UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Estudio genémico y transcriptéomico
de la resistencia a cadmio(ll) de
Serratia sp. 5b

Kevin Stiven Nonsocua Trivino

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias - Instituto de Biotecnologia IBUN
Bogota, Colombia
2025



Estudio genémico y transcriptomico
de la resistencia a cadmio(ll) de
Serratia sp. 5b

Kevin Stiven Nonsocua Trivino

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Ciencias — Microbiologia

Director:
Ph.D., Pedro Filipe de Brito Brandao

Linea de Investigacion:
Microbiologia
Grupo de Investigacion:
Grupo de Estudios para la Remediacion y Mitigacion de Impactos Negativos al Ambiente
(GERMINA)

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias - Instituto de Biotecnologia IBUN
Bogota, Colombia
2025



A mi muy amada madre Patricia



Resumen

Declaracion de obra original

Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional.
«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al
respeto de los derechos de autor. Esta disertaciéon representa mi trabajo original, excepto

donde he reconocido las ideas, las palabras, o0 materiales de otros autores.

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacién, he
realizado su respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y

referencias bibliograficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de
autor (por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta o grandes porciones de

texto).

Por ultimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica,

definida por la universidad.

Kevin Stiven Nonsocua Trivino
Fecha 21/04/2025



Agradecimientos

En primer lugar, quiero agradecer a Dios por sus bendiciones al permitirme culminar
estos estudios y apoyarme durante estos anos.

Ademas, quiero reconocer que la realizacion de esta tesis de maestria fue posible
gracias al apoyo de varias personas e instituciones.

Al Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de Colombia (MinAmbiente) por los
permisos de recoleccion y acceso a los recursos genéticos nacionales (Contrato de
Acceso a Recursos Genéticos y sus Productos Derivados No. 121 de 2016 — Otrosi No.
17 y Otrosi No. 35).

A la Universidad Nacional de Colombia y a la Direccion de Investigacion y Extensién
sede Bogota (DIEB) por el financiamiento mediante la Convocatoria para el Apoyo a
Proyectos de Investigacion y Creacion Artistica de la Sede Bogota. Proyectos con
cédigos 48328 y 57665.

A la Universidad Nacional de Colombia y la Facultad de Ciencias Sede Bogota por el
financiamiento a través de la Beca Auxiliar Docente.

Al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, en donde se realizé
la secuenciacion de ADN.

A mi director Pedro Filipe de Brito Brandao por sus aportes que contribuyeron
invaluablemente en la realizacidon de esta tesis.

A la profesora Liliana Lopez Kleine por sus valiosos aportes durante el analisis de datos
transcriptémicos.

A los integrantes del grupo de investigacion GERMINA por sus aportes en el desarrollo
de esta tesis, en especial a mis compafieras y compaferos del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y Aplicada.

A los integrantes del grupo de investigacion de bioquimica y biologia molecular de las
micobacterias por brindarme el apoyo con diversos materiales, especialmente al profesor
Carlos Yesid Soto Ospina y la profesora Milena Maya Hoyos, y a Sergio Nicolas Ricaurte
Ruiz y Alver Antonio Cruz Cacais por sus valiosas sugerencias durante las extracciones
de ARN y la realizacion de RT-gPCR



Resumen

Resumen

Estudio genédmico y transcriptomico de la resistencia a cadmio(ll) de Serratia sp.
5b

Serratia sp. 5b es una cepa previamente aislada de suelos agricolas contaminados con
cadmio (Cd(ll)), a la que se le ha determinado experimentalmente una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 4 mM y la capacidad para reducir la concentracion del metal
en solucidn. No obstante, no se conocia su identidad taxondmica a nivel de especie ni se
habia determinado cuales genes estan implicados en la resistencia a Cd(ll). En este
estudio se integraron de forma transversal aproximaciones filogendmicas, genémicas y
transcriptdmicas con el propésito de identificar taxondmicamente la cepa y dilucidar los
mecanismos moleculares que sustentan su resistencia al Cd(ll). El analisis filogenémico,
basado en 1.052 genes ort6logos de copia unica, indicé que la especie de Serratia sp. 5b
corresponde a Serratia surfactantfaciens, al formar un clado monofilético con soporte
bootstrap del 100 %, lo cual fue ratificado por un valor ANI del 99,18 %. A nivel genémico,
el ensamblaje presenté 18 contigs, una longitud total de 4,99 Mbp y una completitud
estimada en 99,88 %. Se identificaron diez genes putativos relacionados con resistencia
a Cd(ll), dsbA, dsbB, fieF, mntH, robA, ychH, ygiW, zinT, zitB y zntA, todos ubicados en el
cromosoma y sin asociacion a plasmidos ni elementos genéticos moviles. Asimismo, el
analisis de variantes detectdé mutaciones no sinénimas en fieF y zntA, siendo este ultimo
el unico con alteraciones estructurales localizadas en regiones flexibles. Por otro lado, el
analisis transcriptomico revel6 una respuesta génica dependiente de la concentracion de
Cd(ll), con 428, 1.852 y 638 genes diferencialmente expresados (DEGs) al comparar las
condiciones control vs 0,15 mM Cd(ll), control vs 0,50 mM Cd(ll), y 0,15 mM Cd(ll) vs
0,50 mM Cd(ll), respectivamente. Se observd una sobreexpresion progresiva de genes
asociados al transporte de cationes, defensa antioxidante y reparacion del ADN,
destacandose zntA, zinT, mntA, znuC, trxB y recA. El analisis funcional evidencié una
activacion gradual de rutas implicadas en metabolismo energético, transporte activo y
organizacion de membranas, con procesos exclusivos bajo condiciones de alta
exposicion. La validacion experimental mediante RT-gPCR de genes seleccionados

reprodujo la tendencia observada en RNA-seq, indicando la confiabilidad de los



resultados transcriptémicos. En conjunto, estos hallazgos demuestran que Serratia
surfactantfaciens 5b presenta una respuesta transcripcional compleja y coordinada frente
a Cd(ll), basada en mecanismos de exclusién, secuestro intracelular y adaptacion

fisiolégica.

Palabras clave: Cadmio, genes de resistencia, ADN, ARN, secuenciacién, Serratia

surfactantfaciens



Resumen

Abstract

Genomic and transcriptomic study of cadmium(ll) resistance in Serratia sp. 5b

Serratia sp. 5b is a strain previously isolated from cadmium (Cd(ll))-contaminated
agricultural soils. Experimental studies determined a minimum inhibitory concentration
(MIC) of 4 mM for this strain, along with its ability to reduce the concentration of the metal
in solution. However, its species-level taxonomic identity was unknown, and the genes
involved in its Cd(ll) resistance had not been identified. In this study, we integrated
phylogenomic, genomic, and transcriptomic approaches to identify the strain at the
species level and elucidate the molecular mechanisms underlying its resistance to Cd(ll).
Phylogenomic analysis based on 1,052 single-copy orthologous genes indicated that
Serratia sp. 5b belongs to the species Serratia surfactantfaciens, as it formed a
monophyletic clade with 100% bootstrap support. This finding was further supported by
an ANI value of 99.18%. At the genomic level, the assembly consisted of 18 contigs, with
a total length of 4.99 Mbp and an estimated completeness of 99.88%. Ten putative genes
associated with Cd(ll) resistance were identified—dsbA, dsbB, fieF, mntH, robA, ychH,
ygiW, zinT, zitB, and zntA—all of which were located on the chromosome and showed no
association with plasmids or mobile genetic elements. Variant analysis revealed
non-synonymous mutations in fieF and zntA, the latter being the only gene with structural
alterations located in flexible protein regions. Transcriptomic analysis revealed a Cd(ll)
concentration-dependent gene expression response, with 428, 1,852, and 638
differentially expressed genes (DEGs) identified when comparing control vs. 0.15 mM
Cd(ll), control vs. 0.50 mM Cd(ll), and 0.15 mM vs. 0.50 mM Cd(ll), respectively. A
progressive overexpression was observed in genes associated with cation transport,
antioxidant defense, and DNA repair, particularly zntA, zinT, mntA, znuC, trxB, and recA.
Functional enrichment analysis revealed a gradual activation of pathways involved in
energy metabolism, active transport, and membrane organization, with exclusive
processes emerging under high Cd(ll) exposure. Experimental validation by RT-gPCR of
selected genes reproduced the expression trends observed in the RNA-seq data,
confirming the reliability of the transcriptomic results. Together, these findings

demonstrate that Serratia surfactantfaciens 5b exhibits a complex and coordinated



transcriptional response to Cd(ll), based on mechanisms involving exclusion, intracellular
sequestration, and physiological adaptation.

Keywords: Cadmium, resistance genes, DNA, RNA, sequencing, Serratia
surfactantfaciens
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1.1.

1. Capitulo 1: Marco Teérico

Caracteristicas del cadmio

El cadmio es un metal pesado altamente toxico y no esencial que representa un riesgo
significativo para la salud humana y el medio ambiente debido a su persistencia,
bioacumulacién y amplia distribucion en los ecosistemas (Ati-Hellal & Hellal, 2021; Peana
et al., 2022). Este elemento se encuentra en diversos ambientes, como el suelo, el agua
y el aire, como resultado de fuentes tanto naturales como de actividades antropogénicas
(Tchounwou et al.,, 2012). Su capacidad para acumularse en los organismos vivos,
incluidos los seres humanos, lo convierte en un motivo de gran preocupacion en el

ambito de la toxicologia ambiental y la salud publica.

Si bien el cadmio esta presente de forma natural en la corteza terrestre, generalmente
asociado con menas de zinc, plomo o cobre, las actividades antropogénicas constituyen
la principal fuente de contaminacién ambiental (Fatima et al., 2019). Siendo la mineria, la
galvanoplastia, la fabricacién de baterias y la produccion de pigmentos, las actividades

que mas liberan cadmio al medio ambiente (Du et al., 2020).

Asimismo, el cadmio es un contaminante comun en las rocas fosfatadas utilizadas en la
produccion de fertilizantes, lo que provoca su acumulacién en los suelos agricolas y su
posterior absorcion por las plantas (Mar & Okazaki, 2012; Kubier et al., 2019). Otras
fuentes importantes de contaminacion incluyen la disposicion inadecuada de desechos
industriales, lodos de depuradora y residuos electronicos, los cuales contribuyen a la
contaminacion del suelo y el agua. Ademas, las emisiones industriales y la combustién
de combustibles fosiles liberan cadmio a la atmésfera, facilitando su dispersiéon vy

posterior deposicién en la superficie terrestre y acuatica (Shi et al., 2019).

16



Capitulo 1

La distribucién geografica del cadmio varia considerablemente, observandose mayores
concentraciones en regiones con intensa actividad industrial o antecedentes de
explotacion minera. Debido a su elevada estabilidad quimica, el cadmio puede persistir
en el medio ambiente durante periodos prolongados, acumulandose en los suelos y
sedimentos, representando un riesgo a largo plazo tanto para la salud humana como

para los ecosistemas (Kubier et al., 2019).

El cadmio es un elemento altamente bioacumulativo que ingresa a la biota a través del
suelo y el agua, afectando a una amplia gama de organismos, desde microorganismos
hasta vertebrados. Su acumulacion en la cadena tréfica puede alterar funciones
ecologicas esenciales y contribuir a la pérdida de biodiversidad (Carvalho et al., 2020;
Peana et al., 2022). Uno de los mecanismos mas preocupantes es la biomagnificacion,
en la que los organismos de niveles troficos superiores acumulan concentraciones
crecientes de cadmio a medida que avanzan en la cadena alimentaria. Esto puede
afectar negativamente el crecimiento, la reproduccién y la supervivencia de numerosas
especies, alterando, en ultima instancia, el equilibrio ecolégico (Croteau et al., 2005; Ali &
Khan, 2018).

En los humanos la exposicion al cadmio ocurre principalmente a través del consumo de
alimentos y agua contaminados, asi como por la inhalacion de particulas en suspension
en el aire. Una vez absorbido, el cadmio se acumula principalmente en los rifiones,
donde puede provocar disfuncion renal progresiva y aumentar el riesgo de enfermedad
renal cronica (Akesson, 2011). Debido a su prolongada vida media bioldgica, el cadmio
permanece en el organismo durante décadas, lo que conduce a una toxicidad
acumulativa y efectos adversos persistentes en la salud. Ademas, interfiere con el
metabolismo 6seo al alterar la homeostasis del calcio, lo que contribuye al desarrollo de

osteoporosis y a un mayor riesgo de fracturas (Satarug et al., 2009).

La inhalacion cronica de cadmio, especialmente en entornos ocupacionales, se ha
asociado con trastornos respiratorios graves, como la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) y el cancer de pulmén. La Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) ha clasificado al cadmio como un carcinégeno
humano, con evidencia que respalda su asociacion con un mayor riesgo de cancer de

pulmoén, préstata y rifidn. Asimismo, la exposicion al cadmio se ha vinculado con
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Estudio gendmico y transcriptomico de la resistencia a cadmio(ll) de Serratia sp. 5b

enfermedades cardiovasculares, como la hipertension y la aterosclerosis, posiblemente

mediadas por el estrés oxidativo y la disfuncion endotelial (Ledda, 2018; Joseph, 2023).

Mas alla de sus efectos nefrotoxicos, osteotoxicos y carcinogénicos, el cadmio también
ha sido implicado en la toxicidad reproductiva. Diversos estudios sugieren que el cadmio
puede afectar la fertilidad tanto en hombres como en mujeres al alterar la regulacion
hormonal y la gametogénesis. Ademas, la exposicion prenatal ha sido asociada con
resultados adversos en el desarrollo fetal, lo que genera preocupacion sobre sus efectos
a largo plazo en la salud reproductiva (Kumar & Sharma, 2019; Zhu et al., 2020; Yang et
al., 2022).

La gravedad de la toxicidad por cadmio depende de multiples factores, incluidos el nivel y
la duracién de la exposicion, la susceptibilidad individual y el estado nutricional. Dada su
amplia presencia en el medio ambiente y su persistente bioacumulacion, el cadmio
constituye un importante problema de salud publica, lo que subraya la necesidad de
implementar estrategias eficaces de monitoreo y mitigacién para minimizar la exposicion
y los riesgos asociados para la salud (Fatima et al., 2019; Peana et al., 2022; Zhao et al.,
2022).

1.2. Efectos del cadmio en las bacterias

El cadmio ejerce una amplia variedad de efectos toxicos sobre las células bacterianas a
través de distintos mecanismos que comprometen la integridad celular, la funcidon

enzimatica, los procesos metabdlicos y la estabilidad genética (Sharma et al., 2023).

1.21. Alteracién de la integridad de la membrana celular

Los iones de cadmio desplazan cationes divalentes esenciales que son fundamentales
para mantener la estabilidad de la membrana celular. Este desplazamiento debilita la
estructura de la membrana, aumentando su permeabilidad y provocando la fuga de
componentes intracelulares. Ademas, el cadmio induce la peroxidacion lipidica, una
reaccion en cadena que dana los lipidos de la membrana y compromete ain mas su
integridad (Bauda et al., 1987; Zhang et al., 2021).
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Inhibicién enzimatica
El cadmio puede interferir en el funcionamiento enzimatico de diversos procesos
celulares como la replicacion del ADN, la sintesis de proteinas y el metabolismo
(Hrynkiewicz et al., 2014). Este proceso puede ocurrir por inhibicion competitiva, en la
cual el cadmio compite con los cofactores naturales por los sitios de unién de las
enzimas, reduciendo su eficiencia y afectando su actividad catalitica (Jaishankar et al.,
2014). También la inhibicion se puede generar por la unién directa provocando el cambio
conformacional de las enzimas. En este caso, el cadmio interactia con los grupos
sulfhidrilo de la cisteina, lo que altera la conformacién y desestabiliza el sitio activo,

afectando su funcionalidad (Glusi¢ et al., 2012).

Estrés oxidativo

El cadmio promueve indirectamente la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) al interrumpir las cadenas de transporte de electrones, provocando la pérdida de
electrones y la formacion de radicales superoxido. Ademas, reduce los niveles de
antioxidantes celulares como el glutation, esenciales para la eliminacién de ROS. La
combinacién de un aumento en la produccion de ROS y una disminucién de la capacidad
antioxidante genera un estado de estrés oxidativo, causando dafios en componentes

celulares como el ADN, las proteinas y los lipidos (Hossain et al., 2012).

Daio al ADN e inestabilidad genémica

El cadmio induce dano en el ADN tanto de forma directa como indirecta. Directamente,
se une a las bases del ADN, afectando su estabilidad. Indirectamente, la produccion de
ROS inducida por cadmio genera diversas lesiones en el ADN, incluyendo rupturas de
cadena simple, rupturas de doble cadena y modificaciones oxidativas de bases
nitrogenadas. Estos dafios pueden dar lugar a mutaciones genéticas y comprometer la

estabilidad genomica celular (Wu et al., 2011).

19



Estudio gendmico y transcriptomico de la resistencia a cadmio(ll) de Serratia sp. 5b

1.2.5. Alteracidén de la division celular bacteriana y la homeostasis
de metales

El cadmio interfiere en la division celular bacteriana mediante multiples mecanismos.
Inhibe el ensamblaje y el funcionamiento del anillo Z, una estructura del citoesqueleto
compuesta por proteinas FtsZ esenciales para la iniciacion y progresion del proceso de
division celular. Ademas, el cadmio afecta la replicacion del ADN y la segregacion
cromosémica, intensificando su impacto en la proliferacién bacteriana (Hossain et al.,
2012).

El cadmio compite con metales esenciales por los sistemas de captacion y sitios de
uniodn, lo que genera deficiencias que afectan la funcién de metaloproteinas y otras
estructuras celulares que requieren estos metales como cofactores. Por ejemplo, el
cadmio puede desplazar el zinc en las proteinas tipo "zinc-finger", que desempefian un

papel fundamental en la regulacion génica (Rensing & Mitra, 2007; Neville et al., 2015).

Los efectos toxicos del cadmio en las células bacterianas estan interrelacionados y
pueden actuar de manera sinérgica, amplificando el dafio celular. La relevancia de cada
mecanismo varia en funcion de la especie bacteriana, la concentracion de cadmio y las
condiciones ambientales (Hrynkiewicz et al., 2014; Nnaji et al., 2024). Es importante
destacar que diferentes especies bacterianas presentan sensibilidades variables al
cadmio, con algunas mostrando una alta susceptibilidad mientras que otras exhiben una

notable resistencia (Mathivanan & Rajaram, 2014).

Mas alla de las respuestas especificas de cada especie bacteriana, los factores
ambientales, como el pH, la temperatura y la presencia de otros metales o materia
organica, influyen en la toxicidad del cadmio al modificar su especiacion y
biodisponibilidad. Estas condiciones afectan la interaccion del cadmio con las células
bacterianas y, en consecuencia, su impacto general (Wu et al., 2018; Fashola et al.,
2023).

1.3. Mecanismos microbianos de resistencia al cadmio

Las células bacterianas presentan diversos mecanismos para contrarrestar los efectos
perjudiciales del cadmio. Los cuales se dividen en tres grupos: 1) sistemas de eflujo, en

los cuales los iones cadmio son transportados activamente desde el citosol al exterior de
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Capitulo 1

la célula; 2) secuestro extracelular, en donde el cadmio es inmovilizado fuera de la célula
sin la activacion de procesos metabdlicos; 3) secuestro intracelular, en el cual el cadmio

es inmovilizado dentro de la célula (Khan et al., 2022; Thai et al., 2023).

1.3.1. Sistemas de eflujo

Las bombas de eflujo son proteinas transportadoras ubicadas en la membrana celular
que expulsan activamente los iones de cadmio del citoplasma. Este proceso dependiente
de energia evita la acumulacién de cadmio a niveles toxicos dentro de la célula (Jebril et
al., 2022). Estas bombas suelen estar codificadas por genes ubicados en plasmidos o en
el cromosoma bacteriano (Sharma et al., 2023). Los mecanismos de transporte de eflujo
se clasifican en tres categorias principales: transportadores de la familia
Resistencia-Nodulacion-Division (RND), ATPasas tipo P y Facilitadores de Difusion de
Cationes (CDF). Cada categoria presenta caracteristicas moleculares unicas y emplea

principios bioquimicos distintos para mantener la homeostasis de los metales celulares.

= ATPasas tipo P

Las ATPasas tipo P constituyen una clase crucial de transportadores de eflujo que
desempefan un papel central en los mecanismos de resistencia microbiana al cadmio.
Estas bombas de membrana dependientes de energia transportan activamente los iones
de cadmio fuera del citoplasma bacteriano, evitando su acumulacién téxica dentro de la
célula. Las ATPasas tipo P se caracterizan por la presencia de motivos estructurales
altamente conservados, como la firma CPC, esenciales para la unién y el transporte

selectivo de iones metalicos (Chan et al., 2010).

El gen cadA, presente en la bacteria Staphylococcus aureus, es un ejemplo
representativo de una ATPasa tipo P que confiere resistencia al cadmio (Jang, 2016). El
transportador CadA bombea activamente los iones de cadmio fuera del citoplasma,
reduciendo asi su concentracion intracelular y previniendo la toxicidad (Oger et al., 2003).
La actividad de estos transportadores tipo ATPasa P esta estrictamente regulada para
equilibrar el gasto de ATP con la desintoxicacion efectiva del entorno celular. Esta

regulacién es fundamental, ya que permite a la célula bacteriana optimizar el uso de su
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energia mientras mantiene una defensa eficaz contra el estrés inducido por el cadmio
(Khan et al., 2022).

La importancia evolutiva de las ATPasas tipo P en la adaptacion microbiana a la toxicidad
por metales pesados se evidencia en sus caracteristicas estructurales conservadas,
como la firma CPC (Maynaud et al., 2014). Estas bombas de eflujo especializadas
transportan de manera eficiente el cadmio y otros cationes divalentes a través de la
membrana citoplasmatica, desempefando un papel fundamental en los mecanismos de

resistencia al cadmio en bacterias (Nies, 2003).

= Transportadores resistencia-nodulacién-division (RND)

Ademas de las ATPasas tipo P, otro mecanismo clave involucrado en la resistencia
bacteriana al cadmio es la familia de sistemas de eflujo de la division
resistencia-nodulaciéon (RND, por sus siglas en inglés). Esta familia abarca sistemas de
eflujo  tripartitos complejos, predominantemente  observados en bacterias
Gram-negativas. Estos transportadores utilizan la fuerza motriz de protones para
expulsar activamente una variedad de iones metalicos pesados, incluido el cadmio, a
través de la envoltura celular bacteriana (Kavanaugh et al., 2024). Estructuralmente, los
sistemas de eflujo RND constan de tres componentes clave: una proteina RND de la
membrana interna, una proteina de fusibn de membrana y un factor de la membrana
externa. En conjunto, estos componentes forman un canal continuo que atraviesa todo el
espacio periplasmico, permitiendo la exportacion directa de iones metalicos desde el

citoplasma hasta el entorno extracelular (Guglierame et al., 2006).

Esta disposicion intrincada y coordinada permite a los sistemas de eflujo RND translocar
de manera eficiente metales pesados toxicos, como el cadmio, fuera de la célula
bacteriana. Esto proporciona un mecanismo de proteccién fundamental contra el estrés y
la toxicidad inducidos por metales. Un ejemplo destacado de un sistema de eflujo RND
es el sistema CzcCBA, presente en el patégeno oportunista Pseudomonas aeruginosa
(Ducret et al., 2020). El sistema CzcCBA confiere resistencia a una variedad de metales
pesados, incluidos el cobalto, el zinc y el cadmio, al expulsar activamente estos iones
téxicos del citoplasma bacteriano (Chatterjee et al., 2024). La expresion y actividad

coordinadas del sistema CzcCBA y otros transportadores de eflujo RND desempenan un
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papel central en las estrategias globales de resistencia al cadmio empleadas por las

bacterias Gram-negativas para mitigar los efectos adversos del metal (Liu et al., 2021).

» Facilitadores de Difusion de Cationes (CDFs)

Las proteinas transportadoras CDF emplean mecanismos quimioosméticos
especializados para extruir cationes metalicos divalentes, incluido el cadmio, desde el
citoplasma (Kolaj-Robin et al., 2015). Su actividad contribuye a la desintoxicacién del
cadmio y a la regulacién general de los iones metalicos dentro de las células bacterianas
(Adhikary et al., 2024). Al utilizar mecanismos de antiporte acoplados a protones, los
transportadores CDF reducen eficazmente las concentraciones intracelulares de cadmio,
mitigando el estrés inducido por metales. Ademas, ayudan a mantener un equilibrio
adecuado de iones esenciales como el zinc y el cobalto, crucial para la supervivencia
bacteriana en entornos contaminados con metales (Montanini et al., 2007; Kolaj-Robin et
al., 2015).

1.3.2. Secuestro intracelular

El secuestro intracelular es un mecanismo fundamental empleado por las bacterias para
mitigar los efectos toxicos del cadmio. Este proceso consiste en la union de iones cadmio
a moléculas especificas, evitando su interaccion con componentes celulares esenciales.
Al reducir la concentracion de cadmio libre en el citoplasma, este mecanismo contribuye
a minimizar sus efectos perjudiciales sobre los procesos celulares clave (Lima et al.,
2006; Thai et al., 2023).

Diversas moléculas participan en el secuestro intracelular de cadmio. Las
metalotioneinas, pequefias proteinas ricas en cisteina, desempefian un papel
fundamental en la union de metales debido a su abundancia de grupos tiol, que forman
enlaces fuertes con los iones de cadmio (Chatterjee et al., 2020). Otra molécula clave es
el glutation, un tripéptido que contiene un grupo tiol capaz de unirse al cadmio y a otros
metales pesados. Ademas, el glutation facilita tanto la exportacion de cadmio desde el
citoplasma como su secuestro en compartimentos intracelulares, como las vacuolas
(Helbig et al., 2008). Adicionalmente, las metalochaperonas contribuyen al secuestro

intracelular al unir y transportar iones metdlicos hacia metaloenzimas, reduciendo asi su
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citotoxicidad y protegiendo las estructuras celulares (Bazzi et al., 2020). Diversas
especies bacterianas emplean el secuestro intracelular como estrategia de detoxificacion.
Por ejemplo, Pseudomonas putida utiliza proteinas de bajo peso molecular ricas en
cisteina para secuestrar cadmio (Shamim et al.,, 2014), mientras que Rhizobium

leguminosarum emplea glutation para este propdsito (Lima et al., 2006).

1.3.3. Secuestro Extracelular

El secuestro extracelular es un mecanismo clave de resistencia al cadmio en bacterias,
que implica la unién o precipitacion de cadmio fuera de la célula. Este proceso reduce su
biodisponibilidad e impide su acumulacién intracelular (Das & Dash, 2017). Las bacterias
logran el secuestro extracelular a través de tres mecanismos principales: la complejacion
con sustancias poliméricas extracelulares (EPS) (Ghosh et al., 2024), la biosorcion en la
superficie celular (Limcharoensuk et al., 2015) y la bioprecipitacion en forma de

compuestos insolubles (Kumari et al., 2016).

= Biosorcion

La biosorcion es un proceso pasivo en el que los iones de cadmio se adhieren a la
superficie celular bacteriana mediante interacciones con grupos funcionales como
carboxilos, fosfatos, hidroxilos y aminos presentes en la pared celular. Dado que este
mecanismo no requiere energia metabdlica, su eficacia depende principalmente de las
propiedades fisicoquimicas de la superficie bacteriana (Limcharoensuk et al., 2015; Aryal,
2020). En este contexto, las bacterias Gram-positivas, caracterizadas por poseer gruesas
capas de peptidoglicano con abundantes residuos cargados negativamente, suelen
exhibir una mayor capacidad de biosorcibn en comparacion con las bacterias
Gram-negativas (Silva et al., 2012). La eficiencia de la biosorcion esta influenciada por
factores ambientales como el pH, la fuerza iénica y la presencia de iones metalicos

competidores (Priyadarshanee & Das, 2020).

= Complejacion con Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS)

Junto con las interacciones directas con la superficie celular, algunas bacterias secretan

sustancias poliméricas extracelulares (EPS), que son biopolimeros de alto peso
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molecular compuestos principalmente por polisacaridos, proteinas y lipidos. Las EPS
pueden quelar iones de cadmio en el medio circundante, inmovilizandolos eficazmente e
impidiendo su ingreso a la célula (Gupta & Diwan, 2016). Por ejemplo, un estudio sobre
la cepa Pseudomonas AN-B15 demostré que la complejacion mediada por EPS fue el
principal mecanismo de eliminacion de Cd en solucion (Huang et al., 2023). Este
mecanismo es relevante para mitigar los efectos adversos del cadmio en bacterias
formadoras de biopeliculas, donde la matriz de EPS actia como una barrera protectora
frente al estrés por metales pesados. Stenofrophomonas maltophilia, por ejemplo, ha
demostrado resistencia a la toxicidad del cadmio a través del secuestro mediado por EPS
(Chellaiah, 2018; Ramakrishnan et al.,, 2023). A diferencia de la biosorcion, la
complejacion mediada por EPS implica una matriz extracelular que regula activamente la

unién del cadmio, atrapando los iones de Cd lejos de la superficie celular.

= Bioprecipitacion

La bioprecipitacion es un mecanismo metabdlicamente activo en el que las bacterias
inducen la formacion de compuestos de cadmio insolubles, reduciendo asi su solubilidad
y toxicidad. Este proceso suele implicar la produccion microbiana de subproductos
metabdlicos, como iones de sulfuro (S*), que reaccionan con el cadmio para formar
sulfuro de cadmio (CdS), un precipitado insoluble (Pagnanelli et al., 2010). Ademas de la
precipitacién por sulfuro, algunas bacterias promueven la precipitacion de cadmio en
forma de carbonatos, dependiendo de la disponibilidad de aniones correspondientes
(Tamayo-Figueroa et al., 2019). La precipitacion por carbonatos ocurre en bacterias que
modifican el pH del medio circundante, lo que conduce a la formacién de carbonato de
cadmio insoluble (CdCOQO:s) (Priyadarshanee & Das, 2020). Por ejemplo, se ha observado
que Sporosarcina pasteurii promueve la precipitacion de carbonato de cadmio al
aumentar la alcalinidad mediante procesos metabdlicos (Xu & Wang, 2023). La eficiencia
de la bioprecipitacién depende de condiciones ambientales como el pH, el potencial
redox y la presencia de iones competidores que puedan interferir con las reacciones de

precipitacién (Hoffmann et al., 2021).
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1.4. Métodos para identificar genes de resistencia

El estudio de los mecanismos de resistencia bacteriana a metales pesados encaminados
en identificar los genes que confieren este rasgo deben emplear técnicas precisas. Para
ello, se ha usado un conjunto de técnicas moleculares que permiten estudiar este
fendmeno desde distintos niveles, desde detectar la presencia de genes en el genoma,
evaluar su expresién en respuesta al estrés metélico y validar su participacién en el
fenotipo resistente. Cada técnica brinda un tipo particular de evidencia, y su aplicabilidad
esta determinada por el tipo de material analizado (ADN o ARN), la resolucion deseada y
el alcance del estudio (Gillieatt & Coleman, 2024). Conocer estas diferencias
metodoldgicas resulta fundamental para interpretar criticamente los resultados obtenidos

y para justificar el uso de enfoques complementarios.

Teniendo en cuenta las técnicas empleadas en este trabajo, en esta seccion se
consideran las principales técnicas moleculares basadas en el analisis de acidos
nucleicos empleadas para identificar genes de resistencia a metales pesados en
bacterias. Particularmente, se abordan las técnicas basadas en el analisis de ADN, que
permiten detectar genes candidatos presentes en el genoma, y las basadas en ARN, que
revelan su expresién bajo condiciones de estrés (Halema et al., 2024). No se incluiran
técnicas de analisis protedmico ni enfoques meta-6micos, ya que desbordan la

metodologia utilizada en este trabajo.

Técnicas basadas en el analisis de ADN

Las técnicas moleculares basadas en ADN han sido fundamentales para identificar genes
bacterianos asociados a la resistencia a metales pesados, ya sea mediante métodos
dirigidos como la PCR o aproximaciones globales como la secuenciacién gendmica
(Gillieatt & Coleman, 2024; Halema et al., 2024). Cada una permite inferencias distintas,
desde la deteccidn puntual de genes conocidos hasta la caracterizacion completa de los
determinantes genéticos presentes en un genoma. Sin embargo, estas herramientas
ofrecen evidencia de potencial genético y no de funcién activa, por lo que los resultados

deben interpretarse con cautela (Zhu et al., 2022).

La PCR convencional ha sido utilizada extensamente para detectar genes de resistencia

bien caracterizados, mediante primers especificos disefiados a partir de secuencias
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previamente descritas. Mediante esta técnica se ha identificado la presencia de genes
como merA, czcA o arsC en cepas aisladas de ambientes contaminados, con alta
sensibilidad y especificidad (Abou-Shanab et al., 2007; Trajanovska et al., 1997). Sin
embargo, su alcance esta limitado a blancos previamente definidos, lo que impide
detectar variantes o genes nuevos. Es importante tener en cuenta que la deteccion por
PCR debe interpretarse como evidencia de presencia genémica, pero no necesariamente
de expresion ni funcionalidad bajo condiciones reales de exposicion a metales (Xu et al.,
2023). Por otra parte, la PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) representa un avance
respecto a la PCR convencional al permitir cuantificar la abundancia relativa de genes
especificos (Lopez et al.,, 2018; Smith & Osborn, 2009). Esta capacidad ha sido
aprovechada en estudios que comparan niveles de genes de resistencia entre distintas
condiciones ambientales o cepas, con buena resolucion y rendimiento (Zhu et al., 2022).
A pesar de ello, esta técnica también requiere el conocimiento previo de los genes a
estudiar y no informa sobre su actividad transcripcional ni su contribuciéon funcional

directa sobre el fenotipo de resistencia.

A diferencia de las anteriores técnicas, la secuenciacidén del genoma permite identificar el
conjunto de genes de resistencia presentes en un organismo sin requerir conocimientos
previos (Halema et al., 2024). Este enfoque se ha utilizado para caracterizar la diversidad
y organizacién de genes asociados a metales pesados, incluyendo operones completos y
elementos moviles que podrian facilitar su diseminacion (Lan et al., 2023). Ademas, el
analisis comparativo entre genomas ha permitido identificar diferencias relevantes en la
entre cepas de una misma especie o entre especies filogenéticamente relacionadas
(Bouzat & Hoostal, 2013; Permina et al., 2006). Sin embargo, la inferencia funcional a
partir del genoma tiene algunos retos ya que los genes son anotados por similitud, y su

implicacion en la resistencia debe confirmarse mediante estudios complementarios.

1.4.2. Técnicas basadas en el analisis de ARN

Las técnicas basadas en ARN permiten identificar los genes que se expresan
activamente en un organismo cuando es expuesto en una condicion, en contraste con
métodos de ADN que solo detectan la presencia de genes (Halema et al., 2024). Es
decir, estas técnicas permiten identificar los genes que se transcriben, y potencialmente

contribuyen a la resistencia, cuando la bacteria es expuesta a metales toxicos, pero no

27



Estudio gendmico y transcriptomico de la resistencia a cadmio(ll) de Serratia sp. 5b

brinda evidencia directamente su funcion bioquimica. La identificacion se basa en
aumentos o disminuciones en los niveles de ARNm bajo estrés por metales pesados, lo
que sugiere que tales genes responden al metal y posiblemente estan involucrados en su

tolerancia.

La RT-gPCR es una técnica dirigida que permite cuantificar con alta sensibilidad la
expresion de genes especificos. La cual se ha empleado ampliamente en estudios de
resistencia a metales, permitiendo la identificacién de genes como arsB, copA, merA'y
zZntA, los cuales se sobreexpresan en presencia de arsénico, cobre, mercurio o cadmio,
respectivamente (Cardona et al., 2022; Huang et al., 2022; Zhu et al., 2022; Zhang et al.,
2016). Entre las ventajas que ofrece esta técnica destaca la especificidad,
reproducibilidad y capacidad de detectar pequefios cambios en la expresion. Sin
embargo, como es un analisis dirigido exige conocimiento previo del gen a estudiar,

limitando su utilidad en el descubrimiento de genes nuevos (Rocha et al., 2020).

Aunque actualmente es una técnica poco utilizada, los microarrays permiten analizar la
expresion de miles de genes simultdneamente. Sin embargo, la identificacion esta
restringida a los genes que estan representados en la plataforma. A través de esta
técnica se han identificado redes de genes que responden colectivamente al estrés por
metales pesados, revelando perfiles transcripcionales que incluyen bombas de eflujo,
sistemas antioxidantes y proteinas de transporte (Mosieurs et al., 2011; Hu et al., 2005).
Entre sus ventajas destaca su bajo costo relativo y disponibilidad comercial para
organismos modelo. No obstante, los microarrays tienen limitaciones importantes como
dependencia de sondas previamente disefiadas y dificultad para detectar genes poco

expresados o variantes desconocidas (Malone & Oliver, 2011).

La secuenciacion de ARN (RNA-seq) se ha consolidado actualmente como la técnica
mas usada para el analisis transcriptomico. Permite la secuenciacién directa del ARN
mensajero total, sin necesidad de sondas especificas, lo que facilita la deteccion de
genes, incluso aquellos escasamente expresados, asi como la identificacion de
transcritos novedosos. En bacterias resistentes a metales pesados, RNA-seq ha
permitido determinar respuestas transcripcionales en detalle y diferenciar entre
respuestas especificas a distintos metales (Croucher & Thomson, 2010). Ademas, ofrece

ventajas cuantitativas significativas respecto a microarrays, como mayor resolucion y
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mayor rango dinamico. Sin embargo, su implementacidn requiere recursos
computacionales, experiencia bioinformatica y cuidado en la interpretacion ya que la
expresion de un gen no implica por si sola un rol funcional directo en resistencia, y puede

deberse a una respuesta inespecifica al estrés (Croucher & Thomson, 2010).

Estado del arte

El género Serratia, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, comprende un grupo
diverso de bacterias que se encuentran en diversos ambientes, incluidos el suelo, el agua
e incluso como patdgenos oportunistas en humanos (Barman et al., 2020). Algunas
especies de Serratia han demostrado la capacidad de tolerar e incluso prosperar en
presencia de metales pesados, como el cadmio, lo que las convierte en candidatas
prometedoras para aplicaciones de biorremediacion (Zhu et al., 2022; Diez-Marulanda &
Brandao, 2023). Sin embargo, los mecanismos especificos que subyacen a la resistencia
al cadmio en Serratia han sido relativamente menos estudiados en comparacién con

otros géneros bacterianos (Jebril et al., 2022).

Los sistemas de eflujo desempefian un papel fundamental en la resistencia bacteriana a
metales pesados al transportar activamente los iones toxicos fuera de la célula. En
Serratia marcescens RSC-14, los analisis gendmicos han identificado algunos genes que
codifican ATPasas tipo P y transportadores CBA, los cuales estan implicados en el eflujo
de Cd(Il). Estos transportadores utilizan la hidrélisis de ATP para translocar iones de
Cd(ll) a través de la membrana celular, reduciendo asi su toxicidad intracelular (Khan et
al.,, 2017). Ademas, la formacion de biopeliculas representa otra estrategia clave
empleada por algunas especies de Serratia para mitigar el estrés inducido por metales
pesados. Estudios en S. marcescens KMR-3 han demostrado que la exposicion al Cd(ll)
incrementa significativamente la produccién de biopelicula, lo que facilita la adsorciéon de

iones de Cd(ll) y contribuye a reducir sus efectos citotoxicos (Zhu et al., 2022).

La produccion de metabolitos secundarios, como el pigmento rojo prodigiosina, también
se ha asociado con la resistencia al Cd(ll) en especies de Serratia. En S. marcescens
KMR-3, la biosintesis de prodigiosina se encuentra regulada positivamente en respuesta
a la exposicion al Cd(ll), lo que genera un aumento del 19.5% en la adsorcion de este

metal en comparacién con condiciones sin el pigmento. Esto sugiere que la prodigiosina

29



Estudio gendmico y transcriptomico de la resistencia a cadmio(ll) de Serratia sp. 5b

podria quelar iones de Cd(ll) o modificar las propiedades de la superficie celular para
mejorar la unién al metal. Sin embargo, no todas las cepas de Serratia producen
prodigiosina; por ejemplo, S. marcescens RSC-14 carece del grupo de genes
responsable de su biosintesis, lo que indica variaciones en los mecanismos de

resistencia al Cd(ll) entre cepas (Zhu et al., 2022).

Las interacciones planta-microorganismo también contribuyen a la tolerancia al Cd(ll) en
especies de Serratia. Se ha demostrado que Serratia marcescens BM1 mejora el
crecimiento y la tolerancia al estrés por cadmio en plantas de soya (El-Esawi et al.,
2020). La inoculacién con esta cepa incrementa la biomasa vegetal, la absorcion de
nutrientes y la actividad de enzimas antioxidantes bajo condiciones de estrés por cadmio.
Esta relacién simbidtica no solo beneficia a la planta al reducir la toxicidad del cadmio,
sino que también resalta el potencial de Serratia en procesos de fitorremediacion (Chen
et al., 2019; El-Esawi et al., 2020; Khan et al., 2015).

A pesar de los avances en la comprension de estos mecanismos, persisten importantes
vacios en el conocimiento sobre la base genética y molecular de la resistencia al Cd(ll).
La mayoria de los estudios se han centrado en especies como S. marcescens, dejando
una falta de analisis gendmicos y protedmicos exhaustivos para otras especies como S.
surfactantfaciens. Investigaciones recientes han indicado que esta especie presenta una
alta tolerancia al Cd(ll) (Diez-Marulanda & Brandao, 2023, 2024); sin embargo, los
determinantes genéticos especificos y las redes regulatorias involucradas en esta
tolerancia siguen siendo en gran medida desconocidos. Este estudio busca abordar esta
brecha de conocimiento mediante analisis gendmicos y transcriptomicos, proporcionando
informacion valiosa sobre los mecanismos de resistencia al Cd(ll) en esta especie poco

estudiada de Serratia.

Planteamiento del problema

Aunque se ha reportado que Serratia sp. 5b posee una notable capacidad para crecer en
presencia de Cd(ll) y reducir su concentracién en solucidon bajo condiciones de
laboratorio (Diez-Marulanda, 2022; Diez-Marulanda & Brandao, 2023), los mecanismos
moleculares responsables de esta resistencia no han sido caracterizados de manera

integral. Esta situacion limita la comprension del repertorio genético y regulatorio que
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sustenta dicho fenotipo, y dificulta la extrapolacion de estos resultados a escenarios mas

amplios, como la evaluacién ecoldgica o evolutiva del fenémeno.

Si bien se han realizado analisis gendmicos en otras especies del género Serratia, estos
estudios son todavia escasos y, en muchos casos, se enfocan en cepas con relevancia
clinica mas que ambiental. De igual manera, los estudios transcriptémicos bajo
condiciones de exposicidon a metales pesados han sido limitados, careciendo en su
mayoria de una integracion explicita entre la presencia de genes de resistencia en el
genoma y su expresion diferencial ante estimulos especificos como el Cd(ll). Esta
desconexion entre el analisis gendmico y la respuesta transcriptomica representa una
brecha metodoldgica y conceptual en el estudio de la resistencia bacteriana a metales

pesados.

En el caso particular de Serratia sp. 5b, no existe hasta el momento una caracterizacién
gendmica completa ni un analisis transcriptémico en condiciones controladas de
exposicion a Cd(ll). Tampoco se ha verificado experimentalmente si los genes
presuntamente asociados con la resistencia al metal son transcritos diferencialmente.
Esta ausencia de informacion, limita la posibilidad de establecer relaciones causales
entre la estructura gendémica de la cepa y su fenotipo resistente, y dificulta la
identificacion de genes clave que podrian servir como marcadores moleculares o blancos

funcionales para estudios posteriores.

Asi, se plantea la necesidad de desarrollar un estudio que combine el analisis genémico
y transcriptémico de Serratia sp. 5b con el fin de identificar los genes potencialmente
implicados en la resistencia a Cd(ll) y evaluar su expresion en condiciones de exposicion
al metal. Tal aproximacion permitird avanzar hacia una comprension mas precisa de los
mecanismos moleculares involucrados en este proceso, y contribuira a cerrar la brecha
de conocimiento respecto a la base genética de la resistencia a metales pesados en

bacterias no clinicas del género Serratia.

1.7. Justificacion

La resistencia bacteriana a metales pesados como el cadmio representa un fenémeno de

gran interés cientifico debido a su implicacion en la adaptacién microbiana a ambientes
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contaminados y a los riesgos asociados con la movilidad de estos elementos en los
ecosistemas. Aunque diversos estudios han documentado la capacidad de algunas
cepas bacterianas para sobrevivir en presencia de cadmio, aun persisten vacios
importantes en la comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a esta

capacidad, especialmente en bacterias no clinicas del género Serratia.

En particular, Serratia sp. 5b ha demostrado ser capaz de crecer en medios
contaminados con Cd(Il) y reducir su concentraciéon en solucién bajo condiciones de
laboratorio (Diez-Marulanda, 2022; Diez-Marulanda & Brand&o, 2023). Sin embargo, la
base molecular que sustenta esta resistencia no ha sido caracterizada hasta el momento.
La cepa no cuenta con un analisis gendmico detallado que permita identificar genes
implicados en resistencia a metales, ni con un perfil transcriptdmico que evidencie la
respuesta diferencial de dichos genes ante la exposicion al metal. Esta ausencia de
informacion limita la interpretacion del fenotipo resistente observado y dificulta establecer
relaciones funcionales entre la estructura genética y la expresiéon génica asociada al
Cd(l).

Adicionalmente, la deteccidon de genes relacionados con factores de virulencia en el
genoma de Serratia sp. 5b refuerza la necesidad de abordar este estudio desde una
perspectiva critica y no aplicativa, evitando extrapolaciones prematuras hacia escenarios
de biorremediacion. En cambio, la caracterizacién gendmica y transcriptémica de esta
cepa permitira generar conocimiento fundamental sobre su biologia molecular, aportando
informacion clave para entender como ciertos microorganismos pueden persistir y

adaptarse a ambientes contaminados con cadmio.

En este contexto, se plantea el presente estudio con el objetivo general de “Determinar la
presencia y expresion de los genes de Serratia sp. 5b implicados en la resistencia a

cadmio(ll)”. Para ello, se han definido los siguientes objetivos especificos:
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Capitulo 1

= Identificar en el genoma de Serratia sp. 5b los genes implicados en la resistencia a

cadmio(ll).

= Determinar mediante analisis transcriptomico los genes de Serratia sp. 5b

responsables de la resistencia a cadmio(ll).

= \Verificar la expresion de algunos genes de Serratia sp. 5b que intervienen en la

resistencia a cadmio(ll).
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2.1.

2. Capitulo 2: Identificacion
taxondmica y analisis genémico
de la resistencia a cadmio(ll) de
Serratia sp. 5b

Introduccion

Las bacterias resistentes a cadmio (Cd(ll)) tiene diversos determinantes genéticos con
los cuales disminuyen la toxicidad del metal (Jebril et al., 2022). Entre los mecanismos
mejor conocidos destacan operones y genes especificos los cuales intervienen en la
detoxificacion del Cd(ll), tales como cad, czc y znt (Intorne et al., 2012; Rehan et al.,
2022; Zheng et al., 2024). Por ejemplo, el operdn czc (cobalto-zinc-cadmio) codifica un
sistema de eflujo de tres componentes que expulsa iones divalentes como el Co(ll), Zn(ll)
y Cd(ll) fuera de la célula, confiriendo resistencia al metal (Nies, 2003). Ademas, genes
individuales como cadA o zntA pueden codificar ATPasas tipo P que transportan
activamente cationes divalentes, contribuyendo a la exportacion de Cd(ll) desde el
citoplasma (Oger et al., 2003; Qin et al., 2019).

En el género Serratia, la resistencia a Cd(Il) ha sido menos investigada en comparacion
con otros géneros como Bacillus, Cupriavidus, Escherichia y Pseudomonas (Chellaiah,
2018; Shi et al., 2020; Tseng et al., 2023a; Liang et al., 2025). Sin embargo, se han
reportado algunas cepas resistentes aisladas del suelo. Un ejemplo es Serratia
marcescens RSC-14, una bacteria enddfita promotora del crecimiento vegetal aislada de
suelos contaminados con cadmio, capaz de aliviar el estrés por Cd(ll) en la planta
hospedera (Khan et al., 2015). El analisis de su genoma permitié identificar diferentes
genes asociados a resistencia a metales pesados, incluyendo tres ATPasas
transportadoras de Cd(I1)/Pb(I)/Zn(l1)/Hg(ll) y al menos tres genes putativos del operon
czc, todos implicados en la resistencia a Cd(ll) (Khan et al., 2017). Estos hallazgos

indican que Serratia puede poseer determinantes genéticos cruciales para la
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detoxificacién de Cd(Il) en entornos contaminados. De modo similar, S. rubidaea SR19,
aislada de la rizésfera, presenté elevada tolerancia a Cd(Il) y promovi6 el crecimiento de
plantulas bajo estrés por este metal (EI-Minisy et al., 2025). En el genoma se identificaron
genes relacionados con la resistencia a metales pesados y respuestas al estrés, lo cual
sustenta el fenotipo tolerante (EI-Minisy et al., 2025). A pesar de estos ejemplos, en
general los estudios gendmicos sobre resistencia a cadmio en Serratia spp. son escasos
en la literatura en comparacion con otros géneros, lo que sefala la necesidad de

investigar mas a fondo este grupo de microorganismos.

En este contexto, en el grupo de investigacion GERMINA, de la Universidad Nacional de
Colombia sede Bogotd, se han realizado investigaciones con cepas de Serratia aisladas
de suelos cacaoteros contaminados con cadmio. Estas cepas tienen la capacidad de
inducir la inmovilizaciéon del Cd(Il) como carbonatos a través del proceso denominado
precipitacién de carbonatos inducida microbiolégicamente (MICP, por sus siglas en
inglés), empleando la ruta ureolitica (Diez-Marulanda & Brandao, 2023). En particular,
Serratia sp. 5b demostrd la capacidad de remover mas del 99% del Cd(ll) inicial (0,15
mM) en medio liquido, precipitando el metal principalmente en forma de -calcita
(Diez-Marulanda & Brandao, 2024). Ademas, en el genoma de Serratia sp. 5b se
identificd un gen del operén czc, asociado a la expulsion de Cd(ll), cuya expresion no se
vio afectada por la presencia de Cd(ll) pero si se incrementé bajo condiciones con

presencia de urea (Diez-Marulanda & Brandao, 2024).

A pesar de las investigaciones realizadas, existen vacios en el conocimiento sobre cuales
genes especificamente confieren la resistencia a Cd(ll) en la cepa Serratia sp. 5b, y
ademas, a qué especie del género Serratia corresponde exactamente. Evidencias
preliminares sugieren que la cepa 5b podria estar filogenéticamente emparentada con S.
Surfactantfaciens al emplear en gen 16S rRNA (Diez-Marulanda & Brandao, 2023), una
especie caracteriza por producir biosurfactantes, pigmentos y promover el crecimiento
vegetal (Su et al., 2016; Ouyang et al., 2024). Sin embargo, hasta la fecha no se han
publicado estudios gendmicos enfocados especificamente en los determinantes de
resistencia a metales pesados en este microorganismo. Por ello, este capitulo se centra
en el primer objetivo especifico que consiste en caracterizar el genoma de Serratia sp. 5b
para identificar los genes implicados en su resistencia a Cd(ll) y precisar su identificacion

taxondmica. De manera que la investigacion aporta al conocimiento sobre la resistencia a
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2.2.1.

2.2.2.
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cadmio en este género y la base genética de la resistencia a Cd en Serratia sp. 5b, asi

como su clasificacion taxonémica dentro del género.

Materiales y métodos

Aislamiento bacteriano

La cepa Serratia sp. 5b fue previamente aislada a partir de una muestra de suelo
cacaotero con presencia de Cd(ll) (Diez-Marulanda & Branddo, 2023). Ademas fue
determinada la capacidad de la bacteria para crecer en medio liquido suplementado con
Cd(ll), siendo la concentracion minima inhibitoria de 4 mM (Diez-Marulanda & Brandéao,
2024). Asi mismo, fue realizada la caracterizacion morfolégica mediante observaciones
macroscopicas y microscopicas, y la identificacion molecular analizando la secuencia del
gen 16S rRNA (Diez-Marulanda, 2022; Diez-Marulanda & Brandao, 2023).

Para su conservacion, la cepa fue criopreservada en medio LB (peptona 10 g L™, extracto
de levadura 5 g L, NaCl 5 g L") suplementado con glicerol al 20 % y almacenada a
-80 °C. Ademas, con el fin de garantizar la trazabilidad y homogeneidad experimental, se
realizdé un banco de trabajo derivado de una uUnica resiembra del stock criopreservado, a
partir del cual se obtuvieron los subcultivos empleados en todos los experimentos

posteriores.

Extraccion y secuenciacion de ADN

La extraccion de ADN se realizé utilizando Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega Co., EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y
concentracién del ADN fueron evaluadas mediante espectrofotometria utilizando
NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific), considerando las relaciones de absorbancia
260/280 y 260/230 nm como indicadores de pureza, obteniéndose las métricas
recomendadas para los pasos posteriores. La secuenciacién del genoma se efectud en la
plataforma lllumina con el equipo MiSeq, empleando una configuracion paired-end con
generacién de lecturas de 150 pares de bases (2 x 150 bp), utilizando MiSeq Reagent Kit

v2, de acuerdo con los protocolos establecidos por el fabricante.
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2.2.3.

2.2.4.

Ensamblaje y anotacion del genoma

Inicialmente se determind la calidad de las lecturas utilizando FastQC v1.12.0 (Andrews,
s/f) y seguidamente fueron filtradas con Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014) y
Cutadapt (Martin, 2011) para eliminar secuencias de adaptadoras y bases con valores de
calidad Phred menores a 20. Posteriormente, las secuencias procesadas se emplearon
para realizar el ensamblaje del genoma de novo utilizando SPAdes v4.0.0 (Prjibelski et
al., 2020) con los parametros por defecto. La calidad de los contigs obtenidos fue
evaluada con QUAST v5.3.0 (Gurevich et al., 2013) considerando las métricas N50, L50,
numero total de contigs y longitud total del ensamblaje. La integridad del genoma
ensamblado, su grado de completitud y la posible presencia de contaminacion fueron
determinados mediante CheckM v1.2.3 (Parks et al., 2015) teniendo en cuenta los
marcadores universales correspondientes a la familia Enterobacteriaceae a la cual
pertenece la cepa. Finalmente, la anotacién del genoma fue realizada con Prokka
v1.14.6-5 (Seemann, 2014), identificando las regiones correspondientes a genes
codificantes, ARN ribosomales (rRNA), ARN de transferencia (tRNA) y ARN no
codificante (ncRNA).

Analisis taxonémico

El analisis taxondmico de Serratia sp. 5b se realiz6 en base a los genes ortélogos de
copia unica. Para ello, de las 28 diferentes especies que conforman el género Serratia,
de acuerdo con la base de datos taxonémica del NCBI, se consideraron las secuencias
de 25 especies ya que presentan genoma de referencia disponible. Asi mismo, se utilizd
el genoma ensamblado de Serratia sp. 5b y como outgroup se incluyd a Yersinia ruckeri
KMM821. La informacion detallada sobre los genomas utilizados se presenta en el Anexo
A.

Para cada uno de los taxones analizados se descargaron desde NCBI los archivos
correspondientes con las secuencias de proteinas y las secuencias de los genes
codificantes. La identificacion de los genes ortélogos de copia unica se realizd con
OrthoFinder v2.5.5 (Emms & Kelly, 2019), utilizando DIAMOND (Buchfink et al., 2021)
para la busqueda todo contra todo, y MCL (Van Dongen, 2008) para el agrupamiento en

orthogroups. Ademas, se especificd la opcién de alineamiento multiple de secuencias
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(MSA) para generar alineamientos codon-aware con las secuencias de proteinas
alineadas con MAFFT (Kuraku et al., 2013), a partir de la cuales se generaron sus
correspondientes secuencias de ADN. Los alineamientos de los genes ortdlogos de copia
unica fueron posteriormente concatenados en una Uunica matriz filogenémica
(supermatriz), junto con el archivo de particiones correspondiente, utilizando
FASconCAT-G (Kiick & Longo, 2014).

La inferencia filogenética se realizdé por maxima verosimilitud mediante RAXML-NG v1.2.2
(Kozlov et al., 2015; Stamatakis, 2014). El modelo evolutivo 6ptimo se determind para
cada gen previamente con ModelTest-NG v0.1.7 (Darriba et al., 2020; Flouri et al., 2014),
y aplicado en RAXML-NG a través del archivo de particiones. La robustez de los nodos
fue evaluada mediante analisis de bootstrap utilizando el criterio de convergencia que
permite detener el procedimiento una vez la distribucion de las ramas no varia.
Finalmente, se generd el arbol de consenso con valores de soporte bootstrap, el cual fue
visualizado y editado mediante FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2015/2025).

Se determind la identidad promedio de nucleétidos (ANI) para estimar el grado de
similitud gendémica entre Serratia sp. 5b con las diferentes especies que conforman el
género. Para ello fueron incluidas las 26 especies con genomas de referencia disponibles
en la base de datos NCBI RefSeq, junto con el genoma ensamblado de la cepa de
Serratia sp. 5b. La lista de los genomas de referencia utilizados se presenta en el Anexo
A. El analisis ANI se llevdo a cabo utilizando FastANI v1.33 (Jain et al., 2018),
especificando el genoma de Serratia sp. 5b como consulta y los genomas de referencia
como base comparativa. Se consideré como umbral de pertenencia a la misma especie

aquellos casos con valores de ANI > 95%.

2.2.5. Identificacion de genes implicados con la resistencia a
cadmio
Los genes implicados con la resistencia a cadmio fueron identificados a partir del genoma
ensamblado mediante el uso del programa ABRicate v1.0.0 (Seemann, 2014/2025),
configurado con una base de datos personalizada, compuesta exclusivamente por genes
con evidencia experimental de resistencia a cadmio obtenidos de la base de datos
BacMet v2.0 (Pal et al.,, 2014). Fueron recuperadas 54 secuencias de proteinas las

cuales se tradujeron a sus correspondientes secuencias de ADN con EMBOSS v6.6.0
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(Madeira et al., 2024) empleando la tabla de codones para bacterias. Para considerar
una coincidencia como valida los criterios en ABRicate fueron ajustados a 70% de
identidad y 60% de cobertura.

2.2.6. Caracterizacion genémica de los genes de resistencia a
cadmio
Para conocer la organizacion de los genes asociados con la resistencia a cadmio, se
realizaron tres tipos de analisis complementarios. Primero, se determind si los genes
formaban parte de unidades transcripcionales mediante Operon-Mapper (Taboada et al.,
2018), utilizando como entrada el genoma ensamblado y su respectiva anotacion. Los
resultados fueron comparados con la localizacién de los genes de resistencia a fin de
determinar si se encontraban integrados en operones predichos. En segundo lugar, se
evalué la posible presencia de plasmidos en el genoma ensamblado utilizando ABRIcate
(Seemann, 2014/2025) con la base de datos PlasmidFinder (Carattoli et al., 2014) con un
umbral minimo de identidad del 80 % y una cobertura del 70 %. Finalmente, se llevd a
cabo la deteccién de inserciones, integrones y transposones mediante ISEScan v1.7.2.3
(Xie & Tang, 2017), IntregronFinder v2 (Néron et al.,, 2022) y TnComp_finder v1.0.0
(Alvarenga & Vanari, 2019), respectivamente. Los elementos moviles detectados fueron
luego comparados con la localizacién de los genes de resistencia a cadmio para

determinar posibles asociaciones funcionales o eventos de transferencia horizontal.

2.2.7. Analisis de variantes genéticas

Inicialmente se hizo el alineamiento de los reads filtrados contra el genoma de S.
surfactantfaciens YD25 (con cédigo de acceso GCF_001642805.2 en la base de datos
RefSeq del NCBI), identificada como la cepa filogenéticamente mas cercana segun el
analisis descrito previamente, con BWA-MEM v0.7.19 (Li, 2013). Los archivos SAM
obtenidos fueron convertidos a BAM, ordenados e indexados con SAMtools (Danecek et
al.,, 2021) y posteriormente, la identificacion de variantes genéticas se hizo con
FreeBayes v1.3.9 (Garrison & Marth, 2012). Las variantes fueron filtradas con BCFtools
(Danecek et al., 2021) empleando los criterios de umbrales minimos de calidad (QUAL =

30) y profundidad minima de cobertura (DP = 15). Los resultados obtenidos se cruzaron
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con la localizacion de los genes de resistencia a cadmio para determinar la presencia de
SNPs.

2.2.8. Anotacion funcional de variantes

El archivo con los sitios variantes filtrados fue anotado utilizando SnpEff (Cingolani et al.,
2012), para lo cual se construy6 una base de datos personalizada con la informacion del
genoma de referencia de S. surfactantfaciens YD25, asi como la correspondiente tabla
de uso cododnico para bacterias. La anotacién permitié clasificar las variantes segun su
localizacion (codificantes, intergénicas, sinénimas, no sindnimas, etc.) y estimar su
posible impacto funcional. Los resultados obtenidos se cruzaron con la localizacion de los

genes de resistencia a cadmio.

2.3. Resultados y discusion

2.31. Ensamblaje y anotacién del genoma

El ensamblaje de novo, fue realizado a partir de 1,28 millones de lecturas previamente
filtradas. La proporcion de GC antes y después de filtrar las secuencias se mantuvo en
59%, lo cual esta en concordancia con lo reportado para otros genomas del género
Serratia (Su et al., 2016). El ensamblaje del genoma estaba compuesto por 18 contigs
con una longitud total de 4.99 Mbp. La profundidad media, considerada como el numero
promedio de veces que se secuencia una base, fue de 35X y la cobertura fue del 97%.
Estos valores indican que el genoma obtenido tiene buena calidad y es representativo
(Riesco & Truijillo, 2024). El valor de N50 fue de 554.169 pb y el L50 fue de 3, lo que
refleja una alta continuidad del ensamblaje (Wang & Wang, 2023). El contig mas largo
alcanz6 1,5 Mbp, abarcando la mayor parte del replicdn principal. Las métricas de cada

uno de los contigs se encuentran en el Anexo B.

Para evaluar la completitud y la contaminacion, el ensamblaje fue analizado utilizando
conjuntos de marcadores especificos de linaje, obteniéndose una completitud del 99.88%
y una contaminacion del 0%. En total, se identificaron 542 de 546 genes de copia unica
especificos de la familia Enterobacteriaceae en la cual se encuentra el género Serratia, lo

que confirma la relacion taxondmica de la cepa y descarta la presencia de secuencias
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exdégenas o quiméricas. Estos valores se ajustan a los criterios utilizados para genomas

de referencia curados en GenBank (Parks et al., 2015; Almeida et al., 2021).

La anotacion gendmica identifico 4.602 secuencias codificantes (CDSs) y varios tipos de
ARNs: 83 tRNAs, 9 rRNAs, 1 tmRNA y 26 ncRNAs. De los CDSs anotados, 1.101
corresponden a proteinas hipotéticas (casi el 24% de las 4.557 CDSs anotadas). Aunque
esta proporcion es relativamente alta, no es inusual en bacterias no modelo (Galperin &
Koonin, 2010). Sin embargo, llama la atencion que una fraccion importante de las
secuencias codificantes aun se les desconoce alguna funciéon. Ademas, teniendo en
cuenta que el tamafo promedio de las proteinas hipotéticas identificadas fue de 316
aminoacidos, sugiere que no se trata unicamente de artefactos de anotacion, sino que

podrian representar entidades funcionales reales.

El genoma completo de Serratia sp. 5b se encuentra depositado en la base de datos
GenBank bajo el numero de acceso JBPSCTO000000000, asociado al BioProject
PRJUNA1291823 y al BioSample SAMN49979229. La version descrita en este trabajo
corresponde al ensamblaje GCA_051418095.1. Las lecturas crudas de secuenciacion se
encuentran disponibles en el Sequence Read Archive (SRA) bajo el nUmero de acceso
SRR34980014.

2.3.2. Clasificacion taxonomica

Determinar la clasificacién taxondmica de las bacterias que hacen parte del género
Serratia a nivel de especie o cepa, en algunas ocasiones suele ser complicado, debido a
la plasticidad gendmica y al comportamiento polifilético que presentan algunos clados del
género (Iguchi et al., 2014; Williams et al., 2022). Para la identificacion taxonémica de
Serratia sp. 5b, se llevd a cabo un analisis filogendmico por maxima verosimilitud
empleando los genes ortélogos de copia Unica presentes en 26 diferentes especies de
Serratia. Este tipo de analisis ha demostrado superar el poder discriminatorio que
emplean los métodos clasicos de analisis filogenético que emplean un unico marcador
molecular, como el gen 16S rRNA o un grupo de genes housekeeping como rpoB, qyrB,
infB o atpD (Meier-Kolthoff et al., 2013; Na et al., 2018). Del mismo modo, utilizar los
genes ortdlogos para establecer la identificacion taxondémica de un organismo tiene

ventajas sobre otras aproximaciones que emplean todo el genoma o todos los genes
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(ortdlogos, no ortélogos y paralogos) ya que disminuyen el ruido y aporta mayor
resolucion a la filogenia. Los detalles de los genomas utilizados se encuentran en el

Anexo A.

Serratia sp. 5b

. surfactantfaciens YD25
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Figura 2-1. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en 1052 genes ortélogos de copia
unica. El recuadro en azul destaca el clado conformado por Serratia sp. 5b y S. surfactantfaciens
YD25 con un 100 % de compatibilidad con bootstrap. La barra representa el niumero de

sustituciones estimado.

El analisis flogendmico empleando 1052 genes ortélogos de copia Unica permitio inferir
un arbol, en el cual Serratia sp. 5b constituye un clado junto con S. surfactantfaciens
YD25, con un soporte de bootstrap de 100, indicando que la cepa hace parte de este
género (Figura 2-1). Al igual que Serratia sp. 5b, la cepa S. surfactantfaciens YD25 fue
aislada de muestras de suelo rizosférico de plantas de tabaco (Chun et al., 2017). El
grupo hermano al clado de S. surfactantfaciens esta constituido por las especies S.
bockelmannii, S. ureilytica, S. marcescens, S. nematodiphila, S. nevei, S.
montpellierensis y S. sarumanii, los cuales conforman el clado mas derivado dentro del

género (bootstrap=100). En cada uno de estos clados los tamafios de las ramas son
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cortos, indicando que las diferencias de sustitucién entre los taxones son bajas, pero

estan bien resueltas sin formar una politomia.

Serratia surfactantfaciens YD25 - —

Serratia marcescens ELP1.10 -
Serratia nematodiphila DH-S01

Serratia nevei LMG 31536 -
Serratia montpellierensis PsyLou2A -
Serratia sarumanii K-M0228 -
Serratia ureilytica T6 -
Serratia bockelmannii SCPM-0-B-9795 -
Serratia ficaria NCTC12148 -
Serratia entomophila A1 -
Serratia inhibens S40 -
Serratia plymuthica AS9 -
Serratia liquefaciens ATCC 27592 -
Serratia rubidaea FDAARGOS 926 -
Serratia quinivorans NCTC13188 -
Serratia proteamaculans EBP3064 -
Serratia rhizosphaerae KUDC3025 -

Serratia odorifera INTA L401-1 -

Serratia grimesii BXF1 -

Serratia fonticola DSM 4576 -
Serratia oryzae J11-6

Serratia silvae Afafor3 -

Serratia symbiotica 24.1 -

Serratia aquatilis 2015-2462-01 -

Serratia microhaemolytica ZS-11 -

75 80 85 90 95 100
ANI (%)

Figura 2-2. Valores promedio de identidad de nucleétidos (ANI) entre Serratia sp. 5b y 25
genomas de referencia de Serratia. Unicamente S. surfactantfaciens YD25 superé el umbral de

especie (>95 %, linea punteada).

Su et. al (2016) utilizaron los genes rpoB, atpD, gyrB 'y infB para establecer las relaciones
filogenéticas de S. surfactantfaciens YD25, reportando que hace parte de un clado
conformado por S. nematodiphila, S. marcescens y S. ureilytica, el cual no estaba bien
resuelto formando una politomia. Este hallazgo demuestra que las aproximaciones
metodoldgicas que emplean un nimero bajo de genes no tienen la capacidad de resolver
las relaciones filogenéticas del género S. surfactantfaciens. En otra investigacion,
utilizando una aproximacién metodolégica similar a la empleada en este trabajo, fueron
analizadas las relaciones filogenéticas dentro del género Serratia empleando 664
taxones, en la cual el parentesco entre las diferentes especies es igual al obtenido en
este trabajo (Williams et al., 2022). Sin embargo, no fueron incluidos taxones de los

grupos mas basales y derivados como S. surfactantfaciens. De modo que los resultados
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obtenidos en este trabajo permiten conocer cual es la relacion filogenética de Serratia sp.

5b y a su vez del género S. surfactantfaciens.

Adicionalmente, se determiné la identidad promedio de nucledtidos (ANI, por sus siglas
en inglés) de Serratia sp. 5b utilizando las mismas especies de Serratia del analisis
previo. Teniendo en cuenta que el umbral del valor ANI para designar una especie es
entre 95-96% (Lindsey et al.,, 2023), Serratia sp. 5b pertenece al género S.
Surfactantfaciens YD25 con un valor ANl de 99,18% (Figura 2-2), superando
ampliamente el umbral lo que proporciona una asignacién taxondmica con alta confianza.
Este resultado es congruente con la identificacién obtenida en el analisis filogenético

previo.

2.3.3. Identificacion de genes asociados con resistencia a cadmio

El andlisis del genoma ensamblado de Serratia sp. 5b permitié identificar diez genes
potencialmente asociados con la resistencia a Cd(ll): dsbA, dsbB, fieF, mntH, robA, ychH,
ygiW, zinT, zitB y zntA. Estos fueron detectados mediante busquedas de homologia
contra la base de datos BacMet, restringidas a genes con evidencia experimental frente a
Cd(ll). Los umbrales de identidad y cobertura fueron establecidos en 65 %, valores
inferiores a los convencionalmente empleados (80—-90 %) con el propésito de reconocer
homologos mas divergentes que podrian pasar inadvertidos bajo criterios mas estrictos.
Cabe aclarar que la presencia de estos genes no representa una evidencia experimental
directa, sino que da indicios sobre la conservacion de la estructura genética y por tanto la

funcion esperada en la bacteria.

Desde una perspectiva funcional, los genes identificados se pueden clasificar en dos
grupos. El primero comprende los genes que codifican proteinas involucradas de manera
directa en la regulacién de la biodisponibilidad intracelular de Cd(ll) (Figura 2-3).
Particularmente en este grupo se encuentra la proteina ZntA, una ATPasa tipo P que
cataliza el eflujo de iones Cd(ll) desde el espacio periplasmico al citoplasma utilizando
ATP (Chien et al., 2013; Zheng et al., 2024). FieF y ZitB, ambas pertenecientes a la
familia CDF (facilitadores de difusién de cationes), median el eflujo de cationes divalentes
desde el citoplasma hacia el periplasma mediante un mecanismo de antiporte metal/H*
(Munkelt et al., 2004; Grass et al., 2005). MntH, miembro de la familia NRAMP, implicada

principalmente en el transporte de Mn(ll), aunque también otros metales divalentes como
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el Cd(ll) en condiciones de estrés oxidativo, pero a diferencia de las otras tres proteinas,
desde el espacio periplasmico al citoplasma (Kehres et al., 2002). Finalmente, ZinT actua
como una chaperona en el espacio periplasmico, capturando iones metalicos y
dirigiéndolos a transportadores transmembranales (Lee et al., 2002; Kershaw et al.,
2007).

Espacio Relacion directa Relacién Indirecta

extracelular
- 8e Y0
AT
it!
vree ® °®

ME

[ ]
® 20

Periplasma

Citoplasma

(=]
@
=
=]

Figura 2-3. Representacion esquematica de las proteinas codificadas por los genes detectados
mediante analisis gendmico, organizadas segun su relacion funcional con el metal. Los genes con
relacion directa participan en el transporte o manejo intracelular de Cd(ll), mientras que aquellos
con relacion indirecta se asocian con respuestas al dafio oxidativo y al mantenimiento de la
calidad proteica. ME: membrana externa; MI: membrana interna; circulos rojos: iones Cd(ll).
Adaptado de Rensing & Mitra (2007) y Kha et al. (2022).

El segundo grupo, esta conformado por los genes que codifican proteinas cuya relacion
con Cd(ll) es indirecta, pero que intervienen en procesos celulares afectados por la
exposicion al metal (Figura 2-3). RobA es un regulador transcripcional implicado en la
resistencia a antibidticos y al estrés por metales, activando sistemas de eflujo y genes de
respuesta al estrés oxidativo (Tseng et al., 2023). Mientras que DsbA y DsbB, participan
en la formacion de enlaces disulfuro en el periplasma, esenciales para el correcto
plegamiento y estabilidad de las proteinas; su importancia bajo exposicién a Cd(ll) radica
en su contribucion a la reparacion de proteinas oxidadas o mal plegadas (Stafford et al.,
1999; Khairnar et al., 2013; Forouzan et al., 2020; Xia et al., 2023). Por ultimo, las
proteinas YgiW y YchH aunque no han sido bien caracterizadas, previamente se asocié

con estrés oxidativo posiblemente generado por Cd(ll)(Lee et al., 2010) (Figura 2-3).

En conjunto, los genes identificados en Serratia sp. 5b implicados con la resistencia a
Cd(Il), sugieren que cuando la bacteria es expuesta al metal el proceso de detoxificacién

no consiste en el transporte del metal hacia el exterior de la célula. La presencia de
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genes que codifican proteinas implicadas en procesos de transporte transmembranal del
metal, homeostaticos y respuesta al estrés, indican la interaccién entre desintoxicacion,
inmovilizacion y adaptacion. Es importante tener en cuenta que los genes encontrados, a
excepcion de zntA identificado en una cepa de S. marcescens (Zhu et al., 2022), no han
sido caracterizados funcionalmente en Serratia, de modo que la actividad de las

proteinas se esta asumiendo en base a los resultados en otros grupos taxonémicos.

2.34. Caracterizacion gendmica de los genes de resistencia a
cadmio
Determinar la ubicacion en el genoma, asi como las caracteristicas de las regiones que
se encuentran antes y después de los genes asociados con la resistencia a Cd(ll), es
crucial para dilucidar su regulacion, movilidad y evolucién. Ademas, considerando que la
resistencia a Cd(ll) puede surgir en respuesta a presiones de seleccion ambientales,
establecer si estos genes se encuentran codificados en operones, presentes en
plasmidos o asociados con elementos genéticos moviles, permite conocer la capacidad

que tiene para diseminarse y su relevancia adaptativa.

La organizacién transcripcional de los genes de resistencia a cadmio se evalué mediante
predicciones de operones utilizando Operon-Mapper. De los diez genes previamente
identificados, zitB, fieF y dsbB, hacen parte de operones. Particularmente, zitB fue
identificado dentro de un operdn tricistronico junto con rcsC y bvgA, los cuales codifican
el sensor histidina quinasa y un regulador transcripcional putativo, respectivamente. Por
su parte, fieF hizo parte de un operdn bicistronico con un gen de funciéon desconocida.
Del mismo modo, dsbB se ubicdé en un operdn bicistrénico con nhaB, y codifica un
antiportador sodio/protones. Aunque nhaB no ha sido vinculado tradicionalmente con la
desintoxicacion de cadmio, su asociacion con dsbB podria reflejar respuestas fisioldgicas
mas amplias frente a estrés iénico o redox, en concordancia con modelos que proponen
mecanismos de regulacion cruzada entre la homeostasis oxidativa y la metalica (Silver &
Phung, 2005).

Los otros genes implicados con la resistencia: dsbA, mntH, robA, ychH, ygiW, zinT y
zntA, estan organizados como unidades monocistrénicas o no forman parte de operones
identificables. Esta configuracién podria reflejar mecanismos de regulacion

independientes, posiblemente mediados por factores de transcripcion especificos
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sensibles a metales (Hantke, 2001; Brocklehurst & Morby, 2000). Sin embargo, es
importante sefalar que esta falta de agrupamiento no implica la posible co-regulacion,
como se ha observado en algunos sistemas de resistencia a metales que estan

coordinados transcripcionalmente a pesar de su separacion genémica (Nies, 2003).

La presencia de plasmidos y posible localizaciéon extracromosomal de los genes de
resistencia al cadmio en Serratia sp. 5b se evalué mediante ABRicate utilizando la base
de datos PlasmidFinder. El analisis no identificoé contigs de origen plasmidico en el
ensamblaje gendémico de Serratia sp. 5b, de manera que los genes de resistencia estan
ubicados en el ADN cromosdmico. En estudios previos se han reportado plasmidos con
genes de resistencia a metales en Serratia, incluyendo determinantes para mercurio
(mer) y cobre (cop), especialmente en S. marcescens y S. proteamaculans (Youenou et
al., 2015; van Hoek et al., 2011). Sin embargo, no se han encontrado reportes sobre de

genes de resistencia a cadmio localizados en plasmidos.

La identificacion de elementos genéticos en el genoma fue realizada utilizando ISEScan y
TnComp_finder. ISEScan identificé dos secuencias de insercion (IS) pertenecientes a la
familia 1S3, asi como cuatro repeticiones invertidas terminales (TIRs). Por su parte,
TnComp_finder detectd 36 inserciones y 9 transposones. Sin embargo, ninguno de estos

elementos se encontré proximo a los genes de resistencia al cadmio.

2.3.5. Analisis de variantes genéticas

La plasticidad gendmica intraespecifica constituye un eje central en el potencial
adaptativo de las bacterias, especialmente frente a estrés ambiental como la exposicion a
metales pesados (Nnaji et al., 2024). Aunque los enfoques de gendmica comparativa y
mineria de genes ofrecen informacion sobre la presencia y conservacion de
determinantes candidatos de resistencia, con frecuencia pasan por alto variaciones a
escala fina que, si bien son sutiles, pueden alterar significativamente la funcion génica o
eventualmente proteica (Kobras etal., 2021). En este contexto, la deteccion e
interpretacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) proporciona informacion
adicional, capaz de identificar micro divergencias funcionales dentro de genomas que, en
apariencia, se conservan estructuralmente (Didelot & Maiden, 2010). Dado que Serratia

sp. 5b exhibe tolerancia fenotipica a concentraciones elevadas de cadmio y comparte
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una alta identidad promedio de nucledtidos con S. surfactantfaciens YD25 (>99%), se
realizé un analisis gendmico global de variantes utilizando a esta ultima como referencia,
con el objetivo de identificar cambios a nivel de secuencia potencialmente asociados con

los genes de resistencia a cadmio.

Tras un control de calidad y filtrado de variantes, se conservaron 27.698 variantes
genomicas de alta confianza a partir de un conjunto inicial de 52.609. Estas incluyeron
24.810 SNPs, 308 polimorfismos multinucleotidicos (MNPs), 105 inserciones, 113
deleciones y 2.362 variantes complejas. Aunque el software utilizado para la llamada de
variantes (FreeBayes) no esta especificamente optimizado para genomas procariotas—Io
que podria sobreestimar la deteccion de indels en comparacion con herramientas
disefadas para sistemas microbianos—Ilos SNPs fueron considerados el tipo de variante
mas robusto para los analisis posteriores. De particular relevancia fueron los 43 SNPs
localizados en los diez genes previamente identificados como asociados al cadmio. Si
bien varios de estos correspondieron a cambios sindbnimos o en regiones no codificantes,
presumiblemente neutros, siete derivaron en sustituciones no sinénimas que podrian

afectar la estructura o funcion proteica.

La distribucion especifica de SNPs por gen reveld una notable heterogeneidad. mntH y
fieF presentaron el mayor numero de SNPs (10 cada uno), seguidos por zntA (9), robA
(5), zitB (4), ygiW (2) y dsbA (2). En contraste, no se detectaron SNPs en zinT, ychH ni
dsbB. De manera destacada, unicamente dos genes (fieF y zntA) contenian mutaciones
predichas como causantes de sustituciones de aminoacidos. El impacto de estos SNPs
no sinénimos fue evaluado mediante SnpEff, que anotd las siete variantes como de
impacto “moderado”, en concordancia con su localizacion en regiones codificantes y su
potencial para alterar propiedades bioquimicas sin generar cambios en el marco de

lectura ni codones de terminacion prematuros.

En FieF, se identificaron tres sustituciones: Val130lle, Glu220Asp y Arg272Trp. Las dos
primeras son consideradas sustituciones conservadoras, ya que implican el reemplazo de
aminoacidos con propiedades similares: valina e isoleucina son alifaticos e hidrofébicos,
mientras que glutamato y aspartato son acidos y cargados negativamente (Hughes et al.,
2008). Estas sustituciones suelen tener un impacto funcional limitado. En contraste, la
sustitucion de arginina por triptéfano en la posicion 272 es no conservadora, dado que

cambia un residuo basico y cargado positivamente por uno aromatico y neutro, lo que
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podria afectar significativamente la estructura o funciéon de la proteina. En ZntA, una
ATPasa tipo P, se observaron cuatro sustituciones: Gly56Ser, Gly58Cys, Thr104Ser y
Ser556Gly. Las sustituciones de glicina por serina y cisteina en las posiciones 56 y 58,
respectivamente, son semi-conservativas, ya que introducen grupos funcionales
adicionales que podrian alterar la flexibilidad local. La sustitucion de treonina por serina
en la posicion 104 es conservadora, dado que ambos aminoacidos son polares y
contienen grupos hidroxilo. Finalmente, la sustitucién de serina por glicina en la posicién
556 es semiconservativa, eliminando el grupo hidroxilo y potencialmente afectando la
formacion de enlaces de hidréogeno en esa regiéon (Hughes et al., 2008). De manera que
algunos de los cambios detectados en FieF y ZntA podrian tener efectos estructurales
minimos, o podrian generar cambios estructurales y funcionales significativos en las

proteinas, especialmente aquellos que son no conservativos o semi-conservativos.

Estos hallazgos subrayan que aun cuando se obtuvo un valor alto de ANI entre Serratia
sp. bb y S. surfactantfaciens YD25, existe una divergencia a nivel de determinantes clave
de resistencia, la cual podria alterar la conformacion proteica, la cinética regulatoria o la
afinidad por sustratos. Ademas, la combinacion de conservacién genotipica y divergencia
a nivel de aminoacidos resalta la utilidad de los analisis centrados en SNPs como
enfoque complementario a los estudios clasicos de presencia/ausencia de genes,

especialmente al estudiar en cepas estrechamente relacionadas.

24. Conclusiones

El analisis flogendmico basado en genes ortélogos de copia Unica, complementado por
el calculo de identidad nucleotidica promedio (ANI), permitié determinar que Serratia sp.
5b pertenece a la especie S. surfactantfaciens, con un soporte bootstrap del 100 % y un
valor de ANI de 99,18 %. A partir del analisis gendmico, se identificaron diez genes
potencialmente implicados en la resistencia a cadmio, utilizando una base de datos
curada derivada de BacMet que incluye unicamente genes con evidencia experimental.
Estos genes codifican proteinas asociadas a transporte de cationes metalicos (fieF, mntH,
zntA), homeostasis intracelular (zitB, zinT, ygiW, ychH) y regulacion del estrés celular
(dsbA, dsbB, robA). Si bien la mayoria de estos genes no ha sido reportada previamente
en el género Serratia con una funcién especifica en resistencia a cadmio, su presencia

sugiere posibles roles adaptativos que ameritan validacién experimental.
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El analisis del contexto gendmico determiné que tres de los genes identificados (zitB, fieF
y dsbB) se organizan en operones junto con genes implicados en sefalizacion o
transporte iénico. No fueron identificados plasmidos ni asociaciones directas con
elementos genéticos moviles, lo que sugiere que estos determinantes estan integrados
de manera estable en el genoma cromosdmico. A nivel de variantes, se identificaron 43
SNPs distribuidos en los diez genes, de los cuales solo siete resultaron en sustituciones

no sinénimas, localizadas exclusivamente en fieF y zntA.
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3.1.

3. Capitulo 3: Analisis
transcriptémico de la resistencia
a cadmio(ll) en Serratia sp. 5b

Introduccion

La resistencia bacteriana a metales pesados constituye un fenémeno intrincado que
comprende mecanismos genéticos, bioquimicos vy fisiologicos los cuales les permiten
crecer y proliferar en ambientes contaminados (Mathivanan et al., 2021). Los estudios de
genomica sobre la resistencia bacteriana a metales pesados han desempefiado un rol
crucial en la identificacion de genes, operones y sistemas de transporte, particularmente
aquellos relacionados con el secuestro intracelular, detoxificacion y reparacion de los
dafios inducidos por metales como el cadmio (Cd) (Halema et al., 2024). Sin embargo,
aunque el analisis genético permite conocer el repertorio de genes asociados a la
resistencia, como se trato en el capitulo previo, no ofrece informacion sobre su activacién
transcripcional ni sobre su participacion efectiva bajo condiciones especificas. Por ello, el
estudio de la expresion génica mediante enfoques transcriptomicos, como la
secuenciacion de ARN (RNA-seq), es una herramienta importante para comprender la
respuesta bacteriana a ambientes contaminados, incluyendo la exposicion a metales

téxicos (Jiao et al., 2024), como el cadmio.

Desde un enfoque comparativo, el analisis gendmico permite establecer la potencial
capacidad de un organismo para resistir metales, mientras que el analisis transcriptomico
revela qué genes efectivamente estan activos en un determinado momento (Lata et al.,
2023). Esta diferencia es importante, teniendo en cuenta que los genes identificados en
el genoma pueden permanecer reprimidos o no responder directamente ante la
exposicion al metal, lo que limita la inferencia funcional si no se cuenta con evidencia
transcripcional (Halema et al., 2024). La transcriptomica, por el contrario, permite
identificar genes diferencialmente expresados, rutas metabdlicas inducidas y elementos

reguladores clave (Wu et al., 2022).

En lo que respecta al género Serratia, los estudios transcriptomicos enfocados

especificamente en la respuesta a metales téxicos son escasos. Hasta la fecha, solo se
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ha reportado un estudio transcriptémico en Serratia marcescens KMR-3, una cepa con la
capacidad de crecer a altas concentraciones de Cd(ll) (MIC = 500 mg/L), donde se
analizd mediante RNA-seq el impacto de la exposicion a cadmio sobre la expresion
génica global (Zhu et al., 2022). En dicho estudio se observé una fuerte induccion de
genes involucrados en sistemas de transporte de zinc como znuA, znuB y znuC, de igual
modo genes que codifican bombas de eflujo tipo ATPasa zntA, zntB y el regulador zntR.
Ademas, se reportd una regulacién positiva en genes asociados con la biosintesis de
prodigiosina, un pigmento con capacidad de quelacion de Cd(ll), y un aumento en la
formacion de biopeliculas, ambas consideradas estrategias complementarias para la
inmovilizacion superficial del metal (Zhu et al., 2022). Investigaciones como esta,
evidencian que la resistencia a Cd(ll) comprende diversos mecanismos de transporte de
eflujo activa, adsorciéon y modificacion del entorno inmediato del microorganismo. No
obstante, mas alla de este antecedente, no se conocen estudios transcriptomicos
aplicados a otras especies de Serratia, como S. surfactantfaciens, bajo condiciones de

estrés por cadmio, lo que evidencia un vacio en la literatura cientifica.

La relevancia del analisis transcriptomico en estudios de resistencia bacteriana a metales
pesados ha sido ampliamente demostrada en otros géneros. En bacterias como
Cellulomonas, Cupriavidus, Geobacter y Pseudomonas, el RNA-seq ha revelado que la
respuesta incluye la activacion de bombas de eflujo, proteinas antioxidantes, sistemas
reguladores sensibles a metales y rutas de modificacion de la envoltura celular (Huang et
al., 2023; Wen et al., 2023; Kerdsomboon et al., 2024; Sun et al., 2025). Estas respuestas
transcripcionales reflejan no solo los genes directamente implicados en la resistencia,
sino también las redes regulatorias y rutas de senalizacion que permiten una adaptacion
fisiologica eficiente frente al estrés metdlico. En este sentido, Jiao et al. (2024)
argumentan que los perfiles transcriptomicos obtenidos bajo presion selectiva por
metales pesados constituyen una manifestacion directa del proceso adaptativo, el cual no
puede inferirse de forma confiable Unicamente a partir del genoma. La transcriptémica
permite, ademas, detectar elementos reguladores finos como ARN no codificantes, rutas
co-reguladas y efectos pleiotrépicos de la exposicion metdlica, lo cual es particularmente

relevante en estudios funcionales de resistencia.

En este contexto, este capitulo se enmarca en la necesidad de comprender con mayor

profundidad los mecanismos moleculares que permiten a Serratia sp. 5b crecer en
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concentraciones elevadas de Cd(ll). A pesar de que en un capitulo previo se identificaron
genes potencialmente asociados a resistencia en su genoma, era necesario determinar si
su expresion es diferencialmente regulada bajo exposicion al metal, y si existen otros
factores transcripcionalmente activos no detectables mediante analisis genémico. Asi, los
objetivos de este capitulo son: (i) determinar mediante analisis transcriptomico los genes
de Serratia sp. 5b implicados con la resistencia a cadmio(ll), y (ii) comprobar la expresiéon
de algunos de estos genes mediante RT-gPCR, validando los resultados obtenidos por
RNA-seq. Esta investigacion permite tener una caracterizacion funcional mas precisa del
repertorio genético de resistencia, y aportar informacién en un campo aun poco

documentado en el género Serratia.

3.2. Materiales y métodos

Para investigar la resistencia a Cd(ll) de Serratia sp. 5b fue realizado un analisis
transcriptomico mediante secuenciacion de ARN vy posteriormente los resultados fueron
validados mediante RT-gPCR. La procedencia de la cepa y otras caracteristicas se

detallan en el Capitulo 2.

3.21. Condiciones de cultivo

Se realizd6 un pre-inéculo en medio LB (10gL™ de peptona, 5gL™" de extracto de
levadura, 5g L™ de NaCl) incubado a 30 °C y 100 rpom durante 24 h a partir de un cultivo
criopreservado. Luego, para el inéculo se realizé una transferencia al 1% v/v del cultivo
activado a medio LB fresco y se incubd durante 12 h, en las mismas condiciones. Antes

de la inoculacion, la densidad 6ptica (ODeoo) se ajusto a 1,0.

El disefio experimental comprendié tres condiciones (medios de cultivo): (i) medio LB
(control), (ii) LB suplementado con 0.15mM de Cd(ll) y (iii) LB suplementado con
0.50 mM de Cd(ll). La solucién stock de Cd(ll) (10mM) fue preparada a partir de
CdCl;'H.O (Merck, Darmstadt, Alemania), esterilizada por filtracién con membranas de
0.22 ym (Sartorius Biolab Products, Alemania), antes de su adicion aséptica al medio LB
previamente esterilizado (120 °C, 15 psi, 20 min). La inoculacion se realizé al 1% (v/v) a

partir del cultivo ajustado a ODgg 1,0. Los cultivos fueron incubados durante 12 h a las
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mismas condiciones. Para cada una de las condiciones fueron consideradas tres réplicas

biolégicas.

Tras la incubacion, fueron tomados 8 mL de cada muestra en tubos Falcon estériles y se
recuperé la biomasa por centrifugacion a 7500 rpm durante 10 min a 4 °C. Luego, los
pellets obtenidos se congelaron a —80 °C durante 30 min y posteriormente se liofilizaron a
-52 °C durante 36 h. Este proceso fue realizado con el fin de preservar la integridad del
ARN vy prevenir su degradacién, durante el transporte de la muestra en nevera de icopor

con hielo seco.

3.2.2. Extraccion y secuenciacion de ARN

Los procedimientos de extraccién y secuenciacion de ARN de las muestras fueron
realizados como servicio externo por Biomarker Technologies Company (BMKGENE,
Hong Kong). Brevemente, el ARN fue extraido utilizando SPLIT RNA Extraction Kit
(Lexogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion y pureza del
ARN se determinaron con espectrofotometria con NanoDrop 2000 (OD260/280 vy
0D260/230), mientras que la integridad se analiz6 utilizando un Bioanalyzer Agilent 2100
y una electroforesis en gel. Todas las muestras presentaron valores adecuados para
continuar con el proceso de secuenciacion. Las métricas detalladas de concentracion,
calidad e integridad se detallan en el Anexo C. Previo a la construccion de la libreria, se
realizé la deplecién del ARN ribosomal con RiboCop rRNA Depletion Kit (Lexogen) para
bacterias. Las librerias de ARN se construyeron con la configuracién paired-end de 150
pb (2 x 150pb) utilizando ALFA-SEQ RNA Library Prep Kit (FINDROP) y la

secuenciacioén se realizé en la plataforma Illlumina NovaSeq 6000.

3.2.3. Pre-procesamiento de datos transcriptomicos

En primer lugar, la calidad de las lecturas crudas (paired-end) para cada una de las
muestras fue evaluada mediante FastQC v0.12.0 (Andrews, s/f). Las bases de baja
calidad y secuencias de adaptadores fueron removidas con Trimmomatic v0.39 (Bolger et
al., 2014) y Cutadapt (Martin, 2011), respectivamente. Una vez obtenidas las lecturas
filtradas, fueron alineadas contra el genoma de referencia de S. surfactantfaciens YD25
(con codigo de acceso GCF_001642805.2 en la base de datos RefSeq del NCBI)

utilizando Bowtie2 v2.5.4 (Langmead & Salzberg, 2012). El mapeo se realizé empleando
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el modo very-sensitive-local con orientacion de las lecturas forward-read. La seleccion del
genoma de referencia se basa en el resultado del analisis taxonémico presentado en el

Capitulo 2.

El siguiente paso consistié en la cuantificacion génica a partir de los resultados del
alineamiento utilizando el programa featureCounts (Liao et al., 2014), especificando como
archivo de anotacion el GTF correspondiente al genoma de referencia. Dado que las
librerias fueron preparadas bajo un protocolo strand-specific de orientacion inversa, se
indicé la opcion correspondiente, para mantener la direccion original de transcripcion
durante el conteo. Las lecturas multimapeadas no fueron descartadas, sino distribuidas
proporcionalmente entre las regiones gendémicas compatibles. Ademas, la cuantificacion
se efectud a nivel de gen y no de transcritos individuales. Finalmente, los conteos de
cada una de las muestras fueron integrados en una matriz de expresion mediante R
v4.4.3 (R core Team, 2025). En esta etapa no se aplicaron transformaciones ni

normalizaciones.

3.2.4. Analisis de datos transcriptoémicos

La identificacion de genes diferencialmente expresados (DEGs, por sus siglas en inglés)
fue realizada en R v4.4.3 (R core Team, 2025) con el paquete DESeq2 v1.47.5 (Love et
al.,, 2014). Inicialmente, de la tabla de conteos fueron eliminados los genes que
presentaban varianza inferior a 1, no tenian conteos en cada una de las muestras y
codificaban proteinas hipotéticas. El analisis se hizo con los parametros por defecto de
DESeqg2 comparando las condiciones (medios): LB frente a LB con 0,15 mM Cd(ll), LB
frente a LB con 0,50 mM Cd(ll) y LB con 0,15 mM Cd(ll) frente a 0,50 mM Cd(ll). Los
valores p fueron ajustados con el método de Benjami-Hochberg. Un gen fue considerado
como diferencialmente expresado si presentaba un valor p ajustado menor a 0,01y LFC

(log- fold change) superior a 1,5.

Por otro lado, se realizd el analisis de enriquecimiento funcional utilizando el método
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA, (Subramanian et al.,, 2005)), con el paquete
ClusterProfiler (Yu, 2024) en R v4.4.3 (R core Team, 2025). Para cada una de las tres
comparaciones por pares mencionadas anteriormente se ejecutd un analisis GSEA

individual, empleando como conjunto de entrada la lista completa de genes
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diferencialmente expresados, sin separar los genes sobre-expresados de los reprimidos.
El enriquecimiento utilizé los términos Gene Ontology (GO) y un valor de p ajustado
inferior a 0,05, aplicando la correccion para pruebas multiples mediante el método de

Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995).

Considerando que S. surfactantfaciens no es un organismo modelo, no tiene informacién
disponible en bases de datos como DAVID o KEGG, siendo necesario construir un
directorio personalizado para realizar la sumarizacion y la anotacién a partir del archivo
GTF de la anotacion del genoma de referencia (S. surfactantfaciens YD25, con codigo de
acceso GCF_001642805.2 en la base de datos RefSeq del NCBI) que permitié asignarle

a cada gen el nombre (gene symbol) y términos GO correspondientes.

3.2.5. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

La validacion experimental de los resultados transcriptomicos fue realizada mediante
RT-gPCR, evaluando las mismas condiciones experimentales del andlisis
transcriptomico: medio LB como control, LB suplementado con 0,15 mM de Cd(ll), y LB
suplementado con 0,50 mM de Cd(ll), cada uno con tres réplicas bioldgicas. Con el fin de
evitar contaminacion por nucleasas, todo el material de laboratorio fue esterilizado por
autoclave en dos ciclos consecutivos (121 °C, 15psi, 20 min), y los reactivos fueron

preparados en agua tratada con DEPC.

El ARN fue extraido a partir de la biomasa recuperada por centrifugacion a 8,000 rpm
durante 10 min a 4 °C. Las células fueron lavadas dos veces con agua tratada con DEPC,
resuspendidas y nuevamente centrifugadas a 13.000rpm durante 10min a 4°C.
Posteriormente, se agregaron 1 mL de TRIzol (Merck, Darmstadt, Alemania), 100 pL de
agua DEPC, 1L de inhibidor de ARN (SMOBIO, Taiwan), y la mezcla fue incubada
durante dos minutos a temperatura ambiente. Después, se adicionaron 300 uL de
cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania) y se agité vigorosamente en vortex durante
30s. Tras incubacion a 4°C durante 10min, las muestras fueron centrifugadas a
13.000rpm por 10min. La fase acuosa fue recuperada y mezclada con un volumen
equivalente de isopropanol, y se incubé toda la noche a —20 °C para precipitar los acidos
nucleicos. EI ARN se recuperd por centrifugacion, se lavd con etanol al 80 %, se secd
brevemente al aire y finalmente se resuspendié en 60 uL de agua DEPC. La integridad

del ARN extraido se determind por electroforesis en gel de agarosa al 1,2% (Anexo D) y
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la concentracion y pureza fueron evaluadas por espectrofotometria mediante NanoDrop
2000c (Thermo Fisher Scientific), determinando las razones de absorbancia OD260/280 y
0D260/230 como indicadores de calidad (Anexo E). Las muestras fueron conservadas a

—-80 °C hasta su procesamiento.

Con el propésito de eliminar de las muestras de ARN el ADN coextraido, se trataron 2 ug
de ARN con ADNasa | (Invitrogen, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.
La digestién se realizé en un volumen de 20 pyL que incluia tampén de ADNasa, inhibidor
de ARNasa y la enzima. La incubacion se mantuvo durante 30 min a 37 °C, seguida de
inactivacion térmica mediante la adicion de 2 yL de EDTA 25 mM e incubacion a 65 °C
por 10 min. Posteriormente, la digestiéon del ADN fue verificada mediante una PCR punto
final dirigida al gen 16S rRNA, utilizando como molde el ARN tratado con ADNasa. Los
productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1,2%
(Anexo F).

La sintesis de cDNA se realizo con el kit ExcelRT™ Reverse Transcription Kit (SMOBIO,
Taiwan), empleando aproximadamente 500 ng de ARN tratado previamente con ADNasa
por reaccion, siguiendo las instrucciones del fabricante. La retrotranscripcion se llevé a
cabo utilizando random hexamers en un volumen final de 20 yL. Los productos de cDNA

obtenidos fueron conservados a —20 °C hasta su uso.

3.2.6. Diseno de primers

Considerando los resultados del analisis transcriptomico previo, se seleccionaron los
genes mntA, zinT, zntA y znuC a los cuales se les disefiaron primers especificos
siguiendo los criterios propuestos por Thornton y Basu (2011) utilizando Primer-BLAST
(Ye et al., 2012), proporcionando como secuencia query el gen correspondiente obtenido
del genoma ensamblado de Serratia sp. 5b en el Capitulo 2. Especificamente, los
parametros se ajustaron de la siguiente manera: longitud entre 20 y 22 nucleétidos,
temperatura melting (Tm) éptima de 60 °C (con limites de 58 a 62 °C), contenido GC
entre 50 % y 70 %, y tamano del amplicon entre 100 y 120 pb. Posteriormente, se evalué
la formacion de potenciales estructuras secundarias y dimeros mediante OligoAnalyzer
(Owczarzy et al., 2008), descartando configuraciones con autofluorescencia, formacion

de estructuras inestables o interacciones no deseadas. Los primers para el gen de
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referencia 16S rRNA fueron previamente empleados en otra investigaciéon
(Diez-Marulanda & Brandao, 2024). La secuencia de los primers se encuentra en el

Anexo G.

3.2.7. Analisis de expresion relativa

Las reacciones de gPCR fueron realizadas utilizando el reactivo Luna® Universal gPCR
Master Mix (New England Biolabs, EE. UU.) el cual contiene SYBR Green como
fluoréforo, en un sistema CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, EE. UU.).
Cada reaccion se preparé en un volumen final de 12 uL, compuesto por: 6 uL de mezcla
maestra (2X), 0.3 uL de cada primer (10 uM), 1 uyL de cDNA y el volumen restante se
ajusto con agua libre de nucleasas. Las condiciones de amplificacién consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min, seguida de 40 ciclos de amplificacién
(95°C durante 15s, 59°C durante 10s, 60 °C durante 20s). Al finalizar, se realizd un
analisis de curva de disociacién (melting curve) para verificar la especificidad de la
amplificacién. Para cada una de las réplicas biolégicas se realizaron tres réplicas
técnicas de qPCR. Como control de procedimiento se incluyeron reacciones en las que el

volumen correspondiente al ADNc fue sustituido por agua libre de nucleasas.

El analisis de expresion relativa se llevo a cabo utilizando el método de Pfaffl (2001), el
cual tiene en cuenta las diferencias en la eficiencia de amplificacion entre los genes de
interés (mntA, zinT, zntA y znuC) y el gen de referencia (16S rRNA). Las eficiencias de
amplificacién de cada set de primers se calcularon a partir de curvas estandar generadas
mediante diluciones seriadas decimales utilizando ADNg (Yun etal., 2006), con la

Ecuacion (3.1).

(—=1/pendiente)

E =10 — 1 Ecuacién (3.1)

Los valores de eficiencia de cada set de primers para cada uno de los genes
seleccionados fueron: zntA=1,024; zinT=1,018; znuC=1,032; mntA=1,039; 16S
rRNA=0,995.

La expresién relativa (Fold Change) se calculo para cada gen usando la ecuacion (3.2).
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ACq
E control—tratamiento
ref.

Donde:

E . eficiencia del gen problema.
target

e F : eficiencia del gen de referencia.
target

e Alq : diferencia de Cq para cada gen entre la condicion control y

control—tratamiento

tratamiento.

El analisis de expresion relativa fue realizado en R v4.4.3 (R core Team, 2025). Previo a
la comparacion entre condiciones, se evalud la normalidad de los datos mediante la
prueba de Shapiro-Wilk (SHAPIRO & WILK, 1965), y se aplico un ANOVA de una via.
Ante la deteccidn de diferencias significativas, se realizé la prueba Tukey (Tukey, 1949)
para comparaciones multiples considerando cada una de las condiciones evaluadas para

cada gen.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Diseno experimental

El disefio experimental empleado para conocer la respuesta de Serratia sp. 5b ante la
exposicion a Cd(Il) mediante analisis transcriptomico utilizando RNA-seq no se limit6 a
considerar una unica condicion de exposicién al metal, sino que se evaluaron dos
concentraciones diferentes (0,15 mM y 0,50 mM) para conocer posibles patrones de
expresion genética asociados a la concentracion en los cuales se identificaran genes que
pudiesen responder de manera progresiva, asi como aquellos que son cruciales para
contrarrestar los efectos toxicos del metal. Aunque previamente se estableciéo que la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de Serratia sp. 5b frente al Cd(ll) es de 4 mM
(Diez Marulanda, 2022; Diez-Marulanda & Brandao, 2024), se eligieron concentraciones
moderadas, considerando que concentraciones elevadas de metales téxicos inducen
respuestas inespecificas que involucran la activacion simultanea de redes regulatorias
relacionadas con el choque térmico, el estrés oxidativo, la reparacion de ADN vy el

metabolismo energético, entre otras (Wang & Crowley, 2005). Esta respuesta
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generalizada puede enmascarar la expresion de genes directamente implicados en la
resistencia al metal, dificultando su identificacién funcional (Khan et al., 2015). Asi, el uso
de concentraciones intermedias permitid disminuir el posible ruido transcripcional
asociado al estrés, favoreciendo la identificacion de genes diferencialmente expresados
relacionados de forma especifica con la respuesta al Cd(ll). Por otra parte, la decision de
establecer el tiempo de cultivo en 12 horas, momento en el cual Serratia sp. 5b alcanza
la fase exponencial tardia, se debe a que esa etapa fisioldgicamente representa un
estado metabdlicamente activo en la cual hay una alta actividad transcripcional, y aun no
dominan mecanismos de defensa de la fase estacionaria (Veselovsky et al., 2022) los
cuales podrian interferir en las etapas posteriores durante el analisis y la interpretacién

de los datos.

3.3.2. Preprocesamiento, alineamiento y tabla de conteos

Las secuencias de las muestras presentaron pérdidas minimas durante la etapa de
preprocesamiento reflejando la calidad de los datos crudos. De manera general, al
menos el 96,81% de las lecturas fueron retenidas luego del proceso de filtrado, con un
rango de pérdida entre 2.3% y 3.2 % entre todas las muestras. Los valores de calidad
por base con Phred scores Q30 superaron el 96 % en las lecturas crudas y alcanzaron
valores superiores al 98 % tras el filtrado, lo que indica una baja tasa de error durante la
asignacion de la base (Liao et al., 2017). El contenido GC se mantuvo estable antes y
después del filtrado, con valores entre 55 % y 59 %. Aunque este valor es ligeramente
inferior al genoma de Serratia sp. 5b (59 %) ensamblado en el capitulo previo, esta
diferencia se debe a que el contenido GC puede variar respecto al genoma completo
dependiendo del conjunto de genes expresados y a que previo a la preparacion de las

librerias se realizé la deplecion de ARNTr.

3.3.3. Analisis preliminar de los datos de expresion

Previo al analisis, la matriz de conteos fue filtrada con el fin de descartar aquellos genes
poco informativos. En primer lugar, se eliminaron los genes cuya varianza calculada entre
todas las muestras fue menor o igual a uno (n=5), considerando que una baja variabilidad
no aporta informacion relevante para detectar diferencias entre condiciones. Asi mismo,

se descartaron aquellos genes cuya suma de conteos fue igual a cero (n=169), lo cual

60


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Ig4ipM
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=og4wW4

indica que no presentaron expresion detectable en ninguna de las muestras. Y, ademas,
se excluyeron genes anotados como codificantes de proteinas hipotéticas (n=310), dado
que no se pueden relacionar con alguna funcion bioldgica. Tras realizar los filtros, la
matriz de conteos presentdé 4288 genes, los cuales fueron empleados en los analisis

posteriores.

Para evaluar la estructura general de los datos, verificar la consistencia entre las réplicas
bioldgicas y detectar posibles muestras atipicas se realizdé un analisis exploratorio el cual
consistié en tres enfoques complementarios: diagramas de caja (boxplot), analisis de
componentes principales (PCA) y matriz de correlacion de Pearson (Love et al., 2014;
Conesa et al., 2016).

El diagrama de cajas basado en los valores transformados mediante la funcion de
estabilizacion de varianza (VST, por las siglas en inglés Variance Stabilizing
Transformation) mostré una distribucion homogénea en la expresién génica entre la
mayoria de las muestras, con medianas y rangos intercuartilicos similares dentro de cada
condicion (Figura 3-1). Este patron sugiere una adecuada normalizacion de los datos y
una buena calidad general de las muestras procesadas, alineado con lo esperado para
estudios de RNA-seq con réplicas bioldgicas (Love et al., 2014). Aunque, se observaron
diferencias entre las réplicas del tratamiento con Cd(ll) a 0,15mM (Tr1), donde la
muestra Tr1R1 presentdé una mayor dispersion y una mediana ligeramente desplazada en
comparacion con las muestras Tri1R2 y Tr1R3, lo que indica una mayor heterogeneidad
técnica o biolégica generada por una respuesta no reguladas por el tratamiento o de una
diferencia técnica en la eficiencia de la extraccion de ARN o la construccién de librerias
(Williams et al., 2017).
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Figura 3-1. Diagrama de cajas que muestra la distribuciéon de la expresion génica normalizada
(transformacion VST) de los datos de expresion de Serratia sp. 5b por muestra bajo tres
condiciones de cultivo: LB (control), LB suplementado con 0,15 mM de Cd(ll) y LB suplementado
con 0,50 mM de Cd(ll).

El analisis de componentes principales (PCA) mostré una agrupacion clara entre las
réplicas correspondientes a la condicion control (Ct) y al tratamiento con Cd(ll) a 0,50 mM
(Tr2), evidenciando una clara separacién entre las condiciones (Figura 3-2). Las réplicas
de Tr2 formaron un cluster bien definido, reflejando la consistencia sobre efecto
provocado por la concentracion elevada de Cd(ll). En contraste, las muestras del
tratamiento con Cd(ll) a 0,15 mM (Tr1) presentaron una amplia distribucion, sin formar
algun cluster. De hecho, llama la atencion que la muestra Tr1R3 se agrupo
estrechamente con las muestras control, indicando un perfil de expresién similar al basal
y no representativo de una respuesta al tratamiento. Este comportamiento pudo deberse
a una exposicién ineficaz al Cd(ll), a errores en el procesamiento de la muestra o a una
variabilidad biolégica no controlada. Por su parte, las muestras TriR1 y Tr1R2 se
encuentran ubicadas entre los grupos conformados por las otras condiciones evaluadas,
cada una mas cerca de las otras condiciones considerando el eje de la primera

componente.
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Condicion LB LB+ Cd(ll) 0,15 mM @ LB + Cd(ll) 0.50 mM

PC2: 4% varianza

20 0 2 40
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Figura 3-2. Grafico de analisis de componentes principales (PCA) basado en la transformacion de
varianza estabilizada (VST) de los datos de expresiéon de Serratia sp. 5b. Cada punto representa
una réplica biolégica, coloreada segun la condicidon experimental: LB (verde), LB suplementado
con Cd(ll) 0,15 mM (naranja), y LB suplementado con Cd(ll) 0,50 mM (azul). Las componentes

PC1 y PC2 explican el 93 % y 4 % de la varianza, respectivamente.

La matriz de correlacién de Pearson entre réplicas biolégicas (Figura 3-3), calculado
sobre los valores transformados por VST, evidencié un patrén coherente con los
resultados previos. Las réplicas de Tr2 presentaron coeficientes de correlacién iguales a
0,99 entre si, lo cual corrobora la uniformidad de la expresion génica del grupo. Las
muestras control también presentaron una alta correlacién interna (r > 0,96), aunque con
ligeras diferencias dentro del grupo. Para las muestras del tratamiento Tr1, las
correlaciones fueron mas variables: mientras Tr1R2 y Tr2R3 presentaron una alta
correlacion (r > 0,92), TriIR1 mostré una correlacion entre 0,65 a 0,85 con las demas
réplicas, y TriR1 y Tr1R3 exhibieron una alta correlacién con las muestras Ct y Tr2,

respectivamente, pero no con las de su propia condicién.
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Figura 3-3. Matriz de correlacion de Pearson calculada a partir de los valores de expresion génica
transformados mediante VST. El gradiente de color representa el coeficiente de correlacion (r),

desde 0,5 (baja correlacion, azul) hasta 1 (alta correlacion, rojo claro).

Teniendo en cuenta que la inclusion de muestras no representativas puede conducir a
errores en la identificaciéon de genes diferencialmente expresados, sesgar los analisis de
enriqguecimiento funcional (Kvam etal.,, 2012; Rapaport etal.,, 2013), disminuir
significativamente la potencia estadistica, aumentar la tasa de falsos positivos y reducir la
sensibilidad de los analisis de expresion diferencial (Chen et al., 2016). Considerando los
resultados obtenidos en los analisis previos de calidad y estructura de los datos, se
decidi6 excluir de los analisis posteriores la muestra Tr1R3 debido a su comportamiento
atipico, al agruparse con las muestras del grupo control evidenciando la ausencia de

respuesta al tratamiento.

3.3.4. Analisis de genes diferencialmente expresados

Con el objetivo de identificar los genes implicados en la resistencia al Cd(ll) en Serratia
sp. 5b, se realizé un analisis de expresion diferencial considerando tres comparaciones:
LB vs Cd(Il) 0,15 mM (Tr1), LB vs Cd(Il) 0,50 mM (Tr2) y Tr1 vs Tr2. Los criterios para
definir los DEGs fueron un valor de p-ajustado < 0,01 y un cambio de expresién absoluto
[log,FC| = 1,5. Los resultados obtenidos mostraron una respuesta transcripcional mas

intensa y amplia a mayor concentracién de Cd(ll): se identificaron 428 DEGs en Tr1 (363
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sobreexpresados, 65 reprimidos), 1852 en Tr2 (755 sobreexpresados, 1097 reprimidos)

(Figura 3-4), y 638 en la comparacion Tr1 vs Tr2 (109 sobreexpresados, 529 reprimidos).

= Relacion entre los genes del analisis gendmico y DEGs

Al contrastar estos resultados con los obtenidos en el analisis gendmico del Capitulo 2,
se observé que 5 de los 10 genes putativos potencialmente implicados con resistencia a
Cd(Il) también fueron identificados como DEGs en al menos una de las comparaciones.
Esta convergencia funcional y regulatoria valida parcialmente la relevancia de dichos

genes y refuerza su papel en la respuesta molecular de Serratia sp. 5b frente al Cd(ll).

Entre los genes con mayor consistencia destaca dsbA, presente como DEG en las tres
comparaciones, mostrando un incremento progresivo en su nivel de expresién: con LFC
= 1,73 en Tr1; 3,43 en Tr2 y 1,71 en Tr2 vs Tr1. Esta proteina esta implicada en la
formacion de enlaces disulfuro en proteinas del espacio periplasmico, esenciales para la
correcta maduracion de proteinas bajo condiciones de estrés oxidativo, lo cual es
consistente con los efectos toxicos del Cd(Il) en bacterias (Heras et al., 2009). Por su
parte, zinT (también conocido como yodA), mostré sobreexpresion en las tres
comparaciones (LFC de 1,92 en Tr1; 3,83 en Tr2 y 1,91 en Tr2 vs Tr1). ZinT ha sido
asociado con el secuestro intracelular de cationes metalicos, especialmente Zn(ll) y
Cd(ll), y su participaciéon en el mantenimiento de la homeostasis metalica ha sido

reportada en diversas enterobacterias (Graham et al., 2009).

La expresion diferencial de zntA, que codifica una ATPasa tipo P implicada en la
expulsion activa de cationes pesados como Cd(ll) y Zn(ll) (Noll & Lutsenko, 2000), fue
detectada en Tr1 (LFC = 4,49) y Tr2 (LFC = 5,57). Este gen es uno de los sistemas de
defensa mas relevantes frente a intoxicaciéon por metales, al expulsarlos desde el
citoplasma hacia el exterior (Rensing et al., 1997; Noll & Lutsenko, 2000; Okkeri & Haltia,
2006). En tanto, ygiW, cuya funcion ha sido menos caracterizada, pero ha sido vinculada
a condiciones de estrés, se expres6 diferencialmente en Tr2 (LFC = 3,39) y en la
comparacion Tr2 vs Tr1 (LFC = 4,67), lo que sugiere un papel en ambientes téxicos (Lee
et al., 2010; Saathoff et al., 2023).
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Figura 3-4. Volcano plot de genes diferencialmente expresados en Serratia sp. 5b comparando las
condiciones de cultivo en medio LB (control) y medio LB suplementado con Cd(ll) a 0,50 mM
(Tr2). El eje X representa el logaritmo en base 2 del cambio en la expresion génica (LFC),
mientras que el eje Y indica el valor ajustado q. Se consideraron genes diferencialmente
expresados aquellos con |LFC| = 1,5 y g-value < 0,01. En azul se muestran los genes
sobreexpresados, en amarillo los reprimidos, y en gris los no significativos. Se destacan con lineas
negras y respectivos nombres, algunos de los genes clave implicados con mecanismos de

resistencia al Cd(ll).

Los resultados muestran una convergencia funcional parcial entre el analisis genémico y
transcriptomico. En la cual, no solo algunos de los genes previamente identificados en el
Capitulo 2 como candidatos estan presentes entre los DEGs, sino que ademas
presentan una regulacion proporcional a la concentracion del Cd(ll), lo que sugiere que la
resistencia en Serratia sp. 5b depende tanto de la presencia estructural de genes
especificos como de su activacion transcripcional inducida bajo condiciones de
exposicion. Los otros cinco genes identificados en el genoma (fieF/yiiP, mntH/yfeP, robA,
ychH, zitB/ybgR) no mostraron expresion diferencial bajo las condiciones evaluadas. Sin

embargo, su activacibn podria depender de mecanismos de regulacion no
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transcripcional, tiempos de respuesta diferentes o condiciones ambientales distintas a las

evaluadas en este trabajo.

= Analisis de DEGs entre condiciones

La exposicion de Serratia sp. 5b al Cd(ll) desencadend una respuesta transcripcional
compleja, particularmente bajo la condiciéon Tr2. Aunque un amplio numero de genes
fueron identificados como diferencialmente expresados, se consideraron aquellos
implicados en el transporte del Cd(ll), la regulacion del estado redox y la reparacion del
ADN, los cuales en conjunto constituyen una red molecular para mitigar el estrés inducido

por este metal.

Ademas de la sobreexpresion previamente discutida del gen zntA, también fueron
identificados otros genes involucrados en el transporte del metal como aquellos que
conforman el operdn znuABC. En la condicion Tr2 se observo una alta sobreexpresion de
znuA'y znuC (LFC = 3,85 y 2,62, respectivamente), mientras que znuB no presento una
expresion significativa. Si bien este sistema se activa ante deficiencia de zinc, también
puede inducirse por Cd(ll) debido a la interferencia competitiva que este ejerce sobre la
homeostasis de Zn(ll) (Figura 3-5). Anteriormente se ha reportado la activaciéon de este
operdn ante la exposicion al Cd(ll) en otras especies de Serratia y en otras bacterias
como E. coli y Salmonella (Petrarca et al., 2010; Gabbianelli et al., 2011; Zhu et al.,
2022).

En consonancia con esta respuesta, se observo la sobreexpresion de zntR (LFC = 1,63),
regulador transcripcional del gen zntA, que codifica una ATPasa tipo P implicada en la
expulsion de cationes metalicos divalentes (Noll & Lutsenko, 2000; Zheng et al., 2024).
En contraste, el gen czcD, miembro de la familia de transportadores CDF (Munkelt et al.,
2004), fue reprimido en Tr2 (LFC = —-1,82). Este hallazgo es consistente con lo observado
en otras cepas de Serratia en donde hay una posible redistribucién funcional hacia otros
sistemas de transporte cuando czcD no se encuentra activo (EI-Minisy et al., 2025).
Adicionalmente, el gen mntA, implicado en la captacion de Mn(ll) y otros cationes
bivalentes (Deng etal.,, 2007), fue consistentemente sobre-expresado en las tres
comparaciones: Tr1 vs Ct (LFC = 2,75), Tr2 vs Ct (LFC =4,61) y Tr1 vs Tr2 (LFC = 1,87).

Aunque mntA estd asociado con la captacién de manganeso, su sobreexpresién bajo
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exposicion a Cd(ll) ha sido reportada en especies de Bacillus subtilis y E. coli,
probablemente como resultado de la disrupcién generada por la competencia del Cd(ll)
con otros iones divalentes esenciales como Mn(ll) y Zn(ll) (Deng et al., 2007; Vigonsky
et al., 2015).

Espacio g 4
extracelular Ba]a [M2 ]

ME

Alta [M?']

Periplasma

Citoplasma
A

[ Sistema de entrada Cd(ll) j ( Sistema de salida Cd(ll) J

Figura 3-5. Representacion esquematica de los sistemas de entrada y salida de Cd(ll)
identificados en el analisis transcriptémico. Los recuadros en verde indican proteinas codificadas
por genes sobreexpresados, mientras que la “X” en rojo corresponden a proteinas cuyos genes
fueron reprimidos bajo exposicion a Cd(ll). ME: membrana externa; MI: membrana interna;
circulos rojos: iones Cd(ll). Adaptado de Rensing & Mitra (2007), Capdevila et al. (2016) y
Raghavan et al. (2023).

En cuanto al estado redox, el Cd(ll) puede inducir dafio oxidativo indirecto al interferir con
sistemas enzimaticos sensibles y promover la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (Begg et al., 2015). Tr2 present6 la sobreexpresion significativa de trxA, trxB'y
gorA (LFC = 2,38; 2,07 y 2,46, respectivamente), los cuales son componentes centrales
de los sistemas tioredoxina y glutarredoxina (Chrestensen etal., 2000), los cuales
mantienen la reduccion de cisteinas y previenen la acumulacion de radicales libres (E. R.
Rocha et al., 2007; Anjou et al., 2024). Ademas, se identificd la represién de ggt (LFC =
-1,83 en Tr2 y —1,76 en Tr2 vs Tr1), enzima responsable de la degradacion del glutation
extracelular que actua como agente antioxidante y quelante de Cd(ll), lo cual ha sido
relacionado en otras bacterias como una medida protectora frente al estrés por metales
toxicos (Mitri¢ & Castellano, 2023).

Finalmente, el analisis evidencio la activacion de la respuesta SOS, un sistema regulado

por los genes recA y lexA, que se activa frente a danos severos en el ADN (Maslowska
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et al., 2019). Ambos genes se encontraron sobre-expresados en Tr2 (LFC =2,34y 2,01,
respectivamente), lo que indica una induccién coordinada del sistema de reparacién
gendmica. En condiciones de exposicidon a metales toxicos, se ha encontrado que /lexA
deja de reprimir operones de reparacion al ser inactivado proteoliticamente por RecA,
permitiendo la expresion de genes como uvrA, sulA, dinl y otras proteinas de
mantenimiento del genoma (Serment-Guerrero etal., 2020; Jaramillo etal.,, 2022).
Ademas, la activacion de recD (LFC = 1,76), parte del complejo RecBCD encargado de la
reparacion del ADN (Dillingham & Kowalczykowski, 2008), indica un dafio significativo
posiblemente generado por la acumulacion intracelular de Cd(ll) o por la interferencia con

enzimas esenciales del ciclo celular.

En conjunto, estos resultados indican que Serratia sp. 5b activa un sistema de defensa
frente al Cd(ll), basada en la regulacién diferencial de genes involucrados en transporte
de cationes, proteccidn antioxidante y mantenimiento gendmico. La sobreexpresién de
genes como mntA, znuA, trxB y recA, junto con patrones reguladores consistentes con lo
reportado en bacterias tolerantes a cadmio, implica que la resistencia en esta cepa no
depende de una unica via, sino de multiples rutas funcionales las cuales actiuan en

sinergia para mitigar los efectos adversos provocados por el Cd(ll).

3.3.5. Analisis de enriquecimiento funcional

Para determinar los patrones funcionales en la respuesta transcriptomica de Serratia sp.
5b frente al Cd(ll), se realizé6 un andlisis de enriquecimiento funcional a partir de los
DEGs en cada una de las tres comparaciones. El analisis permitié identificar funciones
celulares predominantes y procesos moleculares de forma diferencial, destacando
categorias relacionadas con la biosintesis de proteinas, el transporte de membrana, la
actividad catalitica dependiente de ATP y la organizacién estructural celular. En total, se
detectaron 7 términos enriquecidos en la comparacion entre la condicion control (Ct) y la
exposicion a 0,15 mM de Cd(ll) (Tr1), 23 en la condicion con 0,50 mM (Tr2), y 3 términos

adicionales en la comparacion entre ambas concentraciones.
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Figura 3-6. Dotplot del andlisis de enriquecimiento funcional (GSEA) basado en ontologias GO
para la comparacion entre Serratia sp. 5b cultivada en medio LB (control) y expuesta a Cd(ll)
0,50 mM. Se muestran los términos significativamente enriquecidos (padj < 0,05), agrupados
segun su valor NES (Normalized Enrichment Score). El color indica el valor p ajustado (valor-q) y

el tamafo del punto representa el nimero de genes asociados al término.

Los resultados obtenidos para Tr2 presentaron la activacion funcional mas extensa vy
diversa. Entre los términos mas representativos se encontraron procesos relacionados
con la traduccion (“actividad estructural del ribosoma”, “sintesis de proteinas”), el
transporte de protones y metabolitos (“transporte activo”, “actividad de translocacion”), y
la organizacion de la membrana (‘componente de membrana integral”’, “membrana
plasmatica®) (Figura 3-6). Este perfil funcional sugiere que la bacteria cuando es
expuesta al metal, reorganiza tanto su metabolismo como sus estructuras para mantener
su viabilidad. La activacion de funciones ribosomales puede reflejar no solo un aumento
en la sintesis de proteinas adaptativas, sino también una respuesta compensatoria ante
el daio estructural en componentes del ribosoma, como ha sido documentado en E. coli
en presencia de Cd(ll) (Ba et al., 2022).
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La sobrerrepresentacion de términos asociados al metabolismo energético y al transporte
a través de la membrana (“actividad ATPasa acoplada al transporte de protones”,
“transporte activo de metabolitos”) indican que hay demanda energética elevada con la
cual se intenta contrarrestar la disrupcion i6nica generada por Cd(ll). Este patrén esta en
linea con la necesidad de sostener procesos de eflujo, captura de iones esenciales y

mantenimiento de potenciales de membrana (Manara et al., 2012).

En la comparacién Ct vs Tr1 se identificaron funciones similares, pero en menor numero
y diversidad. Se repitieron procesos como “actividad estructural del ribosoma”,
“biosintesis de proteinas” y “complejo ribosomal”, lo que indica que incluso a
concentraciones moderadas, la exposicion al Cd(ll) induce una reorganizacion de la
maquinaria de traduccion. Sin embargo, no se observaron términos vinculados al
metabolismo energético o al transporte acoplado a ATP, lo que sugiere que a esta
concentracion la respuesta celular se mantiene en un nivel basal, sin comprometer rutas
que implican un alto consumo de energia. Esta activacion limitada puede interpretarse
como una respuesta inicial en la cual se preservan funciones esenciales ante una

exposicion que no resulta critica.

Por otro lado, la comparacion Tr1 vs Tr2 presentd Unicamente tres términos
significativamente enriquecidos: “actividad catalitica”, “actividad ATPasa” y “actividad de
transportador de protones acoplado a ATP”. La aparicidon exclusiva de estos procesos en
esta comparacion puede indicar una relacién funcional dependiente de la dosis, donde el
incremento en la concentracion de Cd(ll) hace que la célula despliegue mecanismos
activos de expulsidon y compensacion iénica. Este tipo de transicion funcional ha sido
reportado en bacterias como Cupriavidus metallidurans y Bacillus cereus, donde se ha
reportado la activacion progresiva de sistemas de transporte acoplados a ATP en funcion

de la concentracion del metal (Alviz-Gazitua et al., 2019; Alotaibi et al., 2021).

De manera transversal, se identificaron algunos términos comunes en las comparaciones
Ctvs Tr1 y Ct vs Tr2, como “actividad estructural del ribosoma”, “complejo ribosomal”,
“‘componente integral de membrana” y “componente de membrana plasmatica”. Esta
coincidencia sugiere que la reorganizacién de estructuras fundamentales, como la
membrana y los complejos de traduccion, constituye una primera linea de respuesta ante

la exposicion al Cd(Il). En cambio, procesos mas especializados y dependientes de
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consumo energético Unicamente se activan en condiciones de mayor concentracion,

sugiriendo una respuesta jerarquica y progresiva.

En conjunto, los resultados del analisis de enriquecimiento funcional muestran que
Serratia sp. 5b activa mecanismos de defensa diferenciados y jerarquicos frente al Cd(ll),
comenzando por la reorganizacion de componentes estructurales esenciales, como la
membrana y el ribosoma, continuando hacia respuestas de mayor demanda energética,
como el transporte activo y la sintesis adaptativa. Este patrén escalonado sugiere una
respuesta transcripcional coordinada y dependiente de la dosis, mediante la cual la célula

ajusta su fisiologia en funcién de la intensidad del dafio.

3.3.6. Validacion de la expresion génica por RT-gPCR

Para validar los resultados transcriptdmicos obtenidos mediante RNA-seq, se evalud la
expresion de cuatro genes mediante RT-qPCR: zntA, zinT, mntA y znuC. Los genes zntA
y zinT fueron seleccionados por haber sido identificados tanto en el analisis genémico
(Capitulo 2) como en el analisis de expresion diferencial, mientras que mntA y znuC
fueron seleccionados por haber sido identificados como DEGs en los datos de RNA-seq,
a pesar de no haber sido detectados entre los genes candidatos en el analisis gendmico.
Esta combinacién de criterios permitié validar tanto genes con respaldo estructural como

genes cuya activacion se observo exclusivamente a nivel transcripcional.

Ademas, los genes seleccionados no pertenecen a una Unica categoria funcional, sino
que intervienen en distintas rutas asociadas a la homeostasis de metales. zntA participa
en la expulsién activa de cationes divalentes como Cd(ll) y Zn(ll), mientras que zinT se
asocia con el secuestro periplasmico de metales (Gabbianelli et al., 2011; Okkeri & Haltia,
2006); contrario a estos, mntA esta implicado en la captura de metales divalentes
(Vigonsky et al.,, 2015) y znuC forma parte del sistema de transporte ABC relacionado
con la homeostasis de Zn(ll), el cual puede alterarse por interferencia con Cd(ll)
(Gabbianelli etal., 2011). De modo que en esta etapa se consideré validar

experimentalmente multiples componentes de los mecanismos de respuesta al metal.

Los resultados obtenidos mediante RT-qPCR mostraron una alta concordancia con los
perfiles de expresion identificados por RNA-seq, tanto en la direccién del cambio como

en la magnitud relativa entre condiciones. En todos los casos, se observo una expresion
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significativamente mayor en la condicién T2 (Cd 0,50 mM) en comparacion con la
condicion control (Ct), y una respuesta intermedia en T1 (Cd 0,15 mM), lo cual reproduce
el patron dosis-dependiente observado previamente (Figura 3-7). El analisis estadistico,
basado en ANOVA seguido de la prueba de Tukey, confirmd diferencias significativas
entre tratamientos para cada uno de los genes evaluados (p < 0,05). Las letras diferentes
sobre cada barra indican los grupos estadisticamente distintos, y la escala del eje Y varia

entre genes segun el nivel de expresion relativa obtenido con el método de Pfaffl.
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Figura 3-7. Expresion relativa de los genes mntA, zinT, zntA y znuC en Serratia sp. 5b bajo tres
condiciones experimentales: LB (Ct), LB + Cd(ll) 0,15 mM (T1) y LB + Cd(ll) 0,50 mM (T2). Los
valores corresponden al promedio * la desviaciéon estandar indicadas en las barras de error.

La etapa de validacion es importante para confirmar los resultados obtenidos a partir de
datos de secuenciacidn masiva, especialmente en estudios bacterianos donde pueden
confluir factores bioldgicos y técnicos que introducen sesgos en la cuantificacion global
(Rocha et al., 2020). Particularmente los analisis de RT-qPCR ofrecen mayor sensibilidad
y precision en la cuantificacion de transcritos especificos, permitiendo validar de forma
independiente los genes candidatos y sustentar con mayor rigor su implicacién funcional
(Bong et al.,, 2024; Kralik & Ricchi, 2017). De este modo, la coherencia entre los

resultados obtenidos de RNA-seq y RT-qPCR proporciona una validacion sélida sobre los
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hallazgos encontrados en esta investigacion respecto a la respuesta de Serratia sp. 5b al
Cd(l).

3.4. Conclusiones

Los resultados transcriptémicos obtenidos permitieron identificar un conjunto de genes
diferencialmente expresados en Serratia sp. 5b bajo condiciones de exposicion a Cd(ll),
cuya activacion se intensifico con el incremento en la concentracion del metal. Esta
respuesta no fue uniforme, sino que reflejé un patréon dependiendo de la dosis, en el cual
se activaron sucesivamente procesos asociados a la reorganizacion estructural, el
transporte activo de cationes, la defensa frente al estrés oxidativo y la reparacion del
ADN.

El andlisis transversal entre los resultados gendémicos y transcriptémicos evidencié que
algunos genes putativos previamente identificados como potencialmente relacionados
con resistencia a cadmio no solo estaban presentes en el genoma, sino que fueron
regulados en funcién del tratamiento, confirmando su participacion activa en la respuesta
adaptativa. A su vez, se identificaron nuevos genes diferencialmente expresados que no
habian sido reconocidos a nivel estructural, ampliando asi el repertorio funcional

implicado en la resistencia.

Finalmente, la validacion de un subconjunto de genes mediante RT-gPCR confirmd la
confiabilidad de los resultados de RNA-seq, reforzando la evidencia de que Serratia sp.
5b presenta una respuesta coordinada de mecanismos transcripcionales orientados a

contrarrestar los efectos toxicos al Cd(ll).
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4. Conclusiones y

recomendaciones

41. Conclusiones

El presente estudio integré analisis gendmicos, transcriptomicos y de validacion
experimental para explorar los mecanismos moleculares asociados con la resistencia a
Cd(ll) en Serratia sp. 5b. El ensamblaje y la anotacion del genoma permitieron identificar
diez genes putativos relacionados con la resistencia a Cd(ll), asociados con sistemas de
transporte, mecanismos de homeostasis idnica y factores de regulacion transcripcional. A
su vez, la disponibilidad del genoma ensamblado también permitié establecer con mayor
precision la identidad taxonémica de la cepa. A través de un enfoque filogendmico
basado en genes ortélogos de copia Unica, complementado con un analisis de identidad
promedio de nucledtidos (ANI), se determind que Serratia sp. 5b corresponde a la
especie Serratia surfactantfaciens. Ademas, se descartd la presencia de plasmidos u
otros elementos extracromosomales que contuvieran genes asociados a resistencia a
metales, lo que sugiere que los determinantes genéticos relevantes para la resistencia al

cadmio se encuentran codificados de manera estable en el cromosoma.

El analisis de variantes en los genes identificados revel6 la presencia de cambios no
sinbnimos en dos casos especificos. Sin embargo, los analisis in silico indicaron que
estas sustituciones no representaban un impacto estructural o funcional significativo
sobre las proteinas, al menos bajo los criterios computacionales empleados. Este
hallazgo subraya la necesidad de realizar estudios funcionales dirigidos para confirmar el

efecto real de estas variantes en el contexto de la resistencia al metal.

Por otro lado se investigaron los patrones de expresién génica en respuesta a la
exposicion a Cd(ll), mediante andlisis transcriptémico basado en datos de RNA-seq,
evaluando dos concentraciones del metal, representando condiciones de baja y alta
exposicion. En presencia de 0,15 mM de Cd(ll) se identificaron 428 genes
diferencialmente expresados, de los cuales 363 mostraron sobreexpresion y 65
represion. Bajo una concentracion de 0,50 mM, se detectaron 1852 genes regulados
diferencialmente, con 755 sobreexpresados y 1097 reprimidos. Al comparar ambos

tratamientos, se identificaron 638 DEGs adicionales, evidenciando que el incremento en
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la concentracion del metal genera una respuesta mas amplia, compleja y posiblemente

asociada a efectos deletéreos sobre el metabolismo celular.

Solo cinco de los genes identificados como candidatos gendmicos coincidieron con los
DEGs del analisis transcriptémico, lo que refuerza la nocién de que la presencia de un
gen en el genoma no implica necesariamente su participacion activa bajo condiciones
especificas. Este hallazgo resalta la importancia de combinar datos gendmicos vy
transcriptomicos para comprender la funcionalidad real de los determinantes genéticos
involucrados. Entre los genes diferencialmente expresados se identificaron varios
relacionados no solo con transporte de metales, sino también con respuesta al estrés
oxidativo, reparacion del ADN y regulacién de procesos redox. Estos resultados sugieren
que, frente a concentraciones elevadas de cadmio, Serratia sp. 5b activa mecanismos de
proteccién celular adicionales, posiblemente como respuesta a un dafio molecular mas
severo. El analisis de enriquecimiento funcional confirmé esta interpretacién, mostrando
un incremento progresivo en la activacion de procesos relacionados con detoxificacion,
homeostasis y mantenimiento de la integridad celular, a medida que aumenta la

exposicion al metal.

La validacion de estos resultados mediante RT-gPCR permitié confirmar la
sobreexpresion de los genes zntA, zinT, mntA y znuC en condiciones con Cd(ll),
observandose una tendencia concordante con los resultados transcriptomicos. Esta
consistencia entre métodos refuerza la confiabilidad de los datos y apunta a un rol

relevante de estos genes en la respuesta adaptativa de Serratia sp. 5b al cadmio.
4.2. Recomendaciones

Aunque los hallazgos de esta investigacidn son coherentes, es importante tener en
cuenta que los analisis funcionales se basaron en homologia con proteinas
caracterizadas en otros organismos, sin que se hayan realizado validaciones especificas
en Serratia sp. 5b 0 en alguna especie de este mismo género. Por ello, se recomienda
realizar analisis funcionales y estructurales de las proteinas codificadas por los genes
identificados, mediante modelado tridimensional, ensayos de expresion heteréloga o
mutagénesis dirigida, para confirmar su participacion directa en la resistencia a Cd(ll).
Asimismo, es importante complementar los hallazgos transcriptomicos con analisis

protedmico y metabolédmico en condiciones controladas de exposicién a Cd(ll), con el fin
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de identificar rutas bioquimicas y procesos celulares relacionados. También seria
interesante investigar la regulacién epigenética y los mecanismos de control
postranscripcional, los cuales podrian desempefar un rol relevante en los mecanismos
moleculares. Finalmente, seria importante evaluar la resistencia en condiciones mas
cercanas al ambiente natural, asi como en presencia de mezclas de contaminantes o en
microcosmos ambientales, para simular escenarios mas préximos a los ecosistemas

contaminados.
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A. Anexo A: Informacion de los genomas
empleados en el analisis taxonémico

Tabla A-1. Lista de especies del género Serratia y otro taxén utilizado como referencia en
el analisis filogenético. Se incluye el nombre de la cepa, asi como el cédigo de acceso
correspondiente a la base de datos RefSeq del NCBI.

Especie Cepa Cddigo de acceso
Serratia oryzae J11-6 GCF_001976145.1
Serratia aquatilis 2015-2462-01 GCF_044865145.1
Serratia bockelmannii SCPM-0-B-9795 (SDD005SM) | GCF_029907835.1
Serratia entomophila A1 GCF_021462285.1
Serratia ficaria NCTC12148 GCF_900187015.1
Serratia fonticola DSM 4576 GCF_001006005.1
Serratia grimesii BXF1 GCF_900186025.1
Serratia liquefaciens ATCC 27592 GCF_000422085.1
Serratia marcescens ELP1.10 GCF_030291735.1
Serratia nematodiphila DH-S01 GCF_004768745.1
Serratia nevei LMG 31536 GCF_037948395.1
Serratia odorifera INTA L401-1 GCF_041448735.1
Serratia plymuthica AS9 GCF_000214235.1
Serratia proteamaculans EBP3064 GCF_949794035.1
Serratia quinivorans NCTC13188 GCF_900638135.1
Serratia rubidaea FDAARGOS_926 GCF_016026735.1
Serratia sarumanii K-M0228 GCF_035749905.1
Serratia silvae arafor3 GCF_023282985.1
Serratia rhizosphaerae KUDC3025 GCF_009817885.1
Serratia montpellierensis Lou2A GCF_020858655.1
Serratia inhibens S40 GCF_003591175.1
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Especie Cepa Cddigo de acceso

Serratia 5b GCA_051418095.1

Serratia surfactantfaciens YD25 GCF_001642805.2
Serratia symbiotica 241 GCF_009831665.3
Serratia ureilytica T6 GCF_017309605.1
Yersinia ruckeri KMM821 GCF_017498685.1
Serratia microhaemolytica ZS-11 GCF_004011885.1
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B. Anexo B. Caracteristicas de los contigs
del ensamblaje de Serratia sp. 5b

Tabla A-2. Resumen de las caracteristicas de los contigs que conforman el ensamblaje
del genoma de Serratia sp. 5b.

B ] calidad calidad
Nombre Tamano Nimero cobertura®  profundidad ¢ promedio promedio
(pb)? de reads®
debase® demapeof
Contig_1 1519076 801850 100 73.2055 35.1 59.9
Contig_2 954731 442146 100 64.2944 35.1 59.9
Contig_3 554169 368320 100 92.3159 35.1 59.9
Contig_4 421655 276425 100 91.1479 35.1 59.9
Contig_5 340438 184115 100 75.0013 35.1 59.9
Contig_6 285959 202627 100 98.4022 35.1 59.9
Contig_7 285816 166310 100 80.717 35.1 59.9
Contig_8 222561 138097 100 86.1054 35.1 59.9
Contig_9 182385 126931 100 96.7119 35.1 59.9
Contig_10 119709 84538 100 98.1741 35.2 59.9
Contig_11 33022 23212 100 97.1189 35.0 59.9
Contig_12 30926 22243 100 99.3541 354 59.7
Contig_13 25767 18083 100 96.8828 35.8 59.9
Contig_14 5422 3782 100 93.4478 35.6 58.9
Contig_15 3735 19597 94.8594 675.119 35.8 59.8
Contig_16 1950 1235 100 88.7426 35.2 58.9
Contig_17 1811 1171 100 87.5687 35.1 58.7
Contig_18 1207 1221 100 139.546 36.1 59.4

@Longitud total del contig en pares de bases.

b Cantidad total de lecturas que se alinearon al contig.

¢Porcentaje relativo de cobertura del contig en relacion con su propia longitud (en algunos casos
fijada artificialmente al 100%).
4Promedio de veces que cada base fue leida (profundidad de secuenciacion).
¢ Calidad media de las bases (Phred score).

fCalidad media del mapeo de las lecturas (Phred score del alineamiento).
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C. Anexo C. Métricas de las muestras de
ARN utilizadas en la secuenciacion

Tabla A-4. Concentracion, calidad e integridad del ARN extraido para ARN-seq.
- . ... |Concentracion| Relacion | Relacion a
Muestra Condicion Réplica (ng/uL) 260/280 | 260/230 RIN
1 1 1408,92 21 2,5 6,6
Control
2 (Medio LB) 2 1374,51 2,1 2,51 6,3
3 3 1344,68 2,09 2,5 6,9
4 1 1064,43 2,16 2,26 6,4
Tr1
5 (LB +0.15 mM 2 1623,14 2,1 2,52 7
Cd(lly)
6 3 1862,22 2,1 2,49 7,4
7 1 1094,01 2,16 2,35 7.1
Tr2
8 (LB + 0.15 mM 2 931,53 2,16 2,33 6,4
Cd(lly)
9 3 1067,55 2,15 2,37 6,6

®RNA Integrity Number




D. Anexo D. Integridad de las muestras de
ARN

Figura A-1. Integridad del ARN extraido de cada muestra en el procedimiento de
RT-gPCR. La integridad del ARN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa.
Las muestras correspondientes al grupo control (Ct, medio LB), tratamiento 1 (Tr1, LB +
0.15 mM Cd(ll)) y tratamiento 2 (Tr2, LB + 0.50 mM Cd(ll)) se encuentran en los carriles
1-3, 46 y 7-9, respectivamente. La corrida se realizé en gel de agarosa al 1.2 % con
buffer TBE, a 100 V durante 60 min.

ADNg =

ARNr 23S ¢=

ARNr 165 «= R = = RIS B R ‘.
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E. Anexo E. Métricas de las muestras de

Tabla A-4. Concentracion y calidad del ARN extraido en el procedimiento de RT-qPCR.
Muestra Condicion Réplica CO”(‘;egr/‘er)C'O” Relacion 260/280 | Relacion 260/230
1 1 3198,7 2,01 2,26
Control

2 (Medio LB) 2 1885,1 1,97 2,10

3 3 1614,7 1,98 2,02

4 1 1683,9 1,99 2,11
Tr1

5 (LB +0.15 mM Cd(ll) 2 1146,8 2,00 2,33

6 3 1204,8 2,01 2,24

7 1 784.,8 2,03 2,24
Tr2

8 (LB + 0.15 mM Cd(ll)) 2 782,2 2,02 2,41

9 3 773,6 2,02 1,96
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F. Anexo F. Tratamiento de las
muestras de ARN con ADNasall

Figura A-2. Verificacion del tratamiento con ADNasa | en las muestras de ARN. La
eficacia del tratamiento se evalu6 mediante amplificacion por PCR del gen 16S rRNA y
posterior electroforesis en gel de agarosa. Las muestras correspondientes a ADN
gendémico (control positivo), ARN sin tratamiento con ADNasa y ARN tratado con ADNasa
se encuentran en los carriles 1, 2 y 3, respectivamente. El marcador de peso molecular
(MP) se encuentra en el carril correspondiente. La corrida se realizé en gel de agarosa al
1.2 % con buffer TBE, a 100 V durante 60 min.

MP 1 2 3

1500 pb ¢
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Tabla A-3. Detalles de los primers utilizados en los procedimientos de RT-qPCR

G. Anexo G. Caracteristicas de los primers

Nombre del Temperatura Tamano
. Gen objetivo Secuencia del primer (5" - 3) P . del Referencia
primer de annealing .
amplicon
zntA2_F IniA CATGGACAGCCGATCAACAG 58.99 128 Este trabaio
zntA2 R CGTTATTACACCCCGGCCAT 60.18 J
mntA1_F mnitA GGGGCATCGGGCTATAAAGG 60.32 148 Este trabaio
mntA1 R CGTTCATCACATTGGTGGCG 60.18 J
zinT_F SinT ATAGCGCACGCCCTTTTTAC 59.27 114 Este trabaio
zinT_ R ATTGAGAACGGCGTCATGGA 59.75 J
znuC_F 2nuC AATATCTCCGTCGCCTTCGG 59.69 141 Este trabaio
znuC_R TTTGACCAATCCGAGCACCA 59.89 J
Montafio-
519F CAGCMGCCGCGGTAATAC 55
909R 165 rRNA CCGTCAATTCATTTGAGT 55 ~380 Sj'a;g:gt
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