmC). El gen cpxP que codifica para una proteina periplasmatica de respuesta a envoltura
celular, un gen que codifica posiblemente involucrada en formacion de esferoplastos y el gen wzc
que codifica una tirosina quinasa involucrada en sintesis de exopolisacaridos. También se
encontraron diferencialmente expresados (tanto negativa como positivamente) genes de
degradacion, sintesis y modificacion de acidos grasos, lo cual sugiere una activa modificacion de

la membrana.

J) Otros genes con expresion diferencial.

Ademas de los genes mencionados, diversos genes mostraron expresion diferencial, sin embargo,
su papel en la resistencia o reduccion de Cr(V1) es dificil de comprender. Entre ellos mostraron
sobreexpresion un total de 23 genes involucrados en sintesis y degradacién de aminoacidos y 8
genes con estas funciones mostraron represion. Por otra parte, se encontrd una represion de los
genes que codifican para el sistema de transporte de niquel (nikABCDER). También mostraron
represion dos agrupamientos de genes chiABCDE y chiTTFGHJKLMQOP involucrados en la
adquisicién de cobalto y la sintesis de cobalamina, varios genes involucrados en sintesis de
fimbrias (fimA, fimE y fimD), 18 genes relacionados a sintesis de bacteriéfagos y 16 genes

pertenecientes a sistemas pts.

En conjunto los resultados indican que la resistencia a cromo por K. pneumoniae AqSCr
involucra la participacion de diversas vias para reparar y/o prevenir los dafios causados por este

metal, que incluyen elementos de respuesta a estrés oxidativo, respuesta a estrés osmotico,
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adquisicion de hierro y azufre y mecanismos de reparacion de DNA. Un resumen de su posible

participacion se muestra en la Figura 26.

Respuesta a estrés )
Control de calida

oxidativo )
tipx, soxS y sod-Mn. proteica
. . katG, Sod2-Fe upsG, * hipX
Reduccion directa de Cr(VI) Vra © oups !
upsE y upsF.
T cybB, eybC, sdhC Daiio a proteinas
y eybC o
. ~ A > -
8042' iﬁdD(BA, Cyl’dAB, ‘3.0 Cr éOJ\‘
N narXL, fAnIHG, r ( ----- - 4
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CI+6 CIM' C +3
< _ — 3 Cr
— —
Respuesta a limitacion de sulfato
T ssudABCD y tauABCD.
Cr(OH), v
Respuesta a limitacion de hierro Dafio a DNA
1 fecABCDE, hemR, hmusS, fhuDBC, fes,
ybdz, entCEBAH, fepA, entS 'y fecBDE.
Factores ¢ 70 de respuesta a estrés
1 rpoE, Fecl Sistemas de reparacion de DNA
o _ 1 recN, ssbp, cho (exinucleasa), nfo
Respuesta a limitacion de fosfato: (Endonuceasa IV), dinl, nrdA y nrdB.

1 phoB y phoE.

Sintesis de centros [Fe-S]:
1 iscASR y sufSDBA

Figura 26. Elementos genéticos con expresion diferencial en respuesta a Cr(VI1). En rojo se indican las
vias de respuesta generales para contender con los efectos toxicos del Cr(V1) (véase la Figura 1). En azul
se indican algunos de los genes inducidos y en verde los reprimidos.

VI111.8 Resistencia a otros metales.

Diversos ambientes contaminados con cromo, asi como, las aguas industriales residuales
usualmente se encuentran contaminados con otros metales ademas del cromo, por ello fue de gran
interés el estudio de la resistencia a otros metales de por la cepa AgSCr. Las concentraciones
minimas inhibitorias para K. pneumoniae AqSCr de Cr®*, Co?*, Zn?*, Cu?*, Ag*, APF*, Ni?*, Se®",
As® As®* Cd?* y Pd?* en medio LB-agar se muestran en la Tabla 8. La CMI de Cr(VI) en medio
solido fue >6mM y <7mM, tres veces mayor que la resistencia en medio LB liquido. La
resistencia a As>* fue mucho mayor a la de As®*". EI metal resistido en mayor concentracion por

K. pneumoniae AqSCr fue selenio (Se*) (>800mM), ademas se encontr6 que es capaz de reducir
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este metal, dando como resultando en el crecimiento de colonias rojas (Figura 27) debido a la
acumulacion de cristales de Se® amorfo (Rathgeber et al., 2002). Por otra parte, Ag* resulto
inhibitoria para K. pneumoniae AgSCr a s6lo 0.6mM. Adicionalmente se encontrd que K.
pneumoniae AgSCr es capaz de crecer en medio LB liquido con 5mM de acetato de uranilo
U(VI) pero no a 10mM. En la Figura 28 se observan micrografias de K. pneumoniae AgSCr
crecida en medio LB liquido con 1mM de acetato de uranilo. En ellas se puede observar la
presencia de nanoparticulas con alta densidad electrénica localizadas dentro de la célula,
principalmente en la periferia, de manera similar a lo observado en las células crecidas en
presencia de Cr(VI), pero a diferencia de ellas, las células tratadas con uranio muestran una alta
densidad electrénica en la envoltura celular, indicando una acumulacion del metal en esa region.

Estos cortes también serdn sometidos a analisis de XANES para determinar su composicion

elemental.

Tabla 8. Concentracion minima inhibitoria para K.

pneumoniae AgSCr de diferentes metales.
Metal MIC
Co* >4mM, <5mM
Zn? >7mM, <8mM
Cu?* >8mM, <9mM
Ag* >5mM,<.6mM
Cré* >6mM, <7TmM
Al >7mM, <8mM
Ni* >8mM, <9mM
Seb* >800mM
Ast* >500mM, <600mM
As® >10mM, <11mM
Cd?* >3mM ,<4mM
Pd% >2mM, <3mM
us >5mM, <10mM
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Figura 27. Crecimiento de K. pneumoniae AgSCr en presencia de selenato. Las placas corresponden a
medios LB suplementados con 0, 100 y LB 200mM de Na,SeOa.

Figura 28. Micrografias de transmision electronica de células de K. pneumoniae AqSCr cultivadas
aerobicamente en medio LB pH 7 con 1mM de U(VI) a las 24 horas de incubacién. Cortes sin tincion con
acetato de uranilo.
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VI111.9 Elementos de resistencia a arsénico en K. pneumoniae AgSCr: analisis de mutantes.

El arsénico es el 53° elemento mas abundante en la corteza terrestre y se encuentra en el
ambiente como arsenato As(V) y arsenito As(I11). Este ultimo (As(OH)3) es considerado el estado
mas toxico debido a su alta solubilidad y tendencia a reaccionar con los grupos tilo conduciendo
a la inactivacion de varias enzimas y receptores (Rosen, 2002). Los microorganismos tienen gran
influencia sobre el ciclo biogeoquimico del arsénico, bajo condiciones anaerobicas el arsenato
puede ser utilizado por diversos microorganismos como aceptor final de electrones mediante
enzimas unidas a membrana para la generacion de energia (respiracion de arsenato) (Lovley y
Coates, 1997; Malasarn et al., 2008). Por otra parte, el arsenito puede ser utilizado como donador
de electrones por microorganismos quimilitétrofos mediante enzimas unidas a membrana externa
(Silver y Phung, 2005). De manera independiente a estos procesos, l1os microorganismos han
evolucionado mecanismos de resistencia al arsénico, estos incluyen reduccion-eflujo, oxidacion
extracelular de arsenito a arsenato (menos toxico y menos soluble) y metilacion-precipitacion
(Silver y Phung, 2005; Zhang et al., 2015). EI mecanismo mas estudiado es el de reduccion-eflujo
conferido por el sistema ars, que cominmente se encuentra como operén. La forma candnica del
operon ars incluye los genes que codifican para tres elementos principales; un regulador
transcripcional ArsR de respuesta a As(l1l) and As(VI); una arsenato reductasa citoplasmatica
ArsC (diferente a las involucradas en respiracion), que reduce arsenato a arsenito en el interior de
la célula; y una bomba de antiporte de As(OH)s/H* ArsB, que bombea arsenito al exterior de la
celula confiriendo por lo tanto resistencia tanto a arsenato, como a arsenito (Silver y Phung,
2005). Los sistemas ars pueden incluir elementos adicionales y tener diferentes arreglos (Zhao et
al., 2015).

Como se indica en la Tabla 6, K. pneumoniae AgSCr es capaz de resistir hasta 11mM de As(l11)
y hasta 600mM de As(V), debido a esto, surgié un gran interés en comprender sus mecanismos
de resistencia a este metal. En el genoma de esta cepa fueron identificados 4 arreglos genéticos
posiblemente involucrados en resistencia a arsenato y/o a arsenito, los cuales fueron denominados
arsl, ars2, ars3 y ars4. A continuacion se describen algunas de sus caracteristicas.

La region arsl se encuentra en el fragmento ensamblado #5 (205551 pb) que corresponde a DNA
plasmidico y no se encuentra en la K. pneumoniae NTUH-K2044 (utilizada como referencia para

el ensamble). La secuencia de arsl ha sido encontrada unicamente en un organismo del genero
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Klebsiella, dentro del plasmido pKOX_R1 (353865 pb) de K. michiganensis E718 con un 100%
de cobertura y un 99% de identidad, pero también fue encontrado en pldsmidos de otros géneros
bacterianos.

La secuencia ars2 se encontr6 en el fragmento ensamblado #14 (30202 pb) que también
corresponde a DNA plasmidico y tampoco se encuentra en la cepa K. pneumoniae NTUH-K2044.
La secuencia mas cercana corresponde a Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis LMG 23823
con un 92% de cobertura y 92% de identidad, también se encontro en el plasmido pCAV1374-
150 (150318pb) de Klebsiella oxytoca CAV1374 con un 92% de cobertura y un 91% de
identidad.

Las secuencias ars3 y ars4 se encuentran en posiciones alejadas entre ellas dentro del fragmento
ensamblado #1 (3750327 pb) que corresponde a DNA cromosomal y sus homdlogas fueron
encontradas en K. pneumoniae NTUH-K2044, ambas con un 100% de cobertura y un 99% de
identidad, estas regiones se encuentra muy conservadas dentro de la especie K. pneumoniae. En
la Figura 29 se esquematizan los arreglos genéticos descritos y se indica en el recuadro rojo las

regiones eliminadas mediante doble recombinacién homdloga, para estudiar su funcion.
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Figura 29. Arreglos genéticos ars posiblemente involucrados en resistencia a arsénico. En verde se indican
los elementos con posible participacion en la resistencia a arsénico, el recuadro rojo indica la zona
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eliminada en las mutantes. Se indican los productos proteicos de cada ORF: ArsR regulador
transcripcional, ArsB bomba de eflujo de arsenito, ArsC arsenato reductasa, ArsH oxidoreductasa
asociada a resistencia a arsénico, TPX tiol peroxidasa (sistema de defensa contra estrés oxidativo), YfgC
metaloproteasa, LysR regulador transcripcional, SOD superoxido dismutasa, oxidoreductasas
dependientes de NAD(P)H, PH proteinas hipotéticas. Los genes representados en verde del arreglo arsl
corresponden a los ORF: BHE81_27780 al BHE81_ 27800, los del arreglo ars2 corresponde a los ORF:
BHES81 27875 al BHE81 27890, los del arreglo ars3 corresponden a los ORF: BHE81 12005 al
BHES81_12025 y los del arreglo ars4 corresponden a los ORF: BHE81_14520 al BHE81_ 14575, los
cuales fueron asignados al depositar el genoma de la cepa AgSCr en el GenBank.

Como se describid, las mutantes en los cuatro loci ars fueron generadas para determinar su efecto
sobre la habilidad de reducir Cr(\VI1) de K. pneumoniae AgSCr, sin embargo, dichas mutaciones
no tuvieron efecto. Con el objetivo de estudiar el papel de estos elementos en la resistencia a
arsénico, el crecimiento de las mutantes fue comparado con el de la cepa silvestre en medio LB-
agar con diferentes concentraciones de arsenato y arsenito. Debido a la homologia quimica entre
el ion cromato y el ion arsenato, se decidié también probar la mutante en la bomba de eflujo

ChrA (la cual no present6 disminucion sobre la resistencia a Cr(\V1)).

Como se observa en la Figura 30, tanto a 100mM como a 20mM de As(V), el crecimiento de la
mutante K. pneumoniae AgSCr arsl™ fue menor que el de la cepa tipo silvestre, mientras que en
las mutantes K. pneumoniae AgSCr ars2’, K. pneumoniae AqSCr ars3” y K. pneumoniae AgSCr
ars4, no se observéd una disminucion importante en el crecimiento. La doble mutante K.
pneumoniae AQgSCr arsl’, ars2™ presentd mayor sensibilidad que la mutante K. pneumoniae
AqgSCr arsl siendo incapaz de crecer a 20mM de arsenato. Las otras dos mutantes en maltiples
loci presentaron el mismo efecto. Esto indica que la resistencia a altas concentraciones de
arsenato (400mM) esta determinada principalmente por arsl, mientras que ars2, ars3 y ars3

podria tener una participacion menor.

Con respecto a arsenito, se encontrd también que la eliminacion de arsl disminuye gravemente la
resistencia a este metal. Contrario a lo esperado, la eliminacion de ars2, ars3, ars3 y chrA de
manera individual, les confirio a las mutantes mayor resistencia a arsenito con respecto a la cepa
tipo silvestre y el mismo efecto fue observado en las diferentes concentraciones ensayadas. Por su
parte, las mutantes multiples K. pneumoniae AqSCr arsl’, ars2’, K. pneumoniae AgSCr arsl
ars2-ars3” y K. pneumoniae AqSCr arsl-ars2™ ars3-ars3, presentaron el mismo comportamiento

que la mutante K. pneumoniae AqSCr arsl". Esto indica que el grado de resistencia conferida por
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la eliminacion de ars2 (o los otros arreglos ars) no contrarresta la perdida de la resistencia
provocada por la eliminacion de arsl, esto puede ser resultado de la red de regulacion o

cooperacion entre los cuatro agrupamientos ars.

a)

Silvestre arsl- ars2-
ars3- ars4- arsl2

arsl23" ars1234-  chrd-

Figura 30. Crecimiento de la cepa tipo silvestre y las mutantes sencillas y multiples en los agrupamientos
genéticos ars, asi como de la mutante chrA-, en presencia de 0OmM de As (b), 6mM y 7mM de As(lll) (cy
e respectivamente) y 20mM y 100 nm de As(V) (d y f respectivamente). La distribucion de las cepas en
todas las placas se indica en el esquema de la parte superior izquierda (a). Todos los cultivos corresponden
a 24 horas de incubacién a 30°C, excepto el de 7mM de As(I11) que corresponde a 48 hrs de incubacion.

En resumen, los resultados de este trabajo indican que el arreglo arsl es el de mayor importancia
tanto para la resistencia a As(V) como a As(l1l), sin embargo, ars2’, ars3-, ars4” también parecen
tener un papel en el mecanismo de resistencia, si bien al momento su funcién no es clara. Ya que
ars3” y ars4” se localizan en el cromosoma, es posible que representaran el mecanismo de
resistencia original, esto se ve apoyado por el hecho de que arsl y ars2’, ademas de estar
contenidos en plasmidos, no se encuentran reportados en ninguna otra cepa de K. pneumoniae.
ars3"y ars4” podrian haber conferido una menor resistencia a arsénico o podrian haber sufrido
modificaciones como resultado de la redundancia genética, ya que recientemente ha sido
propuesto que los procesos de pseudogenesis pueden estar impulsados por la adquisicion
horizontal de genes (Shapiro et al., 2016).

El agrupamiento de genes arsl incluye 5 genes, arsR1, arsB, arsC, arsH y arsR2, por el arreglo
es posible que ArsR1 regule la expresion de arsB y arsC mientras que ArsR2 regule arsH lo que
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seria muy interesante de determinar, asi como, saber si los 5 elementos son requeridos para el alto

grado de resistencia conferido por arsl, tanto para arsenito como para arsenato.

IX.

X.

1)

2)

3)

4)

CONCLUSIONES.

K. pneumoniae AgSCr posee varias caracteristicas que le confieren un gran potencial
biotecnologico, principalmente su capacidad de reducir Cr(VI), tanto de manera directa
como de manera indirecta, mediante la reducciéon de Fe(lll) a Fe(ll). Por otra parte,
presenta un alto grado de resistencia a varios metales incluyendo Cr(V1), U(VI), Se(VI1) y
As(V).

El gen chrA presente en el genoma K. pneumoniae AqSCr no tiene una contribucién a la
resistencia a Cr(V1), al menos bajo las condiciones de cultivo estudiadas.

K. pneumoniae AqSCr posee genes que codifican para enzimas homologas a reductasas
de Cr(VI), sin embargo, la eliminacion de dichos genes no tuvo efecto negativo sobre su
capacidad de reducir Cr(V1) bajo las condiciones ensayadas.

La respuesta transcripcional a cromo indica la participacion de varias vias para contender
con los efectos toxicos del cromo y permitir la replicacién bajo concentraciones
subletales. Dichas vias incluyen elementos de reparacién de ADN, respuesta a estrés
oxidativo, respuesta a estrés osmotico, tres vias de adquisicion de hierro, dos vias de
adquisicion de sulfato y sintesis de centros hierro azufre. Por otra parte, en presencia de
Cr(VI), se encontro la sobreexpresion de elementos especificos de cadena de transporte de
electrones, incluyendo un citocromo soluble (b562) y un citocromo de membrana (b561),

los cuales podrian estar involucrados en reduccion de Cr(V1).

PERSPECTIVAS.

Dado el alto potencial biotecnoldgico de la cepa K. pneumoniae AgSCr la perspectiva mas

evidente es continuar con su estudio, tanto para profundizar en los mecanismos de reduccion de

metales, como para el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas. Los cuatro enfoques principales

de estos estudios deberian ser:

A) Eliminacién de genes identificados en el analisis del transcriptoma potencialmente

importantes en la resistencia y reduccion de Cr(VI) en K. pneumoniae AqSCr.
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Se pretende generar mutantes de genes que mostraron expresion diferencial en presencia de
Cr(VI), en particular aquellos que podrian no ser necesarios en ausencia de Cr(VI), por ejemplo,
la enzima citrato sintasa codificada por el gen kp2076, asi como los citocromos b562 y b561, ya
que podria estar involucrados en reduccion de Cr(VI). Otro gen candidato para la mutacion es la

Mn-superoxido dismutasa para determinar su efecto sobre la resistencia a Cr(V1).

B) Estudio in vitro de las posibles reductasas de Cr(V1) identificadas en K. pneumoniae
AqgSCr.

En este caso seria interesante expresar heterbnomamente la flavin-oxidoreductasa de la familia
OYE codificada por el gen kp2515, ya que la mutante en este gen fue la que tuvo menor actividad
en extractos celulares con relacion a las otras mutantes sencillas, asi como la oxidoreductasa
codificada por el gen kp396, ya que esta posee 84.57% de identidad con la reductasa de Cr(VI)
YieF de E. coli, la cual es la Unica enzima reportada hasta ahora que es capaz de reducir el Cr(V1)
a Cr(1) sin intermediarios de Cr(V) o Cr(IV) in vitro.

C) Determinar si K. pneumoniae AgSCr es capaz de reducir uranio.

Los analisis con microscopia de transmision electronica de K. pneumoniae AqSCr muestran la
presencia de nanoparticulas localizadas intracelularmente, potencialmente compuestas de U(IV).
De tal manera, por una parte, se pretende realizar el analisis de composicion elemental de las
nanoparticulas, asi como, ensayos de cinética de reduccion de U(VI1) en medio de cultivo citrato

de sodio.

D) Profundizar el estudio de resistencia a arsénico en K. pneumoniae AqSCr.

Mediante la generacion de una mutante multiple en ars2, ars3 y ars3 se podria determinar el
grado de resistencia que puede conferir arsl, asi como estudiar la contribucion a la resistencia de
cada uno de los genes que lo componen. En este sentido, seria interesante obtener y estudiar
mutantes dobles arsl’, ars3" y arsl’, ars4’, para compararlas con la mutante en arsl’, ars2"y
determinar si arsl y ars2 confieren la totalidad de la resistencia o si puede ser una combinacion

entre arsl y cualquiera de los otros dos arreglos genéticos ars.

77



XI.

10.

REFERENCIAS.

Ackerley DF, Gonzalez CF, Park CH, Blake R 2nd, Keyhan M and Matin A, 2004. Chromate-
reducing properties of soluble flavoproteins from Pseudomonas putida and Escherichia coli.
Appl Environ Microbiol. 70(2):873-82.

Aguirre JD, Clark HM, Mcllvin M, Vazquez C, Palmere SL, Grab DJ, Seshu J, Hart PJ, Saito
M and Culotta VC, 2013. A manganese-rich environment supports superoxide dismutase
activity in a Lyme disease pathogen, Borrelia burgdorferi. J Biol Chem. 288(12):8468-78.
Aguilar-Barajas E, Diaz-Pérez C, Ramirez-Diaz MI, Riveros-Rosas H and Cervantes C, 2011.
Bacterial transport of sulfate, molybdate, and related oxyanions. Biometals. 24(4):687-707.
doi: 10.1007/s10534-011-9421-x. Epub 2011 Feb 8.

American Public Health Association, American Water Works Association, and Water
Environment Federation (1999) Standard methods for the examination of water and
wastewater. Standard Methods: 541.

Amoozegar MA, Ghasemi A, Razavi MR and Naddaf S, 2007. Evaluation of hexavalent
chromium reduction by chromate-resistant moderately halophile, Nesterenkonia sp. strain
MF2. Process Biochem. 42(10):1475-79.

Anders S and Huber W, 2010. Differential expression analysis for sequence count data.
Genome Biol. 11(10):R106. doi: 10.1186/gb-2010-11-10-r106. Epub 2010 Oct 27.

Anderson RT, Vrionis HA, Ortiz-Bernad 1, Resch CT, Long PE, Dayvault R, Karp K,
Marutzky S, Metzler DR, Peacock A, White DC, Lowe M and Lovley DR, 2003. Stimulating
the in situ activity of Geobacter species to remove uranium from the groundwater of a
uranium contaminated aquifer. Appl Environ Microbiol 69(10):5884-91

Anjem A, Varghese S, Imlay JA, 2009. Manganese import is a key element of the OxyR
response to hydrogen peroxide in Escherichia coli. Mol Microbiol. 72(4):844-58. doi:
10.1111/j.1365-2958.2009.06699.x. Epub 2009 Apr 21.

Armienta MA and Rodriguez-Castillo R, 1995. Environmental exposure to chromium
compounds in the valley of Leon, México. Environ Health Perspect 103(Suppl 1):47-51
Assfalg M, Bertini I, Bruschi M, Michel C and Turano P, 2002. The metal reductase activity
of some multiheme cytochromes c: NMR structural characterization of the reduction of
chromium (V1) to chromium (I11) by cytochrome c7. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 99(15):9750-9754. doi:10.1073/pnas.152290999.

78


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ackerley%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14766567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonzalez%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14766567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14766567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blake%20R%202nd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14766567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keyhan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14766567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14766567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chromate-Reducing+Properties+of+Soluble
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aguirre%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clark%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McIlvin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vazquez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Palmere%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grab%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seshu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hart%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saito%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saito%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Culotta%20VC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23376276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23376276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aguilar-Barajas%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21301930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADaz-P%C3%A9rez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21301930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ram%C3%ADrez-D%C3%ADaz%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21301930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riveros-Rosas%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21301930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cervantes%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21301930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21301930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anders%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20979621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huber%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20979621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20979621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anjem%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19400769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varghese%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19400769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Imlay%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19400769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Manganese+import+is+a+key+element+of+the+OxyR+response+to+hydrogen+peroxide+in+Escherichia+coli

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Ayala-Castro C, Saini A and Outten FW, 2008. Fe-S cluster assembly pathways in bacteria.
Microbiol Mol Biol Rev.72(1):110-25.

Aziz RK, Bartels D, Best AA, DeJongh M, Disz T, Edwards RA, Formsma K, Gerdes S, Glass
EM, Kubal M, Meyer F, Olsen GJ, Olson R, Osterman AL, Overbeek RA, McNeil LK,
Paarmann D, Paczian T, Parrello B, Pusch GD, Reich C, Stevens R, Vassieva O, Vonstein V,
Wilke A and Zagnitko O, 2008. The RAST Server: Rapid Annotations using Subsystems
Technology. BMC Genomics.

Bae WC, Lee HK, Choe YC,Jahng DJ, Lee SH, Kim SJ, Lee JH andJeong BC, 2005.
Purification and characterization of NADPH-dependent Cr(VI) reductase from Escherichia
coli ATCC 33456. J Microbiol. 43(1):21-7.

Baldi F, Minacci A, Pepi M and Scozzafava A, 2001. Gel Sequestration of heavy metals by
Klebsiella oxytoca isolated from iron mat. FEMS Microbiol Ecol. 36(2-3):169-74.
Battaglia-Brunet F, Foucher S, Denamur A, Ignatiadis I, Michel C and Morin D, 2002.
Reduction of chromate by fixed films of sulfate-reducing bacteria using hydrogen as an
electron source. J Ind Microbiol Biotechnol. 28(3):154-9.

Bencheikh-Latmani R, Williams SM, Haucke L, Criddle CS, Wu L, Zhou J and Tebo BM,
2005. Global transcriptional profiling of Shewanella oneidensis MR-1 during Cr(VI) and
U(VI) reduction. Appl Environ Microbiol. 71(11):7453-60.

Berg BL, Li J, Heider J and Stewart V, 1991. Nitrate-inducible formate dehydrogenase in
Escherichia coli K-12. I. Nucleotide sequence of the fdnGHI operon and evidence that opal
(UGA) encodes selenocysteine. J Biol Chem 266:22380-5.

Bhowmick DC, Bal B, Chatterjee NS, Ghosh AN and Pal S, 2009. A low-GC Gram-positive
Thermoanaerobacter-like bacterium isolated from an Indian hot spring contains Cr(VI)
reduction activity both in the membrane and cytoplasm. 106(6):2006-16.

Bopp LH and Ehrlich HL, 1988. Chromate resistance and reduction in Pseudomonas
fluorescens strain LB300. Arch Microbiol. 1988;150(5):426-31. doi:10.1007/BF00422281.
Bradford MM, 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. 72:248-54.

Branco R, Chung AP, Johnston T, Gurel V, Morais P and Zhitkovich A, 2008. The chromate-
inducible chrBACF operon from the transposable element TnOtChr confers resistance to
chromium (V1) and superoxide. J Bacteriol. 190(21):6996-7003.

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ayala-Castro%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18322036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saini%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18322036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Outten%20FW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18322036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18322036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bae%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15765053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15765053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choe%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15765053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jahng%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15765053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15765053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15765053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15765053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeong%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15765053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Purification+and+Characterization+of+NADPH-Dependent+Cr(VI)
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baldi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11451521
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minacci%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11451521
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pepi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11451521
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scozzafava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11451521
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gel+sequestration+of+heavy+metals+by+Klebsiella+oxytoca+isolated
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bencheikh-Latmani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haucke%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Criddle%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tebo%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16269787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/942051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Branco%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18776016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chung%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18776016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnston%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18776016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gurel%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18776016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morais%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18776016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhitkovich%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18776016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+Chromate-Inducible+chrBACF+Operon+from+the+Transposable+Element

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

Branco R and Morais PV, 2016. Two superoxide dismutases from TnOtchr are involved in
detoxification of reactive oxygen species induced by chromate. BMC Microbiol. 5;16:27. doi:
10.1186/s12866-016-0648-0.

Brisse S and Verhoef J, 2001. Phylogenetic diversity of Klebsiella pneumoniae and Klebsiella
oxytoca clinical isolates revealed by randomly amplified polymorphic DNA, gyrA and parC
genes sequencing and automated ribotyping. Int J Syst Evol Microbiol. 51(Pt 3):915-24.

Brose DA and James BR, 2010. Oxidation-reduction transformations of chromium in aerobic
soils and the role of electron-shuttling quinones. Environ Sci Technol. 44(24):9438-44.
d0i:10.1021/es101859b.

Brown SD, Thompson MR, Verberkmoes NC, Chourey K, Shah M, Zhou J, Hettich RL and
Thompson DK, 2006. Molecular dynamics of the Shewanella oneidensis response to chromate
stress. Mol Cell Proteomics. 5(6):1054-71.

Burns VM, and Burns RG, 1975. Mineralogy of chromium. Geochimica et Cosmochimica
Acta, 39, 903-10.

Caballero-Flores GG, Acosta-Navarrete YM, Ramirez-Diaz MI, Silva-Sanchez J and
Cervantes C, 2012. Chromate-resistance genes in plasmids from antibiotic-resistant
nosocomial enterobacterial isolates. FEMS Microbiol Lett. 327(2):148-54.

Camargo FA, Bento FM, Okeke BC and Frankenberger WT, 2003. Chromate reduction by
chromium-resistant bacteria isolated from soils contaminated with dichromate. J Environ
Qual. 32(4):1228-33.

Casadevall M, da Cruz Fresco P, Kortenkamp A, 1999. Chromium (VI)-mediated DNA
damage: oxidative pathways resulting in the formation of DNA breaks and abasic sites. Chem
Biol Interact. 123(2):117-32.

Chardin B, Giudici-Orticoni MT, De Luca G, Guigliarelli B and Bruschi M, 2003.
Hydrogenases in sulfate-reducing bacteria function as chromium reductase. Appl Microbiol
and Biotechnol. 63;3; 315-21.

Cherepanov PP and Wackernagel W, 1995. Gene disruption in Escherichia coli: TcR and
KmR cassettes with the option of Flp-catalyzed excision of the antibiotic-resistance
determinant. Gene. 26;158(1):9-14.

80


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Branco%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26944876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morais%20PV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26944876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Two+superoxide+dismutases+from+TnOtchr+are+involved+in+detoxification+of+reactive+oxygen+species+induced+by+chromate
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phylogenetic+diversity+of+Klebsiella+pneumoniae+and+Klebsiella+oxytoca+clinical+isolates+revealed+by+randomly+amplified+polymorphic+DNA+%2C+gyrA+and+parC+genes+sequencing+and+automated+ribotyping
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brown%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16524964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16524964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verberkmoes%20NC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16524964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chourey%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16524964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16524964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16524964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hettich%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16524964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16524964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molecular+dynamics+of+the+Shewanella+oneidensis+response+to+chromate+stress.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caballero-Flores%20GG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22136744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acosta-Navarrete%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22136744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ram%C3%ADrez-D%C3%ADaz%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22136744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva-S%C3%A1nchez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22136744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cervantes%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22136744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22136744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12931876
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12931876
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casadevall%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10597905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Cruz%20Fresco%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10597905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kortenkamp%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10597905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chromium+(+VI+)-mediated+DNA+damage%E2%80%AF%3A+oxidative+pathways+resulting+in+the+formation+of+DNA+breaks+and+abasic+sites.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chromium+(+VI+)-mediated+DNA+damage%E2%80%AF%3A+oxidative+pathways+resulting+in+the+formation+of+DNA+breaks+and+abasic+sites.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chardin%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12861426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giudici-Orticoni%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12861426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Luca%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12861426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guigliarelli%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12861426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bruschi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12861426
http://link.springer.com/journal/253
http://link.springer.com/journal/253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wackernagel%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7789817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gene+disruption+in+Escherichia+coli%3A+Tc+R+and+Km+R+cassettes+with+the+option

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Cheung KH and Gu JD, 2007. Mechanism of hexavalent chromium detoxification by
microorganisms and bioremediation application potential: a review. Int Biodeter Biodegrad
59:8-15.

Chourey K, Thompson MR, Morrell-Falvey J, Verberkmoes NC, Brown SD, Shah M, Zhou J,
Doktycz M, Hettich RL and Thompson DK, 2006. Global molecular and morphological
effects of 24-hour chromium(VI) exposure on Shewanella oneidensis MR-1. Appl Environ
Microbiol. 72(9):6331-44.

Chourey K, Wei W, Wan XF and Thompson DK, 2008. Transcriptome analysis reveals
response regulator SO2426-mediated gene expression in Shewanella oneidensis MR-1 under
chromate challenge. BMC Genomics. 21;9:395.

Coppi MV, Leang C, Sandler SJ and Lovley DR, 2001. Development of a genetic system for
Geobacter sulfurreducens. Appl Environ Microbiol. 67(7):3180-7.
doi:10.1128/AEM.67.7.3180.

Datsenko KA and Wanner BL, 2000. One-step inactivation of chromosomal genes in
Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc Natl Acad Sci U S A. 6;97(12):6640-5.
Davies JP, Yildiz FH and Grossman AR, 1999. Sac3, an Snfl-like serine/threonine kinase that
positively and negatively regulates the responses of Chlamydomonas to sulfur limitation. Plant
Cell. 11(6):1179-90.

Eckhardt T, 1978. A rapid method for the identification of plasmid desoxyribonucleic acid in
bacteria. Plasmid. 1(4):584-8.

El Baz S, Baz M, Barakate M, Hassani L, EI Gharmali A and Imziln B, 2015. Resistance to
and accumulation of heavy metals by actinobacteria isolated from abandoned mining areas.
Scientific World Journal. doi:10.1155/2015/761834.

Fleige S, Walf V, Huch S, Prgomet C, Sehm J and Pfaffl MW, 2006. Comparison of relative
MRNA quantification models and the impact of RNA integrity in quantitative real-time RT-
PCR. Biotechnol Lett. 28(19):1601-13.

Fuller SJ, Burke IT, McMillan DG, Ding W and Stewart DI, 2015. Population changes in a
community of alkaliphilic iron-reducing bacteria due to changes in the electron acceptor:
implications for bioremediation at alkaline Cr(VI)-contaminated sites. Water, Air, Soil Pollut.
d0i:10.1007/s11270-015-2437-z.

81


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chourey%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morrell-Falvey%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verberkmoes%20NC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brown%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doktycz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hettich%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16957260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Global+Molecular+and+Morphological+Effects+of+24-Hour
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Global+Molecular+and+Morphological+Effects+of+24-Hour
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chourey%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18718017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18718017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wan%20XF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18718017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18718017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18718017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Datsenko%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10829079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wanner%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10829079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10829079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davies%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10368187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yildiz%20FH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10368187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grossman%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10368187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10368187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10368187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eckhardt%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=107540
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/107540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Resistance+to+and+accumulation+of+heavy+metals+by+actinobacteria+isolated+from+abandoned+mining+areas
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fleige%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16900335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walf%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16900335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huch%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16900335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prgomet%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16900335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sehm%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16900335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pfaffl%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16900335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16900335

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Garavaglia L, Cerdeira SB and Vullo DL, 2010. Chromium (V1) biotransformation by - and
y-proteobacteria from natural polluted environments: A combined biological and chemical
treatment for industrial wastes. J Hazard Mater. 175:104-10.

Gentleman RC, Carey VJ, Bates DM, Bolstad B, Dettling M, Dudoit S, Ellis B, Gautier L, Ge
Y, Gentry J, Hornik K, Hothorn T, Huber W, lacus S, Irizarry R, Leisch F, Li C, Maechler M,
Rossini AJ, Sawitzki G, Smith C, Smyth G, Tierney L, Yang JYH and Zhang J, 2004
Bioconductor: Open software development for computational biology and bioinformatics.
Genome Biol. 5:R80.

Goodgame, DM and Joy AM, 1986. Relatively long-lived chromium (V) species are produced
by the action of glutathione on carcinogenic chromium (V1). J Inorg Biochem. 26: 219-24.
Guha H, Jayachandran K and Maurrasse F, 2001. Kinetics of chromium (VI) reduction by a
type strain Shewanella alga under different growth conditions. Environ Pollut. 115(2):209-18.
Gust B, Challis GL, Fowler K, Kieser T and Chater KF, 2003. PCR-targeted Streptomyces
gene replacement identifies a protein domain needed for biosynthesis of the sesquiterpene soil
odor geosmin. Proc Natl Acad Sci U S A. 18;100(4):1541-6. Epub 2003 Jan 31.

Henne KL, Turse JE, Nicora CD, Lipton MS, Tollaksen SL, Lindberg C, Babnigg G, Giometti
CS, Nakatsu CH, Thompson DK and Konopka AE, 2009. Global proteomic analysis of the
chromate response in Arthrobacter sp. strain FB24. J Proteome Res. 8(4):1704-16.

Hopkin KA, Papazian MA and Steinman HM, 1992. Functional differences between
manganese and iron superoxide dismutases in Escherichia coli K-12. J Biol Chem.
267(34):24253-8.

Hu P, Brodie EL, Suzuki Y, McAdams HH and Andersen GL, 2005. Whole-genome
transcriptional analysis of heavy metal stresses in Caulobacter crescentus. J Bacteriol.
187(24):8437-49.

Jin H, Zhang Y, Buchko GW, Varnum SM, Robinson H, Squier TC and Long PE, 2012.
Structure determination and functional analysis of a chromate reductase from
Gluconacetobacter hansenii. PLoS One. 7(8):e42432.

Jin YH, Dunlap PE, McBride SJ, Al-Refai H, Bushel PR and Freedman JH, 2008. Global
transcriptome and deletome profiles of yeast exposed to transition metals. PLoS Genet.
4(4):e1000053.

82


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27152974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kinetics+of+chromium+(VI)+reduction+by+a+type+strain+Shewanella+alga+under+different+growth+conditions.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gust%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12563033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Challis%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12563033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fowler%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12563033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kieser%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12563033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chater%20KF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12563033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=PCR-targeted+Streptomyces+gene+replacement+identifies+a+protein
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henne%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Turse%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nicora%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lipton%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tollaksen%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lindberg%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Babnigg%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giometti%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giometti%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakatsu%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Konopka%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19231868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hopkin%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1447175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papazian%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1447175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steinman%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1447175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1447175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hu%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16321948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brodie%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16321948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suzuki%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16321948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McAdams%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16321948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andersen%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16321948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16321948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22879982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22879982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buchko%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22879982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varnum%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22879982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robinson%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22879982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Squier%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22879982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Long%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22879982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Structure+Determination+and+Functional+Analysis+of+a+Chromate+Reductase+from+Gluconacetobacter+hansenii
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jin%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18437200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunlap%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18437200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McBride%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18437200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Refai%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18437200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bushel%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18437200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Freedman%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18437200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Global+Transcriptome+and+Deletome+Profiles+of+Yeast

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.
63.

Jones P, Kortenkamp A, O"Brien P, Wang G and Yang G, 1991. Evidence for the generation
of hydroxyl radicals from a chromium(V) intermediate isolated from the reaction of chromate
with glutathione. Arch Biochem Biophys. 286(2):652-5.

Kavita B and Keharia H, 2012. Reduction of hexavalent chromium by Ochrobactrum
intermedium BCR400 isolated from a chromium-contaminated soil. 3 Biotech. 2(1):79-87.
doi: 10.1007/s13205-011-0038-0

Kilic NK, Stensballe A, Otzen DE and Dénmez G, 2010. Proteomic changes in response to
chromium(V1) toxicity in Pseudomonas aeruginosa. Bioresour Technol. 101(7):2134-40.
Kimura MA, 1980. simple method for estimating evolutionary rate of base substitutions
through comparative studies of nucleotide sequences. Journal of Molecular Evolution.
1980;16:111-20.

Kortenkamp A, Casadevall M, Faux SP, Jenner A, Shayer RO, Woodbridge N and O"Brien P,
1996. A role for molecular oxygen in the formation of DNA damage during the reduction of
the carcinogen chromium (V1) by glutathione. Arch Biochem Biophys. 329(2):199-207.

Kwak YH, Lee DS and Kim HB, 2003. Vibrio harveyi nitroreductase is also a chromate
reductase.Appl Environ Microbiol. 69(8):4390-5.

Lane DJ (1991) 16S/23S rRNA sequencing. Nucleic Acid Techniques in Bacterial
Systematics, (Stackebrandt E & Goodfellow M, eds) 115-75. Academic Press, Chichester,
UK.

Lara P, Morett E, Judrez K, 2016. Acetate biostimulation as an effective treatment for cleaning
up alkaline soil highly contaminated with Cr(VI). Environ Sci Pollut Res Int.

Li XM, Zhou SG, Li FB, Wu CY, Zhuang L, Xu W, Liu L, 2009. Fe(l1l) oxide reduction and
carbon tetrachloride dechlorination by a newly isolated Klebsiella pneumoniae strain L17. J
Appl Microbiol. 106(1):130-9. doi: 10.1111/j.1365-2672.2008.03985.x. Epub 2008 Nov 29.
Lin Z, Zhu Y, Kalabegishvili TL, Tsibakhashvili NY, Holman HY, 2006. Effect of chromate
action on morphology of basalt-inhabiting bacteria. Materials Science and Engineering: C.
26(4): 610-12.

Lovley DR, 1993. Dissimilatory metal reduction. Annu Rev Microbiol 47:263-90.

Lovley DR and Phillips EJ, 1989. Requirement for amicrobial consortium to completely

oxidize glucose in Fe(l11)-reducing sediments. Appl Environ Microbiol 55(12):3234-6.

83


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kavita%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22582159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keharia%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22582159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3339614/
https://dx.doi.org/10.1007%2Fs13205-011-0038-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kili%C3%A7%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19945860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stensballe%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19945860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otzen%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19945860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%B6nmez%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19945860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Proteomic+changes+in+response+to+chromium(VI)+toxicity+in+Pseudomonas
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casadevall%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8638952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwak%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12902220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12902220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20HB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12902220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vibrio+harveyi+Nitroreductase+Is+Also+a+Chromate+Reductase
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lara%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27525740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morett%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27525740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ju%C3%A1rez%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27525740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27525740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20XM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19054230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19054230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20FB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19054230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19054230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhuang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19054230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19054230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19054230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19054230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19054230

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Lovley DR and Phillips EJ, 1986. Organic matter mineralization with reduction of ferric iron
in anaerobic sediments. Appl Environ Microbiol 51(4):683-9.

Lovely DR and Coates JD, 1997. Bioremediation of metal contamination. Current Opin.
Biotechnol. 8: 285-9.

Mabrouk ME, Arayes MA and Sabry SA, 2014. Hexavalent chromium reduction by chromate-
resistant haloalkaliphilic Halomonas sp. M-Cr newly isolated from tannery -effluent.
Biotechnol Biotechnol Equip. 28(4):659-67.

Mabrouk MEM, 2008. Statistical optimization of medium components for chromate reduction
by halophilic Streptomyces sp. MS-2. Afr J Microbiol Res. (2):103-9.

Malasarn D, Keeffe JR and Newman DK, 2008. Characterization of the arsenate respiratory
reductase from Shewanella sp. strain ANA-3. J Bacteriol. 190(1):135-42. Epub 2007 Oct 19.
Martin JE, Waters LS, Storz G and Imlay JA, 2015. The Escherichia coli small protein MntS
and exporter MntP optimize the intracellular concentration of manganese. PLo0S
Genet.16;11(3):e1004977. doi: 10.1371/journal.pgen.1004977. eCollection 2015.

Mary Mangaiyarkarasi MS, Vincent S, Janarthanan S, Subba Rao T and Tata BV, 2011.
Bioreduction of Cr(VI) by alkaliphilic Bacillus subtilis and interaction of the membrane
groups. Saudi J Biol Sci. 18(2):157-67.

Marzluf GA, 1970. Genetic and metaboliccontrols for sulfatemetabolism in
Neurosporacrassa: isolation and study of chromate-resistant and sulfate transport-negative
mutants. J Bacteriol. 102(3):716-21.

Mazoch J, Tesarik R, Sedlacek V, Kucera | and Turének J, 2004. Isolation and biochemical
characterization of two soluble iron(lll) reductases from Paracoccus denitrificans. Eur J
Biochem. 271(3):553-62.

Mollet C, Drancourt M and Raoult D, 1997. rpoB sequence analysis as a novel basis for
bacterial identification. Mol Microbiol. 26(5):1005-11.

Monsieurs P, Moors H, Van Houdt R, Janssen PJ, Janssen A, Coninx I, Mergeay M and Leys
N, 2011. Heavy metal resistance in Cupriavidus metallidurans CH34 is governed by an
intricate transcriptional network. Biometals. 24(6):1133-51.

Morokutti A, Lyskowski A, Sollner S, Pointner E, Fitzpatrick TB, Kratky C, Gruber K and
Macheroux P, 2005. Structure and function of YcnD from Bacillus subtilis, a flavin-containing
oxidoreductase. Biochemistry. 44(42):13724-33.

84


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malasarn%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17951391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keeffe%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17951391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Newman%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17951391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17951391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25774656
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waters%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25774656
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Storz%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25774656
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Imlay%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25774656
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25774656
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25774656
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marzluf%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5429722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Genetic+and+Metabolic+Controls+for+Sulfate+Metabolism+in+Neurospora+crassa%3A+Isolation+and+Study+of+Chromate-Resistant+and+Sulfate+Transport-Negative+Mutants
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazoch%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14728682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tesar%C3%ADk%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14728682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sedl%C3%A1cek%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14728682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kucera%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14728682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tur%C3%A1nek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14728682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14728682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14728682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9426137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monsieurs%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moors%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Houdt%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janssen%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janssen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coninx%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mergeay%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leys%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leys%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21706166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morokutti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lyskowski%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sollner%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pointner%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fitzpatrick%20TB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kratky%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gruber%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Macheroux%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16229462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16229462

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Narayani M and Shetty KV, 2013. Chromium-resistant bacteria and their environmental
condition  for  hexavalent chromium removal: a review. 43(9):955-1009.
d0i:10.1080/10643389.2011.627022.

Nurk S, Bankevich A, Antipov D, Gurevich A, Korobeynikov A, Lapidus A, Prjibelsky A,
Pyshkin A, Sirotkin A, Sirotkin Y, Stepanauskas R, McLean J, Lasken R, Clingenpeel SR,
Woyke T, Tesler G, Alekseyev MA and Pevzner PA, 2013. Assembling Genomes and Mini-
metagenomes from Highly Chimeric Reads. In: Deng M., Jiang R., Sun F., Zhang X. (eds)
Research in Computational Molecular Biology. RECOMB 2013. Lecture Notes in Computer
Science, vol 7821. Springer, Berlin, Heidelberg.

O’Connell KP and Thomashow MF, 2000. Transcriptional organization and regulation of a
polycistronic cold shock operon in Sinorhizobiummeliloti RM1021 encoding homologs of the
Escherichia coli major cold shock gene cspA and ribosomal protein gene rpsU. Appl Environ
Microbiol. 66, 392—400.doi: 10.1128/AEM.66.1.392-400.2000.

Ohtake H, Fuji E and Toda K, 1990. A survey of effective electron donors for reduction of
toxic hexavalent chromium by Enterobacter cloacae (strain HO1). J Gen Apple Microbiol.
36(3):203-8.

Opperman DJ, Piater LA and van Heerden E, 2008. A novel chromate reductase from
Thermus scotoductus SA-01 related to old yellow enzyme. J Bacteriol. 190(8):3076-82.
Opperman DJ and van Heerden E, 2008. A membrane-associated protein with Cr(VI)-
reducing activity from Thermus scotoductus SA-01. FEMS Microbiol Lett. 280(2):210-8.
Ozdemir G, Ozturk T, Ceyhan N, Isler R and Cosar T, 2003. Heavy metal biosorption by
biomass of Ochrobactrum anthropi producing exopolysaccharide in activated sludge.
Bioresour Technol. 2003 Oct;90(1):71-4.

Palma M, DeLuca D, Worgall S and Quadri LEN, 2004. Transcriptome analysis of the
response of Pseudomonas aeruginosa to hydrogen peroxide. J of Bacteriol. 186(1);248-51.

Pal A,Dutta S and Paul AK, 2005. Reduction of hexavalent chromium by cell-
free extract of Bacillus sphaericus AND 303 isolated from serpentine soil. Curr Microbiol.
51(5):327-30.

Park CH, Keyhan M, Wielinga B, Fendorf S and Matin A, 2000. Purification to homogeneity
and characterization of a novel Pseudomonas putida chromate reductase. Apple Environ
Microbiol. 66(5):1788-95.

85


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Opperman%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18263719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Piater%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18263719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Heerden%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18263719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18263719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Opperman%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18218019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Heerden%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18218019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18218019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozdemir%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12835060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozturk%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12835060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceyhan%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12835060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isler%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12835060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cosar%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12835060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12835060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16163455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dutta%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16163455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16163455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16163455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10788340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keyhan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10788340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wielinga%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10788340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fendorf%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10788340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10788340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10788340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10788340

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Prentki P and Krisch HM, 1984. In vitro insertional mutagenesis with a selectable DNA
fragment. Gene. 29(3):303-13.

Pereira Y, Lagniel G, Godat E, Baudouin-Cornu P, Junot C and Labarre J, 2008. Chromate
causes  sulfur  starvation in yeast. Toxicol Sci. 2008;106(2):400-12.
doi:10.1093/toxsci/kfn193.

R: A Language and Environment for Statistical Computing. [http://www.R-project.org].
Rathgeber C, Yurkova N, Stackebrandt E, Beatty JT and Yurkov V, 2002. Isolation of
tellurite- and selenite-resistant bacteria from hydrothermal vents of the Juan de Fuca Ridge in
the Pacific Ocean. Apple Environ Microbiol. 68(9):4613-22.

Roberts KR and Marzluf GA, 1971. The specific interaction of chromate with the dual sulfate
permease systems of Neurospora crassa. Arch Biochem Biophys. 142(2):651-9.

Robertson G, Schein J, Chiu R, Corbett R, Field M, Jackman SD, Mungall K, Lee S, Okada
HM, Qian JQ, Griffith M, Raymond A, Thiessen N, Cezard T, Butterfield YS, Newsome R,
Chan SK, She R, Varhol R, Kamoh B, Prabhu AL, Tam A, Zhao Y, Moore RA, Hirst M,
Marra MA, Jones SJ, Hoodless PA and Birol I, 2010. De novo assembly and analysis of
RNA-seq data. Nat Methods. 7(11):909-12. doi: 10.1038/nmeth.1517. Epub 2010 Oct 10.
Robins KJ, Hooks DO, Rehm BH and Ackerley DF, 2013. Escherichia coli NemA is an
efficient chromate reductase that can be biologically immobilized to provide a cell free
system for remediation of hexavalent chromium. PLoS One. 8(3):€59200.

Rosen BP, 2002. Biochemistry of arsenic detoxification. FEBS Lett. 529(1):86-92.

Rhodius VA, Suh WC, Nonaka G, West J and Gross CA, 2006. Conserved and variable
functions of the sigmak stress response in related genomes. PLoS Biol. 4(1):e2.
Santos-Escobar F, Gutiérrez-Corona JF and Pedraza-Reyes M, 2014. Role of Bacillus subtilis
error prevention oxidized guanine system in counteracting hexavalent chromium-promoted
oxidative DNA damage. Apple Environ Microbiol. 80(17):5493-502.

Sass BM and Rai D, 1987. Solubility of amorphous chromium(I1)-iron(l11) hydroxide solid
solutions. Inorg Chem. 26(6):2228-32. doi:10.1021/ic00261a013.

Sau GB, Chatterjee S and Mukherjee SK, 2010. Chromate reduction by cell-free extract of
Bacillus firmus KUCr1. Pol J Microbiol.59(3):185-90.

Shapiro LR, Scully ED, Straub TJ, Park J, Stephenson AG, Beattie GA, Gleason ML, Kolter
R, Coelho MC, De Moraes CM, Mescher MC and Zhaxybayeva O, 2016. Horizontal Gene

86


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prentki%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6237955
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krisch%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6237955
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6237955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18794233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=.+Isolation+of+tellurite-+and+selenite-resistant+bacteria+from+hydrothermal+vents+of+the+Juan+de+Fuca+Ridge+in+the+Pacific+Ocean.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roberts%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5550165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marzluf%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5550165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5550165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robertson%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schein%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corbett%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Field%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jackman%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mungall%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okada%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okada%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qian%20JQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Griffith%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raymond%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thiessen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cezard%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Butterfield%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Newsome%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=She%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varhol%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamoh%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prabhu%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tam%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirst%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marra%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoodless%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Birol%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20935650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20935650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robins%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23527133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hooks%20DO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23527133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rehm%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23527133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ackerley%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23527133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Escherichia+coli+Nem+Is+an+Efficient+Chromate+Reductase
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosen%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12354618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12354618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rhodius%20VA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16336047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suh%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16336047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nonaka%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16336047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=West%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16336047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gross%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16336047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16336047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos-Escobar%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24973075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guti%C3%A9rrez-Corona%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24973075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pedraza-Reyes%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24973075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24973075
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sau%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21033582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chatterjee%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21033582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mukherjee%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21033582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21033582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shapiro%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scully%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Straub%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stephenson%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beattie%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gleason%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolter%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolter%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coelho%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Moraes%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mescher%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhaxybayeva%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992913

Acquisitions, Mobile Element Proliferation, and Genome Decay in the Host-Restricted Plant
Pathogen Erwinia Tracheiphila. Genome Biol Evol. 2016 Mar 18;8(3):649-64. doi:
10.1093/gbe/evw016

99. Shen H and Wang YT, 1993 Characterization of enzymatic reduction of hexavalent
chromium by Escherichia coli ATCC 33456. Apple Environ Microbiol. 59(11):3771-7.

100.Shi XG and Dalal NS, 1990. On the hydroxyl radical formation in the reaction between
hydrogen peroxide and biologically generated chromium(V) species. Arch Biochem Biophys.
277(2):342-350.

101.Shi XL, Dalal NS and Vallyathan V, 1991. One-electron reduction of carcinogen chromate
by microsomes, mitochondria, and Escherichia coli: identification of Cr(V) and -OH
radical.Arch Biochem Biophys. 290(2):381-6.

102.Silver S and Phung LT, 2005. Genes and enzymes involved in bacterial oxidation and
reduction of inorganic arsenic. Apple Environ Microbiol. 71(2):599-608.

103.Slade PG, Hailer MK, Martin BD and Sugden KD, 2005. Guanine-specific oxidation of
double-stranded DNA by Cr(VI) and ascorbic acid forms spiroiminodihydantoin and 8-oxo-
2'-deoxyguanosine. Chem Res Toxicol. 18(7):1140-9.

104.Suzuki T, Miyata N, Horitsu H, Kawai K, Takamizawa K, Tai Y and Okazaki M, 1992.
NAD(P)H-dependent chromium (VI) reductase of Pseudomonas ambigua G-1: a Cr(V)
intermediate is formed during the reduction of Cr(V1) to Cr(l11). J Bacteriol. 174(16):5340-5.

105.Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, and Kumar S, 2013. MEGAG6: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution. 30: 2725-9.

106.Tarazona S, Garcia-Alcalde F, Dopazo J, Ferrer A and Conesa A, 2011. Differential
expression in RNA-seq: a matter of depth. Genome Res. 21(12):2213-23. doi:
10.1101/gr.124321.111. Epub 2011 Sep 8.

107.Tebo BM and Obraztsova AY, 1998. Sulfate-reducing bacterium grows with Cr(VI), U(VI),
Mn(IV), and Fe(lll) as electron acceptors. FEMS Microbiology Letters. 162(1):193-8.
doi: 10.1111/j.1574-6968.1998.th12998.x.

108.Thompson DK, Chourey K, Wickham GS, Thieman SB, VerBerkmoes NC, Zhang B,
McCarthy AT, Rudisill MA, Shah M and Hettich RL, 2010. Proteomics reveals a core
molecular response of Pseudomonas putida F1 to acute chromate challenge. BMC genomics.
11:311.

87


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horizontal+Gene+Acquisitions%2C+Mobile+Element+Proliferation%2C+and+Genome
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8285683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20YT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8285683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8285683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silver%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15691908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phung%20LT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15691908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15691908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16022506
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suzuki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1322884
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyata%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1322884
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horitsu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1322884
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawai%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1322884
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takamizawa%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1322884
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tai%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1322884
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okazaki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1322884
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1322884
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tarazona%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21903743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Alcalde%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21903743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dopazo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21903743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferrer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21903743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Conesa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21903743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21903743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chourey%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wickham%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thieman%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=VerBerkmoes%20NC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCarthy%20AT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rudisill%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hettich%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Proteomics%20reveals%20a%20core%20molecular%20response%20of%20Pseudomonas%20pputida%20F1%20to%20acute%20chromate%20challenge%5ball%5d&cmd=correctspelling

109.Thompson MR, VerBerkmoes NC, Chourey K, Shah M, Thompson DK and Hettich RL,
2007. Dosage-dependent proteome response of Shewanella oneidensis MR-1 to acute
chromate challenge. J Proteome Res. 6(5):1745-57.

110.Verma T, Garg SK and Ramteke PW, 2009. Genetic correlation between chromium
resistance and reduction in Bacillus brevis isolated from tannery effluent. J Apple Microbiol.
107(5):1425-32.

111.Viamajala S, Peyton BM, Apel WA and Petersen JN, 2002. Chromate/nitrite interactions in
Shewanella oneidensis MR-1: evidence for multiple hexavalent chromium [Cr(V1)] reduction
mechanisms dependent on physiological growth conditions. Biotechnol Bioeng.
30;78(7):770-8.

112.Villalobos-Aragon A, Ellis AS, Armienta MA, Morton-Bermea O and Johnson TM, 2012.
Geochemistry and Cr stable isotopes of Cr contaminated groundwater in Leon valley,
Guanajuato, Mexico. Apple Geochem. 27(9):1783-94. doi
10.1016/j.apgeochem.2012.02.013.

113.Viollier E, Inglett PW, Hunter K, Roychoudhury AN and Cappellen P Van, 2000. The
ferrozine method revisited: Fe(ll)/Fe(lll) determination in natural waters. Apple Geochem.
15(6):785-90.

114.Viti C, Marchi E, Decorosi F and Giovannetti L, 2014. Molecular mechanisms of Cr(VI)
resistance in bacteria and fungi. FEMS Microbiol Rev. 38(4):633-59.

115.Wang CC and Newton A, 1969. Iron transport in Escherichia coli: relationship between
chromium sensitivity and high iron requirement in mutants of Escherichia coli. J Bacteriol.
98(3):1135-41.

116.Wang PC, Toda K, Ohtake H, Kusaka | and Yabe I, 1991. Membrane-bound respiratory
system of Enterobacter cloacae strain HO1 grown anaerobically with chromate. FEMS
Microbiol Lett. 62(1):11-5.

117.Wang Z, Gerstein M, Snyder M, 2009. RNA-Seq: a revolutionary tool for transcriptomics.
Nat Rev Genet. 10(1):57-63. doi: 10.1038/nrg2484.

118.Wani PA and Omozele AB, 2015. Cr(VI) removal by indigenous klebsiella species PB6
isolated from contaminated soil under the influence of various factors. Curr Res Bacteriol.
8(3):62-9.

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17385904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=VerBerkmoes%20NC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17385904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chourey%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17385904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17385904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17385904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hettich%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17385904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dosage-Dependent+Proteome+Response+of+Shewanella+oneidensis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Genetic+correlation+between+chromium+resistance+and+reduction+in+Bacillus+brevis+isolated+from+tannery+effluent
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Viamajala%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12001169
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peyton%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12001169
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Apel%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12001169
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petersen%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12001169
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12001169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Viti%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marchi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Decorosi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giovannetti%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24188101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4892367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Newton%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4892367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iron+Transport+in+Escherichia+coli%3A+Relationship+Between+Chromium+Sensitivity
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1851711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toda%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1851711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohtake%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1851711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kusaka%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1851711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yabe%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1851711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1851711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1851711
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerstein%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19015660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Snyder%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19015660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19015660

119.Wei D, Wang M, Shi J and Hao J, 2012. Red recombinase assisted gene replacement in
Klebsiella pneumoniae. J Ind Microbiol Biotechnol. 39(8):1219-26. doi: 10.1007/s10295-
012-1117-x. Epub 2012 Mar 20.

120.Whalen J, and Warman P, 1996. Arylsulfatase activity in soil and soil extracts using natural
and artificial substrates. Biol Fert Soils. 22, 373-8.

121.Xiao W, Yang X, He Z and Li T, 2014. Chromium-resistant bacteria promote the reduction
of hexavalent chromium in soils. J Environ Qual. 2014;43(2):507-16.
d0i:10.2134/jeq2013.07.0267.

122.Xu L, Luo M, Jiang C, Wei X, Kong P, Liang X, Zhao J, Yang L and Liu H, 2012. In vitro
reduction of hexavalent chromium by cytoplasmic fractions of Pannonibacter phragmitetus
LSSE-09 under aerobic and anaerobic conditions. Apple Biochem Biotechnol. 166(4):933-41.
doi: 10.1007/s12010-011-9481-y. Epub 2011 Dec 13.

123.Xue XM, Yan Y, Xu HJ, Wang N, Zhang X and Ye J, 2014. ArsH from Synechocystis sp.
PCC 6803 reduces chromate and ferric iron. FEMS Microbiol Lett. 356(1):105-12.

124. Zeng L, Zhang L, Li W, Zhao S, Lei J and Zhou Z, 2010. Molybdenum carbide as anodic
catalyst for microbial fuel cell based on Klebsiella pneumoniae. Biosens Bioelectron.
25(12):2696-700. doi: 10.1016/j.bios.2010.05.002.

125.Zhang J, Cao T, Tang Z, Shen Q, Rosen BP and Zhao FJ, 2015. Arsenic methylation and
volatilization by arsenite S-adenosylmethionine methyltransferase in Pseudomonas
alcaligenes  NBRC14159.  Apple  Environ  Microbiol.  81(8):2852-60.  doi:
10.1128/AEM.03804-14. Epub 2015 Feb 13.

126.Zhang L, Zhou S, Zhuang L, Li W, Zhang J, Lu and Deng L, 2008. Microbial fuel cell
based on Klebsiella pneumoniae biofilm. Electrochem Commun. 10(10):1641-43.

127.Zhang X, Wu W, Virgo N, Zou L and Liu P, 2014. Global transcriptome analysis of
hexavalent chromium stress responses in Staphylococcus aureus LZ-01. Ecotoxicology. 2014,
23(8):1534-45. doi: 10.1007/510646-014-1294-7. Epub 2014 Aug 3.

128.Zhao C, Zhang Y, Chan Z, Chen S and Yang S, 2015. Insights into arsenic multi-operons
expression and resistance mechanisms in Rhodopseudomonas palustris CGAQ009. Front
Microbiol. 6:986. doi: 10.3389/fmicb.2015.00986. eCollection.

89


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22430500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22430500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22430500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hao%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22430500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22430500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kong%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22161214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22161214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xue%20XM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24861149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24861149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24861149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24861149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24861149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ye%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24861149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24861149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zeng%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20570127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20570127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20570127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20570127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lei%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20570127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20570127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molybdenum+carbide+as+anodic+catalyst+for+microbial+fuel+cell+based+on+Klebsiella
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25681184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cao%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25681184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25681184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25681184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosen%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25681184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25681184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25681184
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388248108003767
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388248108003767
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388248108003767
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388248108003767
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388248108003767
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388248108003767
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25086489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25086489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Virgo%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25086489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zou%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25086489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25086489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25086489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26441915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26441915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26441915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26441915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26441915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Insights+into+arsenic+multi-operons+expression+and+resistance
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Insights+into+arsenic+multi-operons+expression+and+resistance

XIl.  APENDICES.

APENDICE 1

Oligonucleotidos utilizados para mutagenesis por recombinacion homologa

Nombre Secuencia 5 >3’

>396kpnl tgcctgaaatcatcaacgaa

>396kpn2 gacatgattgctcctttgg

>396kpn3 ccaaaggagcaatcatgtcagtgtaggctggagctgcttc
>396kpn4 atgctttaacccgcecgaataattccggggatcecgtcgac
>396kpn5 attcggcgggttaaagceat

>396kpn6 tccttcatcggtacctegtce

>2515kpnl ataactacgccgccattcc

>2515kpn2 taagcgctccgctattcg

>2515kpn3 cgaatagcggagcgcttaagtgtaggctggagctgettc
>2515kpn4 ggctacctgctggcgaataattccggggatccgtcgac
>2515kpn5 attcgccagcaggtagcc

>2515kpn6 agcagtaactcgcggtgttt

>2917kpnl cttgatacctggcgcagtca

>2917kpn2 cacgcctctccggttgata

>2917kpn3 tatcaaccggagaggcgtgaattccggggatccgtcgac
>2917kpn4 gatagcggttctcatgcaccagtgtaggctggagctgcttc
>2917kpn5 ggtgcatgagaaccgctatc

>2917kpn6 ggatcaccgcatcaaagtgt

>4310kpnl tgcgtaaaattcagegtgac

>4310kpn2 gtcactctgcggaagaacg

>4310kpn3 cgttcttccgcagagtgacagtgtaggcetggagcetgcettc
>4310kpn4 cagcttccacttatagcgaaacaattccggggatccgtcgac
>4310kpn5 gtttcgctataagtggaagctg

>4310kpn6 tttttccgattaccgtgagg

>266kpnl ttccacgttaaaagggcatt

>266kpn2 aaacatctgatgggtggcaat

>266kpn3 attgccacccatcagatgtttaattccggggatccgtcgac
>266kpn4 cagagaaccgcgaccgtagtgtaggctggagctgcttc
>266kpn5 acggtcgcggttctctg

>266kpn6 agcgaccttcggtgatactg

>4253kpnl cctgctggcectactatcage

>4253kpn2 gcttccgacatagtgactcctg

>4253kpn5 acaccgattacccgactctgt

>4253kpn6 ttgtaaccgtccggatcttc

>4253kpn3 caggagtcactatgtcggaagcaattccggggatcegtcgac
>4253kpn4 acagagtcgggtaatcggtgtagtgtaggctggagctgcttc
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>Arslkpnl

tggtgtttatcactccttcacg

>Arslkpn2 cagcacggacgtaagttcac

>Arslkpn3 gtgaacttacgtccgtgctgagtgtaggctggagctgettc
>Arslkpn4 atggatttaaacactgctgcaaaattccggggatccgtcgac
>Arslkpn5 ttgcagcagtgtttaaatccat

>Arslkpn6 gcgtttcttaaaacacccgtta

>Ars2kpnl ataaggagcgcctggcttac

>Ars2kpn?2 gccgcagcagtaccatagtg

>Ars2kpn3 cactatggtactgctgcggcagtgtaggctggagctgctte
>Ars2kpn4 cctttctgaccttccggtagaaattccggggatccgtcgac
>Ars2kpn5 tctaccggaaggtcagaaagg

>Ars2kpn6 aatgaccagcacagtcgtga

>Ars3kpnl cagcagctgcggttgtaata

>Ars3kpn2 gcgatatcaccggctttc

>Ars3kpn3 gaaagccggtgatatcgcagtgtaggctggagcetgettc
>Ars3kpn4 attggcgtgaaagatctggaaattccggggatccgtcgac
>Ars3kpnb tccagatctttcacgcecaat

>Ars3kpn6 agcgcagagagaacggatag

>Arsdkpnl gtaaaggacggatgccgtaa

>Arsdkpn?2 gccgtgttaatcctectgt

>Arsdkpn3 acaggaggattaacacggcagtgtaggctggagctgcttc
>Arsdkpn4 attctccctgctgaacaggacaattccggggatccgtcgac
>Arsdkpn5 gtcctgttcagcagggagaat

>Ars4kpn6 tgttcattgagtggcagca
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APENDICE 2

Genes seleccionados activados en presencia de 11mM de Cr(VI)

Designacion del L Log2 Nivel
ORF Gen Funcién del producto del gen KO de cambio
Transporte de electrones y fosforilacion oxidativa
BHES1 25140 eybC ClFocromo soluble b562, funcién bioldgica no K15536 150
asignada
BHES1 07325 cybB Citocromo soluble b561, acarreador de electrones K12262 194
transmembranal.
Cadena A de la dimetilsulfoxido reductasa
BHE81 19030 bisC (anaerdbica), acarreador transmembranal de K08351 1.95
electrones
BHES81_19460 gltA Citrato sintasa K01647 151
BHES1_19465 sdhC ?ggcmato deshidrogenasa, subunidad de citocromo b- K00241 195
BHESL 19470 sdhC Sucu_nato deshidrogenasa, subunidad hidrofdbica de K00242 171
- anclaje a membrana
BHE81 19480 sdhC Succinato deshidrogenasa, subunidad flavoproteina K00239 1.56
BHES81_22675 atpH ATP sintasa subunidad delta K02113 1.83
BHES81_ 22680 atpF ATP sintasa subunidad b K02109 1.64
BHES81_ 22685 atpE ATP sintasa subunidad ¢ K02110 1.73
BHES81_22695 atpl ATP sintasa proteina | K02116 1.54
Replicacién, recombinacion y reparacién
BHES1_26455 sspp | "roteina de union a cadena sencilla de ADN, K03111 2,01
replicacion, reparacién y recombinacion de DNA
BHESL 10860 nfo Endonucleasa 1V, reparacién de ADN por escision de KO1151 176
- base
BHESL 12780 recN RecN: reparac_lon de ruptura de doble cadena de KO03631 156
- DNA, recombinacion homologa
BHESL 03730 cho Excm,ugleasa cho, fa,ndodeoxmbonucleasa sitio KO05984 153
- especifica, reparacion de ADN
BHESL 21170 din Proteina I inducida por dafio a ADN, factor de K12149 179
- respuesta SOS
BHESL 21980 din Proteina I inducida por dafio a ADN, factor de 4.83
respuesta SOS
BHESL 13045 nrdH NrdH2C, requ_erlda para _reduc_cmn de la enzima KOB191 6.72
- reductasa de ribonucleosido-difospato clase Ib
Subunidad alfa de reductasa de ribonucleosido-
BHES81 13055 nrdA difospato clase Ib, esencial para sintesis y reparacion K00525 3.43
de ADN
BHES1_13060 nrdB Subunidad beta de reductasa de ribonucleosido- K00526 953

difospato clase Ib, esencial para sintesis y reparacion
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de ADN

Proteina H-NS de unién a ADN, reparacion de

BHE81 08655 hns rupturas de doble cadena de ADN por recombinacion K03746 1.75
ilegitima
BHE81 02385 ADN polimerasa IV 4.67
Respuesta a estrés oxidativo
BHE81 12570 rpoE Subunidad de RNA polimerasa RpoE K03088 1.62
BHE81 13040 ahpD Alkilhidroperoxidasa 3.29
BHES1 04165 tpx Tlol'perOX|dasa, proteccidn contra estrés por peroxido K11065 185
de hidrogeno
BHE81 24245 SOXS SoxS activador transcripcional del regulén SoxRS, K13631 1.75
BHES81_ 23030 Mn-sod Mn-superéxido dismutasa K04564 1.76
Biosintesis de centros [Fe-S]
BHES1_ 12370 hscB Z]rotelna chaperona HscB, biogénesis del centro [Fe- K04082 177
BHES1 12375 iscA Z]rotelna de union a Fe IscA, ensamble de centro [Fe- K13628 181
BHES81 12385 iscS Desulfurasa de cisteina K04487 2.31
BHESL 12390 iScR Regulador transcripcional Rrf2, ensamble de K13643 173
- centro[Fe-S]
BHES81_ 08295 sufS Desulfurasa de cisteina SufS/ selenocisteina liase K11717 2.09
BHES81_08300 sufD Proteina SufD, ensamble del centro [Fe-S] K09015 2.16
BHE81 08310 sufB Proteina SufB, ensamble del centro [Fe-S] K09014 2.73
BHESL 08315 SufA Proteina de union a hierro SufA, ensamble del centro KO05997 247
- [Fe-S]
Adquisicion y metabolismo de azufre
BHES81_ 25425 sulP Permeasa de sulfato 4.56
BHES81 25430 can anhidrasa carbdnica K01673 6.36
BHES81_15265 aslA Arilsulfatasa K07184 3.35
BHES81_02200 aslA Arilsulfatasa K01130 2.78
BHE81_13785 ssuD Alcanosulfonato monooxigenasa K04091 2.64
BHE81 13795 Proteina de union a alcanosulfonato 417
BHES81 15005 cbs Cistationina beta sintasa K01697 3.24
BHES81_15010 cth Cistationina gama-liasa K01758 3.65
BHE81 15015 lysR Regulador transcripcional LysR 2.61
BHESL 20670 ssUB Proteina de unién a ATP, sistema de transporte de K15555 407
- sulfonato
BHE81 20675 ssuC Permeasa, sistema de transporte de sulfonato K15554 4.07
BHE81_ 20680 ssubD Alquensulfonato monooxigenasa K04091 4.02
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Proteina de unién a alquenosulfonato, sistema de

BHES81 20685 SSUA K15553 5.28
transporte de sulfonato
BHE81 20690 SSUE FMN reductasa, metabolismo de sulfuro K00299 3.89
BHES1 04410 metQ Sistema de transporte de metionina, proteina de unién K02073 761
a substrato
BHESL 04415 metN Sistema de transporte de metionina, proteina de unién K02071 396
- a ATP
BHE81 04420 metL Sistema de transporte de metionina, permeasa K02072 2.69
BHESL 05670 metN Sistema de transporte de metionina, proteina de unién K02071 4.69
- a ATP
BHES1_05675 metQ Sistema de transporte de metionina, proteina de unién K02073 455
a substrato
Permeasa, sistema de transporte de
BHES81 08135 ssuB . . K02050 2.96
- sulfonato/nitrato/taurina
BHESL 08140 tauT Proteina de.unlon a systrato, sistema de transporte de K02051 359
- sulfonato/nitrato/taurina
BHESL 08145 SSUA Proteina de union a sustrato, sistema de transporte de K15553 532
- sulfonato
BHES81 08155 ssuD Alguensulfonato monooxigenasa K04091 2.99
BHE81 08170 rsft Sulfurtransferase 3.81
BHESL 02450 {auA Proteina perlplasmat_lca de unidn a sustrato, sistema K15551 3.08
- de transporte de taurina
BHESL 02455 tauB Prot.ema de union a ATP, sistema de transporte de K10831 571
- taurina
BHES81_02460 tauC Permeasa, sistema de transporte de taurina K15552 1.84
BHES81_02465 tauD Taurina dioxigenasa K03119 2.63
Adquisicién de hierro y manganeso
BHES81 26615 fecl RNA polimerasa factor sigma Fecl K03088 3.06
BHES81_ 26625 fecA Proteina de transporte de fe(lll) dicitrato K16091 2.65
BHES1_26630 fecB Proteina perlplasmatlc_a _de union a sustrato FecB, K02016 2 66
transporte de Fe(l11) dicitrato
BHES81 26635 fecC Permeasa FecC, transporte de Fe(lll) dicitrato K02015 4.30
BHE81 26640 fecD Permeasa FecD, transporte de Fe(l11) dicitrato K02015 1.76
BHES1_26645 focE P_ro_tema de unidn a ATP FeckE, transporte de Fe(ll1) K02013 388
dicitrato
BHES81_10835 CirA Receptor de ferrienterocolina y colicina | K16089 2.58
BHESL 13420 SitA Sistema de transporte Fe2+/Mn2+, proteina de union K11604 397
- a sustrato
BHES] 13425 SitB Sistema de transporte Fe2+/Mn2+, proteina de union K11607 453
- aATP
BHE81 13430 sitC Sistema de transporte Fe2+/Mn2+, permeasa K11605 4.60
BHE81 13435 sitD Sistema de transporte Fe2+/Mn2+, permeasa K11606 4.34
BHES1_13465 hemR Receptor de membrana externa de hemina, K16087 4.00

dependiente de TonB
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BHE81 13470 hmu$S Proteina de transporte de hemina HmuS K07225 3.57
BHE81 13475 fhuD Proteina periplasmatica de unién a hemina K02016 4.61
BHE81 13480 fhuB Permeasa, transportador de hemina ABC K02015 4.07
BHE81_13485 fhuC ATPasa, transportador de hemina ABC K02013 4.92
BHE81 15690 yqjH Reductasa de Fe-sideroforo K07229 2.06
BHE81 16810 bfd Ferredoxina asociada a bacterioferritina K02192 6.81
Receptor de membrana extrena para ferric-
BHES1_15780 fepA enterobactiona dependiente de Ton-B K19611 4.23
BHE81 18785 fes Esterasa de enterobactina K07214 3.45
BHE81 18790 ybdz Proteina periplasmica, biosintesis de enterobactina 3.28
BHES81 18795 entF Enterobactina sintetasa, componente F K02364 2.65
BHES1_18800 fepC ATPasa, 3|.stema de transporte ABC de Fe(lll)- K02013 351
enterobactina
BHES1_18805 fepG Permeasa I_:epG, sistema de transporte de Fe(l11)- K02015 203
enterobactina
BHES81_18810 Proteina hipotética 3.00
BHES81 18815 ents Exportador de enterobactina EntS K08225 4.47
BHES1_18820 fepB Proteina periplasmica de unlon_substrato, sistema de K02016 350
transporte de fe(111) enterobactina
BHES81 18825 entC Isocorismato sintasa, biosintesis de enterobactina K02361 4.17
BHESL 18830 entE 2,3-d|hydr9xybenzoato—AMP ligasa, biosintesis de K02363 472
- enterobactina
BHESL 18835 entB Isochorlsmato liasa / aril acarreador, biosintesis de K01252 459
- enterobactina
BHESL 18840 entA 213-(?|h|d_ro-2,3-d|h|dr_OX|benzoatp deshidrogenasa, K00216 337
- biosintesis enterobactina
BHES81 18845 entH Tioesterasa, biosintesis de enterobactina 2.49
BHES81_08215 mhp Activador transcripcional de operén Mhp K05818 2.67
Proteina periplasmica de union a sustrato, sistema de
BHES81_08220 fecB . K02016 3.44
- & transporte ABC de Fe(l11)-enterobactina
BHESL 08225 fecD Permeasa, _5|stema de transporte ABC de Fe(l11)- K02015 9 47
- enterobactina
BHESL 08230 focE ATPasa,_5|stema de transporte.ABC de K02013 200
- cobalamina/Fe(l11)-enterobactina
Proteina periplasmica de union a sustrato, sistema de
BHES81_08360 fecB L K02016 2.50
- e transporte ABC de Fe(l11)-siderdforo
BHES1_08365 fecD P.ermfeasa, sistema de transporte ABC de Fe(l11)- K02015 305
sideréforo
BHESL 08370 focE ATPasa,_5|stema de t_ransporte ABC de K02013 536
- cobalamina/Fe(l11)-sider6foro
BHES81 08445 hemP Internalizacion de hemina 1.95
BHES81_09125 fhuA Proteina receptora de Fe K02014 2.26
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BHE81 26060 fhuA Proteina receptora de Fe K02014 1.65
BHE81 01495 fhuA Proteina receptora de Fe K02014 2.64
BHE81 03560 fhuC/fecE | ATPasa, sistema de transporte ABC Fe(l11) K02013 1.86
BHE81 03565 fecD Permeasa, sistema de transporte ABC de Fe(ll1) K02015 2.08
BHES1_03570 focB Proteina periplasmica de union a sustrato FecB, K02016 1.99
transporte de Fe(ll1) dicitrato
BHES81_03575 Proteina hipotética 3.44
BHE81 11640 Proteina hipotética 1.89
BHE81 11645 mntH Transportador de manganeso dependiente de protones K03322 2.21
Respuesta a limitacion de fosfato
BHES1 21040 ohoH Protgma inducible por deficiencia de fosfato, ATPasa KO6217 233
predicha
Proteina reguladora de respuesta PhoB, sistema de
BHES81 02 hoB K07657 2.2
8102595 pho dos componentes (PhoR-PhoB) 0765 o
BHES1_ 22625 ostS Sls'fema A,B_C de tran_s,porte de fosfato, proteina K02040 289
periplasmatica de unién a fosfato
Transporte de molibdato
BHESL 19645 modA Trz.:lpsportador de molibdato tipo ABC, proteina de K02020 166
- union a sustrato ModA
BHESL 19650 modB Transportador de molibdato tipo ABC, permeasa K02018 196
- ModB
Respuesta a estrés osmotico
BHESL 10710 osmF Proteina de_unlon a glicina-betaina, s!stema de KO5845 154
- transporte tipo ABC, respuesta a estrés osmotico
BHES81_13065 proV Permeasa de glicina-betaina K02000 2.10
BHE81 03725 Proteina relacionada a formacién de esferoplastos 4.72
BHESL 04010 osmB PrecEJr_sor de lipoproteina B inducible por shock K04062 4.29
- osmotico
BHES81_04015 Proteina hipotética 8.29
BHES81_ 07440 Inhibidor de lisozima unido a membrana 2.23
BHESL 00470 osmY Osm,Y_ proteina periplasmatica inducida por shock KO04065 248
- osmotico
BHESL 27505 o0smC Pero/m_redoxma OsmC, proteina inducida por estrés K04063 548
- osmotico
Respuesta a estrés en la envoltura celular
BHE81 12570 rpoE Factor sigma de RNA polimerasa RpoE K03088 1.62
BHESL 03725 Proteina periplasmatica relacionada a formacion de 472
- esferoplastos
BHE81 10435 wzc Proteina tirosina quinasa Wzc K16692 3.17
BHES1 23050 cpxP CpxP, proteina periplasmética de respuesta a estrés en KOB006 588

la envoltura celular
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Sintesis, degradacion y modificacion de lipidos

Fe(2+)/alfacetoglutarato dioxigenasa LpxO

BHE81_13000 IpxO (modiificacion de lipido A) K12979 1.86
Fosfatidilglicerol-prolipoproteina diacilgliceril
BHE81 14165 Igt transferasa (modificacién de lipidos de K13292 1.50
polipoproteinas)
BHES81_14340 atoB Acetil-CoA C-acetiltransferasa K00626 2.09
BHE81 09095 Desaturasa de acidos grasos 5.41
BHE81 24330 acs Acetil-CoA sintetasa K01895 2.35
BHE81 24760 psd Fosfatidilserina decarboxilasa K01613 1.63
BHE81 02930 tesC Tioesterasa K12500 2.22
BHE81 01820 fadE Acil-CoA deshidrogenasa K06445 2.74
BHES81 23670 fadA 3-cetoacil-CoA tiolasa K00632 2.40
BHES81_23675 fadB Enoil-CoA hidratasa K01825 1.86
BHE81 11550 fadlL Transportador de &cidos grasos de cadena larga K06076 1.59
BHES81_02200 aslA Arilsulfatasa K01130 2.78
Sintesis, reparacion y degradacion de proteinas
BHES81_15345 S21p Proteina ribosomal S21p (SSU) K02970 2.34
BHES81_ 16205 L27p Proteina ribosomal L27p (LSU) K02899 2.18
BHES81 16380 S9p Proteina ribosomal S9p (SSU) K02996 1.71
BHES81_16385 L13p Proteina ribosomal L13p (LSU) K02871 1.78
BHES81_18145 L28p Proteina ribosomal L28p (LSU) K02902 1.96
BHES81_ 06740 S22p Proteina ribosomal S22p (LSU) 1.73
BHE81 03725 Chaperona periplasmética de replegamiento proteico 4.72
BHES81_09355 htpX Proteasa de union a membrana controlada por estrés K03799 2.25
BHES1_01550 hirA/depG Er;cri:])t[))rr;)rgzaes;efslc;or de control de calidad proteica de K04771 332
BHE81 23050 cpxP Chaperona periplasmatica de adaptacién a estrés K06006 2.88
Metabolismo y transporte de aminoacidos
BHES81 13455 ilv Acetolactato sintasa K01652 2.64
BHE81 03695 astC Acetilornitina aminotransferasa K00840 2.17
BHES81_ 03700 astA Arginina N-succiniltransferasa K00673 1.60
BHES81 03705 astD Succinilglutamico semialdehido deshidrogenasa K06447 1.59
BHE81_03710 astB Succinilarginina dihidrolasa K01484 1.90
BHE81 03715 astE Succinilglutamato desuccinilasa K05526 2.22
BHES81 14340 atoB Acetil-CoA acetiltransferasa K00626 2.09
BHE81 15005 cbs Cistationina gama-liasa K01697 3.24
BHES81_15010 cth Cistationina beta-sintasa K01758 3.65
BHE81 15015 Regulador transcripcional, Familia LysR 2.61
BHE81 16510 qute 3-dehidroquinato deshidratasa K03786 291
BHE81 17350 puukE Gamma-aminobutirato:alfa-cetoglutarato K00823 3.14
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aminotransferasa

BHE81 19035 mtn Acireductona dioxigenasa K08967 2.00
BHES81_19765 hutU Urocanato hidratasa K01712 1.52
BHE81 20900 puuA Gamma-glutamil-putrescina sintetasa K09470 3.14
BHE81 04625 paaG Enoil-CoA hidratasa PaaB K15866 6.75
BHES81 08295 sufS Cisteina desulfurasa K11717 2.09
BHE81_09145 alr Alanina racemasa KO01775 1.73
BHE81 09150 dadA D-amino acido deshidrogenasa subunidad pequefia K00285 1.98
BHE81 00145 gabD Succinato-semialdehido deshidrogenasa K00135 1.98
BHES81_00150 Proteina hipotética 2.76
BHE81 02465 tauD Taurina dioxigenasa K03119 2.63
BHES81 23670 fadA Acetil-CoA acetiltransferasa K00632 2.40
BHE81_23675 fadB Enoil-CoA hidratasa K01825 1.86
BHES81 24975 CycA Transportador de D-serina/D-alanina/glicina K11737 1.80
BHES1_ 02390 livE ;jr;aljwsi%?]r?%_lr_gel_?\r;inoécidos ramificados, proteina K01996 393
BHES81_ 05670 metN Transportador de metionina, proteina de unién a ATP K02071 4.69
BHES1_ 05675 metQ :’ursgtsritt)c:tador de metionina, proteina de unién a K02073 455
BHES81_ 05695 Glutamato sintasa [NADPH] subunidad grande 2.46
BHES81_ 05700 Regulador transcripcional de la familia AraC 2.51
BHES1_07005 ;I'urta)l;sri?c:tador tipo ABC, proteina de unién a K02030 5.63
BHES81 07010 Transportador de metionina, proteina de unién a ATP K02028 8.98
BHES81_07015 Transportador de metionina, permeasa K02029 5.62
BHES81_07020 N-acetiltransferasa, familia GNAT 5.17
BHES1 07025 SL'LiTrs;(;rtador tipo ABC, proteina de union a K02030 5.75
BHES81_19775 hutT Transportador de histidina, permeasa K16234 3.00
BHES1_19235 gl 1;?;%?:?23;2?;?80 glutamato/aspartato, proteina K10001 291
Genes seleccionados reprimidos en presencia de 11mM de Cr(VI)
Deyg(n)a:;:;:on del Gen Funcion del producto del gen KO I(_jz%:ir':lllk;/iil
Transporte de electrones y fosforilacion oxidativa
Generacion de energia
BHE81 12590 pfl Piruvato formato liasa K06866 -5.22
BHE81 17935 hydN Formato deshidrogenasa H HydN K05796 -3.43
BHE81 19510 cydA Citocromo d ubiquinol oxidasa subunidad | K00425 -2.62
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quinona

BHE81 19515 cydB Citocromo d ubiquinol oxidasa subunidad Il K00426 -2.60
BHES81_19520 Proteina hipotética -2.40
BHE81 19525 ybgE Proteina YbgE (funcién desconocida) del operon Cyd -1.76
BHES81_20105 pflD Piruvato formato liasas/ formato C-acetiltransferasa K00656 -2.26
BHE81 20495 pfID Piruvato formato liasas/ formato C-acetiltransferasa K00656 -1.71
BHE81 09055 pfID Piruvato formato liasas/ formato C-acetiltransferasa K00656 -2.49
BHE81 09060 tdcD acetato quinasa K00932 -3.37
BHE81 24355 fdoG, fdfH | Formato deshidrogenasa H (subunidad mayor) K00123 -4.06
BHE81 24725 frdD Fumarato reductasa subunidad D K00247 -3.79
BHE81 24730 frdC Fumarato reductasa subunidad C K00246 -4.16
BHES81 24735 frdB Fumarato reductasa, proteina Fe-S K00245 -3.92
BHES81 24740 frdA Fumarato reductasa subunidad flavoproteina K00244 -4.39
BHES81 03385 gltA Citrato sintasa (si) K01647 -4.34
Metabolismo de nitrégeno
BHE81 16965 nirB Nitrito reductasa [NAD(P)H] subunidad grande K00362 -6.78
BHES81 16970 nirD Nitrito reductasa [NAD(P)H] subunidad pequefia K00363 -4.43
BHES81_ 16975 cysG Sirohemo sintasa / Precorrina-2 oxidasa K02302 -2.21
BHES81_ 08705 narl, narV | Nitrato reductasa subunidad gamma K00374 -8.49
BHES81_08710 narJ, narW | Nitrato reductasa subunidad delta K00373 -8.03
BHE81 08715 narH, narY | Nitrato reductasa subunidad beta K00371 -7.81
BHES81_08720 narG, narZ | Nitrato reductasa subunidad alfa K00370 -8.33
BHES81 08730 I:I:; ?]2:: Transportador MFS, nitrato/nitrito transportador K02575 -7.76
BHES1 08735 narX ;rsct)(tjri]r;adr;izt(iiizz rg;:)nna;st:nsora de nitrato/nitrito, KO7673 297
BHES1_08740 narL ;::;?;r;a dr:gzlsaggﬁpii;iz:%ta a nitrato/nitrito, KO7684 | -2.47
BHES1 13360 hypD iirgrtg;r:l];r;zsl:;;aga en la maduracién de [NiFe]- K04654 415
BHES1_ 13365 hypE E:g:g;ﬁ;g;g':;fga en la maduracion de [NiFe]- KO04655 417
BHE81 20365 hcp Hidroxilamina reductasa/Nitrito reductasa K05601 -1.76
BHES1_06840 fdn Fnzrg?gfed;;mﬁinasa N subunidad gamma, K08350 -0.28
BHES1_06845 tdnH Eg:r:;:zt(;eshldrogenasa N subunidad beta, inducible K08349 796
BHES1_06850 4G FIj;):r:{attr(;t(;esh|drogenasa N subunidad alfa, inducible K08348 712
BHES81_06855 fdnG Formato deshidrogenasa N subunidad alfa K08348 -6.59
Biosintesis de menaquinona
BHES1 11200 mene O-acido succinilbenzoico--CoA ligasa, biosintesis de KO1911 192
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BHE81 11205 menC O-succinilbenzoato sintasa, biosintesis de quinona K02549 -2.37
BHE81 11210 menB Naftoate sintase, biosintesis de quinona K01661 -3.10
BHES1 11225 menk :zzﬁzgljmzzoa§|ntasa especifica para biosintesis de KO02552 291
BHESL_20940 WrbA ZL?‘{:SE;O:;EMVZTA NAD(P)H deshidrogenasa, K03809 1159
Respuesta a estrés oxidativo y dafio a DNA
BHE81_19080 uspG Proteina de estrés universal G K11932 -1.78
BHES81_ 21560 Exodeoxiribonuclease VI1II -2.52
BHE81 04460 uspF Proteina de estrés universal F K14061 -3.60
BHE81 04980 uspE Proteina de estrés universal E K14055 -1.67
BHE81 06605 katG Catalasa/peroxidasa K03782 -2.82
BHE81 07530 sod2 Superéxido dismutasa [Fe] K04564 -3.15
Sintesis de cobalamina
BHES81 13895 cobP Adenosilcobinamida-fosfato guanililtransferase K02231 -2.20
BHES81_ 13900 chiP Acido cobirico sintasa K02232 -2.07
BHES1_13905 chiO Egr:ponente ATPasa, transportador de cobalto del K02006 175
BHES1_13910 cbiQ f;bmalp;gndeer:tzgznsmembranal, transportador de K02008 341
BHES1 13920 chiM (?(;)brzlptgndeenlt(’eE (s:uFbstrato especifico, transportador de K02007 387
BHES81 13925 chiL Precorrina-2/cobalto-factor-2 C20-metiltransferasa K03394 -3.41
BHES81_13930 chik Sirohidrohlorina cobalto quelatasa K02190 -3.35
BHES81_13935 chiJ Cobalto-precorrina-6A reductasa K05895 -4.50
BHES81_13940 chiH Cobalto-precorrina-3b C17-metiltransferasa K05934 -4.61
BHE81 13945 chiG Proteina de biosintesis de cobalamina K02189 -4.73
BHES81 13950 chiF Cobalto-precorrina-4 C11-metiltransferasa K05936 -5.64
BHE81 13955 chiT Cobalto-precorrina-6B C15-metiltransferasa K02191 -6.01
BHE81 13960 chiE Cobalto-precorrina-7 (C5)-metiltransferasa K03399 -4.71
BHES81_13965 chiD Cobalto-precorrina-5B (C1)-metiltransferasa K02188 -5.40
BHES81_13970 chiC Cobalto-precorrina-8X metilmutasa K06042 -5.50
BHES81 13975 chiB Adenosilcobinamida-fosfato sintasa K02227 -4.91
BHES81 13980 ChiA Acido cobirico A2CC-diamida sintasa K02224 -4.52

Sintesis de pili
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BHE81 12940 fimA Subunidad mayor de fimbria tipol FimA -2.41
BHES81_14435 fimE Proteina reguladora de fimbria tipo 1 FimE -2.14
BHES81_14445 fimA Subunidad mayor de fimbria tipo 1 FimA K07345 -4.15
BHES81_14460 fimD Proteina de anclaje de fimbria tipo 1 FimD K07347 -1.73
Metabolismo de aminoacidos
BHES81_03655 ynjE Tiosulfato sulfurtransferasa K01011 -3.53
BHE81 11350 pta Fosfato acetiltransferasa K13788 -1.62
BHE81 13740 sdaB L-serina deshidratasa, subunidad beta K01752 -2.12
BHES81_18035 gpml Fosfoglicerato mutasa K15633 -2.40
BHE81 05250 ynfE Dimetil sulfoxido reductasa, cadena A K07309 -2.51
BHE81 05545 dapA Dihidrodipicolinato sintasa K01714 -2.20
BHE81 06605 katG Catalasa/peroxidasa K03782 -2.82
BHES81_ 23285 ilvC Cetol-acido reductoisomerasa K00053 -1.61
Adquisicién de niquel
BHES1 17475 nikA ;’rsir;?;[:ador de niquel tipo ABC, proteina de union K15584 273
BHES81 17480 nikB Transportador de niquel tipo ABC, permeasa K15585 -1.81
BHE81 17490 nikC Transportador de niquel tipo ABC, permeasa K15586 -4.10
BHES1 17495 nikD aTrAaq_sl,:’portador de niquel tipo ABC, proteina de union 257
BHES1_17500 nikD :f:—?ortador de niquel tipo ABC, proteina de unién 284
BHES81_ 17505 nikR Regulador de respuesta a niquel K07722 -2.31
Sistemas PTS
BHE81 13205 srlA PTS, transportador glucitol/sorbitol subunidad 11C K02783 -2.51
BHES81 13210 srlE PTS, transportador glucitol/sorbitol subunidad 1B K02782 -2.58
BHES81 13215 sriB PTS, transportador glucitol/sorbitol subunidad 1A K02781 -1.62
BHES81_13220 sriD Sorbitol-6-fosfate 2-deshidrogenasa K00068 -2.40
BHES81_ 00330 gfrC PTS, transportador de manosa subunidad 11C K19508 -4.09
BHES81_ 00335 ofrD PTS, transportador de manosa subunidad 11D K19509 -3.37
BHES81_00340 gfrE Glucosamina--fructosa-6-fosfate aminotransferasa K19504 -2.51
BHE81 00345 ofrF Glucosamina--fructosa-6-fosfate aminotransferasa K19510 -2.22
BHE81 00415 celB PTS, transportador de celobiosa subunidad 11C K02761 -2.65
BHE81 23760 dcuB transportador de C4-dicarboxilato DcuB K07792 -4.41
BHES1_23765 celC IIZ’I;S transportador de diacetilquitobiosa componente K02759 199
BHE81 03075 ptsG PTS, transportador glucosa subunidad 11C K02778 -3.51
BHES1_ 22420 glvB IIDI'IC':S transportador de maltosa y glucosa subunidad K02749 155
BHES81_22425 yidP Regulador transcripcional de la familia GntR K03482 -1.71
BHES81_22430 Transportador K07085 -2.12
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Transporte y almacenamiento de hierro

acetilasa TraX

BHE81 17105 feoB Transporte de Fe(ll), proteina B K04759 -2.01
BHES81 09660 ftnA Ferritina K02217 -2.30
Genes de fagos y transposones
BHE81 15380 Proteina de tallo de fago -2.00
BHE81 15385 Proteina de tallo de fago -3.63
BHE81 15395 Proteina principal del tubo del tallo de fago K06908 -3.65
BHE81 15400 Proteina de tallo de fago K06907 -4.52
BHE81 15410 Fibra de tallo de fago -2.24
BHE81 15420 Proteina de ensamble de la base del fago -1.94
BHE81 15425 Proteina de ensamble de la base del fago K06903 -2.01
BHES81 15430 Proteina de ensamble de la base del fago -2.66
BHE81 15435 Proteina de morfogénesis del fago -3.01
BHES81_15440 Proteina del tallo del fago -2.64
BHES81 15455 Lisina de fago -1.91
BHES81 15475 Terminasa de fago, subunidad endonucleasa -5.04
BHE81 15480 Proteina de capside del fago -4.55
BHE81 15485 Proteina de andamiaje de la capside de fago -3.17
BHES81 15490 Terminasa de fago, subunidad ATPasa -1.86
BHES81_ 21690 Proteina portal del fago -2.86
BHE81 21695 Proteasa de fago -3.30
BHES81 21700 Principal proteina de capside de fago -2.04
BHE81_ 27600 Transposasa -2.41
BHES81_27725 Transposasa -2.57
BHES1_27830 Sistema de transferencia conjugativa tipo, pilina 183
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XIl.  ANEXOS

ANEXO 1. Propiedades fisicoquimicas de una muestra de suelo del sitio de deposito de residuos
con Cr(VI) localizado en ledn Guanajuato. (Analisis realizados por Fertilab, Celaya Guanajuato,
Mexico).

Clase Textural Franco Arcillo Arenoso pH (1.2 agua) 8.22 Alcalino
Arena: 52.04 % Arcilla: 31.24 % Limo: 16.72 % pH Buffer ND
Punto de Saturacion 560 % Alto Carbonatos Totales (%) 562 % Mod. Bajo
Capacidad de Campo 300 % Alto Salinidad (CE Extracto) 270  dsim  Requieren de Lavado
gg"n? m"r‘;*l'j-”f:'m» 1762 ‘:nmf g;’ Requerimientos de Yeso 216 Ton/Ha
Dans: Aparente 1:28 glem3 Requerimientos de Cal No Requiere
Fertilidad del Suelo Cationes Intercambiables

Det | Result | Unid g;'if) Bajo 'é':j% Med. m‘l'g- Alto mz Grafico Basado en % de Saturacion
MO |0.08 % | e— Muy
P-Olsen| 3.52 PPM | Alto
K 928 PIPITY Alto
Ca | 8909 | PP |\
Mg |316 pPM | Mod.
Na* 16432 | ppm || Alto
Fe 2.42 PPM | —
Zn 1.56 PPM | Medio
Mn (096 | ppm | Mod.
Cu 0.87 PPM | — Bajo
B 17.9 | PPM |
s 206 ppm | I -
N-NO3| 256 PPM_| Vg I

Relacion Entre Cationes (Basadas en me/100g) Bajo Pt gy
Relacion CalK MK CarMg/K CaMg %Sat | 368 | 215 | 196 | 591 | ND | ND | —
Resultados 188 1.10 19.9 1741 meq/100g | 44.5 | 260 | 237 | 745 | ND | ND | 121
Interpretacion Alto Bajo Bajo Muy Alto Cation Ca | Mg K Na* | Al H* | CIC
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ANEXO 2. Imagen satelital del area de estudio (Google earth 2016). Triangulo amaerillo: Pila de
residuos industriales con Cr(V1). Circulo rojo: Zona de muestreo de suelo. Cuadro azul:
Piezometro numero 2, utilizado para muestrear agua subterranea.

£2016 DigitalGlobe
2016/Google
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ANEXO 3. Mapa de la localizacion del sitio de deposito de residuos industriales con Cr(V1) en
ledn Guanajuato, México (Villalobos-Aragon et al., 2012). Se indican algunas caracteristicas del

sitio.
101°20 00° 101°40° 00" 101°20° 00"
. T 7 5 :3
=
e USA S P a
N 5 . :
T 9 \&J p- o z“@ &~
'i%;%’ \qj F 2 'S‘?" l'(
: LEON
<o [ MEXICO E:} e SAN JUAN DE OTATES
bl « Duarte
% . iy \v /.- BUENAVISTA o S—
4w = s Z
%&%’ TR = San Francisen dal Rinedn 2
= ikl :
Eq KEY o 10 Silao i_“
* City — Siate Limil kilometers
104°20° 00 101°40" 00~ 101%20° 00"
10148 30"W 101°48'0"WV 101247 30" W 10124 T'00" W
\ PA* HCA A L,
. Pg r :/,/ KEY
N — 7 Cr(V1) eancentrations in ma/l
E’ Bt L
. - z | 0w O
& e L = ° 00510
; _f";;sﬂ';#s%‘)ﬂ Lt E Q1020 O =Te
il e EL .-ﬁ"‘. ™ ~11- Surface cley, contours
i — Highway
lﬁk 'Ea == Groundwater flow
o - —-=+ Railmad
'34 P B COFRP#
b ~ 0 300 == COFPRP #2
c A e ® COFRP#
101°48°30"W 101°48'0"W 101247 30°W 101477007\

105



ANEXO 4. COLABORACION: ARTICULO REVISION.

Heavy Metal Adaptation

Angel A Guevara-Garcia, Doportumentv de Brbogia Moldar de Planias,
Instituto de Docecnalogio, Unmvessioad Nacional Actdnoma dz Maxico, Cuemavaca, More-

s, Mexico

Paloma Lara F, Departamentc de ingeniania Celulary Blocatdlisk, Mstituto de
Rinterrciaqgua, | Iniveriddad Nacanal Autinama de Mesion, Cusrmavacn. Marsias, Mexien

Kﬂl}‘ Juirez L, veportoments de Ingenigna Celulary Siccataliss, institutc de

Advanced article

» lnermemrtian

* Blogescnemicl Cyches of ey Mataly
+ Plans-heavy Metals Adaptation

* PEIpeciives

= Loncluding lemarks

Ouiliove prustinng dale: 16% January 2017

Rinterrcingia, | Imlversidad Nacianal Autdnama de Méxion, Cusrmavacn. Marsias, Mesien

Luis R Herrera-Estrella, tabcrotoria Nazianal de Gendimica para la Bidiversi.

dod, CINVESTAY Curnpus Guungiuaty, iropuoty, Guanoiuely, Mexico

Based in part on the previous versions of this LS article 7
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Fifty-three chemleal elements, those with densk
ties higher than 5 g an-*, are categorized as heavy
metals, Ecologleally speaking, any element that Is
not used in basic metabolism or biodegradable
should be regarded as a heavy metal. Heavy met
als are natural components of the biosphere and
as such are part of blogeochemleal eyeles; how
ever, as a consequence of human activities, heavy
metal concentratlons have reached toxic levels In
the soils and water bodies of many ecosystems
around Lhe world. Aclually, using multidisciplinary
approaches, including ‘omics’ strategies, several
factors invalved in heavy metal adaplation have
been identified. In the coming years, the detailed
sludy of the contribulion of these factors Lo the
heavy metal tolerance mechanism, as well as the
crosstalk between them. should produce the nec
essary knowledge for the development of heavy
metal-tolerant crops that would improve agricul-
tural productivity to meet growing food demand.

Introduction

Henvy memls have heen defined as the group of elemants that
have densiies exeeeding 3pem 2, and 53 chemical elements
fall imtn this entepory. However, several definitions — hasad on

eLS subject area: Plant Scisnoe
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Guevara Garcia Angel A; Lara F, Paloina; Judree L Kaly; and
Ierrera-Latrella, Luis K ([|anuaty 201/7) |leavy Metal Adaptation.
In: eLS. John Wiley & Sons, Ltd: Chichester,

DO 10.T00£79/ 504,001 250240001378 pubd

1y Matal

physical, chemieal or foxic properties = hove heen propeosed o
deseriha heavy metals, Tnrerestingly, the eoncept of heavy maml
can inzlude elements lighter than cadhon hut excludes snme
of the heavicst matals, Tnosn cealopicnl sense, o honvy maotnl
eould be considered to be any salid chemical clement thut envses
environmental pollution, that decs not serve anv vital function
and is toxic at low concentrations (¢ g lcad and mercury), thut
has a vital function but is harmful te the organisms in high
concentrations (¢ g copper and molybdenum) or that cannot
be biologically degraded and tends to bioscoumulate, Wherover
heavy metals arc defined, living spocics must netively respond o
protect themsclves from meoial poisoning in comaminated siles
See alsa: Plant Macro- and Nicronutrient Minerals

llcavy metals arc natural components of the Canh’s crust
mainly localized a5 dispersed components in rock formutions
[Fow ccosystems presont natral heavy metal toxicity: how-
cver. heavy metal concentrations 1 soul snd waicr bodics anc
al toxic levels based en agrculture, manufactunng and min-
ing or industnial waste disposal practices in a considerable
number of places. Recent findings suggest that the adaptive
rzsponse of living organisms to contaminated covironmenls may
be a rapud and cfficient process. Insighis into the mechanisms
involved n heavy metal adaptation making use of mulludisci-
plmary approaches including “omics’ strategics arc i progress,
See ulvo: Aduptalion uml Nutural Selection: Overview

Biogeochemical Cycles of Heavy
Metals

On Earth. tectonics and photochemical processes conlinuously
supply substrates and remove chemical elements via the so-called
biogeochemical cycles In these cycles, peochenucal reactions
{abiotics) arz based on acid/base reactions, snd the chemistry of
lite (biotic} 15 based an redox resctions. Four solid chemical ele-
wenls (earbon, mrogen, phosphoms and sullur), wgethier with
oxygen and hydrogen gases. are the primary constifucnts of all
biomolecules, and their biological fluxss are controlled by redox

2% 8 24, John Wilsy & Sans, Tl wwaweeline: 1
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Heavy Matal Adaptation

reactions taking place in microbes whose activity aliers the chem-
ical composition of all ecosystems. The idea of heavy metals as
part of biopeockemical cycles has beea proposed as an explana-
tion for the mainterance of environmental equilibrium. lron and
manganese, two typical heavy melals, are the o most abun

dan: redox-active metals in the Earth's crust. Even the orizia of
lite may have been intimately connccted (o the sbility of iroa o
readily cycle betwoen Fellll (ferric 1on) end Fe(Il} {forrous icn)
states. In fact, Fe(I1I) reduct:on has been proposed as are of the
first forms of microb:al respiration. On modem Carth, Fe(IH and
Ma(IV) reduction are important processes for the oxidation of
organic matter in a diversity of sedimentary envimnmenis (2.g.
frestiwater ad oeioe sedivesns, stollow agpfers. Trissinls-
tory FedlI) wnd MuIV) reduction bas wo important influence
on the gaochemistry of modera envircnments (Falkowsk: er oL,
2008), See also: Blogeochemilcal Cycles

Plant-heavy Metals Adaptation

Differences in ecology

Suil properties and the adaplive response

The distribution of living organisms in 2cosystems affected by
heavy metal toxicity depends nol only on the Kind, comdination
and concentretion of metals bul also on environmental factors
such os soll chamstry, helercgeneity and, in particulor, cutrient
stutus (principally nitrogen, phosphorus and polassium). Gre-
dicets of soil conditons oflen determine ercas of increasing
stress or disturbance that impose strong selective pressure on the
colonising specizs. During evolution, adaptations have developed
in a very wide mnge of organisms from zll major tz2xonomic
groups. This sdaptation mechanism is reflected in the high anm-
s oof plant species That Teses becimme emdeniic o sdies ollotel
wilh bewvy metals. In each coe, ese plants love (he ability w
survive and grow in the presence of polertally icxic coacantra-
tons of beavy matals. See alvo: Natural Selection: Responses
te Corrent ( Anthropogenic) Environmental Changes: Plant
Stress Physinlogy

Acid soils with pH 5.5 and lower, which sign:ficaatly imit crop
production worldwide, d2serve special atlention with respect to
the heavy metul oxicity, The acid soils preblem inclades toxic
levels of iron and mangancse, &5 well s deficiencies of several
essential mineral elements. principally phosphorous. Arcund of
30% the world's total soil and 0% of potentially arable land are
acid soils. For this reason, revealing the biochemical mechanisms
and g prodines ivolved o plaot olesmee b acid soils has
been (e objective of muny laboratosies wound the world, See
alsa: Solks and Decompositlon

T the conming years, iU will be pecessary W foeus e ellors
on understanding the nawree of heavy metal toxicity and mech-
anisms that plants have evolved 0 contand with this kind of
stress. The application of modern technologies on a global scale
(*omics” strategies) should prova very usaful for thase purposes.

Heavy metal effects on natural populations

Al scils contain heavy metals and. with the exception of iron,
whach can aftain & concentraton 1 sod of 1006, all heavy mot-
als reaching a coaceatrobon higher than U 1% generata a pol
[uted and toxic covironmeat that chenges the structure of plant
commuaitics. In rcality, cach planl speexcs has its own Lhresh-
old st whick cach heavy mctal is toxic. Ary plant adapted o
vz o heavy metel-contaminated soils 15 called & metallophyie,
and these plants seprescot roughly 0.2% of sll higher plants
Metallophyies can be clessified in absolute, sinsl or cumetallo-
phytes. which grow oaly in contaminated soils, and facultative
or pscudomctallophyies, whizh gzrow in both contaminated and
noncontamingted soils (Bothe, 201 1),

Soils 1n which metallophytes grow are classitied based on the
heavy metal that they mostly contain: serpenting soils basically
contain mckel. seleniterous soils are nch i selenium, calaming
soils heve mgh levels of zinc and soils of the Atrcan Coppor Belt
contain a mixture of copper. cobalt, chromium, nickel and zing
{Altord ef al.. 2010}, A spccial case s souls contamuinaied with
mercury: mercury-adapted metallophytes appear o nol exist
Interzstingly, Polvecrwm avicelare [Figure Ta), ooplant spocies
orowing in a highly contaminated arca in Norther Italy, is s good
accumulator of mercury (Massa of al., 2010},

Metallophytes are the result of tens, hundreds und often mil-
lions of years of strong selective pressures thal metal-loaded
soils exert on plants. Therefore, metallophytes can be used as

Flgurs T Plant ey avatal bypasean innilatoes aind msstallogil gl growe
ing in pullrated sois (a) Mofyoorum aviculare (Mercaey-accumulotor];
iy Minuactio vermo Covc-metallophyle): (0 Vioks wler ssp ouken i
rinz mataliophyte); (d) Armerie maviting spp. haller! (zinc ma‘ralhp:?tnl:
(€} Thlaspi goesingenseas (Po-accurnulator), () Wela lilea ssp westialica
ilead-accumulator); (g) Cardiminopsti hofier! (heavy maetal-azcumulzesr;
(h) Thlcsp' caemlescens (cadmic-accumulator); (I} Slene vulgacts (heavy
meral-accumnlarnny () dlvssum anifeaiorum (heavy metal.acoumularoey; (k)
Tilaspi cepaifolium (heavy metal-accumulater); () Vioka tricolor (metallop byte
feaw o batbeed Do Lakeny Teovn B/ Ao gess opnmghe « fui

2 el © 2017, john Wil=y & Sons, Ltd. www.els.net
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hicanarkers af heavy melal-polluled soils. Good examples m this
rezard are spring sandwort {Minaariia vema: Uigure 1h), Viala
fuwtesin ssp. calummaria (Figure 1e) and Armerio mcrifing spp.
halleri. {(Iigure 1d). which grow in soils with high zinc con
centrations, There is also the nickel-hyperaccunmiator Thiase
puexingenseay (Figure Te) amd ¥ laten ssp. westiidics (Fipure
1fy. which grow in soils with high lead concentrations. 'These
twao species also grow well in nonpolluted soils; Cardimiimopsis
hallevi (Figure 1g). Thigspi casralescens (Figure 1h) Silese val-
searty (Figure 11 Afvsvaen wodferionum (Fipure 1) and Thiesen
ceparodum (Llgure 1K) grow only in heavy metal heaps. In
aiddilion, Veeder dreeedor (Figure 11} s 2 metallophy e Qcoliaive
(Bothe, 2001 ).

Toxic metals are believed to be reducing the abundance and
dhversity af species: they also seleel for the prohlerabon of resis-
tant/tolerant populations. Several smidies have shown the high
specificity of species distributions in metal-poisonad ecosystems.
Tn plantx, the formabon of endemisms has been docamenled
in dilterent ecosysiems around the world. Por example. on the
trospical islamd of New Caledonia (approsimalely 16 (N0 km® in
area) serpentine soils containing wxic levels of nickel. chrominm.,
cobalt and manganesa cover aboul one-third of the island’s sur-
Face. These tvpically mierlile soils cominn approximately | SO0
native dora comprising woody perennials, epiphytic orchids and
Cyperaceas growing in xerophytic scrub at low altitude, One of
the endemoe species from Mew Caledomz s the shrub Mayfems
Joanieri, which is one of the nine manganese-hyperaccumulator
plant species recognised worldwide (Morat e al., 1986; Fer-
nando ef ai., 2008). In the capper rezion of Upper Shaba in Zaire.
which comprises abour 100D copper cobalt ore deposits totalling
some 20 km? disseminated in & metallogenic province, a number
af distimet metalliferous hahitis cost, such ax copper clearingrs
and namrally isolated copper hillocks. 'These areas bear specific
plants. notably smadl annual herbs and grasses. Approximately
220 1mxa ame presenl on hese aoteroppnes, of which 42 are
endemic. Some of these plant speciez are locared on a single
hillock (Malaisse, 1983), In the mining area of Stolberg (South
Aachen, Germany), Nefula wees grow well on hills of mining
smelter ash that have a total lead content of up to 10-202 kg™!,
In cach of these eases, The diversily of plant species is severely
rearricted, and edaphic ecotypes. which are tolerant w the spe-
cific metal present in excess in the soil, are often quickly selected.
Entlemnsims are (ypical in arcas polluted for fewer than 200 years,
Oither habitats in which adaptation takes place rapidly include
spaces beneath palvanised fences and on roadsides. See also:
Lnvironmental lleterogeneity: Temporal and Spatial

Colonisers of specific sites

‘The abilities of certain plant species w colonized environments
polluted by heavy metals have been widely described. Inter
estingly, molecular studies have demonstrated a higher diver-
sily of cukarvidic than prokaryelic onganisms Bving o heavy
metal-contaminated habitats. Approximately 6045 of the toual
biomass is represented by eukarvotic microalgas related to the
neutrophilic specics, such as hyeliosphoerivnr ofdorellivides.
Crwing o the predominance of eukarvolic microalzas in extrame
acidic environments, it has beea suggested that the adaptation

all & 207/, John Wiley & Sans, Ltd. www.elsnet

Iy this kmel af comdilions sl have been relafively fasl over
evolutionary umescales. see also: Ecophyslological Responses
of Plants to Air Pollution

In the plant kingdom, it secmes clear that lerance 1o heavy
metals has arisen independently in the full spectrum of families.
It is common to fod species of Gramineae, Carvophvilaceas,
Lamiaceae and Pabaceae widely disiributed among heavy
metal-contaminated ecosystems. The families Flacourfiaceas,
Violaceae and Brassicaceae contain most of the so-called hyper-
gccumulators, i owhich the sener Ahssum (300 species) and
Mhigspi fapout 20 species) have been the most widely char-
acterised. Metallophytes can be excluders {such as Vielo sp.)
or hyperaccumulalor of heavy metals. Thvperaceumulalors are
defined as plants that acuvely take up and translocare large
amounts of one or more heavy metals from the soil, thereby
accumulaimg them i ahoveground ormans (especilly leaves),
at concentrations 100- to 1000-told higher than those found in
nonhyperaccunulating species. In metallophyies, the concen-
Iratiom of heavy metals o bads and leaves i3 high amd the metal
partition between shoots and roots differs from one metallophyte
to another, even for plants growing side by side and for each
heavy telal (Bothe, 2001 Keiroer, 20000 Tnany ease. they show
o symptoms ol phytotoxicity: about 45U angiosperm species
have been identified thus far as heavy metal hyperaceumulators,
allhowpeh mew repors of such planis are contimueally being pub-
lished. Maost plants are hyperaccumunlawors for a single heavy
metal, but some plants can hyperaccumulate multiple metals
farsenic, cadminm, coball, copper, manganese. nickel, lead anii-
mony, selenium and thalliom zing). ¥ cagrilescens. . fafferiand
Sedum alifredii hyperaccumulate zine and cadmio but not lead.
Haumaniastrum katangense 15 a hyperaccumulator of copper,
Abvsum mirerede. Alyysum bericlonn sl Berkheva eocdedii hyper-
accwmulate nickel, Prerds virtara accumulates selenium and Viola
Bovshermeniniy 1% a catdme hyperaceumolalor, One extrerne byper-
accumulator is Sebertia acumingta, which can accumulate up to
20% (wiw) of nickel in its latex (Bothe, 2011; Broadlev ef al..
2007; Chipeng e al., 2000: W, 2000; Verbrugpen #f al.. 20093,

Interestingly, hyperaccumulating plants have not only evalved
a mechanism to live in toxic concentrations of heavy metals but
hypermecumulation may alsa funchon ws a1 slralery Lo prevent
predation. As an example. the nickel-rich leaves of Strephantiis
polvealvides prevent the development of the herbivorous larvae
ol Pieriy rapee s inhibil the prowth of the phylopathoreme
bacterium Xaarhomonas campesinis. A repellent effect of the
plant sap from 5. acimiaaia (25% nickel dry wt) was observed
on Lhe fruil Ny Drosopiila melanogasier (Sapmer ef ol 1998).
The defensive effects of eight heavy metals against Hwielia
xvlostella larvae have also been demonstrated. Copper, zing,
lead, chrwniom, eoball, cadmimm, manganese and mickel are
often accumulated by plants. Unexpectedly. five of these metals
{cadmium. manganese, nickel, lead and zinc) are toxic below
accwmalator levels, and theee of them {cadmium, lzad and zinc)
are also lowie sl near-normal-ranye coneenlralions o P ooplastella.
‘These findings sugzest that a metal hyperaccumulation defence
mechanism to herbivores may be widespread among plants (Jhee
el al., 20006).

Hyperaccumulator plants have been used as indicators’ for
metallic deposits for hundreds of years. Their commercial
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imporianee for melal prospeeting s ndispulable. The shruh
Mybanihus floribundus is used as an indicator tor nickel in
Australia. A wild variety of the plant Impaticas balsaming,
fowmd in lead—ane melal dumps in Tdia, is repanled asoa
local bioindicator tor these metals. Lroganim inflaram (desert
trumpet), Qenetitera coespitosa and some species of the genus
Axtrageluy (A, pellervon. AL preswssy, AL Shompsoncae) have heen
successfully used as indicator plants in uranium prospecting.

Finally, it is imponant to note that hyperaccumulator plants
have ramed considerable alienbion owang (o therr polenbial mse m
environmental technologies such as the biorecovery of contam
inated sites {phvtoremediation) or the recovery of commercially
valuable miclals frommelal-heded soils (phylomimng ) See also:
Bloremediation

An extensive list of hyperaccumulator plants of different
heavy melals can be foomd sl Bups:fenosakipedioneiwakf
Hyperaccumunlator.

Mechanisms of metal uptake, exclusion,
transport and storage

Uptathe of soane metal solules mon the soil enviromment may
OCCUr via a carrier- mediated svstem. Alternativelv. as in the
case of cations, they can be driven across the plasma membrang
largelv by the negative potential generated in part by proton axtru
sion mediated by the membrane enzyme H' ATPase (adenosine
inphosphatase). Tn fael the fiest cell stroclure exposed G heavy
metals is the plasma membrane. in which an H™ Al'Paze gen
erates 1he driving force (proton electrochemical gradient) that
mediates metal uptake {or exclusion) from the soil. The plasma
membrane 175 ATPuse activily is (nely revulaled by reversible
phosphorvlation in response (o many endogenols and exogenous
signals, including heavy metal exposure. In plants, the mecha-
nistn ol detoxifeation of heavy melals inmphes ther chelaion
and deposition into the central vacuole. Metal transport into the
vacuole is mediated by a tonoplast (vacuolar membrapne) HY
ATPasc, somoebmes referred W oas an “ceo=enayme’ due 1 il
ability o alter ifs activity in response w environmental stresses.
Plamts use several strategies to assimilate essential metals and,
al the sume me, Lo prevenl melal wxiei by, Plant penomes eneade
large families of metal transporters that coordinate thair activities
to maintain metal homeostasis. Transporters invelved in metal
elMus nclude the P -ATTase Tamily andd the cation dilTusion
tacilitator (DY) family. Other transporters” families involved in
metal optake are the natural resistance-associated macrophage
profein (NRAMI), the ZIP Canc—iron-regrulatedd ransporler) pro-
teins and the plant-specitic Yellow Stripel-like (Y 5L) of metal
uptake transporters (Kabala er gl.. 2008). Scc also: ATPascs:
Ton-muotive; Ton Motive ATPases: T-Lype ATTases: Cell Mem-
branes: Intraceliular pll and Llectrochemlcal Potential: Cell
Membrane Features

Biclogical exudates, including microbial siderophores and
anuhymous compounds of  planis lermed  phylosiderophones,
are known 10 take part in the mobilization and ditfferanrial
uptake of certain elements. In this way, melvbdenum and
copper have een shown Lo Tonn sty complexes wilh (s
lass of molecules, facilitating their uptake. Understanding
the mechanisms of svnthesis, secretion, metal scavenging and

4 aly & 207/, John Wiley & Sans, Ltd, wenw,2ls.net

stlerophore-mediated melal uplake have heen the objechives
of several research groups. Phytosiderophores are produced by
Grrenmiruieepuy plants in response Weoron deheweney as part of o
phyvtosiderophore-mediated iron uptake svstem. This system is
alwa efTective al lransporting other miclals meluding sine, eopper,
nickel and cadmivm, suggesting its participation in preventing
heavy mielal toxicily (Clemens ef al., 20013).

Once in the cell, the orzanism must critically balance the
intracellular concentrations of these potentially toxic metals.
In some bacteria and archasans, animals and tungi. a class
of small cysteine-rich metal-binding proteins called metalloth-
ioneins appear w be of primary importance in metal compart
mentalisation and tolerance. These metallothionein genes have
been nsed to produce heavy metal-tolerant transgenic plants.
In plants, another class of metal-binding ligands called phy-
tochelatins has been described. “These proteins are rich in zlo-
tamine and cvsteine residues and may protect sensitive enzymes
by sequesiering heavy metals, such as cadmium. lead and zinc.
Metallothionzins are polypeptides encoded by a pene family,
whereas phytochelatins are a family of peptides enzymatically
synthesised. Both animals and plants contain metallothionegin and
chelatin synthases genes 0 their penomes and in beth cases,
cysteine-rich polypeptides have evolved as a machanism o ¢on-
Iril the wplake aml sccumolalion of heavy melals, The primeipal
evidence for the function of phytochelatins in heavy metal detoxi-
Neaton denves (moan the charsclensalion of Arabidipss Soelioe
and Schrzosaccharemvees posmbe mutants. which are affected in
the phyvlochelatm synthase pene, Both mutants ane highly sensi-
tive 1o cadmium and arsenate concentrations that do not affect
their wild-type counterparts. The study of metallothioneins in
plants has been difficult. however. when metallothionein genes
from A, thaliang are exxprassed in veast and Svnechococcus
metallothiongin-deficient strains they are able w confer copper
and zinc tolerance. showing that plant metallothioneins have the
biological Tuncton of bestowing metal tolerance (Cobbett and
Goldsbrough, 2002; Mendoza-Cozal e al., 2003). Sec also:
FPlant stress Physlology: Transgenic Plants: Genetically Mod-
ificd Plants

The majority of orzanisms that inhabit metalliferous sodls are
known to exclude toxic metals. The production of extracellu-
lar polysaccharides and the excretion of chelating substances.
such as orpanic acids, by plant species may participate in the
immobilization of such toxic elements. Little is known about the
molecularn, biochemical and physiological processes that result in
the hyperaccumulator phenotype, even so. low-molecular-weight
chelators, including some amino acids and oreanic aclds (e.g.
citric acid). have been shown to participate in transpon, com-
partmentalisation and detoxification mechanisms, Only a small
fraction of the metal is found as free aqua ions. Theretore, the
majority of ions must be bound to low- molecular mass ligands or
loy prvecins. There ere many metal-handing biomolecales thal bave
been reponted (o be involved in sequestering, transponting or stor-
ing heavy metals in hyperaccumulator species. Examples of plant
lizands mclude mugineic acid, nicotinamine. citric acid and hist-
dine. Interms of hyperaccumulator plants, the genome-wide tran-
scription analysis performad in A kalleri deserves special note
as it enabled the identification of a set of novel genes involved in
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melal hyperaceumuolation and loleranee (Talke of wal, 2006). See
also: Bloremedlation

In the genus Afvssuar, in which the nickel concealration can
reach 35 of the leal dry biomass, the lolerml response corme-
lates with an increase in the levels of tree histidine. 'Lhe supply
of this amino acid compared with a nonaccumulating species
greatly increases both its nickel tolerance and transport two the
shoal (Kriimer ef el 1996). Trunseriphion levels af seven of the
gight genes implicated in histidine biosvnthesis were higher in the
hyperaccumulator A. {eshigcunr comparad with the nonaccumula
tor A, mostaawm. Futthermore, the overexpression in A, thaliana
ol the ATP-phospharibosyliransforsse {The Grst nstidine hosyn-
thesia enzyme) resulta in nickel mlerance (Ingle & 2, 2005). See
also: Plant Cell: Overview

Proline has also been associated with heavy metal tolerance,
This amino geid has been cxlensively studicd in the conleal
ol planl responses o salimity, waler deheils. bigh lempera-
tures and heavy metal siresses. Proline accumulation is heavy
metal-inducible in several plant species. and the metal-tolerant
populations of three different species (Armeria moritina,
Neschoompyicr eexpiionn and S, vadearixs) have hgher protine lev-
els compared with their nontolerant relatives. Maoreover. higher
prolite production has been demonstrated to drive metal toler-
ance in transgenic Chlamydomanas reohardne (Siripormaduolsil
gl al, 2002) The Tunction of proline in hoeavy melal lolermes
is umclear bul apparently conld be related o melal chelsting
or scavenging free radicals induced by redox metals such as
cadmium, zing, copper and mercury.

In barley (Hordeamn wvulpare), a heavy metal-inducible
receplor=like protein kinasc was recently ddentificl. Tnlerest-
ingly, this receptor is also upregulated during leaf senescence,
supporling the idea of un overlapping mechanism conlrolling
hesvy metal homeostasis and leal sepescence. Receplor=hke
protein kinases perform important functions in the perception
and trapsduction of extra- and intracellular signals, but never
before have been any of these kinases associated with heavy
mictal-siress response (Ouclhadj ef wl, 2007 )

I'he accumulation of organic acids, such as citric, isocitric,
oxalic, tartaric, malic, malonic and aconitic acids. in rocts and
leaves of metal-tolerant plants has also been described. It is
nnplicd (hal these acids play an rmporant role inmelal hypere-
curnulation. The Tormation of anionic or uncharged, sine-cilrale
complexes results in more Zine passing through the excised sem
of Pinas radiare, similar o copper in Papyrus stems, In response
to zinc. the roots of A, hallesr demonstrated an increase i theur
levels af orpanic acids. These compleses posilively affee) rans-
port in the xylem by reducing adsorption 1w the vessel walls
and by decreasing the rate of lateral escape. A causal ralation-
ship between orpanic acid accwnnlation and metal tolerance has
even heen proposei. This relationship s well estublishesl Gor
nickel-accumularing plants, which complex nickel with malare,
malonate and citrate. In the latex of 5 acwminata, the most
extreme nicksl-hyperaccumulating tree known, most of the metal
15 hownd Lo cilrate. Apparently the orranic seuls bimd b heavy
mictals m he eyloplasm and this commlex is nally aceamuolaied
in the vacuole. However, it is likely that organic acids do not bind
metal ions strongly enough to function as long-distance trans-
portars. Sce also: Rhizosphere

ol 0 2007, [ohn Wiley & Sons, Utd. waaeods net

Another sigmbicunl coose of melal oxicily m oacidie sls s
manganese, which causes swunted growth. chlorasis and necrotic
lesions on leaves. The physiological mechanisms conferring man-
eanese toxicity (and tolerance) have not been elucidated. How-
ever, it has been sugzeested that manganese-induced oxidative
stress may be the cause of its toxicity, With respect to man-
zanese tolerance, plant genes that encods Mn™' transponess
have been adentified, which, when averexpressed i lrmsgenic
plants, confer manganese (olerance via metal accumulation in
both whole-plant and tonoplast vesicles. Apparently this wrans-
porter has a broad substrate range for divalent cations and mav
he implicatesd in toleramee (o other heavy metals by seguestecrmg
them into vacuole. See also: Plant Vacnoles

Heavy metal tolerance has been developed for various plant
species, and it is a very good example of evolutionary con-
verwenee, Then, il is ool o surprise Lhal stralegics W conlend
wilh vy metsl conlzmomation ilfer belween different plant
spicies. A, mlaritiia ssp. fatferd has special glands that are appar
ently nsed to excrele excess heavy metals. V rricolor secretes
heavy metals into the hairs of leaves and stems, which are dis-
carded when overloaded. Crher plant species such as Ve and
Hergheva codii establish symbiotic associations with arbuscular
myvcorrhizal fungi (Cidoois mrearedices Brl). thereby allowing
ther e prow insoils with & diversily of heavy metzls (Bothe,
2011}

In summary, plants can cope with the adverse effects of heavy
metals using one or a combination of the following strategies:

»  Formation and excretion of huge complex molzcules (called
siderophores) serving ax chelalors of heasy mctals Lo fonn @
large complex that cannot be absorbed by the cells.

+  Swinthesis of carboxylic acids (malate, citrate or oxalacetate)
that can bind heavy metals in the rhizosphere or in root
apoqlasts fo prevenl their oplake.

« Svnthesis of molecules with Sulfydril-groups (SH-)groups,
zuch as histdine or glutathione, or polyamines that can bind
heavy metals to maintain thelr homeostasis in cytoplasm.

o Synthesis of smull eysleme-nch proteins called metalloih-
ioneins that can bind heavy metals in the SH-groups of the
cvsteings.

«  Synthesis af phylachelating eomposed of moliple resdoes
ol grlutamale—eysteine ending wilh a glycine, which can bimd
heavy metals in the SH-groups of cysteines. Phytochelatins
are synthesised nontranslationally by phytochelatine synthase
from glutathions,

o The activity of heavy melal trmsporiers, plasina membranc
and tonoplast includes several claszes of transporiers to heavy
metals such as CPX-ATPases for copper and cadmio, ABC
for cadminm, ZIP for iron and zine and Nramp and the CDF
fumily with g browd range of aflimibies. for heavy melals.
Plant genomeas have several genas encoding for each class of
transpaorter, and several of them are inducible by heavy metals
and other factors (e.2. plant development state or annual
season). In peneral, rrunsporiers canmed diseriminate helween
casentizl clements or losie heavy metals.

« On the basis of the synthesis of Reactive Oxygen
Species-detoxifving (ROS-) detoxifving enzvmes, plants
have a ballery of stroess response genes such as glutathione
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S-transferase, superoxide dismutase, cyvtochrome P430 and
thioredoxin, whose ranscripion and/or activity 15 inducible
by several tvpes of stress including heavy metals that cause
ROS provloction. Furhermiore, heal-shock prideins ane also
expressed in response to heavy metal exposition; these
proteins serve W prineel and repair prdeins fmom oxidative
SIress.

+  Alteration in root morphology, Whilz different metallophytes
have all sorls af rools, @l hes been neceently reported thal
Thigspi cawrefescens, o hyperaccumulator of zioc and cad-
ik, pHassesses o periendodermal laver of cell wilth thickenced
tangential cell walls impregznated with lignin that apparently
can be o morphological root adaptation to heavy metal stress.
This struclure is mol presend in s close elaive, the non-
metallophyte Thiaspr arvence. 'The significance. it any, of
this particular root anatomy against heavy metal stress is oot
clear: alleraons m the rool morpholegy of other melallo
phyies have not been repontad,

Heavy meral tolerance is the result of putting into operation
different mechanisms. In fact, recent experimantal data support
the assertion thal heavy metad eleranee and hyperaccomlation,
earlier considered (o be independent mechanisms. are closely
related. Transcriptional studies have revealed approximately 30
zenes related to metal hyperaccumulation in A figlierr. some of
which have also been relaved to metal tolzrance in nonhyperaccu-
mulalor planls. These kinds of comparative sluthes on the glabal
scale are just beginning and should include intense research in the
coming vears.

Perspectives

The mechanism of metal hyperaccumulation is the object of
inlensive mvestipalions, espectally with reganld o the coolopieal
exploitation of such plants. The gradual depletion of ecosys
tems encourages researchers not only to investigate the natu-
ral mespwmse of organisms living on conlarminabed siles bul also
o suggest strategies for environmental cleanup. LThe lack of
approaches [or heavy melal remediation has crealed o major
nzad for the development of novel strategies. Current research
focuses on the identification af nosel players inometal leranee,
employing posigenomic approaches such as metabolic profiling,
elobal ranseriptome and proteomic analysis and metagenomics
sequeneing. Tnacddition, mutants need e be checked routinely for
altered metal sensitivity. 1t would not be sorprising it the list of
genes and gena products involved in metal homeostasis and heavy
metal detence expands in the near tuture. See also: Metabollte
Profiling in Plants; Transcriptomics nand Protcomics: Integra-
Lion?

‘The applications of genefic engineeting have been shown (o
be highly successful in oblaining heavy metal-resistant spacies.
Transpenic planls loleranl W miercury, cadmiom, arsenic, lead,
zinc and selenium have already been generated. With regard
o mercnory and arsenic Iolerance, an elegant two-transganic
approach was designed. 'T'he efficiency of the use of trans
genic plants as strategy for environmental cleanup remains to
he demonstrated n conbaminaled soils. 10 s clear thal by

metal tolerance s a multifactor phenomenon, Therefore, alter-
ing a plant’s matabolism via transgenssis may result in additonal
bensficial or detrimental effects. Two reported examples help to
tllustrate hoth cases. Tnothe Birst one, celopie overeapression of
a P-tvpe Al'Pase from A thaliana (AtHMAS) complemeant the
cucdmivmflead-hy persensuive strain yel | ol Saeeloramvees cine-
visiae and improved plant tolerance to cadmium, cobalt, lead
and zinc (Morel er af.. 2009). [n the second one, the ovarexpres-
ston ol the Fvelerielic eodi arsenale redoclase (ArsC) mene in Al
thaliana transgenic plants resulted not in arsenic resistance bat in
u hypemensilive phenolype, spparently due Lo the high afimiy of
arsenite for protein thiol groups and the consequent depletion of
the cellular glutathione pool (Dhankher e al.. 2002), Sce also:
Transgenic Plants: Genetically Muodified Plants

Although  there has been some  soccess with  heavy
metal-razistant plants, the fact that we do not completely under-
stund the hmtmy faetors 1 inereasing uplabe, Immslocalion and
tolerance to toxic chemical elements makes the continuation of
Nmelamental and applicd esearch necessary. Tmproved  penchic
engineering strategies nead to be devised. and powertol “omics’
strategies have alreadv initiated. Maoreovar, hyperaccumulator
species are being evaluated wilh respeet W their polential ose
as molecular genetic model systems. All of this work should
eventually make it possible o overcome. at low monetary and
environmental costs, the problem of heavy metal contamination.
Finally, it is very imponam to keep in mind that the eventual
develepment of any sale envimommenlal cleanup lechnologry sl
be supported by multidisciplinary. labour-intznsive research
focused on the undadying processes on the penetic, molecular,
hrochermeal, physiohyrical, coological and agrommmc levels.
See also: Bloremediation

Recent advances in global-scale studies, referred to as “omics’
(ionomics, metabolomics, transcriptomics, proteomics, e,
have conlributed b the identifestion of raee elements metaba-
lites, ranscription factors (11%) and swess-inducible proteins
imvolved in heavy metal tolerance. Eventually, this knowledge
can be used e pencrate beavy melal-lolerant planis we help
improve agricnlmreal productivity.

The idemtification of all low-molecular-weight metabolites
used by organisms (hroughoul their developmenlal slages 1s
referred to as metabolomics (Arbona et af., 2012). Some metabo-
liles sueh ag amino acids and anndes, orpame acids, plutathione
and alpha-tocopherol and phenols have been associated with
heavy metal stress tolerance.

All miacros and roicromineral nulrienis (IOImes) 4 cysemn-
tial o proper plant development, but all of them can become
loxic when present in high concentrations. They additionally play
important roles i heavy metals stress (Baxter, 2010).

Studies of lonomics focusing on alterations in jonoma as a
respumse L heavy metals ireatments have made imporant conlri-
butions to our knowledge of the partcipation of mineral nutrients
in heavy metal tolerance. It has accordingly been established that
the efTects of heavy miclals on iomomes can be direet (changes in
nutriznt level or impairment of 1on ransport | or ndirect (changes
in cell wall structure).

With respect to rranscriptomica. it should be clear that any kind
of stress induces the expression of a set of genas that determing
the plunl’s respomses thal confer stress loleranee (Nakashimea
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Table 1 Transcription factors (TFs) involved in heavy metal tolerance

TF TF lannily Source
WREY & WREY A, thaliime
WREY 22, 25 and 39 WREY A, thaliimie
OX 52 C2-H2 2l A. thaliana
STOP1 C2-H2 ZF A thaliana
hITETT38 and 39 hITLT A. theliarne
™F hITETT A, thaliine
BHLHLM BHLH A. thaliana
ACE] A thaliano
TT=h 1I5F Al misritine
WREY 45 WREY A. mariting
OS5ISAP] Zinc-finger protein N, tabacum
ARTI C2-112 0. xaliviz
ASKE3 L) sariva
Hsfada HSF O gariva
ACPI APXEREEP P patents
CulFI ATPUERERT P virpintani

MYD. bHLH. b£IP & alfredhi

TTW related Relerences

AR Castrillo et al. (200 3)

Ciel amid Ci Opadenakker ef el (2012)
d Blanvillain er af. (2011)
Al Tuchi er al, (2007)

Cel il Fe W el (20020

Fu Lomyg et al. (20000

Lnoand lie Van de Maortel ef af. (2006)
Cu Xuetal (2009,

Tl Herbeiie et al, 2006}

L and Fe Van de Maortel e al. (2006)
Ca, Cd, Cu, Li and Zn Mukhopadhvay et af, (2004)
Al Yumuaji e af. (2009)

Al Arenhart ef ol (2013)

Cd Shim er al, (200%)

Cd and Cu Cho et al. (2007

Cil, Clu and Zn Tang e al. (2005)

Cd Gao eral (20013

Adaptad from Singh 2t al (100 BFmoetiers in Plant Sciznee published nnder the CC BY 4.0 licence.

ef al., 2000 Tran e al., 20100, A transcriptome analysis of a
plant exposad to heavy metals stress reveals that this reatment
induces the expression of several 11's. which in wrn regulate
several processes involved in heavy melal respomnses (Liang ef al..
20030 A Lzt of 'Ils already involved in heavy metals tolerance
is included in Table 1. See also: Transcriptional Profiling in
Plants

Proteomics has also been used o compare variations in plant
protein profiles under heavy metal stress (CAhsan et af.. 2009), On
the basis of a comparison of the results of studies of heavy metal
plant responses with transcriptomics and proteomice strategies.
it is clear that gene expression changes are not always reflacted
on the profein level as postiranscriptional. translational and post-
translational modification. Protein stability and localization and
protein profein interactions are determinants of a final protein
function (Hossain and komatsu, 2003: Dalcorso e all.. 20123
It is well established that several proteins act directly in plant
adaptation to heavy metals stress (Kosova er af . 2011} Linder
heavy metals stress, defence proteins and molecular chaperones
play important functions for scavenging ROS and reestablish-
ing functional protein conformation, respectively (Zhao. 2016:
Sharmin et al., 2012; Wang er al.. 2012). However, housekeeping
melaholic palthwavs such as phalosynthesis, respiration and nalme-
oen metabolism are also altered [Hossaln and Komatso, 20013,
Therefore, determining changes in the protein profile in response
o heavy metals will be very usetul for eventually understand
ing the mechanisms behind the wlerance o this type of stress.
Such know ledyre would resoll in proper approach Tor their con-
trol and management. Proteomic analysis has been made nol
only in plants whose consumption is regional, such as Sawceda
serfarr, prrovwings o soane inlerlidal comes of the Yellow River Diella
severely contaminated with mercurv, but also on plants cultivated
and consumad worldwide as rice and maize exposed to high lev-
el of mercury amnd ehmomiom, respectively (Chen ef al |, 200 2;

el5© 2077, lohn Wiley & Sans, Lod, wwew.gls.net

Liu er al., 2013; Wang et @l., 2013). In each of these studies were
idenrified proteins previously associated with mirn-on biological
processes to contend with the stress cansed by heavy metals, as
well as. proteins that cannot be directly related to the mechanism
ol heavy mieial blernee. Inoany case, thal espenmental dala pro-
vide new insizhts thar in the coming will facilitate understanding
the molecular and physiclogical mechanisms underlying heavy
melal stress moplants. See also: Protein Characlerisation in
Proteomics

Among the strategies o genomic scale used to study the mecha-
nistn ol beavy metal wlerance, alse deserves mention the Genome
Wide Axspwiation (GWA) mapping. GWA allows the stuly of
how the ditferent allzles of a gene were selected in natural popula-
s Wy gelapl to s particular environmen bl comdition amd already
it has been successtully used in A faligna, rice and maize for
the identfication of quantitative trait locus (L) and candi
date penes for various ecological and agricultural traits (Korte
antl Farlow. 2003 ). Recently, GWA mapping, complemented with
fine mapping and transgenic complementation, were successiully
usad to reveal that the Heavy Metal Associated gene (HMAZ, a
losmrplast loeadised ATPase3) s the principal penclic determimant
of natural olerance (o multiple heavy metals including cadminm.
ring, cobalt and lead (Chao, et al., 2012). Sec also: Plant Quan-
litative Traits; Nalural Varialion a» a Tool [or Gene Iden-
lilication in Planls: Genome-wide Association Sludies: The
Success, Failure and Future

Concluding Remarks

In the last century, the exiensive industrial use of mefals has
resulted in serious environmenta! pollution. which has exerted
significant selective pressure on plants giving rise o new
melabolie nleructions with metal. Detatled knoawdedge of moeel
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Heavy Melal Adaplallon

metabolic interactions of plants with metals can be used to
develop srategies for recuperation ot soil and aquifers contam-
imded wilh beavy melals via a process called biomemediation.
Some metals can be transformed to a less soluble and less toxic
State via reduction (e.g. Se( V1], Cr{V1) and Uri V1 or oxidation
fpn As(TTH). For example, monovalent amd catiomie melals such
as Cudll)y, Ph(Il) and Caill) can be extracted from soil and sedi-
ments via hvperaccumulator plants. When several environments
are cocentaminaled by different metals, Tor example salis of
copper—chreminm—rsenic, 11 s necessary by deselop imlepral
straegies that include the use of plant (o perform etfective
bsrenwdintion. See also: Bioremedialion

O the other hand, pollution of the environment has had a
negative impact on public health and tood satety and watsr
demunds. In Lhis artiele. some cxpenmentil strueges nsed by
living creanisms wers described (o address this serions problem.
It the near future, novel “omics” experimental srrategies should
miake imporant ceniributions o aldressimge pollution problems
that limit increasing agricultural productivity in o world with a
constantly growing population and demand for food.

References

Ahsan N, Renaut J and Eomatsu 5 (2009} Recent developments in
the application of protecmics to the analysis of plant responses to
hueavy nuetul. Predecmicy 9; 2602-2621.

Altord 1A, Pilan-5miis PAID and Paschke MW (20011 Metallo-
phytes  aview from the rhizosphere. Plaar ard 5o 337 33 500

Arbona V, M M, Ollas CD and Guoeg-Cadenao A (20132)
Metaholites aq a tnol o investipare abiotic sress olerance in plants.
internationsi Jaurmal of Molecwiar Science 14 2845 4911

Arcnhant RA, De Lima JC, Pedron M, ef al. (2012) Involvement of
ASR penes in alursiniom tederanee mechanisims in rice. Pt Cell
Frvirmment 3 52—H7,

IRaxter | (20160 lonomics: the funerional genomics of zlements
Bricfings in Fanctional Geaomics - 149 156,

Blanvillain B, Wi &, We P, Kim JH and Ow DW (2011 Stress
tolerance mo Aress ascana in planrs: rale of the (XXS2 rinc-tinger
transcription factor family. EMBO Jawraa! 30: 3812 3822,

Bothe H (200 1) Plants in beavy metal soil, To: Sherameti T and Varma
A (eds) Detaxification of [leavy Mengis, vol. 30, pp. 353-57. Tlerlin,
Honlelhar: Sprngar-Worlag.

Broadley ME, White P, Hlammond JF_ Zelko L and Lo A (2007) Linc
in plants. New Phvtaloeist 173 G077 702

Casillo G, Sinchez-Bermejo E, de Lorenzo L e gl (2003 WEREYS
transcription tactor resiricts arsenate uprake and tranzposnn activa-
tion in Arabidopsis. Planr Celf 25: 2944 2057,

Chao DY, Silva A, Buxter L ef al, (2001 2) Geonome-wide ussocialion
smdies identity heavy metal A'Pase3 as the primary dererminant
of natural wariation in leal cadmium in Arabdopsis thationa. FLaY
Gonetics B elZ¥23,

Chen YA, Chi WC, Huang TL. ¢t @i, {2012) Mercury-induced bio-
chemical and proteommie changes inonee rools. Pland Floosotogey
and Hinehenigiry 55: 2312

Chipeng FE., Hermans C, Colinet G, of al. (2010} Copper tolerance
in the cuprophivie Haowmaniusinun satangense (S, Moore) BA.
Pvign. & Plancke. Mant amad Sodf 328: 275244,

Cho SH, Hoang ), Phae JW, et al [2007) Modified suppres
sion subtractive hybridization identifies an APZ containing protein

invilved i metad responses i Plaacomitredlu palens, Molecidlur
Celis 23 | 00—107,

Clemens 5, Deinlein U, Ahmadi 1L TBreth 5 and Urapachi 5 (20035
Micotianamine is a major player in plant Zn homzostasis. Biomer
wly 26: 623-632,

Cobibedl © and Goddsbrough P(2002) Phytochelatims amd metal-
lothiomerms: roles i ey medal detosibeabon sl bomeosLass.
Arnual Reviews in anr iiology 83 1359-182,

Dalcorso G, Fasani E and Furini A (2013) Recent advances in the
wislyeis o metal hyperaccewnulation and hyvperolerinee o plants
using proteomics. Moariers in Manar Seienee 40 200,

13hankhar OF, 1 Y. Haogsen P, & al (20602) ingineering inlarance
and hyperaccwmulation of arsenic in plants by combining arsen
e reductase wond gammmseg lubammy ley sleine synthelass exprossion,
Warure Mictechmoliogy 20: 1 1A0=01145.

Falkowskl B3, kenchel I and Delong EF (2U08) The microbial
engines that drive Llarth’s biogeochemical cyclzs. befemce 32N
1034 1039

Fermuando DE, Woddrew [E. Jallrd T, ef wf, {2008) Foliar mungancse
accumularinn by Maytenus founien {Celastraceae) in iz native
Mew Coledonian habitats: popolational variation and localization
by X-roy microanalysis. New Phyrologisr 177 178 185,

Guw L. Sun L, Yang X and Liv JX (2013 Trunseriplomic anulysis
of cadmium stress response in the heavy meral hyperaccumulator
Sedim alfredic Honce, PLod GNVE 3: e04043,

Herbette §, Taconnat L, Hugouvicux W, ef gl (200061 Genome-wide
transcriptome profiling of the early cadmium response of Ara
bdepsis rools wnd shools, Biochamesire 88: |7531-1765,

Hozeain £ and komatso 5 (2015) Contribution of protecnic siudies
towards understanding plant heavy metal stress response. Frontiers
i Plan! Science X 310,

Ingle BA, Smuth JA und Sweellove LT (2005} Responscs w mickel m
the proreome of the hvperaccumularor plant Alvesunr lesbiocum.
Bremerals 182 627 0410

Tuchi 5, Kovama H. Iuchi A, e af, (2007) Zin: finger protein STOPL
iswrtical Tor proton leleranee in Arabidopeis amd conegrolates a key
goene in sturminuem Wleranee. Proceedings of e Medivana! Avodemy
af Sriences af the nited Stares of Ameriea 104 900995,

JThee EM, Boyd RS and Eubanks MD (20006) Effectivensss of
melud-metal and owetal-ongane compound combmalions ggainst
Miurella xylasielia: implications for plant elemenial defense. Joor-
nmal of Chemical healopy 320 259-2549,

Kabata K. Japicka Russak M. Buorzynski M and Kiobus G (Z00%)
Comparison of heavy metal cffoct on the proton pumps of plasma
wenbranc sl lmoplast in cocosber root cells, Sl of Pt
Miysiofogy L65: ITH-2HE

Korte & and Parlow A (2003 'The advantages and limitations of trair
amalysis with GWAS: a review. Pleat Methods 9 29,

Krimer U, Coller-Howells 1T, Chanmeck IV, Baker ATM and Stoth
C201%496) | 'ree hizndine as a metal chelatorin planis that accomu late
nickel. Neafure 379 @I5-5H3H.

Kozova K, Vitamvis F, Prasil 11 and Henout 1 {2011) Plant proteome

24 umler abictic stress-contribulion of prdeomics stodics W
umderstanding plani stress response. Jowral cof Proteamics 74
1301-1322.

Krimer L (20700 Matal hyperaceumulation in plants. Aneaal Review
of Plant Biodeav 61: 517 534,

Liv X, Wu H. I C, e al. (2013) An mlegraled prowomie and
metabolomic study on the chronic effecrs of mercury in Niaadea
salsa under an environmentally relevant salinity. PLof One 8
6441 (13 ppl.

2 L5 £ 2017, Jobin Wikey & Sons, Ltcl wanwelsnet

113



Heavy Metal Adaptation

Liang WL Li L, Zhang 17, e7 al {200 3) Eftects of abionic straas, light,
phvinchromes and phytohormaones on the expresgion aof OACE, a
rice aquaparin pena. Mlans Coeownit Repoelacion 649 21-17.

Long 'I'A. "I'sukagoshi H, Busch W, ¢f @l (20010) The bHLH tran
scription factor POPEYE regulates response to iron deficiency in
Arabidopsis roots. Plant Cedf 22: 2219 2230,

Mulai=se F (1983) Phylogeography of the copper and coball for of
Upper Shaba, Zuie, with ciphasis on ils endennsom, orgm and
cvolutiom mwechamsms, Bodfalic 14: 1 73-180.

Massa N, Andrencei 17, Poli M, er al (201} Screening for heavy
metal accumuolators amongst aotochthanous plants in a pol-
luted site in ltaly. Ecotexicology and Envivoamental Safery 73
1988 1997,

Mendoza Coratl DG, Butko E, Springer F, et al. (2008 Identification
afl kigh lewels of phiylochelaln:, glutatbione sand codoiumn e
phlecm sup ol Brirsrca nopiy. A role Tor thivl-peptides mo the
Tomz-clistamae transport o cadmimm and the eMect of cadmiom on
iran rranslocation. fanr doarnal §4: 2992549,

Morel M. Croozet ), Gravat AL efal (2008) ATHMAS 3 PTH-41Paze
allowing Cd/Zn/Co/Pb vacuolar storaze in Arabidopsis. Plant
Phiysiology 149: 894 904,

Morat P, Jaffré T, Veillon JM and Mackse HS (1980) Affinités
Nureslgues el considerstions sur Vongme des maguis oumers de
L nouvelle caledonie. Adansona 20 133132,

van dz Morel 115 Villanueva 1A, Schat 1L er al (2006 |arge
exprassion differences in genes for irm and 7inc homeostasis,
siress response and lignin hinsynthesis distinpoish roots of Ara-
Didapsis thalizna and the related metal hyperaccumulator Tifaspi
cacrulescens. Plant Plhysiology 1420 1127 1134,

Mukbopadbvay A, Vil & and Tyvagi AR (20047 Overeaprossion of
d gine- [nger profein gene Iom rice confors wlerunce o cold,
dehydration, und sall stress m ransgenic whaeeo, Froceedings of
tive National Academy af Netences af the Usited States of America
T 4096514

Makashima K. Ito ¥ and Yamaguchi-Shinozaki K (2009 Transcrip
tional regulatory networks in response to ablotic stresses in Ara
bidapsis and grasses. Plani Phvsiology 14% 88 05,

Cpdenakker K, Remzne T, Keunen E, Yangronsveld J and Cuypers A
(2012) Exposure of Arabidopsis thaliana to Cd or Cu excess leads
o oxidative stress mediated alterations in MAP kinase transcript
levels, Envirvmmental Experimental Boiany 83 33-61.

Ouelhad] A, Kuwminski M, Mitag M and Hwnbeck K (2007)
Receptar-like protein kinasa TIVI ¥sMR | of harlev {Tlandeun: vui-
aare |y ig induced during l2af senescence and heavy mealal siress.
dournal af Ieperimental Norany SR 1TIRT-153496.

Sagner 5, Kneer R, Wanner G, er al. (1998) Hyperaccumulation,
complexation and distribution of nicksl in Sebertia aciminata
Phyrochemistry 47; 339-347,

Shurmin SA, Alum [ Kim KH, e al (2012 Chromiume-indueed
physwlegical and profeooocs Reradons o mools of Muscandfue
sinensin, Plane Seience 1TRT: 115-126.

Shim 1, Dwang U, Tee 1, & al, ¢200%) Orthologs of the clags A4
hear shock transcription factor 1lstAda conter cadminm wolerance
in wheat and rice. Plenr Cell 21 4031 4043,

Siripornadulsil 3. Traina 5. Verma DP and Sayre RT (2002] Molecu
Lar mechaunsms of prolime-mediaied wlormnee o s beavy met-
als in lrenspenic mocroalgae, Plant Celi 14: 2837-2847.

Talke IN, Hamikenne M ad Kriner U {2006) Zinc-dependent global
ranseriprional coniral, transcriprional derepolation, and hizher

gene copy nomhber for genes in meral homenstasis of the hvper-
accumulator Arabidopsis halleri. Planr Physiology 142: 148 167.
lang W, Charles 'I'M and Mewron K1 (2005) Overaxpression of
the pepper transcription factor CaFFL in transgenic Yirginia pine
(Pinus virgiatana Mill)y confers multiple stress tolerance and
enhances organ growth. Plaat Molecuilar Biology 59: 603 617,

T LSP. Nisloyama B, Yanaguchi-Shinveuki B and Shinoeaki K
(2010 Powential utilization ol NAC transcripltion Teelors o enbanee
ahontie stress loleranee i plants by bolechnologioeal spprosch, oM
Cropa 10 3239,

Verbruggen M, lHermanz O and Schat T (200597 Malecular mecha-
nisms of metal hyperaccumulation in plants. New Plrvrologist 181
759 T76.

Wong Y. Hu H, Zhu LY and Li XX (2012} Response to nickel in the
prodecine of the melal seewmuolalor planl Erarvica Jincea, Journa!
of Plund Interactiony T 230-237,

Wang R, Can T Guoe DO, & wl  (2013)
chraminm-stress-induced alerations in the maire leat profeome
Intermational fowenal of Modecwlar Sciences 14 11123117144

Wu H, Liao B, Wang SL. Zhang I and Li IT. i2010) Pb and Zn
accomulation in a Cd hyperaccumplator (Vicla baoshanensis).
International Jornal of Phvtoremediation 12; 374 585,

Wu H, Chen C, Du 1, ef e, (2012) Co-overespression FIT wilh
AIbHLH3E or AbHLH Y in Arubidopsisenhunced cadiniunm wol-
erante via increasad cadminm sequesiration in roars and improved
irnn hivmenstagiz of shoots. Phaer Phveiodogy TSR TS0-KHL

Xuo ) lan Y5, Peng RIL er al. (209} Yeast copper-dependent
transcription factor ACEl enhanced copper stress tolerance in
Amabidopsis. BMB Repoet 42: 752 757,

Yamaji N, Husng CF, Nuguo S, er ol (20000 A gine (nger trunserip-
Lo Fawlor ARTH regulates mulliple genes implicaled in aluminumn
Loleranee in oee, Plant Celi 21: 2339-3349,

Shao 1 (2006) A& novel pathway of arsenate demxiication. Matecnu-
leae Microbiodogy Tk 9259750,

Shord-lenmn

Further Reading

Engonverdian A, Ding Y, Mokhberdorn F and Xie Y (2015 Heavy
mwlad stress and some mechanisme of plant delense response.
Selentifie Warla dowenal 2005: TR pp.

Ciall J1% Bovd BX and Rajakanmma N (20150 P'ransfer of heavy metals
through terrestrial tood webs: a review. Enviranmentgl Manitoring
and Assessment 187: 201 (21 pp).

Madsen EL (2011) Microorganisms and their roles in fundamen
Lzl Brogeochemival eycles, Currend Opeaon in Biclechnology 21
436464,

Sacle H. Meriga B, Surapu V. ef ol (20068) Tewaoity and tolerance of
aluminum in plants: tailoring plants o =it (0 acid =oils. deomeals
29 TR7-210.

Singh 5. Parihar P, Singh R, Singh VP and Prasad SM (2016)
Heavy metal tolerance in plants: role of tronscriptomics. pro
teomics, metabolomics, and lonomics. Frontiers i Planr Science
6 1142(36pp).

Thukur 5, Sigh L, Walud ZA, ef af, (2018) Plant-driven removal
nf heavy metals from s0il: ppiake. rranslocation. mlerance macha-
nism, challenpes, and tuture perspectives. Maviranmental Mowitor-
frg and Axsessitent TRR: 206 (11pp.

els & 7, [ohn Wiley &2 Sons, L. waeselzner 9

114



	Portada
	Índice
	I. Resumen
	II. Abstract
	III. Introducción
	IV. Antecedentes
	V. Justificación e Hipótesis
	VI. Objetivos
	VII. Materiales y Métodos
	VIII. Resultados y Discusión
	IX. Conclusiones    X. Perspectivas
	XI. Referencias
	XII. Apéndices
	XII. Anexos

