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RESUMEN

Los manglares soportan diferentes tensiones por contaminacion, nutrientes y
fluctuantes cambios de oxigeno y salinidad. En zonas semiaridas, las tensiones
se incrementan por los bajos niveles de precipitacion, altas temperaturas y
radiacion. Los microorganismos de estos ecosistemas estan adaptados a estas
condiciones, sin embargo, son limitados los trabajos de metagenémica que han
estudiado la presencia de estos genes en este ecosistema. El objetivo que
persigue la presente investigacion fue determinar el efecto de la salinidad sobre el
recuento de genes asociados a proteinas de estrés en microorganismos de un
manglar semiarido del departamento de la Guaijira; para ello se obtuvieron
muestras de suelo rizosférico concentradas en tres areas con salinidades
contrastantes en el (brazo Riito) del rio Rancheria en la Guajira, el ADN total se
extrajo y se secuenciéo mediante lllumina HiSeq 2500. Se detectaron 620 genes
asociados a las rutas transportadoras ABC, quorum sensing, recombinacion
homologa, sistema secrecion bacteriana, respondedoras de estrés, base escision
de reparaciéon (BER) y proteinas de choque térmico, de ellos UNG, ERCC3, XPB,
ClpB, xseA, holA, livF estuvieron influenciados por la salinidad alta, GroES,
HSPE1, clpA, tres a la media y recC, recA, ClpB, recC, proV a la baja,
principalmente asociados a mecanismos de bases de escision de reparacion,
choque térmico y reparacion por escision de nucledtidos respectivamente.
Finalmente los resultados revelan la influencia de la salinidad sobre las rutas
metabdlicas que contribuyen a entender la dinamica funcional de proteinas de

estrés ambiental del manglar.
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Palabras clave: metagenoma, salinidad, tensores, ambientes salinos.

SUMMARY

Mangroves withstand different stresses from pollution, nutrients, and fluctuating
changes in oxygen and salinity. In semi-arid zones, stresses are increased by low
levels of precipitation, high temperatures and radiation. The microorganisms of
these ecosystems are adapted to these conditions; however, there is limited
metagenomic work that has studied the presence of these genes in this
ecosystem. The objective of this research was to determine the effect of salinity on
the count of genes associated with stress proteins in microorganisms of a
semi-arid mangrove in the department of Guaijira; for this purpose, rhizospheric
soil samples were obtained from three areas with contrasting salinities in the Riito
arm of the Rancheria river in Guajira, the total DNA was extracted and sequenced
using lllumina HiSeq 2500. A total of 620 genes associated with ABC transporter
pathways, quorum sensing, homologous recombination, bacterial secretion
system, stress responders, base excision repair (BER) and heat shock proteins
were detected, of which UNG, ERCC3, XPB, ClpB, xseA, holA, livF were
influenced by high salinity, GroES, HSPE1, clpA, three at medium and recC, recA,
ClpB, recC, proV at low, mainly associated with base excision repair, heat shock
and nucleotide excision repair mechanisms respectively. Finally, the results reveal
the influence of salinity on metabolic pathways that contribute to understand the

functional dynamics of mangrove environmental stress proteins.

Key words: metagenome, salinity, tensors, saline environments.

Estudiantes: Hasbleidy Bonilla Amaya y Ensi Lépez Mosquera
Asesores: Javier Vanegas Guerrero, Universidad Antonio Narifio

Sonia Marcela Rosas Arango, Universidad Colegio Mayor Cundinamarca
Fecha: 1 de abril 2022
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INTRODUCCION

Los manglares se consideran como uno de los ecosistemas mas fértiles del
planeta; crean un entorno ecolégico unico, biodiverso a lo largo de las costas (1) y
representan 181 000 km? de las costas tropicales y subtropicales del mundo (2).
Estan adaptados a la salinidad, que controla la presencia y la distribucién de cada
especie, su alta productividad y diversidad biolégica (3). Los manglares presentan
diversos servicios ecosistémicos como la regulacion del clima, aportes de agua
salada como dulce (4), proteccién a las costas de inundaciones ante huracanes y
oleajes, evita la erosion del suelo, mantienen el agua limpia al disminuir tanto la
fuerza como la velocidad del agua (5) y exporta materia organica a ecosistemas
costeros (6). También son productores y dosificadores de sedimentos y de
materia organica a los ambientes continentales y marinos que se encuentran
cerca, absorben gran parte de la salinidad de la brisa marina y poseen capacidad

de captar nutrientes y metales pesados (3).

Los mangles se encuentran sometidos a fuertes tasas de deforestacion, cuatro
veces mayor a la de los bosques terrestres (7). Igualmente, los manglares
presentan condiciones extremas asociadas a fluctuantes concentraciones de
salinidad, oxigeno y nutrientes; y alta radiacion y temperaturas (8).
Adicionalmente presentan problematicas relacionadas con los continuos
pastoreos de ganado caprino y disposicion indiscriminada de residuos solidos (9).
Esto es relevante en los manglares de la Guajira por estar ubicados en una zona
semiarida marcadas por condiciones de minima precipitacion, periodos aridos
prolongados, alta presion antrépica (10), suelos poco desarrollados, con niveles
de humedad bajos, secos, por lo regular salino-soédicos, ademas cuentan con
acumulacion de carbonato de calcio (11). Estas condiciones influyen activamente
en la composicion y desarrollo de estos biomas (2) y la proliferacion de
microorganismos (8). La hipersalinizacion es uno de los mas importantes
aspectos limitantes en la diversidad, estructura y fertilidad de los manglares (2)

asociada a la deforestacion, caracteristicas fisiograficas y las temporadas de
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lluvia y sequia (11). Se estima que los manglares estan desapareciendo a una
tasa del 1 a 2% por afio. A ese ritmo, los seres humanos perderian pronto los
beneficios ecosistémicos que los manglares aportan (6) y el conocimiento de uno

de los ecosistemas de mayor diversidad microbiana del mundo.

El establecimiento de los manglares estd relacionado con su diversidad
microbiana ya que soporta diversas funciones asociadas a la promocion de
crecimiento vegetal, ciclaje de nutrientes y tolerancia o resistencia a tensiones de
los manglares (12). Las condiciones ambientales del ecosistema como, por
ejemplo, la temperatura, son de tension (4). Las bacterias halotolerantes tienen
una participacion significativa en la reduccion de la tensién por salinidad. Algunos
autores (13,3) mencionan que pueden desempefar papeles importantes en la
reduccion o adaptacion al estrés; estas bacterias responden modificando la
abundancia de diversos genes implicados en la biotransformacién metabdlica
central del carbono, en la biosintesis de nucleétidos y aminoacidos propios del
cédigo genético, asi como en la reparacién del ADN, al igual que en los
fendmenos de autorregulacion del hierro y la respuesta al estrés oxidativo

durante la homeostasis celular (13).

Estas interacciones del microbioma se han explorado mediante herramientas
como la metagendmica, que permite visualizar, de manera general, las
estructuras de las comunidades, las posibles interacciones ecologicas y el
potencial genético (12). Sin embargo, el conocimiento de los microorganismos
ante diversos tensores como la salinidad, temperatura, radiaciéon y tensores de
oxigeno en los manglares son limitados (14). El objetivo de la presente
investigacion fue determinar expresion de genes y rutas metabdlicas asociadas a
condiciones de estrés salino en microorganismos en un manglar semiarido del

departamento de la Guajira.

Los manglares son ecosistemas complejos y dinamicos, conformados por un
conjunto de especies vegetales pertenecientes a familias como Avicenniaceae,
Combretaceae y Rhizophoraceae, cuya distribucion esta limitada zonas tropicales

y subtropicales (15), Los ecosistemas de manglar son considerados de
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importancia estratégica en Colombia, pueden almacenar tres o cuatro veces mas
carbono por area, son fuente de proteina para las comunidades costeras,
funcionan como filtros para incrementar asi las propiedades inherentes que llevan
a caracterizar la calidad de las aguas costeras que desembocan en el océano y

aparte de ello, protegen a los arrecifes coralinos (4).

Los tensores abioticos a los que estan sometidas las bacterias en los manglares
dan lugar a presiones selectivas que promueven la activacion de mecanismos
genéticos y moleculares que favorecen la tolerancia a la salinidad (13). La
salinidad se describe por dos vias: La primera es resultado de procesos naturales,
que se dan por la cercania y la altura sobre el nivel del mar, como consecuencia
de la descomposicion quimica del material rocoso, en los que se incluye la
fractura fisica de estas, en lo que se denomina la intemperizacion, al igual que la
existencia de sales. Por su parte, la segunda se da como efecto de las
propiedades fisicoquimicas propias del suelo, tales como: la textura, la
estructura, la porosidad y la permeabilidad (16). Por lo que los suelos salinos
naturales son una consecuencia de las mareas altas, que ocurren frecuentemente
durante los periodos de huracanes (17).; De igual manera los manglares en
condiciones estresantes han ido evolucionando para adaptarse a las nuevas
condiciones fisicoquimicas, genéticas y moleculares. Aunque hay pocos estudios,
se ha acumulado nueva informacién en las ultimas décadas sobre la regulacion
genética y molecular de las adaptaciones de los manglares, pero aun no se

dispone de una revision completa (18).
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la salinidad sobre el recuento de genes asociados a
microorganismo de estrés ambiental en microorganismos de un manglar

semiarido del departamento de la Guajira.

1.2 Objetivo especificos

1. Identificar las rutas metabdlicas asociadas al estrés ambiental en un manglar

semiarido de la Guajira sometidos a tres niveles de salinidad.

2. Determinar los conteos y diferencias de genes de rutas metabdlicas

asociados al estrés ambiental sometidos a tres niveles de salinidad.
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2. ANTECEDENTES

Cavicchioli. (2000) en su trabajo resalta que los microorganismos expuestos al
choque térmico responden de tal manera que inducen proteinas llamadas
(chaperonas), resaltando la participacion de Archaea, bacterias y eucariotas
donde su papel mas importante es el desempefo de la sintesis de proteinas
adaptadas al frio; y la aplicacién de técnicas moleculares a ambientes marinos y
de suelo, siendo las mas abundantes los microorganismos termdfilos e

hipertermofilos (19).

Coker (2007) mediante microarrays analizaron los cambios de la expresion génica
de Halobacterium sp, en condiciones de tension salina y temperaturas extremas,
el crecimiento bajo estrés salino resulté en la modulacion de genes que codifican
a transportadores de iones, potasio, fosforo, hierro y proteinas protectoras. La
baja temperatura afectd la expresidbn de genes, con cambios sensibles en

respuesta al ambiente a nivel de expresién génica(20).

Van Kessel et al. (2014) en este trabajo se encontraron bacterias que utilizan
quérum para monitorear la densidad celular y alterar el comportamiento en
respuesta a las fluctuaciones en la poblacion. Estudios previos con Vibrio harveyi
habian demostrado que LuxR, el regulador maestro de deteccién de quorum,
activa y reprime >600 genes. Estos incluyen seis genes que codifican homologos
de la Escherichia coli Sistemas Bet y ProU (sistema de transporte) para la sintesis
y transporte, respectivamente, de glicinabetaina, un osmoprotector utilizado
durante la tension osmatica. LuxR activa la expresion del operdon glicinabetaina
betIBA-proXWV, que mejora la recuperacion del crecimiento en condiciones de
tensidn osmotica. Betl, un autorrepresor del operdn betIBA-proXWV de V. harveyi,
activa la expresion de genes que codifican pequefios ARN reguladores, a su vez,
estos controlan las transiciones de deteccion de quorum y permiten que V. harveyi

ejecute comportamientos colectivos de tolerancia a la tension (21).

Sanchez. (2014) El género Bacillus sp. se destaca por tolerar condiciones de

estrés abidticos en el suelo y colonizar eficientemente la rizosfera de las plantas,
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algunas bacterias de este género alcanzan a tolerar concentraciones mayores a
25 mM de NaCl, por la produccién de prolina como osmoregulador en condiciones
de estrés por salinidad, también se produjeron exopolisacaridos, los cuales
pueden ayudar a mitigar el estrés por salinidad, reduciendo el contenido de
Na+(22).

Rubiano C. (2014) La bacteria halotolerante Tistlia consotensis aislada de un
manantial salino presenta tolerancia a cambios extremos de salinidad debido a un
porcentaje superior al 60% de G-C que previene la formacién de dimeros de
timidina generados por los rayos ultravioleta. Ahora bien, dentro de las
proporciones de CG, GA/TC, AC/GT, y codones especificos para los aminoacidos
treonina, valina y arginina, su funcion es mantener la estabilidad de las
estructuras secundarias y terciarias durante su plegamiento, se demostré que los
genomas de organismos haldfilos a nivel de los dinucleotidos estan conectados
con la composicion de aminoacidos especificos a proteinas para la adaptacion a
ambientes salinos. Los microorganismos presentan diferentes adaptaciones al
estrés salino, un ejemplo de ellos es en los ambientes marinos que se han
encontrado que los géneros Vibrio, Halovibrio y Alteromonas son resistentes a la
salinidad por la actividad de la enzima Ngr. Esta enzima mantiene fuera del
citoplasma el exceso de Na+ y permite asi, mantener el gradiente de protones
(23).

Ambily (2014) refiere que las proteinas de resistencia al estrés salino y osmético,
mencionando a HSP60, 70 y la expresion de proteinas metabdlicas y de
reparacion de ADN. Asi mismo encontré que las bacterias como Haloferax
volcanii expresan genes cct1 y cct2, que codifican proteinas para 560 y 557 (los
cct se han identificado en los dominios archaea y eukarya), en la bacteria
Methanococcus voltae, realizaron un analisis protedmico, y sus resultados fueron
11 proteinas asociadas a HSP, en las arqueonas hipertermdfilas S.solfataricus, en
su genoma codifica minimo 26 vapBC de los locis (toxina- antitoxina), de igual
manera se requiere mas investigacion para confirmar el protagonismo de vapBC
en su estrés térmico. En la vida oceanica experimenta parametros fisicos,

quimicos y ambientales extremos; los microorganismos termdfilos sobreviven en
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condiciones extremas de temperatura, salinidad, presion, desecacion; por encima
de niveles de tolerancia fisiolégica que destruyen la conformacion nativa de las

proteinas y las hacen perder su funcién (24).

Phuong et al. (2016) el estudio presenta el primer analisis comparativo de
metagenomas de comunidades en desiertos hiperaridos calidos (Namibia) y frios
(Valle de Miers, Antartida). Los filos mas abundantes fueron Actinobacteria,
Proteobacteria, Cianobacteria y Bacteroidetes. Las Cianobacterias dominaron en
los hipdlitos antarticos. El analisis revel6 una divergencia significativa en los
determinantes genéticos del metabolismo de aminoacidos y nucleotidos entre
estos dos y los del suelo de otros desiertos polares, calidos y suelos no
desérticos. No hubo diferencias representativas entre los dos metagenomas en
términos de otras categorias de familias de genes funcionales como osmolaridad,

limitacion nutricional y estrés proteico (25).

Segun lo reportado por Cummings. (2017) los manglares son bosques tolerantes
a la sal, que se encuentran en la confluencia de la tierra y el mar de regiones
tropicales y subtropicales. Diversos grupos de microorganismos juegan un papel
importante en su funcionamiento, productividad y mantenimiento. La comunidad
microbiana de los manglares esta fuertemente influenciada por el ciclo de los
nutrientes y los compuestos organicos e inorganicos en el sedimento. También
recibe influencia de variables biogeograficas y ecolégicas que incluyen tensores
antropogénicos. Consecuentemente, la salinidad y la frecuente condicion
anaerodbica, derivadas de las mareas, son criticas para la diversidad microbiana.
Para identificar las complejidades de los microorganismos y su diversidad
genética se necesitan técnicas, como los analisis metagendmicos, que ya se han
empleado en aguas marinas, sedimentos, suelos agricolas y otros entornos

extremos (6).

Pedro H, (2017) analizaron las adaptaciones de diferentes microorganismos a
condiciones de tension bioquimica, como oxidacion y alquilacién, la reduccion de
la presién de turgencia y la superficie celular. Con mayor frecuencia aparecieron

haloarcheas  GN-2, GN-5, Halorhabdus  hutahensis, = Halobacterium,

19


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Le+PT&cauthor_id=27503299

Halorhodospira halofila, Salinibacter ruber y Salisaeta longa. Por otra parte los
extremohaldfilos utilizan osmolitos, para igualar la presion osmotica extracelular,
manteniendo asi un equilibrio osmético duradero y asi evitar la desnaturalizaciéon

de proteinas (14).

Alloing (2020) Es asi como, Sinorhizobium meliloti utiliza una prolina betaina
como osmoprotector cuando se encuentra sometido a estrés osmatico, para
cumplir su doble funcion se identificaron dos transportadores de PB, que
contribuyen a la captacion de PB a alta y baja osmolaridad, ademas el analisis de
secuencia en este microorganismo se reveld la presencia de cuatro genes que
codifican los componentes de la ruta ABC, que pertenecen a la familia de
oligopéptidos permeasas (Opp), curiosamente se encontré que el estrés salino y
el PB controlan la expresion de prb de una manera positiva, aumentando el

transporte de prb (26).

Gregory (2021) reportan que algunas especies de Vibrio halotolerantes
biosintetizan rapidamente solutos y sistemas de tensién osmoética en respuesta a
quorum sensing como las proteinas OpaR, AphA, LuxO, y activador del factor
sigma encargado de la traduccion en la expresion génica, encontrando

involucrado estos genes en la tolerancia al estrés (27).

Llanes (2021) demostr6 por metagenomica las capacidades metabolicas de
tolerancia al estrés como la rotacion de transduccién de sefiales y la modificacion
postraduccional de proteinas en la rizosfera hipersalina como el transportador de
glicerol, el metabolismo de la glicina betaina, bombas de protones, la produccion
de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), la peroxidasa
(POX) y catalasa (CAT) para contrarrestar el aumento de especies reactivas de
oxigeno (ROS) Algunos enddfitos involucrado en este proceso son los géneros
Enterobacter, Serratia, Microbacterium, Pseudomonas y Achromobacter en el
suelo (28).
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1 Manglar

La palabra manglar se emplea para describir un grupo de plantas adaptadas para
colonizar suelos anaerdbicos y salinos anegados, en zonas semiaridas los
manglares estan sometidos a cambios de radiacion UV y temperatura. Crecen
como arboles o arbustos a lo largo de la mayoria de los estuarios tropicales y
costeras protegidos representando una alta relevancia cientifica, econdmica y

cultural para América Latina y el Caribe (29).

3.2 Proteinas de estrés ambiental asociados a microorganismos

Por lo general, cuando se habla de estrés en términos ambientales, se define
como las condiciones, que cambian o exaltan la funcién del rango habitual de los
microorganismos, que pueden causar dafios o cambios en el comportamiento
biologico del sistema; existen varios tipos de estrés; desde la contaminacion de
metales pesados, los pesticidas, la lluvia acida, incluso el cambio climatico, y por
otra parte existe los factores naturales como la salinidad, las grandes altitudes, el
pH, los rayos UV, el shock térmico, pero en particular la salinidad, de hecho
algunos microorganismos adoptaron mecanismos especializados a tolerancia de
sal, cambiando su fisiologia y morfologia, un ejemplo es el estrés osmaético, donde
la acumulacion de solutos de la célula actia para hacer frente a la presion
osmatica, otro claro ejemplo es la respuesta al estrés osmoético, cuando las
células a altas concentraciones osmoticas externas provoca una salida de agua
desde el interior celular, entonces el contenido de agua disminuye, al igual que la
presion de turgencia, el volumen citoplasmatico se contrae y la concentracion de
metabolitos intracelulares se incrementa, por lo general los organismos

responden al estrés osmaotico incrementando la concentracion de solutos (11).

3.3 Base de escision de reparacion (BER) asociados a microorganismos

La reparacion por escision de la base (BER) es la via de reparacion del dafio del

ADN preeminente para el procesamiento de las pequefias lesiones de la base,
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derivadas de los dafos por oxidacion y alquilacion. La reparacion por escision de
la base BER se define normalmente como la reparacién del ADN iniciada por las
glicosilasas de ADN especificas de la lesion y completada por cualquiera de las
dos sub vias: una de ellas es BER de parche corto, lo que quiere decir que solo
reemplaza un nucleétido y por otro lado BER de parche largo donde se reemplaza
de 2 a 13 nucledtidos; y finalmente cada subruta de BER se basa en la formacién
de complejos de proteinas que se ensamblan en el sitio de la lesion del ADN y
facilitan la reparacion de manera coordinada, con el fin de formar complejos que
proporcionan un aumento en la especificidad y eficiencia de la via BER, y asi
facilitando el mantenimiento de la integridad del genoma prever la acumulacion de

intermedios de reparacion altamente toxicos (30), (31).

3.4 Reparacion por escision de nucleétidos (NER) asociados a

microorganismos

La categoria de reparacion por escision de nucleétidos (NER), es un mecanismo
para reconocer y reparar el dafio voluminoso del ADN causado por compuestos
carcinégenos ambientales y exposicion a la luz ultravioleta. La reparacién del
ADN dafado involucra al menos 30 polipéptidos dentro de dos sub-rutas
diferentes de NER conocidas como reparacion acoplada a la transcripcion
(TCR-NER) y reparacion global del genoma (GGR-NER). TCR se refiere a la
reparacion acelerada de lesiones ubicadas en la cadena de genes transcrita
activamente por la ARN polimerasa |l (RNAP Il). En GGR-NER, el primer paso del
reconocimiento de danos involucra el complejo XPC-hHR23B junto con el

complejo XPE (en procariotas, complejo uvrAB) (32).

3.5 Reparacion de errores de emparejamiento de ADN (MMR) asociados a

microorganismos.

La categoria de reparacion de errores de apareamiento de ADN (MMR) es una
via bioloégica altamente conservada que juega un papel clave en el mantenimiento
de la estabilidad gendmica. MMR corrige los desajustes de ADN generados
durante la replicacion del ADN, evitando asi que las mutaciones se vuelvan

permanentes en las células en division. MMR también suprime la recombinacion
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homédloga y recientemente se demostr6 que desempefia un papel en la

sefalizacion del dafio del ADN (33).

3.6. Recombinacién homoéloga (NHEJ) asociados a microorganismos

La recombinacion homodloga (HR) es esencial para la reparacién precisa de
roturas de doble hebra del ADN (DSB), lesiones potencialmente letales. La HR
tiene lugar en la fase S-G2 tardia del ciclo celular e implica la generacién de una
region de ADN de una sola hebra, seguida de la invasion de la hebra, la
formacion de una unién de Holliday, la sintesis de ADN utilizando la hebra intacta
como plantilla, la migraciéon de ramas y resolucion. Se investiga que las proteinas
de la familia RecA / Rad51 juegan un papel central. La proteina de susceptibilidad
al cancer de mama Brca2 y la helicasa RecQ BLM (sindrome de Bloom mutado)
son supresores de tumores que mantienen la integridad del genoma, al menos en
parte, a través de la HR (34).

3.7 Sistema de secrecién bacteriana asociados a microorganismos

Las bacterias gram negativas secretan una amplia gama de proteinas cuyas
funciones incluyen la biogénesis de organelos, como las pildoras y los flagelos, la
adquisicion de nutrientes, la virulencia y la salida de farmacos y otras toxinas. Se
ha demostrado que seis sistemas de secrecion distintos median la exportacion de
proteinas a través de las membranas interna y externa de las bacterias
gramnegativas. Estas vias estan muy conservadas en todas las especies de
bacterias Gram negativas. En las bacterias grampositivas, las proteinas
secretadas comunmente se traslocan a través de la membrana unica por la via

Sec o la via de las dos argininas (Tat) (35).

3.8 Estrés por sequia asociados a microorganismos

Las células procariotas desecantes experimentan una disminucién en el area de
superficie y un encogimiento de la capa capsular, lo que esta relacionado con la
rapida pérdida de volumen citoplasmatico. Esta pérdida de agua intracelular

reduce la presion de turgencia, 1o que a su vez da como resultado un aumento de
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los iones y metabolitos intracelulares, el apifiamiento de macromoléculas y la
disminucién de la fluidez (14). Las bacterias responden al estrés xérico a través
de varios mecanismos fisioldégicos y moleculares distintos pero interrelacionados,
que se coordinan temporalmente y dan como resultado un cambio global en los

patrones transcripcionales y de traduccién de la célula (14).

3.9 Ruta transportadores de ABC asociados a microorganismos.

Los transportadores de casette de unidon a ATP (ABC) forman una de las familias
de proteinas mas grandes conocidas y estdn muy extendidos en bacterias,
arqueas Yy eucariotas. Acopla la hidrélisis de ATP al transporte activo de una
amplia variedad de sustratos como iones, azucares, lipidos, esteroles, péptidos,
proteinas y farmacos. La estructura de un transportador ABC procariota
generalmente consta de tres componentes; tipicamente dos proteinas de
membrana integrales, cada una de las cuales tiene seis segmentos
transmembrana, dos proteinas periféricas que se unen e hidrolizan ATP, y una
proteina de unién a sustrato periplasmica (o lipoproteina). Muchos de los genes
de los tres componentes forman operones, como de hecho se observa en muchos

genomas de bacterias y arqueas (36).

Las bacterias tienen que hacer frente a diversos cambios, para protegerse de
osmolaridad alta, acumulan compuestos osmoprotectores en su citoplasma,
llamados solutos compatibles; donde se pueden acumular a niveles muy altos en
el citoplasma de la célula estresada sin interferir en sus funciones vitales, por otro
lado las bacterias equipadas con este sistema facilitan el transporte de
osmoprotectores en condiciones de estrés y varios de estos sistemas se han
identificado previamente, como por ejemplo los transportadores de casete a unién
a ATP (ABC) y transportadores secundarios (26).

Todos los transportadores ABC reportados hasta ahora en bacterias no haldfilas
estan relacionados con el sistema ProU de Escherichia coli, incluyendo, OpuA
OpuB y OpuC de Bacillus subtilis, OusB de Erwinia chrysanthemi y BusA de
Lactococcus lactis, paralelamente prb es necesaria para la osmoproteccion, por él

y prb y Bets, no requieren ningun sistema de transporte para la adaptacion de
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estrés salino a través de la utilizacién de Pb, finalmente la doble regulacion de prb
ha llevado a manifestar que esta regulacion se produce a nivel transcripcional y

responde aumentos de salinidad con la presencia de PB (26).

3.10 Quorum sensing asociados a microorganismos.

La deteccion de quérum (QS) es un sistema regulador que permite a las bacterias
compartir informacion sobre la densidad celular y ajustar la expresion génica en
consecuencia. Todas las bacterias Quorum sensing producen y liberan moléculas
de senales quimicas Ilamadas autoinductores (Al) que aumentan en
concentracion en funcion de la densidad celular. Los IA mas comunmente
estudiados pertenecen a una de las siguientes tres categorias: lactonas de
homoserina aciladas, también denominadas Al-1, utilizadas por bacterias Gram
negativas; sefales peptidicas, utilizadas por bacterias Gram positivas; y Al-2,
utilizado por bacterias Gram negativas y Gram positivas. Los procesos
controlados por Quorum sensing incluyen virulencia, competencia, conjugacion,
produccion de antibioticos, motilidad, esporulacién y formacion de biopeliculas
(36). Cuando las células alcanzan un umbral, el autoinductor se une a los
receptores para iniciar una cascada de reacciones que orientan a la expresion o
represion de genes, algunas bacterias reductoras de sulfato a inhibidores de QS

en condiciones de salinidad disminuye la formacién de biopeliculas (37).

Inicialmente el proceso de quorum sensing se pensaba muy poco en ambientes
extremos, debido a que las moléculas sefnalizadoras de tipo AHL son
termolabiles; Nichols (2009) expone que la temperatura puede mediar la
expresion de autoinductores 2 (A1-2), que son moléculas de furanosil borato
diester, estos autoinductores han sido propuestos como sefiales universales,
debido a su participacion en la comunicacion entre distintas especies bacterias
gram negativas y positiva, por esta razoén los factores ambientales como las altas
temperaturas, actuian como agente abiético causante de fendmenos bioquimicos

y microbiolégicos en ambientes salinos (38).
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Para ilustrar mejor, los sistemas de osmoregulacion bacteriana que permite la
adaptacion a los cambios de osmolaridad extracelular, en condiciones de estrés
osmotico, por ejemplo, Escherichia coli acumula solutos osmoprotectores que
mantienen la homeostasis de la osmolaridad citoplasmica, a menudo, las vias de
sefalizacion responsables de la deteccidon de estimulos ambientales estan
vinculadas a sistemas de deteccion de quérum bacterianos. Por ejemplo, varias
especies bacterianas responden al estrés ambiental, como los cambios en la
temperatura, el pH y la disponibilidad de nutrientes, mediante la modulacion de
los componentes sensibles al quérum, por ejemplo, los vibriones experimentan
fluctuaciones en la salinidad en el medio marino y también en huéspedes
eucariotas, en varias especies de Vibrio, la abundancia bacteriana total a menudo
se correlaciona con la salinidad para adaptarse a los cambios en la salinidad, los
genomas de los vibrios codifican sistemas de osmorregulacién, incluidos los

homologos de los sistemas Bet y ProU de E. coli (21).

3.11 Estrés oxidativo asociados a microorganismos.

Estrés oxidativo mediante proteinas similares al Dps. Estas proteinas de unién y
almacenamiento de hierro. La proteina osmC participa también en el mecanismo
celular de defensa, en respuesta al estrés oxidativo (24). Los dafios oxidativos
responden también a cambios ambientales que generan ROS y a su vez genera
diversas enzimas antioxidantes que alteran el estado redox, los dafos oxidativos
en proteinas también aparecen cuando alguna de las isoenzimas estan expuestas
a contaminantes dafando varias biomoléculas, generando productos de
peroxidaciéon y productos oxidados, produciendo estrés oxidativo, los acidos
nucleicos se ven afectados mediante la oxidacion de nucleétidos, existen dos
tipos de mecanismos enzimaticos usados por bacterias, uno de ellos son los
sistemas directos que estabilizan a los EROs; como por ejemplo la superéxido
dismutasa (SOD), encargada de proteger a las células de ion superoxido
produciendo oxigeno molecular y H,0O,, y las catalasas encargadas de la
transformacion directa de O, y H,0, y lo sistemas indirectos que restauran las

biomoléculas danadas durantes el estrés (24).

26



3.12 Proteinas de shock térmico asociados a microorganismos.

Cuando se alude a organismos se encuentran en estrés se producen reacciones,
entre las cuales se encuentran una respuesta de shock térmico, y se van
generando proteinas denominadas HSP o heat shock proteins, estas se
encuentran en la historia evolutiva de los microorganismos cumplimento una
funcién en bacterias, levaduras, plantas o animales; cuando una célula se somete
a cambios bruscos, como por ejemplo pérdida del equilibrio osmético, pH, frio,
toxinas, presion extrema, metales pesados, entre otros, es decir las fluctuaciones
que reciben estos microorganismos al no ser normales para su sistema, se
convierte en una reaccion como defensa, cuando un factor de estrés es eliminado
de la células se continua con normalidad el metabolismo; el estrés genera
cambios en la conformacién terciaria de las proteinas, las despliega, exponiendo
sus aminoacidos hidrofébicos al agua y causa la pérdida de su funcion, este

proceso se conoce como denaturacion de la proteina (39).
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1 Universo: Todos los genes presentes en ecosistemas de manglar a nivel

global.

4.1.1 Poblacion: Genes asociados a estrés ambiental en ecosistemas de
manglar en Colombia.

4.1.2 Muestra: Genes asociados a estrés ambiental en un manglar semiarido

del departamento de la Guajira.

4.2 Hipétesis

La salinidad en los manglares influye sobre la diversidad de rutas metabdlicas de

genes asociados a un manglar semiarido de la Guajira.

4.2.1 Variable dependiente: Rutas metabodlicas y genes asociados a estrés

ambiental en microorganismos..
4.2.2 Variable independiente: Nivel de salinidad.

4.2.3 Indicador: Conteos de genes asociados a  estrés ambiental en

microorganismos.

4.2.4 Tipo de investigacion: Es un estudio transversal descriptivo, que describe
los genes y rutas metabdlicas en microorganismos sometidos a estrés ambiental
en un manglar semiarido en el departamento de la Guajira, en donde se analiza
los datos de variables recopiladas en un periodo de tiempo, sobre una poblacion

muestra en este caso suelo del manglar.
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4.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

4.3.1 Descripcion del lugar de estudio

Este proyecto se realizé en el trabajo de Sepulveda., et al 2021, donde se
describe la recoleccion total de nueve muestras bioldgicas, extraidas de plantas
de Avicennia germinans por ser de mas predominancia en ese manglar, las zonas
de muestreo fueron recolectadas en baja salinidad, identificada como L
(11°3308.4'N/72°53'59.6"W) salinidad media  (11°3311.4'N/72°5403.5'W),
identificada como M, y (11°3309.05'N/72°5401.4'W), como alta salinidad
identificada como H (40).

Las zonas de muestreo estaban a 400m de la costa y espaciados 95m y 58 m
entre si, luego en cada zona de muestreo se recolectaron tres plantas de
Avicennia germinans, para contextualizar las muestras se tomaron de tres zonas
del manglar (brazo Riito) del rio Rancheria en la Guajira localizado al noroeste de
la Guaijira. (40)

" Caribbean Sea

n—-f;.ﬁ.i‘%

.‘ Rlohacha city - ,.,,3
a1

anura 1. Mapa de ublcaC|on donde se encuentra eI manglar en la desembocadura del rio
Rancheria en la Guajira (Sepulveda, 2021).
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4.3.2 Extraccion de ADN y secuenciacion de las muestras

Sepulveda., et al 2021 menciona en su articulo el proceso de extraccion del ADN
total de las muestras del suelo usando el Power Lyser® Power suelo®kit de
aislamiento, QIAGEN Company, Hilden,Alemania), segun los protocolos del
fabricante. La concentraciéon de ADN se verificd fluorométricamente usando el
dsDNA HS Qubit® kit de ensayo (Life Technologies,CA). La integridad del ADN
se verificd en gel de agarosa al 0.8%, se seleccion6 las muestras con el barrido
mas bajo, la intensidad mas alta de la banda de alto peso molecular y una
concentracion de >20 mg ml-'. En promedio se obtuvieron concentraciones de 40
ng ul-' de ADN para la secuencia de escopeta de 150 pb utilizando la plataforma
lllumina Hiseq 2500 (lllumina, CA, EE.UU) (40).

4.3.3 Analisis bioinformatico y bioestadistico

La calidad de los datos de secuenciacion se evalué en FastQC v0.11.2 (40),
seguido del filtrado de calidad y recorte de lectura utilizando una puntuacién de
Phered <20 con el software TRIMMOMATIC v0.36, utilizando los siguientes
parametros: LEADING:15, TRAILING: 15, SLIDING WINDOW:4:20 Y
MINDLEN:100 (40). Las secuencias se alinearon con el software DIAMOND V0.9
(40). Contra la base de datos de proteinas no redundantes del NCBI con
umbrales de parametros BLASTx del 80% de identidad y un valor de 10-5. Estas
secuencias fueron seleccionadas para anotaciones funcionales basadas en
KEGG ORTHOLOGY (KO). Una vez normalizados los recuentos de lecturas, se
obtuvieron las abundancias relativas de cada gen, teniendo en cuenta el total de

genes anotados para la abundancia de salinidad (40).

Las rutas de interés para determinar el conteo de genes asociadas a condiciones
de estrés ambiental en microorganismos fueron la reparacién por escision de
bases (VER, K03529), chaperonas (K04078), esterasas (K01081), estrés salino
(K03553), Estrés universal (K06149), Oxidasa (K17285), Proteinas de choque
térmico (K03695), quorum sensing (K01996), recombinacién Homdloga (K03695),
reparacion de desajustes (K01589), reparacion escision de nucledtidos (NER,
K03694), respondedoras de estrés (K05343), ruta transportadora ABC (K03695),
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sistema secrecion bacteriana (K06147), superoxido dismutasa (K03601) y unién

de extremos no homologos (K10979).
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5. RESULTADOS

Se seleccionaron 16 categorias metabdlicas que responden a diferentes tensores
ambientales y los genes detectados en el metagenoma de un manglar bajo tres
condiciones de salinidad reportados en cada una de las rutas metabdlicas.

(Tabla 1).

Tabla 1 Vias metabdlicas relacionadas con la respuesta a tensores, diferentes clases de tension,

numero de genes reportados en las bases de datos de KEGG y numero de genes encontrados
para cada via metabdlica

RUTA METABOLICA salinidad % reads p values
(Alta)H  (Media) M (Baja) L

Ruta transportadora ABC 2487.,0 2204.,6 2107.,6 27,5 *
Recombinacion Homéloga 1263,9 1059,1 9871 13,4 *
Quorum sensing 925,9 846,2 813,0 10,5 *
Reparacioén escision de nucledétidos 957,5 825,5 7941 10,4 *
Reparacién de errores de

emparejamiento de ADN (MMR) 712 614,13 583,3 7,7 *
Base escision de reparacion (BER) 595,10 518,90 493,4 6,5 *
Proteinas de choque térmico 601,0 4945 452,6 6,3 *
Respondedoras de estrés 582,0 503,9 462,9 6,3 *
Sistema Secrecion bacteriana 526 449,0 446,0 5,8 >
Chaperonas 264,20 216,80 193,4 2,7 >
Estrés salino 101,2 90,1 85,6 1,1 **
Oxidasa 78,0 64,91 56,9 0,8 e
Superoéxido dismutasa 58,4 51,950 54,4 0,7 el
Unién de extremos no homadlogos 11,5 13,0 16,3 0,2 el
Esterasas 15,6 14,3 16,5 0,2 e
Estrés universal 0,5 0,3 0,3 0,0 (-)

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye, nombre de la ruta, su identificacién KEGG, p.
values.

‘5.1 Ruta transportadores ABC

Se detectaron 287 KO en ruta transportadores ABC con las mayores abundancias
en K03695, K03924, K17686, K03696 y K03553 con el 23% de los conteos. Estos
se asociaron con el transporte de osmoreguladores glicina betaina/prolina
(K03695, K03924, K03696); transporte de lipopolisacaridos y iones (K17686)
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Transporte de aminoacidos (K03553) livF, reparacion del ADN y respuesta al
estrés. Las categorias se asociaron al 49% para transporte, 21% translocasa, y al
5% quinasas; la mayoria de los conteos se encuentran en salinidad alta con
23.10%.

Tabla 2,. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de transportadores ABC en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de
salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L).

ENZIMA O Salinidad

FUNCION FUNCION BIOLOGICA KEGG (Alta) H (Media) M (Baja) L Total p values
proV [EC:7.6.2.9] Stress response K03695 182 (3%) 156 (2%) 140 (2%) 478 (7%) -
proX [EC:3.6.3.-] Hydrolase K03924 143 (2%) 121 (2%) 105 (2%) 368 (5%)
COPA, CtpA, ATP7 b 1 he Cu+ transporter K17686 104 (1%) 87 (127%) 79 (1%) 270 (4%)
[EC:7.2.2.8]
prowW N/A Hydrolase K03696 90 (1%) 82 (1%) 64 (0.9%) 236 (3%)
livF N/A Quorum sensing,DNA damage, | -7, 84 (1%) 69 (1%) 66 (0.9%) 218 (3%)

DNA repair, stress response *kk

Significado:***: < 0,001; **: p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcion bioldgica, su
identificacion KEGG, p values.

5.2 Quorum sensing.

Se detectaron 67 KO, de los cuales las de mayor abundancia fueron K03070,
K02032, K03076, KO1996 y K02033 con el 35.38% de los conteos. El primer
K03070, es una enzima secA; preprotein translocase subunit SecA [EC:7.4.2.8],
con funcidon biologica de sistema de secrecion bacteriana y proteinas de
exportacion. K02032 es una enzima ddpF; peptide/nickel transport system
ATP-binding protein, con actividad de ATPasas, K03076, secY; preprotein
translocase subunit SecY, con funcién biolégica de sistema de secrecidn
bacteriana y proteinas de exportacion, KO1996, livF; branched-chain amino acid
transport system ATP-binding protein, con funcion bioldgica ruta transporte ABC, y
por ultimo K02033, ABC.PE.P; peptide/nickel transport system permease protein
con actividad de ATPasas. Las categorias fueron asociadas a: 34% a transporte,
28% vias metabdlicas, 12% sistema de dos componentes, 21% biosintesis, 15%

proteinas de exportacion, 15% sistemas de secrecion bacteriana, 16% hidrolasas
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y 19% liasas; la mayoria de los conteos se encuentran en salinidad alta con un
38.35%.

Tabla 3. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica del quorum sensing en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de salinidad
alta (4H), media (2M) y baja (3L).

Salinidad
ENZIMA O
FUNCION FUNCION BIOLOGICA  KEGG (Alta)H (Media) M (Baja) L Total p values
secA[EC:7.4.2.8] Bacterial secretion K03070 153 (6%) 125 (5%) 120 (5%) 399 (15%)
system, Protein export —
ddpF N/A ATPase activity K02032 69 (3%) 67 (3%) 59 (2%) 195 (8%)
secY N/A Bacterial secretion K03076 33 (2%)  46(2%) 43(2%) 142 (6%)
system, Protein export —
livF N/A K01996 43 (2%) 46 (2%) 43 (2%) 132 (5%) .

ABC transporters

ABC.PE.P N/A ATPase activity K02033 44 (2%)  41(2%) 38(1%) 124 (5%) o

significado: ***: < 0,001; **: p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcion bioldgica, su
identificacion KEGG, p values.

5.3 Recombinacion homéloga.

Tabla 4. Conteo (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de recombinacion homadloga en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de
salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L).

ENZIMA O Salinidad [
FUNCION FUNCION BIOLOGICA KEGG (Alta) H (Media) M  (Baja) L Total p values
recC [EC:3.1.11.5] Cell dvision,Stress KO3695 181 (14%) 156 (5%) 140 (4%) 478(0.1%) ...
response

lon transport, transport,

recD [EC:3.1.11.5] K17686 104 (8%) 87 (3%) 80 (2%) 270 (0.1%)
translocase i
polA[EC:2.7.7.7] Chaperone K03696 90 (7%) 82 (3%) 64 (2%) 236 (0.1%) bk
recA N/A Oxidoreductase K03553 84 (6%) 69 (2%) 66 (2%) 218 (0.1%) Tk
DNA damage, DNA
recombination, DNA
dnaE [EC:2.7.7.7 ’ K02337 76 (69 63 (29 63 (29 202 (0.29
naE [ ] repair, SOS response, (6%) (2%) (2%) (0.2%)
Stress response o

significado: ***: < 0,001; **: p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su
identificacion KEGG, p values.

En esta categoria se detectaron 52 KO. Los de mayores abundancias fueron
K03695, K17686, K03696, K03553 y K02337 con un 36% de los conteos totales.
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Estos KO se asociaron a exodeoxyribonuclease, division de la célula, respuesta al
estrés (K03695), ADN polimerasa con funcidon biolégica de chaperona (recD,
K17686) y reparaciéon del ADN (K03553, recA); reparacion del ADN, SOS
response y respuesta al estrés (K02337). Las categorias se asociaron a un 25%
replicacion de ADN, el 33% se asocia a la categoria a unién al ADN, el 23%
transferasas, 31% a hidrolasas, 21% ADN polimerasa dirigida por el ADN y 23%
nucleotidil transferasa; el 36.34% de la mayoria de los conteos se presentaron en

salinidad alta.

5.4 Sistema de secrecion bacteriana

Se detectaron 51 KO en el sistema de secrecion de las bacterias, entre los de
mayor abundancia encontramos K03070, KO6147, KO3076, K02454 y KO3106 los
cuales representan el 61% de los conteos. Estos KO se asociaron proteinas de
translocacién y exportacion (K03070, secA); translocacion (K06147, gspE,
secretion K02454 gspE); Las categorias estan asociadas al 80% transporte, el
29% a exportacion de proteinas, el 20% al Quorum sensing, y el 16% a
translocasas; en la mayoria de los conteos el 61.64% se encuentra en la salinidad

alta.

Tabla 5. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de los sistemas de secrecion bacteriana en el manglar delta del rio Rancheria con tres
puntos de salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L).

FUNCION Salinidad
ENZIMA O FUNCION BIOLOGICA KEGG (Alta)H (Media) M (Baja) L Total

p
values

Quorum
sensing,Protein K03070 153(11%) 125(9%) 121 (9%) 399 (0.3%)
secA [EC:7.4.2.8] export

Translocase K06147 78 (6%) 81 (6%) 75 (5%) 233 (0.2%)
gspE [EC:7.4.2.8] *
Quorum
sensing,Protein K03076 53 (4%) 46 (3%) 43 (3%) 143 (0.1%)
secY N/A export i

Biofilm formation -
Vibrio cholerae, K02454 42 (3%) 30 (2%) 30 (2%) 101 (0.1%)
gspE [EC:7.4.2.8] translocase

Quorum
SRP54, ffh sensing,Protein K03106 32 (2%) 31 (2%) 31 (2%) 95 (0.1%)
[EC:3.6.5.4] export, hydrolase

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
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significativas estdn marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién biolégica, su
identificacion KEGG, p values.

5.5 Respondedoras de estrés

En esta categoria se detectaron 33 genes, de los cuales los de mayores
abundancias fueron los KO, K03086, K05343, K02438 y K00164 con una
representacion del 64% de los conteos. EI KO3086 mas abundante fue rpoD; RNA
polymerase primary sigma factor con un 7.46% en la salinidad alta, para el
K05343 treS; maltosa alfa-D-glucosiltransferasa/alfa-amilasa [CE: 5.4.99.16
3.2.1.1] con el 6.81% en la salinidad alta, K02438 su funcién es glgX; Glycogen
debranching enzyme, en el cual se obtuvo un 5.11% en la salinidad alta, KO0164,
su funcion es OGDH, sucA; 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component, en el cual
se obtuvo el 4.55% para salinidad alta. La mayoria de las categorias se asociaron
a Transferase (30%) DNA-binding (27%), Hydrolase (24%) y Oxidoreductase

(9%). La salinidad alta presenté los mayores recuentos con el 64.58%.

Tabla 6. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de respondedoras de estrés en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de
salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L).

ENZIMA O Salinidad |
FUNCION FUNCION BIOLOGICA KEGG (Alta)H (Media) M (Baja) L Total p values

Transcription,
rpoD N/A Transcription regulation  K03086 116 (8%) 95 (6%) 89 (6%) 300 (19%) ***
treS
[EC:5.4.99.16 Glycosidase,Hydrolase,
3.2.1.1] Transferase, isomerase  K05343 105 (7%) 90 (6%) 83 (5%) 279 (18%) **
glgx

[EC:3.2.1.196] Glycosidase,Hydrolase K02438 79 (5%) 77 (5%) 69 (5%) 225 (15%) **

OGDH, sucA
[EC:1.2.4.2] Lyase K00164 71 (5%) 64 (4%) 62 (4%) 196 (13%) **

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcion biolégica, su
identificacion KEGG, p. values.

5.6 Reparacion de escision de base (BER)

En esta ruta se detectaron 25 KO; entre los de mayores abundancias K03695,
K03924, K02335, K03529 y KO1972, que representan el 72.4% de los conteos;

las categorias fueron asociadas a hidrolasas (76%), seguido de nucleasas (28%),
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ligasas (28%), y unién al ADN (28%). La mayoria de los conteos se detectaron en
salinidad alta (H) con un 72.44%.

Tabla 7.Conteo (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de reparacién por escision de bases en el manglar delta del rio Rancheria con tres
puntos de salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L).

Salinidad
ENZIMA O
FUNCION FUNCION BIOLOGICA KEGG (Alta)H (Media) M (Baja)L Total p values
UNG Reparacion ADN, base de o o o o -
(EC:3.2.2.27] escision y dafio ADN K03695 182 (11%) 156 (10%) 130 (9%) 478 (30%)
MPG Reparacion ADN, base de 13954 143 (9%) 121 (8%) 105 (7%) 368 (23%)
[EC:3.2.2.21] escision y dafio ADN

Unién al ADN, AND directo
de ADN polimerasa,

0, 0, 0, 0, *k
xthA [E3.1.11.2] nucleotiltransferasa y K02335 47 (3%) 40 (2%) 42 (3%) 130 (8%)
transferasa
hidrolasa, transferasa,
nfo [EC:3.1.21.2] nucleasa, reparacion ADN, K03529 38 (2%) 36 (2%) 37(2%) 110 (7%) *
dano ADN
nfo [EC:3.1.21.2] Ligasa K01972 27 (2%) 26 (2%) 26 (2%) 79 (5%) o

Significado: ***: < 0,001; **: p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su
identificacion KEGG y p values.

5.7 Reparacion de errores de emparejamiento de ADN (MMR)

En esta categoria se detectaron 20 KO, de los cuales K02337, K03555, K03657,
K02343, K01972 y K03572 fueron los mas abundantes con un 45% del total de
los conteos. Las rutas se asociaron a las funciones de la ADN polimerasa dirigida
al ADN (35%), nucleotidil transferasa (40%), transferasa (40%), hidrolasa (35%),
ligasa (10%) y helicasa (5%).

Tabla 8. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de reparacion de errores de emparejamiento de ADN (MMR) en el manglar delta del rio
Rancheria con tres puntos de salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L).

ENZIMA O Salinidad |
FUNCION FUNCION BIOLOGICA KEGG (Alta)H (Media) M (Baja) L Total p values
MoxR [EC:3.6.3-] '\ raseactivity, Hydrolase, \ha004 143 (75%) 121 (6%) 105 (6%) 368 (0.2%)
Mismatch repair. ok
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cellular response to copper

ion, cellular response to

P-type Cu+ silver ion, copper ion
transporter export, copper ion K17686 104 (5.4%) 87 (5%) 79 (4%) 270 (0.1%)
[EC:7.2.2.8] transport, detoxification of
copper ion, Mismatch
repair. ok
CIpC [EC:2.7.7.7] f;gz‘i’fm”e’ Mismatch KO3696 90 (5%) 82(04.2%) 64 (3%) 236(0.1%)
Ligase, Purine
holA[EC:2.7.7.7] biosynthesis, Mismatch K01589 5 (0.25%) 5(0.3%) 7(0,4 %) 17 (0.0%)
repair. *
DNA-binding, Cell cycle,
Cell division, DNA 24,39 o 0 0
muts condensation, Mismatch K03593 (1.28%) 20 (1%) 19(1%) 63 (0.0%)

repair

significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su

identificacion KEGG, p.values.

5.8 Reparacion por escision de nucleétidos (NER)

En esta categoria se detectaron 17 genes de los cuales los de mayores
abundancias fueron los KO, K03701, KO3695, K03702, KO3723 y K03694, lo cual
representan el 71% del conteo. Los cuatro ultimos KO se asocian a Nucleotide
excision repair (85%) DNA-binding (35%), Hydrolase (35%) y Helicase (30%). El
conteo con mayor salinidad alta 4H fue del 71.07%.

Tabla 9. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de reparacién por escision de nucledétidos en el manglar delta del rio Rancheria con
tres puntos de salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L)

ENZIMAO i yncioN BIOLOGICA KEGG Salinidad Total |
FUNCION (Alta)H (Media)M (BajaL o~ Pvaues
ANA e ey KOO S o e
o ; 1 (10%) 7 (T%) (24%)
escision repair
DNA-binding, Helicase,
Hydrolase, Basal
ERCC3, XPB L K0369 o o 140 478 .
[EC:3.6.4.12] transcrlptlon facltc?r’s, 5 182 (7%) 156 (6%) (5%)  (19%)
Nucleotide, escision
repair
DNA damage, DNA
WwiB escision, DNA repair, K0370 104 355
0, o, *kk
N/A SOS respons'e.,’ 2 138 (5%) 113 (4%) @%)  (14%)
Nucleotide escision
repair.
DNA-binding, Helicase,
Hydrolase, DNA damage,
mfd [EC: : ) K0372 o o o 193 .
3.6.4.-] DNA repalr,'NL’Jcleotlde 3 70 (3%) 64 (3%) 60 (2%) (7%)
escisio
n repair
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Escision nuclease,
Nucleotide, escision
repair.

K0369 184

clpA 0 0 0
4 BB(%)  ST2%)  592%) 74,

N/A

*%

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). . Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su
identificacion KEGG, p values.

5.9 Oxidasa.

Se detectaron 16 KO entre las mayores abundancias encontramos el K17285,
K00228 y K03217, los cuales representaron el 77% de los conteos. El primer KO
es una enzima SELENBP1; metanotiol oxidasa [CE: 1.8.3.4], K00228 CPOX,
hemF; coproporphyrinogen Il oxidase [EC:1.3.3.3], K03217 yidC, spollld, OXA1,
ccfA; YidC/Oxa1 family membrane protein insertase. Las categorias fueron
asociadas al 56% oxidoreductase, 18% Heme biosynthesis, y el 12% Transporte.

la mayoria de los conteos se encuentran en salinidad alta con 77.91%.

Tabla 10. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de oxidasa en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de salinidad alta
(4H), media (2M) y baja (3L)

YidC/Oxa1 N/A

, 3 Salinidad

ENZIMAO b\ ,NCION BIOLOGICA KEGG Total P

FUNCION (Alta) H (Media) M (Baja) L values
SELENBP1 especies reactivas de o o o o
£C1.8.5.4] xigono K17285 38,19 (19.12%) 28 (14%) 15 (8%) 81 (41%) (-)
[CE?;(’SZGQ;F Porphyrin biosynthesis  K00228 15,98 (8.00%) 12 (6%) 15 (7%) 43 (22%) (-)
yidC, spolllJ, .
OXA1, ccfA; TransportTranslocation, \ha517 1062 (5.32%)  9(5%) 11 (5%) 30 (15%) (-)

Protein transport

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcion bioldgica, su
identificacion KEGG, p. values.

5.10 Estrés salino.

En esta categoria se detectaron un total de 9 KO, de los cuales los de mayores
abundancias fueron K03553, KO0130, para el primer KO, es una enzima recA;
recombination protein RecA, con funcién biolégica de dafio ADN, recombinacion
de ADN, reparacion del ADN, respuesta SOS y respuesta al estrés, y para el

segundo KO betB, gbsA; betaine-aldehyde dehydrogenase [EC:1.2.1.8], con
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funcion biolégica Unién al ADN, Regulacién de la transcripcién, Transcripcion.
estos dos ultimos representan 90% de los conteos, la mayoria de las categorias
estan involucradas con unién al ADN en un 22%, un 33% con oxidoreductasa, el
22% Regulacién de la transcripcién y transcripcion, finalmente el 90.37%

corresponde a salinidad alta, en todas las categorias totales.

Tabla 11. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de salinidad alta (4H), media
(2M) y baja (3L)

) 3 Salinidad
ENZIMAO .\, NCION BIOLOGICA KEGG | Total P
FUNCION (Alta)yH (Media) M (Baja) L values

DNA damage, DNA
recombination, DNA

0, 0, o, [4) *kk
recA N/A repair, SOS response, K03553 84 (30%) 68 (25%) 66 (24%) 219 (79%)
Stress response
DNA-binding,
betB, gbsA Transcription regulation, K00130 10 (4%) 12 (5%) 10 (4%) 32 (11%) (-)
[EC:1.2.1.8] .
Transcription.

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su
identificacion KEGG, p. values.

5.11 Esterasa

Se detectaron 8 KO de los cuales los mas abundantes fueron K01070
S-formylglutathione hydrolase [EC:3.1.2.12], con funcidn biolégica serina esterasa
e hidrolasa, el segundo K01081, corresponde a 5'-nucleotidase [EC:3.1.3.5], y su
funcion es hidrolasa, y el ultimo es K00784, que es una ribonuclease Z
[EC:3.1.26.11], con funcién biolégica endonucleasa, nucleasa, hidrolasa y
procesamiento de ARNt, lo que representan al 54.3% de los conteos. En esta
categoria el 12.5% corresponde a funciones como serina esterasa, transcripcion,
regulacion de transcripcion, endonucleasas, nucleasas y procesamiento de ARNT,
y un 100% a hidrolasas, la mayoria de los conteos se encuentra en salinidad baja
con un 64.35%.
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Tabla 12. Conteo (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de la esterasa en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de salinidad alta

(4H), media (2M) y baja (3L)

, o Salinidad
ENZIMA O FUNCION FUN.CION KEGG | P
BIOLOGICA (Alta)H (Media) M (Baja) L values

Esd, Es, Es-1, Es-10, Serine esterase

Es1, Es10, FGH, Hvdrolase ’ K01070 4 (0,00%) 4 (0,00%) 4 (0,00%) 12 (1%) (-)

sid478 [EC:3.1.2.12] y

YfkN [EC:3.1.3.5] Hydrolase K01081 3 (0,00%) 3(0,00%) 4 (0,00%) 11 (1%) *

Endonuclease,

ELAC1 [EC:3.1.26.11]  Nuclease, Hydrolase, =~ K00784 3 (0,00%) 2(0,00%) 2(0,0%) 7 (1%) (-)

tRNA processing

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su

identificacion KEGG, p. values.

5.12 Chaperonas

Se detectaron 7 KO, de los

cuales cuatro corresponden a las mas altas

salinidades con un 99%. Estos KO se asociaron a chaperonas que ayudan al

correcto plegamiento de proteinas respuesta a calor y a radiacion (K04077,

GroEL) y proteinas replicacion del ADN y respuesta a estrés por alta temperatura
(K0O4079, DnaK), y proteinas de respuesta a calor (K04078, GroES). Esta

categoria fue asociada a division celular (43%), a respuesta de estrés (57%),

replicacion de ADN (29%) y ciclo celular (43%). La mayoria de los conteos se

encuentran en salinidad alta con un 99.03%.

Tabla 13. Conteo (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de la chaperona en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de salinidad alta

(4H), media (2M) y baja (3L)

FUNCION

ENZIMA O FUNCION BIOLOGICA

Salinidad
(Media) M

p

| Total
values

KEGG

(Alta) H (Baja) L

Ayudan al correcto
plegamiento de proteinas,
respuesta al calory a
radiacion. Homodloga a
Hsp60 en eucariotas

Cell cycle

*kk

K04077 222 (33%) 182 (27%) 157 (23%) 561 (83%)

Ayudan al correcto
plegamiento de proteinas,
replicacion del DNAy
respuesta a estrés por alta
temperatura. Homologa a
Hsp70 en eucariotas

Stress
response

*kk

K04079 21 (3%) 15(2%) 17 (3%) 53 (8%)

GroES, HSPE1; Ayudan al
correcto plegamiento de
proteinas, respuesta al

Cell cycle

K04078 20 (3%) 18 (3%) 16 (2%) 53 (8%) **
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calor. Homologa a Hsp10 en
eucariotas.

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su
identificacion KEGG, p. values.

5.13 Estrés universal

Esta categoria so6lo se pudieron detectar 2 KO, de los cuales el K06149, posee
una funcion bioldgica de respondedora de estrés, correspondiente a Universal
stress protein UspA and related nucleotide-binding proteins y K09825, con
funciones biolégicas como transcripcion y regulacion de transcripcion,
correspondiente a la proteina de estrés 13 y el 100% corresponde a salinidad

alta.

Tabla 14. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica al estrés universal en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de salinidad
alta (4H), media (2M) y baja (3L).

ENZIMA O FUNCION EGG Sa"“'fjad | Total values
FUNCION BIOLOGICA (Alta) H (M‘:;I"a) (Baja) L P
Universal stress
protein UspA and
0,39 0,22 0,23 o
related. o Stress response K06149 (0,00%) (0.00%) (0,00%) 0(0%) (-)
nucleotide-binding
proteins
general stress Transcription, Transcr 0,15 0,11 0,08 o :
protein 13 iption regulation K09825 (0.00%) (0.00%) (0.00%) 0(0%) )

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcion bioldgica, su
identificacion KEGG, p. values.

5.14 Proteina de choque térmico

En esta categoria se detectaron 22 KO de los cuales, los mas abundantes fueron
K03695, K03798, K03696 y K03667 con el 82.1% de los conteos. El primer KO,
es un ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpB | ATP-dependent
clp protease sub, con funcién biolégica a respondedora de estrés, K03798, es cell
division protease FtsH | cell-division protein and general stress [EC:3.4.24.-], con
actividad de virulencia, K03696, ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
ClpC | HSP100; heat shock protein 100, con actividad de respondedora de estrés
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y por ultima ATP-dependent HslUV protease ATP-binding subunit HslU | hslU,
MBMO_ EBACO000-60D04.93; que también tiene funcion de respondedora de
estrés. Las categorias se asociaron proteasas (18%), hidrolasas (23%),
regulaciéon de la traduccion (18%) y en su mayoria el 68% a respondedoras de

estrés. El 82.18% de los conteos se presentaron en salinidad alta.

Tabla 15. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de choque térmico en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de salinidad
alta (4H), media (2M) y baja (3L).

ENZIMA O FUNCION Salinidad p
FUNCION BIOLOGICA KEGG (AltaH (Media)M  (Baja)L Total values
ClpB N/A Stress KO3695 182 (12%) 156 (10%) 140 (9%) 477 (31%) ...
response

FtsH [EC:3.4.24-]  Virulence K03798 158 (10%) 127 (8%) 113 (7%) 397 (26%)  *+*

ClpC N/A Stress K03696 90 (6%) 82 (5%) 64 (4%) 236 (15%)
response e

HslU N/A Stress K03667 67 (4%) 46 (3%) 47 (3%) 160 (10%)
response b

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su
identificacion KEGG, p. values.

5.15 Unién de extremos no homoélogos (NHEJ)

En esta categoria se detectaron 2 KO K01971 y K10979. El primer KO, esta
asociado a dafo al ADN, recombinacion de ADN, reparacion del ADN vy
esporulacion y el segundo KO asociado a las mismas funciones del anterior
excepto la esporulacion en la mayoria de los conteos se encuentra en salinidad
baja con un 100%.

Tabla 16. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de union de extremos no homaologos en el manglar delta del rio Rancheria con tres
puntos de salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L)

ENZIMA O Salinidad | p
FUNCION  FUNCION BIOLOGICA KEGG _ (Alta)H (Media) M (Baja)L Total values

DNA damage, DNA
recombination, DNA
ligD [EC:6.5.1.1] repair, Sporulation K01971 10 (27%) 11 (27%) 13 (3%) 35(1%) (-)

DNA damage, DNA
recombination, DNA
ku N/A repair K10979 0,49 (1%) 2 (5%) 3(8%) 6(0%) ***

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estan marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcién bioldgica, su
identificacion KEGG, p. values.
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5.16 Superoéxido dismutasa

Dentro de esta categoria se detectaron 2 KO, de los cuales K04564 y K03601,
corresponden al 61.04% del total de los conteos: El primero es una superdxido
dismutasa que elimina de radicales superoxidos, y su funcion oxidoreductase, y el
segundo es una exo desoxirribonucleasa VII [EC: 3.1.11.6], con funcion biologia
exonucleasa, hidrolasa, nucleasa, la mayoria de categorias esta asociada a 33%
hidrolasas, 33% oxidoreductasa. La mayoria de los conteos se encontraron en

salinidad alta con un 61.04%.

Tabla 17. Conteos (% entre paréntesis) de los genes asociados a estrés ambiental en la ruta
metabdlica de superdxido dismutasa en el manglar delta del rio Rancheria con tres puntos de
salinidad alta (4H), media (2M) y baja (3L).

FUNCION Salinidad | p

ENZIMA O FUNCION N GG Total
BIOLOGICA (Alta) H (Media) M (Baja) L values

superéxido dismutasa, familia
Fe-Mn, eliminacion de radicales Oxidoreductase K04564 23 (14%) 18 (11%) 20 (12%) 61 (37%) **
superoéxido [CE: 1.15.1.1]

xseA, conserved hypothetical

rotein- subunidad grande de Exonuclease,
P unidad g hydrolase, ~ KO3601 14 (8%) 12 (8%) 14 (8%) 40 (24%) *
exo desoxirribonucleasa VI nuclease

[EC: 3.1.11.6]

Significado: ***: < 0,001; **:p < 0,01; *: < 0.05. Las rutas metabdlicas que no tienen diferencias
significativas estdn marcadas con (-). Incluye las enzimas relacionadas, la funcion biolégica, su
identificacion KEGG, p. values.
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6. DISCUSION

Este estudio determiné el conteo de genes en las rutas metabdlicas asociadas a
condiciones de estrés ambiental en un manglar semiarido de la region de la
Guajira, sometido a diferentes tensores de salinidad. Se ha reportado que la
salinidad en ecosistemas marinos produce cambios tanto estructurales como
funcionales de las comunidades microbianas que se encuentran dentro de los
biomas (41).

Con respecto al primer objetivo, se detectd que las rutas transportadoras ABC
presentaron el mayor conteo de genes asociadas a condiciones de estrés
ambiental, siendo estas las interfaces principales de un organismo con el medio
ambiente, en las que se encuentra en mayor relacion con la salinidad en las rutas
transportadoras ABC. El conjunto de proteinas transportadoras de membrana
media las capacidades metabdlicas celulares e influye en las vias de transduccion

de sefiales y las redes reguladoras (42).

Las proteinas ABC transportadoras transmembrana son las responsables de
adquirir y transportar el fosfato, pertenecen al sistema de privacion del fosfato
phosphate starvation system (Pst), el cual es uno de los mecanismos que activan
las bacterias para mantener el control de la homeostasis del fosfato, por la falta
de nutrientes o de P (43). También contribuyen en la regulacion del pH vacuolar,
la homeostasis celular del K+, la expansion celular, el trafico vesicular, el

direccionamiento de proteinas y la tolerancia a la salinidad (44).

Para esta categoria, se detectdo el gen ProVWX, (ProV KO03695) codifica una
proteina homologa de union al ATP del sistema de transporte (42), la proteina
ProX (ProX K03924) de unién a glicina betaina periplasmica. La glicina betaina es
uno de los solutos compatibles mejores adaptados a altas concentraciones
intracelulares bajo estrés osmotico, algunas cepas de E. coli pueden sintetizar
esta proteina (45), ayudando a equilibrar no solo la osmolaridad externa, sino
también proteger a las enzimas intracelulares de efectos amenazantes de la
fuerza idnica intracelular (42). Esta proteina se acumula en grandes cantidades

en respuesta a un estrés, contribuye a estabilizar estructuras subcelulares,
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membranas y proteinas, eliminacion de radicales libres y como buffer del
potencial redox bajo estrés. Secuestra iones en los compartimentos celulares y
sintetiza osmolitos especializados tales como la prolina, glicina betaina, manitol,

trehalosa, ononitol y ectoina para reajustar el potencial osmético (46).

Otro KO encontrado que representa el conteo de genes asociados a estrés
ambiental es el K17686 su gen copA, ctpA, ATP7 esta relacionado con el
transporte de cationes, estas enzimas transportadoras de Cu+ tipo P, se encargan
de catalizar la translocacion de cationes inorganicos, la bacteria encontrada que
ayuda con la realizacion de este proceso es E. coli CopA es una ATPasa de tipo P
translocadora de iones de cobre que confiere resistencia al cobre, el transporte y
la formacion de fosfoenzimas (47). Ante el estrés salino participan en la
homeostasis, 0 en la resistencia, a cadmio, cobre, plomo y zinc. Estas proteinas
involucradas en la expulsién de metales forman un enorme complejo proteico que
funciona como una eficiente bomba de expulsion que transporta los iones tdxicos
desde el citoplasma hasta el exterior de la célula bacteriana, también funcionan

como antiportadores quimiosmaticos de cationes y protones (48).

El Quorum Sensing, es un mecanismo de comunicacion bacteriano que regula la
formacion de biopeliculas (49), utilizan una amplia gama de actividades
fisioldgicas que incluyen simbiosis, virulencia, competencia, conjugacion,
produccion de antibidticos, motilidad, esporulacién y formacion de biopeliculas
(50). En primer lugar, la interaccion de la bacteria con el agua marina y las
particulas organicas e inorganicas de la superficie forman un ensamblaje inicial,
por ultimo, las bacterias colonizadoras se acumulan en la biopelicula, modificando
las caracteristicas de las superficies del sustrato, para que otros microorganismos
pueden colonizar (51). En el caso del género Roseobacter son reconocidas como
principales colonizadoras de superficies en ambientes acuaticos, debido a su
rapida respuesta a la presencia de nutrientes de la etapa de acondicionamiento
bioquimico del sustrato y la formacion de la biopelicula (52). La formacion de
biopelicula es reconocida como una estrategia de supervivencia microbiana que
permite la resistencia a diferentes tipos de estrés ambiental, como falta de

nutrientes, presencia de metales pesados, luz UV, desecacién, agentes
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bactericidas y bacteriostaticos, diferencias de temperatura y de pH. La salinidad
induce mayor formacion de biopelicula para protegerse de los cambios abruptos

de las altas concentraciones salinas.

Dentro del sistema regulador por el operén Luxl/LuxR, que normalmente expresan
niveles basales de la proteina Luxl (proteina que sintetiza autoinductor), y la
proteina receptora del mismo LuxR fue descubierta en Vibrio fisheri (51), el gen
LuxR que corresponde al KO15852, corresponde a la familia del Quorum sensing,
como operador activador transcripcional de la bioluminiscencia, a pesar de que no
presenta una significativa relevancia, se ha descrito en esa investigacion, como
gen importante para este género bacteriano y estan presentes principalmente en

bacterias Gram negativas (53).

El gen livF, en compaiia de otros genes (livG, livK, livM y livH), que codifican el
sistema de transporte ABC de aminoacidos de cadena ramificada, poseen la
funcién de absorber y transportar los aminoacidos exdgenos por parte de las
células (54), Como una de las interfaces principales de un organismo con el
medio ambiente, los microorganismos probablemente invirtieron mucho en los
transportadores ABC para detectar y responder eficientemente a los cambios

ambientales (55).

El tercer tensor que representa el conteo de genes asociados a estrés ambiental
es la recombinaciéon homdloga, es un método comun de recombinacion genética
que permite a las células reparar con precision el dafio causado por roturas de
ADN de doble cadena. Las proteinas procaridticas relacionadas con la
recombinacion homologa estan codificadas principalmente por genes de la familia
rec (56). Dentro de esta categoria encontramos los genes recC y recD. El primero
K003695 recC es el mas abundante siendo una exodeoxyribonuclease con
funcidén de division de la célula y respuesta al estrés. La proteina Rec es una
proteina de union a ADN monocatenaria que se une a los oligonucleétidos para
evitar la degradacién por nucleasas y promover la hibridacion entre los
oligonucledtidos y las cadenas molde, sin embargo, otros mecanismos

relacionados son el aumento de la tolerancia al estrés acido, la promocién del
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crecimiento celular y el metabolismo, aunque siguen sin estar claros (56).
Ademas, a pesar de la identificacion y explotacién de componentes antiacidos
para mejorar la tolerancia al estrés del huésped, no se ha investigado su posible
aplicaciéon en diferentes cepas; la bacteria implicada en este proceso es la
Escherichia coli (56).

El cuarto tensor que presenté el conteo de genes asociados a estrés ambiental es
el sistema de secrecion bacteriana. Este se encarga de secretar factores de
virulencia desde el citosol de las bacterias hacia las células huésped o el entorno
del huésped (57). En esta categoria encontramos los siguientes genes secA,
secY, gspE. El primer KO siendo KO3070, secA es el mas abundante y su funcion
esta asociada con las proteinas de translocacion y exportacion de aminoacidos y
péptidos. SecA, SecY y SecE forman un canal conductor de proteinas, y SecA
impulsa proteinas en un proceso dependiente de ATP a través de este canal. La
translocasa Sec cataliza el transporte lineal de proteinas secretoras y de dominios
periplasmicos de IMP a través de la membrana. Ademas, las TM de las IMP se
reconocen en la translocasa Sec y se transfieren lateralmente a la bicapa lipidica
(58). Estos sistemas de secrecion, ante el estrés por salinidad incrementa el
contenido de Na+ y genera disminucion de otros macronutrientes y
micronutrientes (P, K+ , Mg2+ , Ca2+ , Fe2+ , Mn2+ , Zn2+ y Cu2+ ), los cuales
forman complejos multiproteicos que evitan la presencia del efector en el
periplasma por lo que los sustratos son secretados desde el citoplasma hasta el
medio extracelular, ayudando a disminuir los efectos adversos que provoca este

cambio en el sistema de secrecién bacteriano (59).

El quinto tensor que representa el conteo de genes asociados a estrés ambiental
es la reparacion por escision de base (BER) e interviene en la reparacion del ADN
por pequenas lesiones de 1 a 13 bases por dafos de oxidacidén y alquilacion
dando lugar a un estrés oxidativo. El estrés oxidativo es un tipo de estrés en el
que los radicales libres danan las estructuras celulares involucradas en la relacion
entre el balance energético y la transcripcion génica, permitiendo que la célula
responda y sobreviva al estrés oxidativo (47). En esta ruta predominaron las

nucleasas tipo ligasa con unién al ADN, que corresponde a la enzima UNG, UDG;
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uracil-DNA glycosylase, (K03695) fue el gen con mayor abundancia salina,
cumple funcion de reparacion al dano del ADN. La bacteria Psychrobacter sp
posee esta enzima termolabil (UNG, el UDG cataliza la hidrdlisis del enlace
N-glucosidico entre el azucar desoxirribosa y la base en el ADN que contiene
uracilo (60). Por otra parte se encuentra el uracil-DNA glycosylase, esta enzimas
fue aislado por primera vez en E. coli y su funcidn es eliminar selectivamente las
bases de uracilo del ADN mediante la formacién de un sitio apirimidinico, donde
se elimina una base de uracilo y luego facilita las reacciones de varias enzimas
reparadoras de ADN, como por ejemplo la endonucleasa AP, o la ADN pol (61).
La DNA-3-methyladenine glycosylase se ha reportado en E. coli, posee dos ADN
glicosiladas de 3 mA que catalizan la hidrdlisis del enlace N-glucosidico que une a
la base 3 mA al esqueleto de desoxirribosa-fosfato, ambas glucosilasas de ADN
de 3 mA son las enzimas iniciales que determinan la especificidad del dafio en la
via de reparacion por escision de bases y en los sitios basicos, que se eliminan
rapidamente mediante endonucleasas apurinicas/apirimidinicas (AP) 'y
desoxirribofosfodiesterasas ubicuas, y se llenan los espacios vacios de un solo
nucledtido y sellado por ADN polimerasas y ADN ligasas (62). También
encontramos el KO (K03529) con alta concentracion salina, estas enzimas
reparan el ADN debido a sus actividades nucleasa, endonucleasa, hidrolasa,
ligasa. EI gen UNG es una enzima reparadora de ADN, que cataliza el primer
paso en la via de reparacion por escision del uracilo, ha sido identificada en E.

coli ante efectos citotoxicos y mutagénicos (60).

La reparacion de errores de emparejamiento de ADN (MMR) es una via bioloégica
altamente conservada que juega un papel clave en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica (63). Las bases desapareadas y mal apareadas en el ADN
pueden surgir por errores de replicacién, modificaciones de bases espontaneas o
inducidas y durante la recombinacién (64). El gen moxR; MoxR-like ATPase
K03924 fue el mas abundante de este tensor, es una hidrolasas que al actuar
sobre anhidridos de acido permiten catalizar el movimiento transmembrana de
sustancias y ha sido detectada en Francisella tularensis al contribuir a la
adaptacion a una variedad de condiciones estresantes como la resistencia al

estrés oxidativo, acido y calor, la multiplicacion intracelular y la virulencia
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mediante el plegamiento y/o la estabilidad de las proteinas (65, 66). Similares
resultados han sido detectados en E. coli ante el estrés acido (66). Se ha sugerido
que las ATPasas MoxR tienen una funcién similar a la de las chaperonas para la
maduracion de complejos proteicos especificos o para la insercion de cofactores

en proteinas (66).

Reparaciéon por escision de nucleétidos (NER) es una via pluripotente para el
reconocimiento y la eliminacion de un amplio espectro de lesiones del ADN. La
reparacion por escision de nucleotidos implica la eliminacion de las bases de ADN
dafiadas mediante incisiones dobles que sujetan la base dafiada, la liberacion de
la base dafiada en forma de oligobmeros de 12 a 13 nucleédtidos de longitud en
procariotas y de 24 a 32 oligobmeros de nucledtidos de longitud en eucariotas,
seguido de polimerasa (67). EI KO3701 fue el mas abundante su gen uvrA; es una
exonuclease ABC subunit A. Algunas arqueas, incluida la haléfila extrema
Halobacterium sp. NRC-1, son capaces de reparar el dafio del ADN inducido por
la luz ultravioleta (UV) en ausencia de fotorreactivacion dependiente de la luz,
pero esta capacidad de reparacion "oscura" permanece en gran parte sin
caracterizar. Halobacterium sp. NRC-1 posee homdlogos de los genes
bacterianos de reparacidn por escision de nucledtidos uvrA, uvrB y uvrC, asi
como varios genes de reparacion eucarioticos y se ha pensado que multiples vias
de reparacion del ADN pueden explicar la alta resistencia a los rayos UV y la
capacidad de reparacion en la oscuridad de este modelo halofilo (68). Un estudio
realizado en 5 paises (Brasil, Arabia Saudita, China, India y Malasia) por medio
de la metagendmica en sedimentos de manglares, evidenciaron la presencia de
ADN UvrABC a través de la subunidad A de la excinucleasa ABC, esta
recuperacion celular se llevo a cabo después del estrés por calor (69). El sistema
de reparacion del ADN UvrABC es necesario para el dafo del ADN inducido por

la luz ultravioleta (69).
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Sistema respondedoras de estrés asociadas a microorganismos

Dentro del sistema respondedoras de estrés, se encuentra el estrés oxidativo, el
estrés salino, choque térmico, estrés universal, como por ejemplo el gen rpoD,
también llamado factor sigma primario de ARN polimerasa; este factor es una
subunidad de ARN involucrado en el reconocimiento de promotores y separacion
de cadenas de ADN durante el inicio de la transcripcion en las bacterias siendo
esenciales para su supervivencia (70). Los factores sigmas alternativos, estan
involucrados en choque térmico, estrés extracitoplasmatico, que han sido
reportadas en E. coli (70). Por otra parte, las proteinas de choque térmico se
caracteriza por la inducciéon de un conjunto de proteinas (HSP), que se activan
por un aumento rapido de la temperatura ambiental muchas de estas son
chaperonas GroEL(KO4077), GroES (KO4078), DnaK (KO4079) y Dnad
(KO4080), desempefian un papel muy importante en la plegamiento y
degradacion de proteinas (71). Estas HSP son importantes para el estrés
ambiental y producen tolerancia a altas temperaturas, alto contenido de sal y
metales pesados (72). Cuando E. coli adapta el mecanismo de defensa
controlando unos sistemas donde se involucra el factor sigma anteriormente
descrito, luego se activa el represor transcripcional, para que finalmente se
transcriba la informacion (71). En pocas palabras la respuesta general al estrés
involucra varios elementos reguladores: transcripcion de genes de estrés por un
factor sigma alternativo, RpoS, protedlisis y modulacion de la estabilidad de la

transcripcion (71).

De las 16 rutas metabdlicas, 15 fueron significativamente influenciadas por la
salinidad, excepto estrés universal. De estas ocho fueron influencias por la
salinidad alta (Ruta ABC, recombinacion homodloga, quorum sensing, NER,
reparacion de desajuste, Base escision de reparacion BER, respondedoras de
estrés, proteinas de choque térmico) tres rutas para salinidad media (sistema de
secrecion bacteriana, chaperonas, estrés salino) y cinco rutas para salinidad baja
(oxidasa, superéxido dismutasa, esterasas, unién de extremos no homodlogos y

estrés universal).
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Ruta ABC fue el proceso con mayor porcentaje en el conteo de los tres puntos de
salinidad con un 27.5%, (Tabla 1) seguido de recombinacién homdloga con 13.4%
y quorum sensing 10.5%. Los genes con mayor conteo fueron K03695 (UNG,
ERCC3, XPB,CIpB) asociados a bases de escision de reparacion, choque térmico
y reparacion por escision de nucleétidos. Se detectaron en total 1613 genes en
las 16 rutas metabodlicas de los cuales 620 genes fueron significativamente

influenciados por el estrés ambiental.
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7. CONCLUSION

Los conteos de genes asociados a estrés ambiental en la comunidad microbiana
del manglar de la desembocadura del rio Rancheria, evidencio que los altos
conteos de genes se encuentra asociada a los distintos tipos de salinidad , los
cuales se pueden ver involucrados en diferentes tensores ambientales como ruta
transportadora ABC, recombinacion homologa, quorum sensing, NER, reparacion
de desajuste, Base escision de reparacion BER, respondedoras de estrés y
proteinas de choque térmico que podria estar relacionado con los mecanismos de

tolerancia y salinidad.

De todas rutas metabdlicas la de mayor conteo fue la ruta transportadora ABC
con un porcentaje de (27.5%) encontrando el K03529 y genes (UNG, ERCCS3,
XPB,CIpB), que presentd un valor significativo p.values (*referenciado en la tabla
1). Siendo esta la interfaz principal de un organismo con el medio ambiente, el
conjunto de proteinas transportadoras de membrana media las capacidades
metabdlicas celulares e influye en las vias de transduccién de sefiales y las redes

reguladoras.
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