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RESUMEN

Mediante diversos estudios se han podido conocer varios géneros bacterianos que poseen
un caracterizado poder degradativo y de remediacion de zonas contaminadas por
hidrocarburos, sin embargo, algunas especies bacterianas por su género se encuentran
con un restringido uso en ciertos ambientes, debido a que suelen ser patdgenas tanto en
humanos como en flora o fauna; impidiendo asi su aplicacion en trabajos de
biorremediacién. A pesar de estar distanciados filogenéticamente la mayoria de los
microorganismos, poseen secuencias similares para una reaccion enzimatica. En este
trabajo se identificaron las regiones conservadas codificantes en diferentes taxas
bacterianos con actividad catalitica para una gama de hidrocarburos, generando asi, una
primera base molecular en la construccion o disefio de un organismo genéticamente
modificado viable. En primer lugar, se realizé la busqueda exhaustiva y el compilado
(FASTA) de secuencias parciales y completas de genes que estén involucrados en la
degradacion de hidrocarburos en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
en Biotecnologia (NCBI). Se obtuvieron un total de 512 secuencias nucleotidicas
distribuidas entre 54 genes encontrados, para los hidrocarburos alcanos, naftaleno, bifenilo,
etilbenceno, fenantreno, pireno, tolueno y xileno, se archivaron para generar una base de
datos personal. Posteriormente, con el uso de la herramienta de Bulsqueda para
Alineamiento Basico Local (BLAST) se ejecutdé un primer alineamiento para descartar
aguellos genes duplicados o secuencias clonadas bajo otro nombre, en esta etapa se
descartaron aproximadamente el 67% de las secuencias. Para la deteccién de regiones
objetivo con extensién de conservacion superior a las 50 pb se realizé6 un segundo
alineamiento empleando el software Bioedit. Hasta el momento, el hidrocarburo Naftaleno,
se encuentra mas caracterizado (12 genes), la secuencia de pares de bases mas larga es
de 4,355 pb y la mas corta de 204 pb. En este proyecto se encontraron un total de 67
regiones conservadas que comprenden extensiones de 50 — 627 pb. Estableciendo un dato
bioinformatico que a futuro servird en la construccién de un organismo genéticamente

modificado para la degradacién de ambientes contaminados con hidrocarburos.
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CAPITULO |. GENERALIDADES

1.1 Introduccién

En la naturaleza existe una gran variedad de organismos que poseen caracteristicas muy
diversas, pero con ciertos aspectos comunes entre ellos (CONABIO, 2020). Estas
similitudes o diferencias que presentan los organismos se deben a que los mismos pueden
compartir un ancestro comun del que han heredado tales caracteristicas y a partir del cual
han evolucionado diferentes formas de vida, y que, a partir del andlisis filogenético se ha

podido descubrir si tienen o no parecido genético alguno (Karp, 2014).

Partiendo de esto y debido a la necesidad del hombre por entender la vida, en la actualidad
pueden llevarse a cabo andlisis genéticos en la mayoria de los organismos, esto para
obtener algun beneficio en las diferentes ramas de la ciencia, un ejemplo claro de esto es
que mediante estos analisis genéticos se han podido descubrir microorganismos que
poseen cierta capacidad benéfica para el ambiente como es la remocion de los
hidrocarburos (Valderrama Blanco, 2002) debido a que estos compuestos persistentes y de
dificil degradacién son causa de algunos de los principales problemas de contaminacion
ambiental (Agency for Toxic Substances and Disease Registry "ATSDR", 1995).

Debido a los aumentos de la contaminacion provocados por los hidrocarburos, se ha optado
por utilizar tecnologias como la biorremediacién, que es, en pocas palabras, utilizar y
explotar a microorganismos y su capacidad degradativa de contaminantes (Ron &
Rosenberg, 2002). Sin embargo, el uso de esta tecnologia se ve limitada debido a que
ciertos organismos al ser utilizados en ambientes ajenos al suyo pueden convertirse en
patdgenos en cuanto a flora y fauna. Por lo anterior, el ser humano ha optado por el disefio
de OGM para disminuir los efectos negativos y tener una mejor remocién de contaminantes,

gue muchos de ellos pueden resultar cancerigenos.

Este trabajo tiene como principal objetivo investigar secuencias genéticas que se encargan
de la degradacion de hidrocarburos para detectar estas mismas secuencias que se han
conservado evolutivamente en las diferentes taxas bacterianas, la deteccion de estas
secuencias pueden ser la base o fundamento molecular para el disefio o construccion de
un OGM que cuente con una alta tasa de degradacion de hidrocarburos y que no presente

restricciones al ambiente donde se aplique.



1.2 Planteamiento del problema

Existen microorganismos bacterianos que gracias a su capacidad metabdlica conferida por
Su secuencia genética son capaces de utilizarse en procesos biotecnolégicos, agricolas,
biomédicos y ecoldgicos.

Por ejemplo, existen diversos estudios que han permitido hoy en dia establecer una lista de
160 géneros bacterianos que degradan hidrocarburos (Price et al., 1999), entre las especies
mas usadas podemos encontrar Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Acinetobacter sp. entre

otras (Benavides Lopez de Mesa et al., 2006).

Sin embargo, algunas especies por su género poseen restriccion de uso, debido a que
suelen ser patdgenas tanto en humanos como en flora o fauna; impidiendo la aplicacion
benéfica de su capacidad metabdlica, por ejemplo, el género bacteriano Acinetobacter sp.
posee la capacidad de degradar alcanos (Garcia-Cruz & Aguirre-Macedo, 2014) pero suele
causar enfermedades al ser humano como infecciones respiratorias como bronquiolitis y

tragueobronquitis (Rada Cuentas, 2016).

Los microorganismos, a pesar de estar distanciados filogenéticamente, poseen secuencias
similares para una reaccion en comun, pero se desconoce el patron genético que estos

microorganismos comparten.

De existir la posibilidad de encontrar estos patrones genéticos, podrian integrarse en los
microorganismos gue no sean patdgenos de plantas, animales o nativos del suelo y ser
base para la generaciéon de un OGM con potenciales benéficos a la recuperacion del medio

ambiente.



1.3  Justificacién

En la actualidad, gracias a los avances de la biotecnologia se ha podido conocer el potencial
metabdlico de los microorganismos mediante estrategias de mutagénesis, clonacién de uno
0 varios genes y secuenciacion nucleotidica, permitiendo disefiar por medio de la ingenieria
genética organismos genéticamente modificados (OGM) con el fin de producir proteinas de
interés industrial o bien mejorar ciertas caracteristicas de organismos; por ejemplo, la

degradacion de los hidrocarburos.

Existen bacterias con una caracterizada capacidad de degradacién y remediacion de suelos
contaminados, sin embargo, para el caso de los hidrocarburos arométicos policiclicos
(HAP), estos microorganismos estan restringidos a ciertos ambientes. Por ello, se requiere
la construccion de OGM libres de aplicacion, para la remocién de estos contaminantes

cancerigenos y persistentes.

El propdsito de este trabajo es buscar la clave genética para la degradacion bacteriana de
determinados HAP, se propone encontrar las regiones conservadas evolutivamente en
diferentes taxas bacterianas para una gama de hidrocarburos, generando asi, la base

molecular en la construccion o disefio de una OGM viable.



1.4 Objetivos
1.4.1 General

¢ |dentificar regiones conservadas en genes responsables a la degradacion.

1.4.2 Especificos

e Encontrar y seleccionar los genes bacterianos reportados para la degradacion de
hidrocarburos.

e Obtener secuencias de nucle6tidos a partir de genes seleccionados.

o Detectar regiones conservadas en diferentes especies bacterianas.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Hidrocarburos
2.1.1 Generalidades

Los hidrocarburos y sus derivados son compuestos utilizados en la mayoria de productos y
servicios de uso cotidiano. Por ejemplo, son materia prima de gasolina, aceite lubricante,
soluciones de pintura, solventes, cemento de caucho, aceites de motor, propelentes, etc.
(Levine & Gresham, 2017). En resumen, estdn presentes en productos derivados de

petréleo y gas natural (Camacho & Ariosa, 2000).

Los hidrocarburos son compuestos organicos combinados de hidrégeno y carbono y
pueden considerarse, quimicamente, como los esqueletos fundamentales de las moléculas

organicas, con todas sus valencias libres unidas al hidrogeno.

La abundancia de estos en la naturaleza es dada a que cualquier compuesto organico
podria provenir de un hidrocarburo con la sustitucion de un ion de hidrégeno a cambio de

algun grupo funcional (Primo, 1996).

Algunos de los procesos que originan a ciertos hidrocarburos pueden clasificarse

dependiendo de su origen (Ortiz et al., 2007):

e Biogénico
e Diagénico
e Petrogénico

e Pirogénico

2.1.2 Clasificacion

Para saber como estan constituidos los hidrocarburos, es preferible establecer una
clasificacion previa ya sea por los tipos de enlaces que contiene, composicion fisico —
quimica, o incluso por su grado de peligrosidad, entre otros, para lograr identificarlos de

manera mas eficiente.



Segun el autor Wade (2011) propone clasificar a los hidrocarburos en cuatro categorias
bésicas, dadas por el tipo de enlace que presentan es decir sencillo, doble, triple y la

aparicion de 1 o varios anillos bencénicos, las cuales son:

e Alcanos
¢ Alguenos
e Alguinos

e Aromaticos

En la siguiente Tabla 1 se muestran las particularidades de cada una de las categorias, asi

como un ejemplo gréfico de ello.

Tabla 1. Clasificacion de los hidrocarburos seguln su tipo de enlace

Tipo de Tipo de Sufijo Ejemplo Representacion Forma Ejemplo
compuesto enlace especial
Alcano Sencillo -ano Propano CHs-CH2-CHs Cicloalcano Ciclopentano
Alguenos Doble -eno Propeno CH2=CH-CHs Isdmeros Cis-but-2-eno
cis-trans CHs = ,CHy
Cicloalqueno e Ny

Trans-but-2-eno
(‘H3\ , H
PN
H CH,

Ciclopenteno

Alquinos Triple -ino Propino H-C =C-CHs Cicloalquinos Ciclooctino

(s6lo > 8

atomos )
Aromaticos Anillo Etilbenceno
- CH5CHs5
(arenos) bencénico

Otra clasificacién enunciada en el libro Tratados de Emergencias Médicas menciona que

los hidrocarburos se pueden dividir en cuatro grupos que diferencian sus propiedades fisico-



quimicas, en este caso por su volatilidad y viscosidad. Estas propiedades se exponen a

continuacién con ejemplo de algunos hidrocarburos (Carrasco & Paz, 2000):

e Alta volatilidad y minima viscosidad: gases simples (metano, butano), benceno,

hidrocarburos clorados.

¢ Volatilidad intermedia y baja viscosidad: gasolina, turpentina, nafta.

e Baja volatiidad y baja viscosidad: espiritu de petrdleo, queroseno, aceites

minerales.

e Volatilidad minima vy alta viscosidad: aceites lubricantes, aceites minerales, asfalto.

Conforme a la Environment Agency (Marlowe et al.,, 1995), la volatiidad de cada
hidrocarburo también permite una subclasificacion contemplando el grado de peligrosidad
y la repercusion al ambiente. Esta divisibn contempla 3 grupos que se mencionan y

desglosan en la siguiente Tabla 2:

Tabla 2. Clasificacion de los hidrocarburos de acuerdo a su peligrosidad al ambiente
—[ Extremadamente peliarosos para la salud

e Benceno
e Cloruro de vinilo

e 1,2 dicloroetano

—[ Compuestos de clase A (pueden causar dafios sianificativos al medio ambiente)

Acetaldehido
Anilina

Bencil cloruro
Carbono tetracloruro
Clorofluorocarbonos (CFC'’s)
Acrilato de etilo
Halones

Anhidrido maleico
1,1,1-tricloroetano
Tricloroetileno
Triclorotolueno

—[ Compuestos de clase B (con menor impacto en el medio ambiente) ]—

e Acetona
e Etanol

La Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS (2005) que lleva por titulo limites
maximos permisibles de hidrocarburos en suelo y las especificaciones para su
caracterizacion y remediacién, determina la clasificacion de 15 hidrocarburos en funcién de

productos contaminantes de cada uno en la siguiente Tabla 3.



Tabla 3. Clasificacion de hidrocarburos en funcién de su producto contaminante

HIDROCARBUROS
Producto

contaminante Fraccion HAP’s Fracc!on HAP’s Frgccmn BTEX
pesadas media ligera

Mezclas X X X
Petrdleo crudo X X
Combustéleo
Parafinas

Petrolatos
Aceites
Gasoleo
Diésel
Turbosina
Queroseno
Creosota
Gasavién
Gasolvente
Gasolinas
Gasnafta

X X X X X
X X X X X X

X X X X X
X X X X X

X X X X
X X X X

2.1.3 Usos y derivados

Los hidrocarburos son la fuente principal de materia prima en la industria petrolera, la
mayoria de los hidrocarburos provienen de fuentes como el petréleo, el gas y el carbon.
Una de las principales utilidades de los hidrocarburos es su aplicacion como combustible y
materia prima quimica. A través del procesamiento del petréleo podemos obtener gran
variedad de productos quimicos que son utilizados tanto en la industria como en la
sociedad. Como ejemplos, se puede obtener etileno, propileno, benceno, tolueno y otras
materias primas industriales; también podemos obtener estireno, etanol, acetona y otros
productos quimicos, al reutilizarlos se pueden fabricar gran variedad de plasticos, caucho
sintético, y fibras sintéticas. Cabe mencionar que del refinado de petr6leo también se
pueden obtener gran variedad de combustibles como lo son la gasolina, queroseno, diésel,

entre otros (ChemicalBook Inc., 2016).

A continuacion, se presenta la siguiente Tabla 4 indicando los principales productos y usos

que la empresa PEMEX (2014) dispone en su pagina.



Tabla 4. Principales productos con hidrocarburos y sus usos

Producto

Usos

Aceite ciclico ligero

Aceites lubricantes
basicos

Benceno

Diésel automotriz

Diésel marino

Gas licuado del
petréleo (LP)

Gas natural

Gasoleo doméstico

Pemex Diésel

Pemex Magna
Pemex Premium

Tolueno

Xileno

Se utiliza en los lodos de perforacion de pozos, y como combustible para calderas y
hornos.

Se utilizan en la elaboracion de aceites lubricantes terminados para diferentes
aplicaciones: lubricantes automotrices, para direccién y transmision hidraulica, de
engranes, turbinas, dieléctricos, transformadores, de corte de metales, aceites
blancos, etc.

Etilbenceno (para monémero de estireno), fenol, ciclohexano (para nylon), dicloro
difenil tricloroetano (DDT), solvente, resinas, desinfectantes, removedores de pintura.

Combustible utilizado en motores de combustion interna para vehiculos de carga y
transportes de pasajeros y para la generacion de energia eléctrica.

Se utiliza en procesos de combustion para la propulsion de las embarcaciones
dedicadas a las actividades de la marina mercante (de altura y/o para cruceros
turisticos).

Principalmente como combustible doméstico para la coccién de alimentos y
calentamiento de agua, combustible en hornos, secadores y calderas de diferentes
tipos de industrias, en motores de combustién interna y en turbinas de gas para
generacion de energia eléctrica.

En el sector industrial se utiliza en la generacién de vapor, generacioén eléctrica,
secado, industria de alimentos, fundicién de metales, hornos, tratamientos térmicos,
temple y recocido de metales y produccién de petroquimicos entre muchos otros. En
el sector comercial y doméstico se utiliza para la calefaccién, aire acondicionado,
preparacién de alimentos, agua caliente y como combustible vehicular.

Principalmente como combustible de uso doméstico en calefaccién y en motores
diésel.

Combustible utilizado en motores de combustién interna para vehiculos de carga y
transporte de pasajeros y para la generacion de energia eléctrica.

Combustible automotriz.
Combustible automotriz.

Gasolina de aviacion y para mezclas de alto octano; benceno, fenol y caprolactama,
solvente de pinturas y recubrimientos, gomas, resinas, la mayoria de aceites, hule,
vinil, organosoles; diluente y tiner en lacas de nitrocelulosa; intermedio quimico (4cido
benzoico, sacarina, medicinas, perfumes); fuente de tolueno de diisocianato (resinas
de poliuretano); explosivos (TNT), toluensulfonato (detergentes).

Elaboracién de cosméticos y secantes, esmaltes y lacas, sintesis de quimicos
organicos, solventes de resinas alquidalicas, solventes en general.

Los usos de los derivados del petréleo no difieren en comparacion a otros paises, el autor
Trujillo (2010) en su libro Hidrocarburos: manejo especial hace presentacion de un catalogo
de productos y usos que la industria petrolera en Colombia genera, la informacién recabada

se muestra a continuaciéon en la Tabla 5.



Tabla 5. Principales productos con hidrocarburos y usos en Colombia

Producto

Usos

Gasolina motor regular
Gasolina motor extra

Gasolina aviacion 100-300

Turbosina jet A

Gas natural

Gas licuado del petrdleo
GLP

Queroseno

Bencina industrial
Aceite combustible para
motores (ACPM) o diésel

Combustéleo

Disolventes alifaticos:
hexano

Benceno

Unicamente como combustible en los motores de combustion interna.
Combustible en los motores de gasolina de alta relacion de comprensién.

Unicamente como combustible en los motores de aviones de combustién
interna.

Utilizado especialmente en las turbinas de avién a propulsion Jets.

Se utiliza como combustible industrial y doméstico, también usado en
motores de combustion interna.

Utilizado unicamente como combustible doméstico y en algunos procesos
industriales.

Uso adecuado para equipos industriales, tractores y maquinas del tipo de
servicio agricola.

Utilizado como materia prima para la manufactura de disolventes alifaticos.
Utilizado principalmente para motores diésel.
Exclusivamente como combustible industrial en hornos y calderas.

Elaboracién de aceites, pinturas y resinas, pegantes y adhesivos,
elaboracion de tiner, combustibles de galleteria e industrias alimentarias.

Sirve para la fabricacion de ciclohexano, estireno, clorobenceno, fenol,
nitrobenceno, anhidrido maleico, materia prima para la obtencién de tiner,
solvente, pegante, betunes.

2.1.4 Repercusiones al ambiente

Los principales problemas ambientales que se presentan por los hidrocarburos son a causa
de su liberacion ya sea accidental o intencionada. La contaminacion generada por estos es
de gran distribucién geografica y de caracter mundial, la mayoria de los hidrocarburos
tienen como destino final los mares y océanos, independientemente de la zona que haya

sido afectada (Narvaez-Florez, Gbmez, & Martinez, 2008).

Cuando los hidrocarburos son derramados en suelos suelen dafiar generalmente las
propiedades fisicas, quimicas, microbiolégicas del mismo impidiendo asi el crecimiento de
vegetacion (Garcia, 2016) y el intercambio gaseoso con la atmdsfera; dependiendo del tipo

y concentracion del hidrocarburo que se haya vertido en el suelo, asi como las condiciones
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abioticas del lugar; estas influirdn en la toxicidad que tendrd, ya sea en el suelo o en los

microorganismos presentes (Lopez et al., 2006).

En la mayoria de los casos los derrames de hidrocarburos suelen terminar en cuerpos de
agua subterrdneos por causa de los procesos de filtracion; cuando los derrames de
hidrocarburos ocurren en el medio marino, su afectacion suele ser grave produciendo la
anulacion del intercambio de gases entre el mar y la atmésfera y como resultado se

producira un dafio a la flora y fauna marina (Arana, 2016).

Durante un derrame la primera poblacién en ser afectada es el plancton, seguido de los
macroinvertebrados y por ultimo los bentos que viven en fondo de los rios o ciénegas (Lopez
et al., 2006), también suelen verse afectadas las aves marinas ya que les impide volar,
nadar o alimentarse; la intensidad del impacto que tenga el hidrocarburo en el medio
depende normalmente de la cantidad y tipo que se encuentre derramado, asi como las
condiciones ambientales, la sensibilidad de los organismos y sus habitats (The International

Tanker Owners Pollution Federation, 2011).

Los derrames por hidrocarburos aparte de generar problemas ambientales, también causan
graves perjuicios econdémicos y estéticos en la zona afectada, ya que su coste en promedio
por limpieza va desde los 40 hasta los 400 doélares por litro de hidrocarburo derramado
(Fingas, 2013). Ademas de que podrian tornarse en efectos cancerigenos para el humano
y el resto de especies. Estos compuestos poseen la caracteristica de ser resistentes a las

aplicaciones de técnicas de biodegradacion (Atlas & Bartha, 2002).

2.1.4.1 Toxicidad

Los hidrocarburos como el petréleo o cualquier derivado, pueden ser letales tanto para la
naturaleza como para los seres vivos, esto se debe a que la tasa de degradacion suele ser
muy baja a través del tiempo y por el contrario el nivel de exposicion, es decir, a tener
contacto directo y/o contaminarse es altamente persistente. A continuacion, se mencionan
algunos hidrocarburos y la afectacion que generan tanto en humanos como en algunos

sSeres Vivos:

e Productos y dispersantes de petréleo crudo: pueden generar amplia gama de

efectos negativos sobre la salud humana y vida silvestre; en el humano puede

dafar el sistema nervioso, sistema respiratorio, sistema inmunologico, sistema
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sensorial, ademas de tener efectos negativos en el higado, rifién, etc. Los mas
susceptibles a recibir estos efectos son bebés, nifios y mujeres embarazadas
(Shukla & Singh Cameotra, 2012).

HAP’s: son un grupo de sustancias alarmantes tanto para humanos como para
organismos ambientales ya que la mayoria de estos compuestos son
cancerigenos, mutagénicos y/o toxicos, algunos HAP’s persisten en el ambiente
y se bioacumulan en los organismos, dafiando plantas, animales y por ultimo al
ser humano (Brandt & Einhenkel-Arle, 2016).

Metano, CFC, aldehidos, hidrocarburos aromaticos, petréleo: el metano se oxida

en CO; produciendo gases de efecto invernadero; el uso de los CFC reduce la
capa de ozono; los aldehidos producen irritacion ocular y pulmonar, posibles
causadores de céancer, inhiben la fotosintesis en plantas; los hidrocarburos
aromaticos producen cancer en mamiferos y provocan dafios en la medula 6sea;
el petréleo inhibe las funciones respiratorias y envenena a los animales que lo
ingieren (Schab, 2017).

Hidrocarburos de petréleo: provoca dafios sobre plantulas y arboles de mangle

asfixiandolos y provocandoles la muerte, muerte de raices en arboles, afectan
la respiracion de peces ya que se adhieren en su branquia, también se adhieren
y destruyen las algas y el fitoplancton afectando la alimentacién y reproduccién

de la vida acuatica en general (Olguin, Hernandez, & Sanchez-Galvan, 2007).

Fracciones de hidrocarburos totales de petréleo (TPH): en el ser humano suelen

afectar la sangre, sistema inmunitario, higado, bazo, rifiones, pulmones,
producen irritacion de la piel y ojos, en animales afecta los pulmones, sistema
nervioso central, higado, rifiones, sistema reproductivo después de haber sido
inhalado o ingerido (Agency for Toxic Substances, Disease Registry "ATSDR",
1999).

12



2.2 Genes
2.2.1 Aspectos generales

Un gen es conocido como una unidad fisica y basica de las funciones de la genética (U.S.
Department of Health and Human Services "HHS", 2017), los genes son moléculas de ADN
consideradas como una unidad de herencia y almacenamiento de informacion (Ruiz et al.,
2010). Presentes en cada organismo, los genes los podemos encontrar en los cromosomas
de la mayoria de las células para ser mas exactos en su nucleo (Esteban, 2014), como se

puede visualizar en la Imagen 1.

Cromosoma

Nucleo

Célula

Imagen 1. Representacién gréafica de la localizacién de un gen (Tomado de NIGMS, 2021)

Cada gen presente en los cromosomas ocupara una posicion determinada, que
dependiendo del contenido de este servird como instruccion para poder controlar la sintesis
de moléculas llamadas proteinas, aunque en algunos casos no codificaran a ninguna

proteina o solamente no tendran una funcion dentro de la célula (Slack, 2014).
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Debido a los avances de la tecnologia, los genes han sido base fundamental para las
tecnologias que se encargan de producir productos farmacéuticos, asi como de pruebas de

paternidad y la creacién de organismos transgeénicos.

2.2.2 Genes conservados

A lo largo del paso del tiempo algunos genes han ido resistiendo a la presion de los
procesos de seleccidn y recombinacion que la naturaleza les ha exigido (Zheng et al., 2005),
es por eso que se le conocen como genes conservados a aquellos genes que se han
mantenido iguales a lo largo del tiempo de evoluciéon y que cambian mas lentamente en

comparacion a otros (Pineda, 2005).

La conservacion de un gen indica que este sera Unico y esencial, y que la presencia de un
cambio drastico en este podria ser letal para el organismo (Davis, 2016), por lo general los
genes se pueden encontrar de forma agrupada y pueden ser intercambiables entre las

especies.

Una de las caracteristicas que se ha podido encontrar en este tipo de genes, es que tienen
la capacidad de poder ganar mas y perder menos intrones en comparacioén a un gen que

ha evolucionado de forma constante (Carmel et al., 2007).

2.2.3 Transferencias de genes

La transferencia genética es la capacidad de incorporar material genético de una célula a
otra de forma artificial, esto debiéndose a que los genes tienen la capacidad de moverse

entre los cromosomas como si estos saltaran (Arguelles & Hernandez-Zamora, 2007).

Existen diferentes maneras por las que se lleva a cabo este mecanismo de transferencia

de informacién, entre los que se encuentra:

e La conjugacion o transferencia directa de ADN de una bacteria a otra.
e Latransduccion de material genético infectado de una célula a otra.

e La transposiciéon de genes dentro del cromosoma de una misma célula.
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2.2.2.1 Conjugacion

La conjugacion es un proceso por el cual se transfiere material genético de una célula hacia
otra por medio del contacto directo dando la apariencia de que se estan apareando (Curtis
et al., 2006), esto se puede ver en la siguiente Imagen 2 representado.

Célula conjugativa (F+), con su pelo
O O sexual, v otra no conjugativa (F-1

Contacto entre las dos células por
medio del pelo sexual

desde la célula dadora a la receptora

Sintesis de las cadenas de DNA
conjugativo: continua en la célula
dadora v discontinua en la receptora

Contraccian del pelo sexual v contacto
O = célula-célula. Se forma un poro por
- donde pasa el DNA simple cadena

Sellado de los poros y separacion de
O © O las células, Cada una de ellas contiene

una copia del Factor F

Imagen 2. Representacién del proceso de conjugacion bacteriana (Tomado de OEIl, 2010)

2.2.2.2 Transduccién

La transduccién es otro mecanismo de transferencia en la que el ADN de una célula
infectada se transferira a otras mediante la accion de un virus o por la incorporacion de del
acido nucleico de un genoma viral en células procariotas o eucariotas (Tortora, Funke, &
Case, 2007). Un ejemplo claro es la afectacion de las células vegetales por las bacterias
Agrobacterium sp. las cuales causan el crecimiento de tumores en la zona afectada de la

planta como se puede observar en la Imagen 3.
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Imagen 3. Raiz de planta infectada con Agrobacterium sp. (Tomado de Schalau, 2018)

2.2.2.3 Transposicién

La transposicion es un proceso en el cual fragmentos de ADN que reciben el nhombre de
transposones pasan de un cromosoma a otro sin existencia aparente, su funcion principal
es duplicarse dentro del cromosoma de la célula y son los causantes de posibles
mutaciones (Curtis et al., 2008). En la Imagen 4 se pueden apreciar los dos tipos de

mecanismos en los que puede ocurrir la transposicion.

Dos métodos de transposicion:

1. Cortar y pegar

Secuencia de ADN
interrumpida

.“

Secuencia de ADN
interrumpida

Imagen 4. Mecanismos de transposicion (Tomado de Solomon, 2015)

16



2.2.4 Genes relacionados con la degradacion de hidrocarburos

Debido a la contaminacién ocasionada por los hidrocarburos una de las acciones a la que

se ha tenido que recurrir para remediar estos contaminantes es por medio de técnicas que

permitan al constante aislamiento de microorganismos para comprobar su capacidad

degradadora, que por medio de técnicas como la PCR se han podido identificar aquellos

genes que codifican enzimas causantes de la degradacién de estos compuestos a unos

menos contaminantes; estos avances han permitido comprobado que las bacterias mas

comunes en degradar los hidrocarburos pertenecen al género Pseudomonas sp. teniendo

varias especies capaces de degradar distintos tipos de hidrocarburos contando con un

listado de especies; algunas de ellas se desglosan en la Tabla 6.

Tabla 6. Lista de microorganismos degradadores de hidrocarburos

Gen
tod & xyl

alkB & alkM

pheA & todC1C2BA

bbsA & bcrCBA

bss & bcr
tod & bss

ebdABC

cumDH

phd

nah, xyl, bph & tod

nah & pah
bad & badFEDG
nid
phnAc & nag

ebdABC

Organismo
Deinococcus radiodurans

Pseudomonas oleovorans
Acinetobacter sp.

Pseudomonas putida

Thauera aromatica

Magnetospirillum sp.

Thauera sp.

Azoarcus sp.
Pseudomonas fluorescens
Comamonas sp.

Sphingomonas sp.

Pseudomonas sp.
Rhodopseudomonas palustris

Mycobacterium sp.
Burkholderia sp.

Azoarcus sp.

Hidrocarburo
Tolueno

Alcanos

Fenol
Tolueno

Tolueno

Tolueno
Fenol
Tolueno

Etilbenceno

Cumeno
(isopropilbenceno)

Naftaleno

Naftaleno
Xileno
Tolueno
Bifenilo
Naftaleno
Fenantreno
Benceno
Tolueno

Pireno
Fenantreno
Naftaleno

Etilbenceno
Propilbenceno

Referencia
(Brim et al., 2006)
(Smits et al., 1999;
Ratajczak, Geibdorfer,

& Hillen, 1998)
(Heinaru et al., 2000;
Zylstra &  Gibson,
1989)

(Leuthner et al., 1998;
Song & Ward, 2005)

(Shinoda et al., 2005)

(Shinoda et al., 2004)
(Johnson, Pelletier, &
Spormann, 2001;
Rabus et al., 2002)

(Habe et al., 1996)

(Zylstra, Kim, & Goyal,
1997)

(Zylstra, Kim, & Goyal,
1997)

(Zylstra, Kim, & Goyal,
1997)

(Egland et al., 1997;
Song & Ward, 2005)
(Sho, Hamel, & Greer,
2004)

(Lloyd-Jones et al.,
1999; Chowdhury et
al., 2014)

(Kube et al., 2004)
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2.3 Organismos genéticamente modificados (OGM)
2.3.1 Definicién

Se le conoce como organismos genéticamente modificados (OGM) a cualquier organismo
exceptuando a los seres humanos (Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente, 2005),
que mediante el uso de la ingenieria genética se han modificado insertando una
caracteristica especifica que altere su material genético (Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios, 2016), ofreciéndoles ventajas que aumentaran su
diversidad molecular y selectividad quimica (Han, 2004).

Estos organismos también llamados organismos vivos modificados (OVM); u organismos
modificados por ingenieria genética (MIG), son ocupados principalmente en la produccién
de alimentos, salud publica y biorremediacion. Los cuales los cuatro paises principales en
generar el 99% de estos organismos son Estados Unidos, Argentina, Canada, China
(Fuente & Goni, 2005); cabe mencionar que en México existe una delegacion llamada
Comision Intersecretarial de Bioseguridad de los Organismos Genéticamente Modificados
(CIBIOGEM) la cual se encarga de establecer politicas relacionadas con la seguridad del
uso de los OGM en el pais.

2.3.2 Disefio y construccion

Debido a los avances que ha tenido la ingenieria genética con el paso del tiempo, hoy en
dia se pueden crear organismos con las caracteristicas especificas que uno desee, para lo
cual se utiliza un mecanismo que lleva por nombre transgénesis, el cual simplemente
consiste en el traspaso de un gen especifico hacia otro organismo mediante diferentes tipos
de técnicas; este mecanismo se ha aplicado a microorganismos desde el afio de 1973, a

animales desde 1982 y a plantas desde 1983 (Conaré & Le Goulven, 2000).

Para poder construir un OGM se requiere de una serie de pasos los cuales se mencionan

a continuacioén y se pueden observar en la Imagen 5 (Bolivar, 2011):
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Célula de
A) animal o planta Membrana
de la célula
Transgen
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B

3 Cromosomas
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de la célula N
Biobalistica o
electroporacion

Transgén

S

7

F

< - Multiplicacion —
Recombinacion [ )
Za celular "
genetica Ty, |

NONZL\7\"7

Membrana
del nicleo

Imagen 5. Construccion de un OGM en células de animales y plantas

A. El primer paso consiste en aislar el gen que se desea utilizar para la construccién
del OGM.

B. Por medio de procesos como la biolistica y la electroporacion, se introduce el
fragmento del gen.

C. El gen es transportado hacia el organelo objetivo de la célula receptora por medio

de su membrana.

D/E. Una vez dentro del nucleo, el gen introducido se incorpora al material genético por

medio de recombinacién genética.

F. Posteriormente mediante los procesos de multiplicacion celular las nuevas células

originadas ya contendran el nuevo material genético.

A continuacion se detallan los procesos mas comunes utilizados para la construccion de un
OGM (Diaz & Chaparro-Giraldo, 2012):

e Biolistica: método que fue desarrollado y mejorado durante la década de los 80’s,
se basa en inyectar mediante una pistola, microproyectiles de tungsteno que
contendran el ADN a transferir a la célula receptora a una velocidad de 425 m/s
penetrando asi la pared celular para posteriormente ser integrado al genoma de la

célula. Cabe mencionar que este es el inico método que permite la modificacion de
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los organelos de la célula, y que se requiere de la construccién de vectores con el
gen de interés que seran resguardados en una célula bacteriana, dicho proceso se

esquematiza en la Imagen 6.

ADN heterdlogo
o fransgén . A
Ligar
Plasmido o
vector g
. N Gene de resistencia

o antibidtico

Molécula de ADN A

recombinante

A

ADN cromosomalde la
célula bacteriana

Transformacion

Seleccion de células que contienen el ADN recombinante
por multiplicacion celular en presencia del antibiotico

Imagen 6. Insercién de gen foraneo en vectores de clonacién (Tomado de Bolivar, 2011)

Electroporacién: este método se basa en la aplicacion de corta duracion de impulsos

de alto voltaje que permitiran la permeabilidad de la membrana celular inducida por
los impulsos eléctricos, al ocurrir esto se crearan pequefios hoyos transitorios los
cuales permitiran la mayor absorcion del ADN entrante a la célula, asi como el paso

de macromoléculas, este proceso se puede ver visualizado en la Imagen 7.
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Bacterias huesped

Recombmanl
Plasmid E colf

Host Cell

vector

Transformed
Cell

electroporador .
Cultivo en placas

Imagen 7. Método de electroporacion aplicado en bacterias (Tomado de Magni, 2012)

2.3.3 Usos y aplicaciones

Debido a las propiedades de mejora que tienen los OGM, estos han sido utilizados de varias
formas con el pasar del tiempo, uno de los campos en los que mas reside su utilizacién son
los de la investigacién ya que a partir de las investigaciones que se obtengan aqui se podran

exportar a diferentes ramas de la ciencia.

Otro de los principales usos de los OGM recae en la produccion de alimentos debido a que
estos pueden crecer, adaptarse y madurar mas rapido que su contraparte natural
(Alexander, 2015); siendo la agricultura la fuente de obtencién de alimentos que més utiliza
a los OGM, esto se debe a que se adaptan los cultivos para que sean mas resistentes a las
plagas y a las enfermedades a las que estan expuestos (Conaré & Le Goulven, 2000),
también estos cultivos se ven mejorados ya que aumentan su rendimiento, su prolongacién
de vida util y la adicion de nutrientes que en su en su version natural seria dificil de obtener
(Buiatti, Christou, & Pastore, 2013).

Una rama en la que también suelen ser utilizados los OGM es en la medicina, ya que aqui
se utilizan para la produccion de vacunas, asi como la creacion de animales que serviran
para la evaluacion de enfermedades en humanos y sus posibles tratamientos impidiendo
asi el uso de animales “naturales”, en la rama ambiental se emplea para la creacion de
arboles que tengan la capacidad de captar mayores cantidades de carbono, asi como la

generacion de microorganismos que serviran para biorremediacion (Young, 2004).
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CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS

Para auxiliar en el entendimiento de la metodologia se disefié un diagrama de flujo que

resume los procesos que se siguieron en cada objetivo particular (Ver Anexo 1).

3.1 Busqueda de genes de interés en diferentes buscadores web
3.1.1 Listado de hidrocarburos susceptibles a degradacion

Se realiz6 una busqueda de los hidrocarburos que presentaran un registro de degradacion
bacteriana, para ello se utilizaron cuatro exploradores: a) La base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) — Pubmed (pubmed.nchi.nim.nih.gov/), b)
EAWAG Biocatalysis/Biodegradation Database (http://eawag-bbd.ethz.ch), c¢) Google
Académico (http://scholar.google.com) y por ultimo, un buscador de acceso abierto d)
Scientific Electronic Library Online - SciELO (http://www.scielo.org/php/index.php?lang=es).
Para facilitar la busqueda se tomé como referencia la Tabla 7, contiene un listado de

hidrocarburos y derivados de interés.

Tabla 7. Lista de hidrocarburos de interés

HIDROCARBURO CARACTERISTICA PRINCIPAL

Compuestos pertenecientes a los hidrocarburos aromaticos,

2-metilnaftaleno y Benceno . .
y constituyente de petréleo

Acenaftileno, Antraceno,
Benzoantraceno, Criseno, Compuesto perteneciente a los hidrocarburos aroméaticos policiclicos
Fluoreno y Fluoranteno

Alcanos Compuestos constituyentes del petroleo
Benzopireno, Fenantreno y Compuesto perteneciente a los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
Pireno constituyente de petréleo

Compuestos pertenecientes a los hidrocarburos arométicos, utilizado

Bifenilo para la produccion de bifenilos policlorados (PCB)

Etilbenceno, Isopropilbenceno y

. Compuestos pertenecientes a los hidrocarburos aromaticos
Propilbenceno

Hidrocarburo de cadena corta (Ce-Ci1), componente principal de la

Hexano .
gasolina

Compuesto perteneciente a los hidrocarburos arométicos policiclicos

Naftaleno o . .
componente principal de la gasolina y petroleo

Compuestos pertenecientes a los hidrocarburos aromaticos, componente

Tolueno y Xileno o .
principal de la gasolina
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3.1.2 Busqueda de nombres claves
3.1.2.1 Listado de enzimas

Teniendo la lista de hidrocarburos final, se prosigui6 a la busqueda de su ruta metabdlica
con el fin de conocer aquellas enzimas que actdan al inicio de la degradacion de estos
compuestos, las paginas consultadas fueron Google Académico y EAWAG, esta estrategia
sirvi6 como punto inicial para obtener la palabra clave de los genes que codificaran estas

enzimas.
La realizacion de esta busqueda contuvo las siguientes 3 palabras clave en idioma inglés:
“Nombre del hidrocarburo” + “degradacion” + “ruta”

Con los datos obtenidos se realizé una tabla que tuvo los parametros de “Hidrocarburo” +

“Enzima”.

3.1.2.2 Busqueda de genes codificados

Ocupando como palabra clave las enzimas obtenidas con anterioridad, se utilizo la base de
datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) para encontrar el nombre de los genes que
estuvieran asociadas a estas utilizando los filtros que fuesen necesarios (Nucleotide, Gene,

Protein).

Con la informacion recabada se realizé una tabla donde se especificaba el nombre del gen
encontrado (escrito en minUscula y cursiva), el nombre de la enzima a la que pertenecia y

el hidrocarburo reportado.

3.2 Descarga de secuencias de nucledtidos

A partir del NCBI, Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y Reference Sequence
- Refseq (http://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/), y como cotejo las bases de European
Nucleotide Archive — ENA (http://www.ebi.ac.uk/ena) y DNA Data Bank of Japan —
(http://www.ddbj.nig.ac.jp), se obtuvieron las secuencias de nucledétidos en formato FASTA

de bacterias que se relacionan con la degradacién de los hidrocarburos enlistados.
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3.2.1 Organizacion de base de datos de secuencias de genes obtenidos

Con los archivos FASTA se cred una biblioteca digital en donde se archivaron las

secuencias descargadas.

Para realizar esta biblioteca se contempl6 separar las secuencias obtenidas en carpetas de
acuerdo al hidrocarburo que la bacteria pudiera degradar. Los archivos se guardaron con
una clave de identificacion que arrojaba la base de datos. Por ultimo, se organizaron los
datos con el nombre del gen escrito en notacion genética, nombre de la enzima, el

organismo (nombre cientifico), hidrocarburo y tamafio del gen.

3.3 Alineamiento para la eliminacion de secuencias duplicadas

Se realizé un primer alineamiento (screening) con el fin de descartar aquellas secuencias

que estuvieran duplicadas, este alineamiento se realiz6 para cada hidrocarburo.

Para identificar los archivos que se excluirian, se utiliz6 como base la secuencia (SB) de
mayor extension nucleotidica. Para considerar que una secuencia era repetida se verifico
que tuviera una similitud >99%, ademas, que deberian de pertenecer al mismo

microorganismo.

Este andlisis se realiz6 utilizando la herramienta de Busqueda para Alineamiento Basico
Local (BLAST) y utilizando el tipo de busqueda BLASTn (Imagen 8).

BLAST® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool J
BLAST+ 2.13.0 is here!

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The Starting with this release, we are including the blastn_vdb

d |
program compa or protein to seq B tbiastn_vdb executables in the BLAST+ distribution
and calculates the | signifi Learn more

‘1 Thu, 17 Mar 2022 12:00:00 EST B More BLAST news

Web BLAST

Imagen 8. Pagina de inicio Blsqueda para Alineamiento Basico Local (BLAST)
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Al iniciar este programa se despliega el formulario en donde se identific6 un menu con dos
areas bésicas de llenado; en el primer recuadro se escribié la SB problema, después en el
segundo recuadro se escribieron las secuencias que fueron comparadas; finalmente,
(Imagen 9) se ejecuta el BLAST.

Align Sequences Nucleotide BLAST
blastp blastx tblastn tblastx

BLASTHN programs search b using a query. mor

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & cicar Query subrange &
AB4T2198.1 From | J
To | ]
S CEEDE AT Examinar.. | Ningan archivo seleccionado. @
Job Title AB472198 Uncultured bacterium xylM gene for |
Enter a descriptive title for your BLAST search &
B Aiign two or more sequences @&
Enter Subject Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Subject subrange &
ABA472199 1 = F [ ]
ABA472200 1 S
ABAT2201.1 -
ABAT2202.1 To | ]
Or, upload file Examinar... | Ningin archivo seleccionado. (7]
Program Selection
Optimize for @) Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blasin)
Choose a BLAST algorithm &
BLAST Search nucleotide sequence using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

BB show results in a new window

Imagen 9. Ejemplo de llenado de campos

Se realiz6 un segundo set de alineamientos, pero analizando las secuencias de manera
individual y por el gen reportado en cada una de estas. Descartando aquellas que tuvieran
una similitud >90% y fueran reportadas por el mismo autor.

Con los resultados obtenidos en la etapa anterior se actualiz6 la biblioteca (base de datos)

en donde se archivaron las secuencias finales.

3.4 Alineamiento, anéalisis y deteccion de regiones conservadas por
hidrocarburo

A continuacion, se muestra brevemente cOmo se realiza un alineamiento en el software de
Bioedit.
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Al iniciar el software, el programa muestra una ventana como la siguiente (Imagen 10) en

donde, para ejecutar un andlisis, primero se tiene que abrir la pestafia de “File” y seleccionar

“New Alignment”.

Accesory Application RMNA World Wide Web  Options Window Help

New Alignment Ctrl+N
Open... Ctrl=0
Open motif descriptor

New from Clipboard

Retrieve sequences from GenBank or GenPept

Encrypt file with a jpg image and encode into proteins

New Text

Open As Text

Run script

Batch ABI to SCF Trace File Conversion
Batch Export of Raw Sequence Trace Data
Batch Export of (artificially) Reverse-Complemented Raw Sequence Trace Data

Exit

Imagen 10. Ventana principal del programa Bioedit

Seguido de esto se seleccionod en el menu “sequence” la opcion “New sequence”, se abriod

una ventana como la siguiente (Imagen 11) en donde se escribié el nombre de la secuencia,

el tipo de secuencia que se analizara y por ultimo la secuencia de nucleétidos que se

trabajo.
"5 File Edit Accesory A RNA  World Wide We .
= D
Name: [M83343.1 Sequence Type: |[DNA |
Length: 4355 Position: 1
True Length: 4355 True Position: 1
Font Size: m Sequence: 1 out of 1 [~ Lock sequence | Dvenwrite b
10 20 30 40 50 :|
ATCGATARAAA CCATGAGGGT AATAAATAAT GATGAAGGAG ACTATCTAGA
60 0 80 90 100
ATTCGTTCTG GAGACGGTGC CGGTGGCATA ACCGTAGACC AGCAGGCTGA
110 120 130 140 150
GCAARATACC TCGGGGTGAT AAGCCGCGCT ACCGCGTCCG CCATATGCCT J
Apply | Apply and Close | Cancel | ﬂ v Color

Imagen 11. Editor de secuencias de Bioedit
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Al finalizar se le hizo clic en “apply and close” y se desglosé el siguiente resultado

(Imagen 12):

& b
g [Courier Nem z] [ 1 L] B 1 total sequences
M de:l—'—_] Selection: null Sequence Mask: None Start
oce: [Select / Slide v Position: Numbering Mask: None uler at|!
— 2G0T a5 g rawe —a <. > Ga Yrae —_— Seroll | -1
g I D 1L D Go| |- E&“ﬁ?’ﬂt ill:lé’vﬂ “re E%g‘ﬁ e @311_& speed slow yfy « fast
RN R R N RN R R RN R RN RN AR ERRE
- 10 20 30 40 S0 60 70

CTAGAATTCGTTCTGGAGACGGTGCCGGT

M83949.1 ATCGATAAAACCATGAGGGTAATAAATAATGATGAAGGAGACTAT

Imagen 12. Presentacion de la secuencia en el programa

Una vez teniendo todas las secuencias en resultados se seleccion6 el menu “Accesori
Application” y se eligié la funcién “ClustalW Multiple alignment”. Donde se selecciond la
opcion de “Run ClustalW” y luego “Ok”. Dependiendo de la cantidad de secuencias
introducidas para su analisis este proceso puede tardar de algunos segundos a varios

minutos. Esta funcion aparece un mend como la siguiente (Imagen 13):

Clustal¥y Multiple alignment

Reference:
Thompson, J.0.. Higging. D.G. and Gibzon, T.J. [1934)
CLUSTAL " improwing the sensitivity of pragressive multiple
sequence alignment through sequence weighting, position specific
gap penaltiies and weight matrix choice.
Mucleic Acids Research, submitted, Juna 1934,
v ol
[ Calculate MJ Tree
[ FAST algorithr for guide tree

[ Bootstrap MJ Tree  Number of bootstraps: (1000

Gap penalties:  Blank=default

Fairwise alignments Multiple alignment

Gap open l— Gap open l—
Gap extend l_ Gap extend l_

Other Parameters: |

Mate: enter additional parameters az a single line.
[ Output Clustal format with Clustal consensus sequence generation

Additional Parameters for Cluztals:

m| »

xxxxx

JQUICKTREE :use FAST algorithm for the alighment guide tree
MEWTREE=  file for new guide tree

JUSETREE=:file for old quide tree

MMEGATIVE  :protein lignment with negative walues in matris

-

Run Clustaha Wiew Cluztalf Doc Cancel

Imagen 13. Opciones de trabajo de ClustalW
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Una vez terminado el andlisis, el programa desglosa una ventana como la siguiente Imagen
14, en donde se comparan y muestran las secuencias alineadas convirtiendo en ‘dots’

(puntos) las pares de bases que son iguales.

2 total sequences

=] [CouierNew =] [11  ~| B

ode: |Select / Slide v Selection:0 Sequence Mask: None Start

Pasition: 2301 Mumbering Mask: None fuler at:
sGcT A N e = <. 3o T Seroll LT z
g 1D I E & o - Eﬁtmf $.I1E*‘ R E»%Eﬁ; _'f; - = @MIE speed slow oy « fast
T R N O R R R R e e
-1l 2280 2250 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 23
MB3945.1 AATGATTGATTTGAGCGGAGAGTTTTAATAGGAGETACCCCGGACCCTAGCGCGTAACTACCCCAATTCCATCTTTTTT -AGGTGAARACAT(
AY048759.1 |[———————————mm e i aea CGerennnnnn B.voBoven.. G R« .

Imagen 14. Alineamiento presentado por el programa Bioedit

Previamente a la deteccién de las regiones conservadas concluyentes y mediante la

ejecucion del software Bioedit, se realizaron las primeras alineaciones por hidrocarburo.

Una vez realizado los respectivos alineamientos, las regiones conservadas fueron
detectadas manera visual y se consideré como region conservada aquellas regiones que
tuvieran un rango mayor a 50 pb iguales (Imagen 15 encerrado en el cuadro rojo),
asegurando que el resultado de las secuencias no presentara mas de 2 pb diferentes o no

alineados.

. Tl””‘l”l‘THTlH’H‘HH‘THTlH’H‘HH‘THTlH’H‘HH‘THTlH’H‘HH‘H”l””‘HH‘H”l””‘HTI‘TIH’lH’H‘I”Tl””‘l”l‘””l!

110120 130 140 13( 160 170 180 190 200 pal 20 230 20

o D)15T883 Je TG GA T AT CEGTECG AL G A GEA T GGG GG 6L LG CGU5CA L TGGAA G A C AL RGT GGG LGRS T GEELEAEACEs
B0 e ST Corerernennenenns Loverreenronns
EIARILLS e, Covrrreerrsenrnsnseenssessens
GIEETI, e Lot verseeeeeeseee sttt nes
QRTINS o evverene e, . B Coverrernrnereneenens Covrrrnran,

Imagen 15. Region altamente conservada de 70 pb

Por Ultimo, se realiz6 otra corrida de alineamientos en el cual se decidié analizar entre las
secuencias de todos los hidrocarburos aquellas que no presentaron regiones conservadas
en el ensayo anterior. Los pardmetros para considerar la region conservada fue la misma

gue en el primer analisis.
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3.4.1 Reporte de secuencias conservadas

Al finalizar la etapa de deteccion de secuencias alineadas conservadas, se elaboré en hojas
de calculo una biblioteca reportando los conjuntos de regiones conservadas. Se construyo

con los siguientes parametros:

e |D de Secuencia
e Gen

e Microorganismo
e Hidrocarburo

e Extension (pb)

¢ Nucleétidos
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Hidrocarburos, enzimas y genes reportados en base de datos
4.1.1 Hidrocarburos con registro de degradacion

En la pagina de EAWAG Biocatalysis/Biodegradation Database (EAWAG), se interactuo
con la lista principal de compuestos que se despliega dentro de la plataforma (Imagen 16),
este portal estd constituido por numerosos contaminantes, los compuestos seleccionados

como Hidrocarburos, se confirmaba mediante cotejando la clasificacion reportada en el
marco tearico.

Biocatalysis/Biodegradation Database

Home Pathway Prediction System | PredictBT Workshops | Biochemical Periodic Tables
Search
About Microbial biocatalytic reactions and biodegradation pathways.
ou’
EAWAG-BBD | PPS | BPT
What's New » What's New? Last updated January 18, 2016.
FAQs » Search the EAWAG-BBD for compound, enzyme, microorganism, pathway, or BT rule name;

chemical formula; chemical structure; CAS Registry Number; or EC code.
Join E-mail List

Pathways and Metapathways in the EAWAG-BED
Contributors

- Select a Pathway - v || Go to the Pathway
Publications - Select a Pathway - N ] ]
Links ' Acenaphthylene . g:t?onmécgi?ﬁrap?lﬁ:rene 1,2-
Acetylene (an/aerobic) D Overview; and Other
Acknowledgements Acrylonitrile !
Contact Us . Adamantanone
Alachlar
* | 2-Aminobenzenesulfonate
2Aminobenzoste po Bedegrmistor
2-Amincbenzoate (anaerobic)
* | 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate pe are appreciated; contact
1,5-Anhydro-D-fructose (fungal)
~ | Anthracene —m
Anthracene (fungal) = I'\.FIHISQL_
Arsonoacetate
Asulam
© 2022 Regents of the EAWAG. All right Atenolol Contact Us | Privacy
Atrazine bdified on May 10, 2017
Benomyl
Benzo(a)pyrens
Benzoate -

Imagen 16. Desplegado de la lista de compuestos de la pagina de EAWAG

Todos los hidrocarburos seleccionados fueron considerados al obtenerse de una base de
datos que ofrece evidencia de su reporte e interactivamente su ruta de degradacion,
ademds de sus intermediarios metabdlicos, las enzimas y microorganismos que han sido
reportados.
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Se visualizaron un total de 19 hidrocarburos que se encuentran desglosados en la Tabla 8,
se agrupan en dos clasificaciones generales: hidrocarburos alifaticos/aromaticos (HAA) e
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAP’s); ambos se encuentran presentes en
productos como gasolina o diésel. El reporte de estos compuestos fue actualizado el 15 de
febrero del 2018.

Tabla 8. Hidrocarburos seleccionados

Hidrocarburos alifaticos/aromaticos Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Etilbenceno Bifenilo
Alcanos Acenaftileno
Benceno Antraceno
Ciclohexano Fluoreno
Cresol 1-metilnaftaleno
Hexano 2-metilnaftaleno
Octano Benzopireno
Tolueno Fenantreno
Xileno Naftaleno
Pireno

La clasificacién de HAP’s esta integrada por 10 sustancias entre las que encuentran el
naftaleno, pireno y fenantreno, dichos compuestos son los mas dificiles de degradar debido
a su elevado peso molecular, sin embargo se han reportado diversos grupos taxonémicos
con capacidades de eliminacion o disminucién de estos elementos, tal es el caso de
investigaciones hechas por Koukkou y Vandera (2011), ellos reportan que ciertos
hidrocarburos como el naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno son usados como fuente
de carbono y energia por ciertos géneros bacterianos como Arthrobacter sp., Burkholderia
sp., Mycobacterium sp., Sphingomonas sp., etc. Por otra parte, también se han
caracterizado algunas velocidades de degradacion, Petit, K. et al. (2013), sefala que
hongos pertenecientes al género Aspergillus pueden ser usados para biorremediar suelos
contaminados con hidrocarburos como el pireno y antraceno, los ensayos realizados a una
concentracion de 500 mg/kg confirman que después de tres meses de pruebas se logra un

23.6% y 5.0% de degradacion respectivamente.

31



Por otra parte, se registraron un total de nueve HAA, compuestos como el benceno, tolueno,
hexano se pueden encontrar en hidrocarburos totales de petroleo (TPH) debido a que
pueden ser originados a partir del petréleo crudo. Existen reportes sobre su degradacion tal
es el caso de un estudio hecho por Al-Hiti, Al-Joubori, & Abd Al-Razaq (2007) en donde
encontraron que los hongos Pleurotus ostreatus y Trichoderma harzianum efectuaban una
degradacion de 205 ppm por dia de TPH. A pesar de estar constituidos por un anillo
aromatico existen grupos microbianos que son capaces de reconocer y degradar solo
algunos de estos compuestos, por ejemplo, pruebas realizadas por Otenio et al. (2005)
menciona que el género Pseudomonas putida es capaz de metabolizar tolueno y xileno

pero no benceno.

Es importante sefialar que dentro de los resultados se encuentran hidrocarburos que son
utilizados como insumos en la industria quimica. Estos compuestos también son reportados
por la afectacion que ejercen hacia la salud animal y humana como agentes (Igwe &

Ukaogo, 2015), dafio al ecosistemay a la biodiversidad.

Cabe mencionar, que los demas exploradores contemplados en la metodologia si fueron
consultados, pero no se contemplaron para obtener el listado de hidrocarburos debido a
que la informaciéon que se obtenia en EAWAG redireccionaban a estos buscadores, sin
embargo, si fueron utilizados para la obtencion de informacién detallada en la discusién de

este trabajo.

4.1.2 Obtencién del compilado de enzimas descritas para cada hidrocarburo

La mayoria de las rutas metabdlicas consultadas fueron a partir del trabajo recopilado por
Gao, Ellis & Wackett (2010) que se encuentra disponible en la base de datos de la EAWAG.
Para el caso de la ruta metabdlica de los alcanos (Alcano 1-monooxigenasa y Alcano
hidroxilasa) se consultaron las investigaciones realizadas por van Beilen et al. (2003) y Rojo
(2009) respectivamente, debido a que en estos trabajos se describe de una forma completa
la diversidad de la degradacion de este compuesto en el ambiente y porque el compuesto

antes mencionado no se encontraba disponible en la base de datos.
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Se observd que para benzopireno existe mas de una ruta de degradacion reportada en
diferentes microorganismos (Imagen 17) como Mycobacterium sp. RJGII-135 (Schneider et
al., 1996), S. yanoikuyae B8/36 (Gibson, 1999) y M. vanbaalenii PYR-1 (Moody et al., 2004),

cada una de estas con diferentes intermediarios metabdlicos.

Benzo(a)pyrens Benzo(a)pyrene Benzo{a)pyrene
M. vanbaalenii 5. yanoikuyae BB/36 Mycobacterium sp. RIGII-135
PYR-1

benzo(a)pyrene
cis-7,8-
dioxygenase

benzo(a)pyrene
cis-4,5-
dioxygenase

aphthalene
1,2-dioxygenase

| |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
W W W

dehydrogenase dehydrogenase

Benzo(a)pyrene- Benzo(a)pyrene- Benzo(a)pyrene-
cis-4,5- cis-9,18- cis-7,8-
dihydrodiol dihydrodiol dihydrodiol

| | |

| | |

| benzo(a)pyrene- | 1,2-dihydroxy- | 7,8-dihydroxy-
| ¢is-4,5- | 1,2-dihydro- v benzol(a)pyrene
| dihydrodiol | naphthalene | dioxygenase

| | |

| | |

Imagen 17. Rutas metabdlicas del benzopireno por diferentes microorganismos (Tomado de Gao,
Ellis, & Wackett, 2010)

De la misma manera, el benzopireno también tiene reportes de ser degradado por
diferentes enzimas con el mismo microorganismo (Moody et al., 2004). Para ilustrar M.
vanbaalenii PYR-1 (Imagen 18), ademés de cortar los anillos de benzopireno a vic-dioles

formados por deshidratacién, también puede metilar sus grupos hidroxilo.
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Benzo(a)pyrene Benzo(a)pyrene Benzo(a)pyrene

M. vanbaalenii M. vanbaalenii M. vanbaalenii
PYR-1 PYR-1 PYR-1

| | |

| benzo(a)pyrens | benzo(a)pyrene | benzo(a)pvrene

| 11,12-epoxidase | cis-11,12- | ¢is-4,5-

| | dioxygenase | dioxygenase

| | |

| | |

| | |

| | |

v v W
[Benzo(a)pyrene-] Benzo(a)pyrene- Benzo(a)pyrene-
[11,12-epoxide] cis-11,12- cis-4,5-

| dihydrodiol dihydrodiol

|

|

| benzo(a)pyrene- benzo(a)pyrene- benzo(a)pyrene-
| 11,12-epoxide
|

|

|

|

| |
| |
| |
hydrolase | dihydrodiol | dihydrodiol
| |
| |
| |

cis-11,12- cis-4,5-
dehydrogenase dehydrogenase

Imagen 18. Diferentes rutas metabdlicas del benzopireno (Tomado de Gao, Ellis, & Wackett, 2010)

Se observaron casos particulares en donde el compuesto solo tenia una ruta de
degradacion registrada, como en el caso del compuesto bifenilo, en la que se reporta un
solo microorganismo Pseudomonas sp. cepa LB400 (Seeger, Timmis, & Hofer, 1995) con

solo una sola enzima por intermediario metabdlico (Imagen 19).

Biphenyl
Pseudomonas sp. strain LB48@

|
| biphenyl

| 2,3-dioxygenase
|

|

v
ci1s5-2,3-Dihydro-
2, 3-dihydroxybiphenyl

|

| 2,3-dihydro-2,3-
| dihydroxybiphenyl
|

|

dehydrogenase

Imagen 19. Ruta metabdlica del bifenilo (Tomado de Gao, Ellis, & Wackett, 2010)
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Se contemplaron sélo las enzimas que se localizaban al inicio de cada ruta metabdlica,

puesto que algunas de ellas son enzimas clave para iniciar el proceso de asimilacion del

hidrocarburo. Dicho lo anterior, se elaboré la Tabla 9.

Tabla 9. Enzimas responsables de la degradacion de hidrocarburo

HIDROCARBURO

ENZIMAS

HIDROCARBURO

ENZIMAS

Tolueno

Xileno

Naftaleno

Fenantreno

Antraceno

1-metilnaftaleno

Alcanos
Bifenilo
Ciclohexano
Octano

Xileno monooxigenasa
Tolueno 2-monooxigenasa
Tolueno 3-monooxigenasa
Tolueno dioxigenasa
Tolueno 4-monooxigenasa
Bencil succinato sintasa
Xileno monooxigenasa
Xileno 3,4-dioxigenasa
Xileno 4,5-dioxigenasa
Xileno dioxigenasa
Naftaleno 2,3-dioxigenasa
Naftaleno 1,2-dioxigenasa
Tolueno 1,2-dioxigenasa
Fenantreno dioxigenasa
Fenantreno 1,2
monooxigenasa
Fenantreno 9,10
monooxigenasa

Naftaleno 1,2-dioxigenasa
Antraceno 9,10-dioxigenasa
1-metilnaftaleno hidroxilasa
Naftaleno 1,2-dioxigenasa
Alcano 1-monooxigenasa
Bifenilo 2,3 dioxigenasa
Butano monooxigenasa
Alcano 1-monooxigenasa

Benzopireno

Pireno

Fluoreno

Etilbenceno

Acenatftileno

2-metilnaftaleno

Benceno
Cresol
Hexano

Benzopireno 11,12-epoxidase
Benzopireno cis 11,12-
dioxigenasa

Benzopireno cis 4,5-dioxigenasa
Naftaleno 1,2-dioxigenasa
Benzopireno cis 7,8-dioxygenasa

Pireno dioxigenasa
Pireno 4,5-monooxigenasa
Pireno 1,2-monooxigenasa

Dioxigenasa
Naftaleno 1,2-dioxigenasa
Fluoreno oxigenasa

Etilbenceno dioxigenasa
Naftaleno 1,2-dioxigenasa
Etilbenceno deshidrogenasa

Naftaleno 1,2-dioxigenasa
Acenaftileno monooxigenasa
2-metilnaftaleno hidroxilasa
Naftaleno 1,2-dioxigenasa
Benceno dioxigenasa
3,5-xilenol metil hidroxilasa
1-metil pentil succinato sintasa

Se visualizan un total de 45 enzimas siendo tolueno, benzopireno y xileno los compuestos
gue presentaron un mayor namero de estas reportadas (hasta 6 enzimas). La mayoria de
las enzimas corresponden a las actividades de dioxigenasas y monooxigenasas, este tipo
de enzimas son un grupo de metaloenzimas que pueden catalizar la oxidacion de una gran
variedad de compuestos aroméaticos introduciendo uno o dos 4&tomos de oxigeno a partir de
oxigeno molecular, estas enzimas destacan por su participacion en diversas rutas
metabdlicas que degradan compuestos xenobidticos contaminantes (Carrillo-Campos,
2019).

Hay que sefialar que diferentes compuestos pueden ser degradados por la misma enzima

debido a las capacidades cataliticas que poseen, como ejemplo es la enzima “Naftaleno
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1,2-dioxigenasa” (ver Tabla 9) que se encuentra relacionada con 8 hidrocarburos (Resnick,
Lee, & Gibson, 1996).

Finalmente, se utilizé el nombre de las enzimas en idioma inglés como palabra clave para

la busqueda de genes que codificaban a cada enzima.

4.1.3 Nomenclatura de genes responsables

Una vez determinadas las palabras claves, se continu6 con la obtencion de la secuencia
nucleotidica de los genes relacionados. Para ello se ocup6 la base de datos del NCBI,
utilizando como filtro las opciones “Nucleotide”, “Gene” y “Protein” y la palabra clave el

nombre de la enzima.

Los resultados obtenidos con el filtro “Gene” fueron dificiles de integrar a la biblioteca
personal por lo confuso de la informacién, sin embargo, los resultados promisorios
obtenidos se lograron con la palabra “Nucleotide” y “Protein”. Posterior al primer resultado
obtenido se observaron registros que pertenecian a taxas correspondientes a animales,
plantas, hongos, protistas, bacterias, arqueas y virus (Imagen 20, encerrado en un circulo
negro) por lo cual se fij6 un segundo filtro el cual limitaba los resultados solo a taxas

bacterianas.

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Mucleotide Mucleotide ~ || naphthalene dioxygenase
Create alet Advanced Help

Species Summary « 20 per page =~ Sort by Default order « Sendto: ~ Filters: Manage Filters
Animals (8
Plants (11) -
Fungi (105 Items: 1 to 20 of 7281 Results by taxon
Protists (2) — Top Organisms [Tree]
Page | ol 365 MNext>  Lasi>> <

Bacteria (7,142
Archaea (4,

— Klebsiella pneumoniae (3
Pseudomonas aeruginosa pah genes for 12 ORFs (components of Enterobacter hormaechei

viruses: (5) 1. naphthalene dioxygenase dehydrogenase, hydratase-aldolase, uncultured bacterium (23:
R Enterobacter cloacae (170)
isomerase) Klebsiella
Molecule 12,808 bp linear DNA quasipneumoniae (7138)
types Accession: D84146.1 GI: 1255665 All other taxa (3094}
genomic Protein ; More
DNARNA, (7,235 _
MRNA (43 GenBank FASTA Graphics
rRMNA (3 _ . Find related data =
Customize [ Streptomyces laurentii DNA _complete genome, strain: AT 1255 Datab
' atabase

2. e

Source 664 bp ||Pear DMNA Selact -

01

databases
INSDC (GenBank)

RefSeq (44

Imagen 20. Ejemplo de resultados obtenidos aplicando el buscador “Nucleotide".
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Las secuencias nucleotidicas desplegadas en la pégina correspondian a resultados
relacionados con el contenido del cromosoma, genoma, plasmido, mRNA y gene. Por lo
tanto, solo se descargaron las secuencias con el resultado que especificaba la informacién
de gen; en algunos casos la secuencia era completa o parcial como se muestra en la

leyenda a continuacion:
Pseudomonas putida naphthalene dioxygenase (rdoAl) gene, partial cds

El andlisis se hizo de la misma manera para todas las enzimas de cada hidrocarburo sin
embargo, no todas las enzimas estaban reportadas en la base de datos y en algunos casos
sélo se encontraron registros para un compuesto en especifico por ejemplo, el caso de los
hidrocarburos que se degradaban con la misma enzima. La falta de informacion acerca de
las enzimas y genes puede deberse a investigar solo su cualidad de degradacion por el
organismo, pero no se analiza molecularmente y por ello se desconoce su secuencia y es
que las técnicas para realizar estos estudios suelen ser costosas o incluso se presentan
problemas al secuenciar (Diz Mellado, 2020; Garcia Vallejo, 2004), por esta vaguedad, se
eliminé aproximadamente el 53% de los hidrocarburos y el 73% de las enzimas que se

tenian contemplados.

Finalmente, en la Tabla 10 se encuentran anotados los hidrocarburos, la abreviatura de los
genes con secuencia completa o parcial y las enzimas responsables que corresponden a

cada uno. La ultima actualizacion llevada a cabo en la tabla fue el 08 de abril del 2018.

Aunado a esto, en la Imagen 21 se puede apreciar la cantidad de genes que fueron

reportados para los hidrocarburos, obteniendo un total de 54 genes.

20
18
16
14
12

NUMERO DE GENES

(=T S A ]

HIDROCARBUROS
Imagen 21. Cantidad de genes degradantes encontrados hasta el 08/04/18
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El compuesto con mayor desglose de resultados correspondia al naftaleno con un total de

18 genes, este compuesto se ha utilizado durante los ultimos afios como modelo en los

estudios de biorremediacion (Pawar et al., 2013). En contraste, el benceno y el xileno solo

poseen 1 gen degradante reportado.

Tabla 10. Lista de hidrocarburos y enzimas finales

HIDROCARBURO GENES ENCONTRADOS ENZIMAS REFERENCIAS
(Kloos, Munch, &
e alk, alkB, alkB1, alkB2, Schiot 2006:
alkB4, Alcano e Alcano 1-monooxigenasa L, ’
Alcanos monooxigenasa* Cappelletti et al, 2011;
Vomberg & Klinner,
¢ alkB, alkB1, alkB2, Alcano e Alcano hidroxilasa 2000)
Hidroxilasa*
B (Duran etal., 2019; Tan
enceno .
e bedC1 e Benceno dioxigenasa etal., 1993)
(Asturias, Diaz, &
Timmis 1995;
Bifenilo e bphA1, bphAa, bphA, rdoA2, . . 0 J
rdoA3, bph, bphA2, bphA3 o el 28 slodgenss Furukawa & Arimura,
1987)
. (Johnson, Pelletier, &
Etilbenceno * Etilbenceno
* ebdA, ebdB, ebdC deshidrogenasa Spormann, 2001)
(Kahng & Nam, 2002;
Chang et al, 2011)
hnA1f, phnAc, rdoA2 o
Fenantreno * PINASL PhnAc, rdo e Fenantreno dioxigenasa .
¢ nahAc, phnA (Rodriguez-Conde et
al., 2016)
¢ Naftaleno dioxigenasa*,
rdoA1l, nahAa, nahAb, ¢ Naftaleno 2,3-
nahAc, nahAd, nah, nahc, dioxigenasa (Kurkela et al., 1988;
Naftaleno ndo, ndoA, ndoB, ndoC, Tsuda & lino, 1990;
nahG, phnA, phnAc, narAa, .
cndA, nidB Wilson et al., 2003)
e Naftaleno 1,2-
e ndo, nahAc dioxigenasa
(DeBruyn, Mead, &
o * pydA, pydB, Sayler, 2012; Ma, Xu, &
Ireno e Pireno dioxigenasa .
Jia, 2013; Zada et al.,
« nidA, nidB, nidC !
2021)
e xylM, xylA, tmoA « Xileno monooxigenasa (Zylstra &  Gibson,
Tolueno 1989; Kasai, Inoue, &
* odC, todC1, tolueno ¢ Tolueno dioxigenasa H 2001
dioxigenasa* 9 arayama, )
) (Kasai, Inoue, &
Xileno

xylM

e Xileno monooxigenasa

Harayama, 2001)

*El portal aun no tiene asignado una clave para este gen.
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4.2 Recoleccion de secuencias y construccion
4.2.1 Obtencion de secuencias en formato FASTA

Como resultado preliminar se pudo observar que las bases de datos internacionales se
encuentran asociadas a una misma relacion informatica, por lo que la informacién que
alguna de ellas contenga ya estara incluida o redireccionada en las demas. En la Imagen
22, se puede apreciar una comparativa de la ficha técnica que despliegan cada una de las
bases de datos es muy similar, observando que solo se presentan ligeros cambios en la
organizacién de la informacién. Por ende, se decidio trabajar solamente con la base de

datos del NCBI aunado a la familiarizacion y dominio que se tenia con esta ultima.

|ID HM153082; SV 1; linear; genomic DNA; STD; PRO; 166 BP. l
XX

- AC  HM153082;
LOCUS HM153882 166 b DNA linear | BCT 25-JUL-20816 XX (B
DEFINITION Rhodococcus sp. Z6 biphenyl 2,3-dioxygenase alpha subunit (bphAI DT 13-JUL-2019 (Rel. 165, Created)
. : ’
gene, partial cds. DT  13-1UL-2010 (Rel. 105, Last updated, Version 1)
ACCESSION  HM153082 xx
VERSION HM153082.1 DE  Rhodococcus sp. Z6 biphenyl 2,3-dioxygenase alpha subunit (bphAl) gene,
KEYWORDS {A DE  partial cds.
SOURCE Rhodococcus sp. 26 X
ORGANISM Rhodococcus sp. Z6 Kl
Bacteria; Actinobacteria; Corynebacteriales; Nocardiaceae; XX
Rhndg:cccus. 0S  Rhodococcus sp. Z6
REFERENCE 1 (bases 1 to 166) 0C Bacteria; Actinobacteria; Corynebacteriales; Nocardiaceae; Rhodococcus.
AUTHORS  Petric,I., Hrsak,D., Bru,D., Fingler,S., Udikovic KoIic,N. and XX
Martin-Laurent,F. RN [1]
TITLE Characterization of the P(B-degrading community in small-scale RP 1-166
hmrem?dxatmn assay ETFic ., Nrsak U., Br0 U., FIngIer 5., UdiRGvic Kolic W.,
JOURNAL  Unpublished RA  Martin-Laurent F.;
REFERENCE 2 (bases 1 to 166) ) L . RT  “"Characterization of the PCB-degrading community in small-scale
AUTHORS ~ Petric,I., Hrsak,D., Bru,D., Fingler,S., Udikovic Kolic,N. and bioremediation assay”;
Martin-Laurent,F. FpUbTIshed -
TITLE Direct Submission XX
JOURNAL  Submitted (26-APR-201@) Zimo, Rudger Boskovic Institute, Bijanic RN (2]
Street 54, Zagreb 1000@, Croatia RP 1-166
BASE COUNT 39 a 44 c EL at RA  Petric I., Hrsak D., Bru D., Fingler S., Udikovic Kolic N.,
ORIGIN RA  Martin-Laurent F.;
1 gectgatttt cgeaaactgg gacgctgacg ccccggacct ggacacctat ctgggtgaag RT
H
61 cgaagttcta catggaccac atgttggata gagccgaage gggcaccgaa gegatcocgg RL Submitted (26-APR-2018) to the INSDC.
121 ggattcagaa gtgggtcatt ccctgeaact ggaagttcge agegga RL  Zimo, Rudger Boskovic Institute, Bijanic Street 54, Zagreb 10600, Croatia
SQ Sequence 166 BP; 39 A; 44 C; 52 G; 31 T; @ other;

gectgatttt cgcaaactgg gacgctgacg ccccggacct ggacacctat ctgggtgaag
cgaagttcta catggaccac atgttggata gagccgaagc gggcaccgaa gegatcccgg 120
ggattcagaa gtgggtcatt ccctgeaact ggaagttcge agegga 166

Imagen 22. Fichas técnicas de las bases de datos: A) ENA/NCBI y B) DDBJ

Se prosiguié con la blsqueda y descarga de las secuencias de nucleétidos, para esto se

utilizaron las palabras claves previamente propuestas (enzima + gen).

Los archivos se descargaron en formato FASTA (se puede apreciar un ejemplo de este en
la Imagen 23), como descripcién de este formato al principio se puede observar unas siglas
alfanuméricas (>#####...) que sirven como identificador en las bases de datos, seguido por
un texto descriptivo en el que se menciona tanto al organismo como enzima y gen al que

pertenece, mostrando por Ultimo las secuencias de nucleétidos.
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»HM153882.1 Rhodococcus sp. Z6 biphenyl 2,3-dioxygenase alpha subunit (bphAl) gene, partial
cds

GCCTGATTTTCGCAAACTOOGACGCTEACGCCCCOGACCTORACACCTATCTGOATOAAGCGAAGTTCTA
CATGOACCACATGTTGOATAGAGCCGAAGCOOGCACCGAARCGATCCCOAOEATTCAGAAGTGEGTCATT

CCCTGCAACTORAAGT TCOCAGCGGA

Imagen 23. Formato FASTA del gen bphAl

4.2.2 Ordenamiento de secuencias obtenidas

Para trabajar en los futuros alineamientos, las secuencias descargadas se guardaron en
archivos con formato de Documento de texto. Para ello, el nombre con el que se guardaban
fue el mismo que se daba en el identificador, estos nuevos archivos fueron almacenados

en 9 carpetas de acuerdo al hidrocarburo que corresponden (Imagen 24).

Alcanos Benceno Bifenilo

Etilbenceno Fenantreno Naftaleno

Pireno ABTI81 ABTAM1 ABLT22001

Imagen 24. Organizacién de base de datos personal

Asi mismo, para complementar y tener un control en la informacion, se elaboré una base
de datos personal en Excel, la cual fue llenada utilizando la informacion de las fichas
técnicas. En la Tabla 11, se puede apreciar la estructura de esta base de datos, agregando

también como informacién de importancia el tamafio del gen.
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Tabla 11. Base de datos personal

ID GEN ENZIMA ORGANISMO HIDROCARBURO UAGANO)
DE GEN
Alcano . L
KY613514.1 | alkB - Acinetobacter beijerinckii Alcano 270
monooxigenasa
KX036864.1 | alkB Alcz_:lno Pseudomonas aeruginosa Alcano 281
monooxigenasa
HQ702473.1 | alkB _Alca_no Rhodococcus erythropolis Alcano 284
hidroxilasa
HQ702475.1 | alkB .Alca.no Rhodococcus erythropolis Alcano 291
hidroxilasa
Alcano . .
KJ650249.1 alkB monooxigenasa Novosphingobium sp. PCY Alcano 300

Se reunieron un total de 512 secuencias, de las cuales solo 28 se reportaban completas,

correspondian al pireno (12), seguido de los alcanos y naftaleno (8 y 4 respectivamente) y

por ultimo bifenilo, etilbenceno, fenantreno y tolueno con una secuencia.

4.3 Descarte de secuencias duplicadas y reconstruccion de libreria personal

Se alinearon todas las secuencias utilizando como la SB o con una regién codificada

completa. Las secuencias descartadas fueron aquellas que tuvieron un porcentaje >99%

de similitud, para ello el propio programa BLAST otorgaba este dato el cual se puede

apreciar encerrado en rojo en la Imagen 25.

Query ID
Query Descr
Query Length
Subject ID
Subject Descr

Subject
Length

KT378058.1 (nucleic acid)

Pseudomonas sp. 1217 alkane monooxygenase gene, co'

1134

EU675621.1 and 103 more subject(s) (nucleic acid)

See details v

54873

Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments

W selectall 7 sequences selected

p_MR21 alkB gene for alkane o

Description

ygenase._partial cd:

0 o

aeruginosa strain XCZ alkane hydroxylase (alkB2) gene, complete cds

Download

GenBank  Graphics

Scientific Name

Eseudomonas sp. MR21

Pseudomonas aeruginosa

0

aeruginosa strain |-D-3 alkane hydroxylase (alkB)

gene,_partial cd; Pseudomonas aeruginosa

0

sp. ITRI19 alkane monooxygenase (alkB) gene,_partial cds

Leucabacter sp. 5-C-1 alkane hydroxylase (alkB) gene, partial cds

Alcaligenaceae bacterium ITSIE7 alkane monooxygenase (alkB) gene, partial cds

[TSI32 alkane

genase (alkB) gene,_partial cds

Leucobacter sp. 5-C-1

Alcaligenaceae bacterium [TSIE7

Pseudomonas sp_ITRI19

Enterobacteriaceae bacterium ITSI32

Select columns ~ Show (2]

Max

Score
BBE
2078
741
730
449
444
433

Distance tree of re!

Total

Score
BBE

2078
741
730
449
444
433

Its SA Viewer
e

Per.

Ident | Accession

-

100.00% |.C179843.1
99.74% [EU675621 1
99.03% [EUB53419.1
98.78% [EU853414.1
85.82% [FJ014917.1
85.68% [FJ014916.1
85.11% [FJ014916.1

Imagen 25. Resultado obtenido en BLAST sefialando el porcentaje de similitud
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De las secuencias reportadas durante este primer screening se descarté el 20% de los
resultados debido a que indicaban secuencias repetidas y registradas con otro cédigo de

cepa. El total de secuencias resultantes de este primer filtro fueron 411.

Durante este andlisis se observé que existian conjuntos de secuencias que eran reportadas
por el mismo autor es decir, pertenecian al mismo microorganismo y en algunos casos
tenian la misma longitud de pares de bases por ende, se optd por alinear de nuevo las
secuencias por hidrocarburo, con este paso lo que se pretendié hacer era concluir el nUmero

de secuencias a analizar.

En la Imagen 26 se puede observar este segundo alineamiento, pertenece a las secuencias
del xileno, las lineas rojas sefialan las variaciones que han tenido estas secuencias con la
SB problema. En el recuadro debajo de la misma imagen, se puede apreciar lo antes

mencionado asi como el porcentaje de similitud que presentan estas.

Alignment
1 20 ( 60 ( ‘ 2 ( 6 ( 20( 220 2 60 2 300 2 40 380 4
-ttt -t -t--t-t+tt-t--r--r-rr-rtrti
|
| (| [ [ [ [
| l [ | e
R 1 1 U A [ [ 1 [ [ | [ O B | [
cieem e eeew oot 11 | [ | [ |
e e rne wew o [l 11 | [ 1 I O I |

1D GEN ORGANISMO HIDROCARBURO TAMARNO DE GEN AUTOR SIMILITUD (%)
AB472198.1 xylM Uncultured bacterium Xileno 434 Higashioka,Y., Kojima,H., Sato,S. and Fukui,M 100
AB472213.1 xyIM Uncultured bacterium Xileno 434 Higashioka,Y, Kojima,H., Sato,S. and Fukui,M 98.62
AB472205.1 xylM Uncultured bacterium Xileno 434 Higashioka,Y ., Kojima,H., Sato,S. and Fukui,M 97.93
AB472199.1 xyIM Uncultured bacterium Xileno 434 Higashioka,Y ., Kojima,H., Sato,S. and Fukui,M 92.17
AB472203.1 xyIM Uncultured bacterium Xileno 434 Higashioka,Y, Kojima,H., Sato,S. and Fukui,M. 91.71
AB472211.1 xylM Uncultured bacterium Xileno 434 Higashioka,Y., Kojima,H., Sato,S. and Fukui,M 91.24

Imagen 26. Alineamiento de secuencias del hidrocarburo xileno

Una vez terminado el analisis se concluye con un total de 174 secuencias. La longitud de

las secuencias finales abarcé desde un maximo de 6154 y un minimo de 166 nucleétidos.

4.4 Deteccion de regiones conservadas

Se analizaron todas las secuencias finales (base de datos) en grupos respecto al tipo de
hidrocarburo. En total, se encontraron 58 regiones conservadas y corresponden solo a seis

tipos de hidrocarburos.
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El resultado que se esperaba encontrar al inicio de esta fase fue el de tener secuencias

conservadas de importante extension la Imagen 27 enmarca uno de estos resultados
satisfactorios.

. |HH’|HH"IHT‘IHT‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘TTH‘TTH‘TTH‘TTH‘H’H"TH|”H|”H|HH|HTTlHTTlHTTlH”lH”‘IHT‘IHT‘HH‘

20 430 300 3l 3 30 M0 30 360 30 380 390 600

GRiA4211,1 [PCAACRCCGCCCATCAGCTRRGCCACARGTCAATARACT R ACAARCTCATGRCCATGR00GCCTTGRCCCCCACCaUCTACACCCACT T IGRTCEARCATART T TG TCATCACRRGCGECTAGCCACALE
8533681 [Tl ke Ll

Imagen 27. Alineamiento de secuencias de pertenecientes a alcanos

Existieron resultados en donde al ejecutar el programa solo una secuencia coincidia con la

SB. Como se observa en la Imagen 28 solamente la secuencia EU872115.1 (cuadro rojo)
coincide con la secuencia remarcada en negro.

;Irrrr|rrrr|r|rr|rrrr‘|rrr|rrrr|rrrr|rr|r|rrrr|rvrr|rrrr‘rrrr|rrr||r-rr;|rr|r|rrrr|r|rr|rrrr|rr'

= 520 530 540 530 360 370 580 550 600

R LRI CTGGGAAGERGEEEECGCTEEECTGEAACTECTCEETCCECCEATGAAGAGCCTGCTTCACTGCAACTGGALAGTGCCGETCERAAAATTTTG

EC020250.1 [G...2TG.E..CC....GC..CR.C..... o] c TR - S TGCCCGCT. . T.TE.CG.AGC. .. T uu ... [ i oF. SN - J
HQ400615.1 |..TCR..CATTCA.... .TT.A......G.A.....T..AGGT...GTTG..E.CE.GGC......... G.CE..T.CG..... C....
HQ380257.1 [G.TC..GCATTCC....  .TT.E...... Guvennnn T..CBGC...GTTGE. .B.CEGGGC. . vvrnn. . G.CB..C.CB..... C....
E¥272769.1 ([TA.TTTC..T.TC...AT.CTT.G.C.C.ATGGTATAGGT. .AGACCTCGATT. CR.G.GGCC. GOGE. . . TECCAGRTC. T, . .G6. 6. . .(
|EU872115.1 |- ... [ |

Imagen 28. Alineamiento de secuencias pertenecientes a fenantreno

Sin embargo, hubo otros casos donde la coincidencia fue Optima, ya que esta podia
observarse dentro de todas las secuencias alineadas, como se logra ver en la Imagen 29
en donde se aprecia que todas coincidieron con la SB DQ157863.1.

JIYYI‘llYl‘IIYI‘YIYI|Y|YY|YI|Y|YIIY|YYIY|IYIY‘IYIY‘IYII‘IYYI‘llYl‘IIYI‘YIYI|Y|YY|YI|Y|YIIY|YYIY|IYIY‘IYIY‘IYII‘IYYI‘IIYI‘IIYI

o 350 360 310 380 390 400 410 420 430 440 450 460 4
| 0157863, CTCTTGTTCTTCCECAGCCECEGAGRTAGCGECCEGTGEEAGTTGCTCTCERCCAAACECETCERCETBTTGCGCCERACCEACGRTTCECTGCEGCTCECTCGGCGEERGETATTGCTCGACT
|AY330093_..G ........ T et e s s manasamn s an s an i aan aa s B i st an s a i G 2aius T,
|EF373042. e ey L e Gevevnninnnnnns Bevvnrnnnns
|KM379093_..G ........ et a s naasaasan st snaanasasssnssnsnnsnssnssanssnssnntnsnnsnnsns Bt e s e [T P T.

Imagen 29. Alineamiento de secuencias pertenecientes a pireno

En la Tabla 12, se especifica el nimero total de regiones conservadas y el hidrocarburo al
gue pertenece la region.
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Tabla 12. Numero de regiones conservadas por hidrocarburo

HIDROCARBURO NO. DE REGIONES CONSERVADAS SECUENCIAS ALINEADAS
Alcanos 18 67
Bifenilo 10 22
Fenantreno 2 7
Naftaleno 13 49
Pireno 10 8
Tolueno 5 17

De manera introductoria se hace resaltar que la region conservada mas corta corresponde
a uno de los genes de pireno y fue de 50 nucleétidos y que la region conservada de mayor

amplitud fue de 627 perteneciente al grupo de los alcanos.

Los péptidos estan formados por aminoacidos, cada uno de estos monémeros se integra

por la lectura de un codén, y cada coddn esta conformado por 3 pares de bases.

Miuller et al. (2009) detectd que la cepa de Lactobacillus plantarum Lp31 produjo una
sustancia antimicrobiana bactericida hacia patégenos de grado alimentario, esta
Plantaricina es un péptido de solo 14 aminoacidos (traducidos por 42 nucleétidos) y con un
bajo peso molecular de 1558.85 Da. Este pequefo péptido, a pesar corta composicion de
aminoacidos, tiene efectos bactericidas contra Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus y Listeria monocytogenes.

Existen péptidos catidnicos antimicrobianos codificados en genes que comprenden de 12 a
50 aminoécidos con la capacidad de matar o neutralizar bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas, hongos, parasitos, células cancerosas e incluso virus como el VIH y el herpes.
Estos péptidos se han encontrado en la mayoria de los seres vivos (plantas, insectos y
animales). Por ejemplo, la Indolicidina constituida por Unicamente 13 aminoacidos
(codificados por 39 nucledtidos) posee efectos antimicrobianos contra bacterias, hongos y
VIH (Hancock & Scott, 2000).

Bajo estos hallazgos se hizo una excepcion y se consider6 en cuenta una region
conservada de 47 nucleétidos que no seguia los limites establecidos en esta investigacion,
dicha region se tomo debido a la importancia y cualidad de algunos péptidos de corta

extension.
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4.4.1 Regiones conservadas para alcanos

Las secuencias que corresponden al grupo de los alcanos, corresponden al 38% de las
secuencias analizadas. Después de alineamiento se encontraron 18 regiones conservadas
distribuidas entre 19 secuencias que mostraron coincidencias, dichos fragmentos se
encuentran expresados en el Anexo 2. En este grupo fue donde se localizaron las regiones
conservadas con mayor extension (Tabla 13). En este andlisis se pudo apreciar que
diferentes especies bacterianas pueden tener mas de una regién conservada. De acuerdo
con Rojo (2009) se puede intuir que no se encontr6 demasiada relacion entre las
secuencias, debido a que cada cepa bacteriana tiene varios sistemas de degradaciéon que
suelen ser activos muy especificos para cada tipo del alcano presente en medio o de
condiciones fisioldgicas particulares, sin embargo, en este trabajo se observé que si puede

existir relacion genética entre diferentes especies.

Tabla 13. Regién conservada con mayor extensién para el gen alkB

Secuencia Microorganismo Extension (pb) Nucleotidos

TGGCCGGCTACTCCGATGATCGGAATCTGGCTTGCC
AATGAGACTGGCTGGGGTATCTTTTATGGCTTAGTT
CTAGCTGTGTGGTACGGGGTTCTTCCATTGCTTGAC
GCGATGTTTGGTGAGGACTTTAATAATCCGCCTGAG
GAAGTAGTGGAGAAACTGGAGAAAGAACGTTACTAC
CGAGTTTTAACGTATCTAACAGTTCCAATGCATTACG
CAGCACTAATCGTGTCTGCATGGTGGGTAGGGACTC

Pseudomonas AGTCAATGTCTTGGTTCGAAATCGGCGCACTTGCCT

AJ250560.1  chlororaphis subsp 627 TGTCACTGGGCATCGTGAATGGTTTAGCGCTTAATA

: i . CAGGTCACGAACTGGGTCACAAAAAAGAAGCCTTTG
aureofaciens ATCGTTGGATGGCGAAAATTGTGCTGGCGGTTGTCG
GGTACGGCCACTTCTTTATTGAGCATAATAAAGGCC
ATCACCGTGATGTTGCTACACCGATGGACCCTGCGA
CCTCACGTATGGGAGAAAATATATATAAATTCTCAAC
CCGTGAGATTCCTGGAGCGTTTCGTCGTGCTTGGGG
GCTTGAGGAACAACGCCTTTCGCGCCGCGGGCAAA
GCGTTTGGAGTTTCGATAATGAGATCCTCCAGCCAA
TGGTCATCACAGTT

TTCTCTACACCCTCCTGCTTGCCTTCTTTGGTCCGAA
GATGCTGGTATTCCTTCCAATTCAGATGGCTTTCGG
GTGGTGGCAGTTAACAAGCGCGAACTACATTGAACA
CTACGGTTTGCTGCGTGAAAAAATGGCCGATGGACG
242 ATATGAACATCAAAAGCCACATCACTCGTGGAACAG
TAACCACATCGTGTCAAATCTGGTTCTGTTTCACCTT
CAGCGGCACTCGGATCACCACGCG

Ochrobactrum sp.

FJ014898.1 ITRH1
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4.4.2 Regiones conservadas para bifenilo

Furukawa (2000) menciona que la divergencia de los genes entre las cepas que utilizan
Bifenilo han evolucionado de un ancestro comun, pero fueron acumulando demasiadas
mutaciones que algunos genes tuvieron que reorganizarse sin embargo, para el caso del
genes bph, bphAl y bphAa en las 22 secuencias analizadas, se encontraron diez regiones
conservadas en 13 de ellas, indicando poca divergencia entre las trece especies

analizadas. Estas regiones se encuentran expresadas en el Anexo 3.

4.4.3 Regiones conservadas para naftaleno

Se detectaron 13 regiones conservadas en el 28% de las secuencias de naftaleno. Dichas
secuencias pertenecen a las taxas bacterianas de Pseudomonas sp., Alteromonas sp.,
Comamonas sp., Burkholderia sp. y Uncultured (Anexo 4). Los genes que se reportan eran
variaciones nomenclaturales descritas del gen nah reportado en Pseudomonas spp.
(Mohapatra & Phale, 2021).

4.4.4 Regiones conservadas para pireno

De ocho secuencias analizadas sélo se percibieron regiones conservadas en los genes
nidA y nidB (Anexo 5), los cuales estan reportados como codificantes de los principales
biomarcadores en el metabolismo de este hidrocarburo (Zada et al., 2021). De los 2 filos
bacterianos a-Proteobacteria y Actinobacteria, solo el Gltimo presentdé mayor nimero de
regiones conservadas, quizas a que pueden producir enzimas de alta calidad que funcionan

como biocatalizadores clave en la degradacién del pireno (Kim et al., 2007).

4.4.5 Regiones conservadas para fenantreno

El alineamiento de las 7 secuencias pertenecientes a este hidrocarburo dio como resultado
2 regiones conservadas presentes en dos cepas del género bacteriano Sphingomonas sp.
Proporcionan una similitud mayor al 98% y estan detectadas en la parte media de la
secuencia base. Curiosamente estas dos secuencias fueron descargadas con diferentes

nombres de gen, sin embargo, codifican para la misma enzima (Tabla 14).
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Tabla 14. Regiones conservadas en la cepa Sphingomonas sp.

. . : Extensién "
Secuencia Gen Microorganismo (pb) Nucleétidos
GTGTACGGGCAGGATGGATCGTTGGTCGATGT
Sphingomonas CCCACTCGAGTCGCGCTGTTACCACAACAAACT
EU596534.1  phnA polyaromaticivorans 143 CGATAAGCAAGAGCTGGCGGCGAAGTCTGTTC
GGGTCGAAACCTACAAGGGTTTCATTTTCGGTT
GCCATGATCCCGA

Sphingomonas sp. GGAGGGGGCGCTGGGCTGGAACTGCTCGGTCC

EUB72115.1  rdoA2 DSM 7526 57 GCCGATGAAGAGCCTGCTTCACTGC

4.4.6 Regiones conservadas paratolueno

Se enlistaron las 17 secuencias de este hidrocarburo y solamente en 4 de ellas se
localizaron cinco regiones conservadas (Anexo 6). Tres regiones pertenecen al gen todC1
y dos al gen xylA, ambos genes estan involucrados en el primer paso de las rutas
metabdlicas tolueno dioxigenasa (TOD) y xileno oxigenasa (TOL) respectivamente, de
acuerdo a Di Martino, Lopez, & Raiger lustman (2012) se reporta la presencia de estos

genes en la cepa Pseudomonas sp. KA.

4.4.7 Regiones conservadas entre hidrocarburos

Las secuencias previamente analizadas sin resultado aparente en el hallazgo de regiones
conservadas se analizaron nuevamente para confirmar que entre los grupos de

hidrocarburos no existieran regiones conservadas.

En este segundo ensayo de alineamientos se encontraron regiones importantes en las
secuencias de los grupos de hidrocarburos naftaleno, fenantreno y pireno. Se localizaron
en total 13 regiones conservadas, seis se obtuvieron a partir de los alineamientos entre

naftaleno-fenantreno y siete entre la alineacion de pireno-naftaleno (Anexo 7).

Si bien los genes reportados pueden tener regiones conservadas, esto no garantiza que los
microorganismos tengan la capacidad de degradar el compuesto contra el que se analiza,
debido a que la expresiébn de los genes en los operones pueden verse afectados
quimicamente por la presencia de compuestos similares (Kahng & Nam, 2002), también el
no encontrar conservaciones significativas depende de la organizacion de los genes dentro
de la cepa (Saito, lwabuchi, & Harayama, 2000), a la cantidad de diferentes tipos de alelos

y también a su ubicacién cromosémica (Undugoda, Kannangara, & Sirisena, 2016).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Existen regiones parciales conservadas en genes de diferentes especies
microbianas que son responsables de la degradacion de diferentes hidrocarburos.

Se construyd una base de datos virtual de acceso publico (Anexo 8) con la
informacién de enzimas responsables de degradacién, genes, microorganismo,

tamanio, hidrocarburo y el nUmero de acceso.

Se encontraron un total de 67 regiones conservadas; las regiones conservadas

entre hidrocarburos van desde los 50 hasta los 627 pb.

Los genes pertenecientes a los hidrocarburos Benceno y Etilbenceno, no

presentaron regiones conservadas en comparacion a los demas hidrocarburos.
El gen evolutivamente mas conservado encontrado pertenece a Pseudomonas

chlororaphis subsp. aureofaciens y Ochrobactrum sp. ITRH1 y estéa relacionado con

la degradacion de alcanos.
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PERSPECTIVAS

Las bases de datos consultadas se renuevan constantemente, debido a esto es
necesario actualizar la biblioteca personal.

Se recomienda la realizacion de arboles filogenéticos para los genes reportados.

Se sugiere la construccion de oligonucle6tidos universales que permitan la

deteccién de bacterias degradadoras de un hidrocarburo en especifico.

Se recomienda la busqueda de genes conservados en otros grupos taxondémicos,

por ejemplo: hongos y protozoarios.

Ademas de ampliar la investigacion a otro grupo de contaminantes.
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ANEXOS

Anexo 1. Diagrama de flujo de la metodologia
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Anexo 2. Regiones conservadas de alcanos

ALCANO

Secuencia

Gen

Microorganismo

Extensién
(pb)

Nucleétidos

GQ184211.1

alkB2

Marinobacter sp. P1-14D

EU853368.1

alkB

Marinobacter
hydrocarbonoclasticus

515

CACAAGTCCAATAAACTGAACAAACTGATGGCCATG
GCCGCCTTGGCCCCCACCGCCTACACCCACTTTGT
GGTGGAACATAATTTTGGTCATCACAAGCGGGTAGC
CACACCGGAGGACCCCGCCAGCAGCCGAATGGGC
GAGAGTTTCTGGAAGTTCCTGCCCCGAACCGTGTTC
GGCGGCATCAAGTCGTCGATCAAGATCGAAAAGGC
ACGCCTGGAACGCAAGGGTAAGAGCTTCTGGAGTC
TTGATAACGAACTGCTACAGGGTTGGGCCATGACGG
CCGGGTTCTTTGGCGCCACGACGCTGGTCTGCGGC
CCGAGGGCGGTGCCGTTCCTGGCGGCACAGGCGG
TTTATGGCGCCAGTCTGTTGGAGAGTGTGAATTACA
TCGAGCACTATGGTCTGTTGCGGCAGAAGGACAAGA
ATGGCAAGTATGAGCGCACGAAGCCGGAACACAGC
TGGAACAGTAATCACATTGTGACCAACCTGTTCCTGT
ATCAGTTGCAACGGCATTC

KT378058.1

Alcano
monooxigenasa

Pseudomonas sp. 1217

360

LC179843.1

alkB

Pseudomonas sp. MR21

GCCGGCGGCCTGCTGCTGGCGGCGGTGTGCTATGC
CGGCTTCAAGGTCGAACACGTGCGCGGCCACCATG
TACACGTCTCGACCCCGGAAGATGCCTCGTCCTCGC
GCTACGGCCAGAGCCTCTACTCGTTCCTCCCGCAC
GCCTACAAGCACAACTTCCTCAACGCCTGGCGCCTG
GAGGCCGAGCGCCTGAAGCGCAAGGGCCTGCCGG
CCCTGCACTGGCGCAACGAGCTGATCTGGTGGTAC
GCCATCAGCGCCCTCTTCCTGCTCGGCTTCAGCCTG
GCCTTCGGCTGGCTGGGAGCGATCTTCTTCCTCGG
CCAGTCGGTGATGGCCTTCACCCTGCTGGAGATCGT
CAACTAC

AJ250560.1

FJ014898.1

alkB

Pseudomonas chlororaphis
subsp. aureofaciens

627

Ochrobactrum sp. ITRH1

242

TGGCCGGCTACTCCGATGATCGGAATCTGGCTTGCC
AATGAGACTGGCTGGGGTATCTTTTATGGCTTAGTT
CTAGCTGTGTGGTACGGGGTTCTTCCATTGCTTGAC
GCGATGTTTGGTGAGGACTTTAATAATCCGCCTGAG
GAAGTAGTGGAGAAACTGGAGAAAGAACGTTACTAC
CGAGTTTTAACGTATCTAACAGTTCCAATGCATTACG

CAGCACTAATCGTGTCTGCATGGTGGGTAGGGACTC
AGTCAATGTCTTGGTTCGAAATCGGCGCACTTGCCT
TGTCACTGGGCATCGTGAATGGTTTAGCGCTTAATA
CAGGTCACGAACTGGGTCACAAAAAAGAAGCCTTTG

ATCGTTGGATGGCGAAAATTGTGCTGGCGGTTGTCG
GGTACGGCCACTTCTTTATTGAGCATAATAAAGGCC
ATCACCGTGATGTTGCTACACCGATGGACCCTGCGA
CCTCACGTATGGGAGAAAATATATATAAATTCTCAAC
CCGTGAGATTCCTGGAGCGTTTCGTCGTGCTTGGG
GGCTTGAGGAACAACGCCTTTCGCGCCGCGGGCAA
AGCGTTTGGAGTTTCGATAATGAGATCCTCCAGCCA

ATGGTCATCACAGTT

TTCTCTACACCCTCCTGCTTGCCTTCTTTGGTCCGAA
GATGCTGGTATTCCTTCCAATTCAGATGGCTTTCGG
GTGGTGGCAGTTAACAAGCGCGAACTACATTGAACA
CTACGGTTTGCTGCGTGAAAAAATGGCCGATGGACG
ATATGAACATCAAAAGCCACATCACTCGTGGAACAG
TAACCACATCGTGTCAAATCTGGTTCTGTTTCACCTT
CAGCGGCACTCGGATCACCACGCG

FJ014908.1

alkB

Bacillus sp. BTRH40

FJ439530.1

alk

Pseudomonas aeruginosa

485

ATGGCCAAAATTGTGTTGGCTGTCGTAGGGTACGGT
CACTTCTTTATTGAGCATAATAAGGGTCATCACCGTG
ATGTCGCTACACCGATGGATCCTGCAACATCCCGGA
TGGGAGAAAGCATTTATAAGTTTTCAATCCGTGAGAT
CCCAGGAGCATTTATTCGTGCTTGGGGGCTTGAGGA
ACAACGCCTTTCGCGCCGTGGCCAAAGCGTTTGGA
GTTTCGATAATGAAATCCTCCAACCAATGATCATCAC
AGTTATTCTTTACGCCGTTCTCCTTGCCTTGTTTGGA
CCTAAGATGCTGGTGTTCCTGCCGATTCAAATGGCT
TTCGGTTGGTGGCAGCTGACCAGTGCGAACTATATT
GAACATTACGGCTTGCTCCGTCAAAAAATGGAGGAC
GGTCGATATGAGCATCAAAAGCCGCACCATTCTTGG
AATAGTAATCACATCGTCTCTAATCTAGTGCTGTTCC
ACCTTCAGCGGCA
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62

86

161

CGTGATGTGGCTACGCCGATGGACCCGGCGACATC
CCGCATGGGCGAGTCCATTTACGCATT

AAAAGTGTCTGGAGCCTGGAGAACGAAGTGCTTCAG
CCGATGATTCTGACGGTCGTGCTGTATGCCGCATTG
CTGGCGTTTTTTGG

ATGGCCTTTGGCTGGTGGCAGCTGACCAGCGCCAA
CTACATTGAGCATTACGGATTGCTGCGCGAGAAGAT
GTCGGATGGACGTTATGAGCGTCAACAACCGCACCA
CTCATGGAACTCAAACCATATTATGTCGAACCTGATT
CTGTTTCATTTGCAACG

387

CACAAGACCGACCGCCACGAGAAATGGATGGCCAA
GCTATGTCTCGCCCCGGTGTTCTATGGGCACTTCTA
TGTGGAACATAATCGTGGGCATCACGTGAGGGTTTC
CACGCCGGAGGATCCGGCATCCTCCCGGTTCGGCG
AGACGTTCTGGGAGTTCCTGCCGCGCACCGTGATC
GGCAGCCTTAAATCCGCCTGGTCGCTGGAGAAACA
GCGGCTGGAGCGGCAGGGGCTTTCGGTATGGAGCT
GGCATAACGACAATCTGCAGGCCTGGGCATTGTCG
GTGGTGCTTTGGGGTGCCCTGATACTGTGGTTGGG
CTGGGCGGTGGTGCCGTTCCTGCTGATTCAGAGCC
TGTTCGGTTTTCAGTTGCTGGAGGTGGTCAACTAT

524

GGTCACAAGAAAACCCGCCTGGAGCGCTGGCTGGC
CAAGATAGTGCTGGCCCCGCTGGGATACGGCCACT
TCCCCATTGAACACAACAAGGGCCACCACCGTGACG
TGGCTACCCCGGAAGACCCGGCATCATCCCGCATG
GGCGAGACCATCTGGGGCTTTGCCCTGCGGGAAAT
TCCCGGTGCCTTTTTCCGTGCCTGGGAACTGGAGG
CCGCGCGGCTGAAAAAGCAGGGTCAACCGGTATGG
TCGCTGCATAATGAAATTCTTCAGCCCGCCCTGATG
AGCGTGTTGATATGGGGCAGCATCATTGCCCTGTTT
GGCTGGCAGATGGCGCCCTTCATTGCCGCCGTCAC
CCTGTGGTCCTACCTGCAGCTGACCTCTGCCAACTA
TGTGGAACACTATGGCCTGTTACGCCACAAGCAGCC
TGACGGCCGCTATGAGCGTACCCAGCCTCACCACA
GCTGGAACAGCAACCACATGTTCTCCAACTGGGCGT
CCTTTCACCTGCAGCGTCACTCTGACCA

203

247

TATGGTCACTTCTTCATTGAACACAATAAAGGGCATC
ATCGTGACGTAGCAACACCGATGGACCCGGCTACAT
CCCGCATGGGCGAATCTATTTATACGTTTTCACTGC
GTGAAATTCCTGGTGCCTTTAAACGGGCATGGGGCT
TGGAAGAGCAGCGCCTCAGCCGTTGCGGCAAAAGC
GTATGGAGCCTAGATAATGAAGT

TTACAGCCTATGATTTTGACGGTAGTGCTTTATGCCG
CATTGCTGGCATTTTTCGGTCCTTTAATGCTCATCTT
TTTGCCCATTCAAATGGCCTTCGGCTGGTGGCAGCT
GACCAGTGCCAATTATATTGAGCACTACGGACTGCT
GCGTGAAAAGCTGCCGAACGGGCGTTACGAGCATC
AAAAACCCCATCATTCATGGAATTCAAACCATGTAAT
GTCGAACCTCATCCTGTTTCATCTGCAAC

GQ184210.1 alkB1 Marinobacter sp. P1-14D

KF154234.1 alkB Uncultured bacterium

EU853348.1 Alcanivorax dieselolei
alkB

EU853421.1 Alcaligenes sp. II-C-7

GU593657.1 Alcanivorax sp. 7-C-7

EU853359.1 Alcanivorax dieselolei
alkB

KF154187.1 Uncultured bacterium

KF154236.1 Uncultured bacterium
alkB

KF059838.1 Alcanivorax borkumensis

Alcano . .
JN384213.1 itslarilEem Acinetobacter venetianus
KY613513.1 alkB Acinetobacter beijerinckii
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64

TATGGTCACCATAAACGTGCTGCAACACCAGAAGAT
CCAGCATCTTCACAAATGGGTGAA

CATTCTATGAGTTTTGGCCTCGTACAGTAATTGGTTC
ATTCAAATCAGCTGTAGAAATTGAAAC
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Anexo 3. Regiones conservadas de bifenilo

BIFENILO
Secuencia Gen Microorganismo Ext&)nbs)lon Nucleétidos
U95054.1 Pseudomonas sp. B4
JN559868.1 bphAL Pseudomonas sp. HR1 o ATTCCGTGCAACTGGAAGTTTGCCGCCGAGCAGTT
AJ5445251 Ralstonia eutropha H850 CTGCAGTGACATGTACCACGCCGGCACCA
DQ521939.1 bph Uncultured bacterium
GCAATTCTGCAGCGACATGTACCACGCGGGCACCA
CATCCCATCTTTCCGGCATTCTCGCGGGCCTGCCT
ESTAAMGA Rhodococcus 7 GATGGCGTCGATCTGTCGGAGCTCGCGCCCCCCA
: wratislaviensis CGGAAGGCATCCAGTACCGCGCAACCTGGGGCGG
GCACGGTAGCGGCTTCTACATCGGCGATCCCAACC
TGTTG
bphAl
TCGCCATCATGGGGCCGAAGGTCACCGAGTACTGG
ACTCAGGGCACTGCCGCAGAGAAGGCTTCCGAGC
IS RIEEEEOEETS CREEE oz GCCTGGGAAGCACAGAGCGTGGCCAGCAACTAAT
G
CGCAGCACATGACCATCTTCCCAACCTGTTCGTTCC
IN675900.1 bohAa Uncultured Rhodococcus 130 TGCCAGGCATCAACACCATCCGAGCGTGGCACCCT
: P sp. CGCGGGCCGAACGAGATCGAGGTCTGGGCCTTCA
CCGTCGTTGATGCCGACGCACCCGA
GAGATGAAAGAGGAATACCGCCAGCAGACACTGCG
FJ752167.1 bphA1 Rhodococcus sp. P1 62 AACCTTCTCGGCAGGTGGTGTCTTCGA
KP972446.1 Rho.dloc‘.’ccu.s
wratislaviensis CCGAAGCGGGCACCGAAGCGATCCCGGGGATTCA
AJ544524 .1 bphA1 Rhodococcus opacus 73 GAAGTGGGTCATTCCCTGCAACTGGAAGTTCGCAG
CGGA
HM153082.1 Rhodococcus sp. Z6
CGCCGAGGCCCCTGACCTCAAAACCTACCTGAGCG
ACGCCATGCCCTACATGGACGTGATGCTCGACCGC
X97923.1 Cupriavidus necator 171 ACCGAAGCCGGCACGACTATCGTCGGCGGCATGC
AAAAGTGGGTCATCCCCTGCAACTGGAAGTTTGCT
bphAL GCCGAGCAATTCTGCAGCGACATGTACCACGC
GGCACGATGTCTCACCTGTCGGGCGTCTTAGCCAG
AJ544522.1 Ralstonia sp. B11 98 CCTGCCGCCCGAGATGGACCTGACGCAAGTGCAAA
TGTCCAAAAATGGCAATCAGTTCCGTGC
GTCCGGCATTCTGGCGGGCATGCCGCCAGAAATG
GACTTGTCGAATGCTCAGGTGCCGACCAAGGGGAA
AIEEEENE Pzl S EE 2m TCAGTTCCGGGCCAATTGGGGTGGGCACGGCACG
GGATGGTTTGTTGACGAGCCGGGC
bphA1
CAGCACATGACCATCTTCCCAACCTGTTCATTCCTG
KY978890.1 Pseudomonas sp. 89 GCCTCCATCAACACCATCCGTAGCTGGCACCCGCG
TGGCCCCAACGAAATCGA
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Anexo 4. Regiones conservadas de naftaleno

NAFTALENO
Secuencia Gen Microorganismo Ext(epnbs)mn Nucleétidos
nahAa, nahAb, - TTCCGAGCGCCGTTATAAGCTCAATGAAGCCATGA
MEERH nahAc, nahAd PERURETENES [P S ACGTTTACAACGAAAATTTTCAGCAACTGAAAGTT
Pseudomonas CAAAACTGGAGCAACAGCCCGAAGCTGCGCTTTAC
AT pelied fluorescens 2 TCGCTTCATCACCAAT
CCGTACCTTTTGATAAGGAGGTTTATGGTGGCTTAC
81 TTGATAAGTGTAAAAACTCTCTACATGAAGTGGCAA
HM490144.1 Alteromonas sp. P127 AAGTTTCAAA
TTATAACGGCTTCATTTATGGCTGTTTTGATGAAAAC
145 TCCCCATCATTCTCTGATTATTTAGGCGATCTTAAGT
GGTTTTTAGACCCTTACTTTGAACATTCGGGTGGCC
TTGAATTAATTGGACCTCCTGCTCGTTGCCTAATTA
AF295036.1 Pseudoalteromonas sp.
EH-2-1
nahAc
CAGCAGAAAACTTTGTGGGTGATGCTTACCATGTTG
131 GCTGGACACATGCTTCAGCACTACGTACTGGTGAA
TCAGTTTTTACACCACTGGCAGGAAATAGTACACCT
CCAACTGAAGGTTTAGGTCTACAA
TAACCAGCAAATTTGGGTCAGGGCTAGGTGTGCTG
JF329708.1 Alteromonas TGGGATGCTTATGCAGGTATTCATGATAGTTCATTA
: naphthalenivorans ATTAACGACATGATGCAATGGGCTACCATAAAAGAG
221 CAGCAATTAGCCGAAAAAATTGGTGCTGATCGTGC
CAGAATTTATCGATCTCATTTAAATACGACTATCTTT
CCTAATAATAGCTTTTTAACAGGATCAGGTGTATTTA
AAACT
AY568278.1 phnAc
Comamonas testosteroni
AY194931.1
AY194921.1 nahAc
AY194928.1
Naftaleno GAAGCCGGAAATGCGAAAGGCTTTGTGTGCAGTTA
KC878841.1 dioxigenasa 47 CCACGGCTGGGG
KY304820.1 Uncultured bacterium
KY304822.1
nah
KM287401.1
KU983568.1
GGCTTCGGATCCAACGGTGAGCTACAGAGCGTCCC
GTTTGAAAAAGAACTGTATGGCGAGTCGCTCAACAA
AY433939.1 nahAc Pseudomonas 206 AAAATGTATGGGATTGAAAGAAGTCGCTCGTGTAGA
: fluorescens GAGCTTCCATGGCTTCATTTATGGTTGCTTCGATCA

GGAGGCACCACCGCTTATGGACTACCTAGGTGATG
CAGCCTGGTACCTAGAGCCCATTTTCAA
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CATTCTGGTGGTTTAGAACTGATCGGTCCCCCAGG
AAAGGTAATCATCAAGGCCAACTGGAAAGCACCCG
CAGAAAACTTTGTGGGGGATGCATACCACGTGGGT
EU660598.1 Uncultured bacterium 217 TGGACTCATGCGTCTTCGCTTCGCTCGGGTCAGTC
AATCTTCTCTTCGTTAGCAGGCAACGCAGTGCTGC
CCCCTGAAGGCGCAGGCCTGCAAATGACCTCTAAA
TATGGCA
RIS EWAE fsetdomenasimonteli - GAGAGCTTCCATGGCTTCATCTATGGTTGCTTCGAT
GAGGAAGCCCCTTCTCTCA
Uncultured gamma
KTz eo proteobacterium
55 AAGGTCATAATCAAGGCTAACTGGAAAGCGCCCGC
GGAAAACTTTGTGGGGGATGC
EU660641.1 nahAc Uncultured bacterium
HE798515.1 nahAc Pseudomonas monteilii
KCa78847 1 Naftaleno 60 CACGCAGAAGCAGGTAATGCTAAAGGTTTCGTTTG
dioxigenasa Uncultured bacterium CAGCTATCACGGCTGGGGCTTCGGC
KY304808.1 nah
JX966107.1 Burkholderia sp. FP2-1 CACGGTCTGGGTAGTGCCTTCGATCCGGCTGCCG
Naftaleno GCCTGCTCGGCGAAGTGGGCAAGGAGATGATGGA
ez 165 GTGGCAGGCTCAGCGGCGTGATCTGATTGAGCAG
" CGCATCGGTAAGCTGAAAGCGCGTCTCTACCGCTA
KJ001055.1 Uncultured bacterium CCACATGAACGGCACAATCTTOCCGAAC
Anexo 5. Regiones conservadas de pireno
PIRENO
Secuencia Gen Microorganismo Extg)nbs)mn Nucleodtidos
) ) ) . GTCGAGGCGTTCATGTTCCGGGAGGCGGAGCTACT
DQ157863.1 nidA, nidB, nidC | Mycobacterium sp. CH-2 53 CGATGGGGGGCAGTTCCG
GAATGGTTGGGTCTGCTCGACCCCGACATCCGGTA
AY330098.1 nidA, nidB Mycobacterium sp. JLS 85 TGTGGTTCCGGTGCGCACCACCCGTGAGGATTCCG
CGGGTTGGGTGGGCG
) Stenotrophomonas sp. CGCACGGTTGCCGGACCGGAGGCTGATGAGTTGA
AR e IITR87 & CCGTGCGCTCGAATCT
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KF373042.1

Novosphingobium sp.

65

CGCAGCCGCGGAGATAGCGGCCGGTGGGAGTTGC
TCTCGGCCGAACGCGTCGACGTGTTGCGCCG

PCY
DQ157863.1 nidA, nidB, nidC | Mycobacterium sp. CH-2
. Mycobacterium sp.
HM049728.1 nidA Py148
AY330098.1 nidA, nidB Mycobacterium sp. JLS

317

54

138

161

318

160

ATGACCACCGAAACAACCGGAACAGCTGACGCGAC
CGATCCCTACCTGCGGCGCGCGTTGCGGGAGGTA
GCGGACGGGCTCAAGGTCGGGCGCTTACCGGCCC
GCGTCGTCAGCGATCCCGCGCTACACACGATCGAG
ATGGAGCGGATCTTCGGGCGCGCCTGGGTGTTTCT
CGGACACGAGTCGGAGTTGGCCAAGTCCGGCGAC
TTCGTCGTGCGGCACATCGGGGCCGATTCGGTGAT
CGTTTGCCGGGACAACTCCGGCCGCATCCAGGCG
CTGTCCAATTCTTGTCGCCACCGTGGTGCGCTCGT
GTGCCG

GTACCACGGCTGGGTGTACAGCAACACCGGAGAG
CTCGTCGGCGTGCCGGCGAT

CAAGTCGCAGTGGGGATTACGTCACATCCCCCATG

TCGACTCGTACGCCGGATTCATCTTCGGCAGCGTC

GATCCGAAGGCGCCGAGCCTGACCGACTACCTCG
GCGACACGACGTTCTACCTCGACCTCATTGCGAA

CTCCTACCACACCCTCTTTGCTCACCGCTCGATGGT
CGAGCTAGGCATGGCGCCCGGTGACCCAAACTTC
GCGAGCGCACCAGCGGAAATCTCGCTGCAGAACG
GCCACGGCGTCGGCGTACTCGGCTTTCCGCCCAC

GCTCGCCGATTTTCCCGAGTACG

GTCCTACCCGTCGCCGGTACACAAGGACCTGATGC
GACGCTCATCCTTTATTCACGGCACCGTGTTCCCG

AATTTGTCGTTCATCAACGTGACCCTCGCGCAGGA
CCACATGTCGCCCCCTACCCCCTTCATCACGTTCC
GGGTATGGCATCCGCTCTCCCATGATCGGATGGAG
ATCCTCTCCTGGTTCCTGGTCGAACGCGATGCTCC
GGAATGGTTGCGCGATGCGTCCCAGGCGTCCTAC

GTCAACAACTTCGGCCCAGGTGGGGTTTTCGAACA
GGACGACGCCGAGGCATGGAAGGCCATCACCGAA

TCTGT

CAGGGCCCGTTCGCCGGTGAAGGCCTGCTGAACT
ACGAAATGGGCATGGACTTGACTCCGCTCACCGAC
TGGCCAGGGCCGGGAGAGGCCCTCCCGAGCGGGT
ACGCCGAGCAGAATCAGCGGCGGTTTTGGGGGAG

ATGGCTGGAATACATGGGTCAGC
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Anexo 6. Regiones conservadas de tolueno

TOLUENO

Secuencia

Gen

Microorganismo

Extension

(pb)

Nucleétidos

EF683124.1

Tolueno
dioxigenasa

Pseudomonas sp. LE9-2

JX535285.1

todC1

Serratia marcescens

60

ATGGAGCCCGCTGAAGGCCCGGGTAGAAACCTACA
AGGGCCTGATTTTCGCCAACTGGGA

118

ACGCTGTAGACCTCGACACGTATCTGGGCGAGGCG

AAGTTCTACATGGACCACATGCTCGACCGCACCGA

GGCCGGCACCGAAGCGATCCCGGGCGTGCAGAAG
TGGGTCATTCCCTG

83

AACTGGAAATTCGCCGCAGAGCAGTTTTGCAGCGA
CATGTACCATGCCGGGACGACCTCGCATCTGTCTG
GCATCCTGGCAGG

KC255405.2

KJ679464.1

Pseudomonas sp. 2B49

xylA

Pseudomonas stutzeri

75

ATGGTCTGCGTAGCCGGCGGAACGGGGCTTGCTC
CAATTAAATGTGTTTTGCAGAGCATGACCCAGGCCC
AGCGA

76

AGCGTGATGTGTTGTTGTTCTTTGGAGCTCGTCAAC
AACGTGACCTATATTGCCTCGACGAAATAGAAGCG
CTGCA

Anexo 7. Regiones conservadas entre hidrocarburos

Secuencia

Gen

Microorganismo

Hidrocarburo

Extensién
(pb)

Nucleétidos

M83949.1

nahAa,
nahAb,
nahAc,
nahAd

Pseudomonas putida

Naftaleno

HQ400615.1

nahAc

Pseudomonas sp.
CH-11

Fenantreno

92

122

50

CTAAGCAGGAAAGGCTGAACAAAGAAATTGGCGA
TGTTCGCGCCCGGATTTATCGCAGCCACCTCAAC
TGCACCGTTTTCCCGAACAACAGC

TGCTGACCTGCTCGGGTGTTTTCAAAGTATGGAA

CCCGATCGACGCAAACACCACCGAGGTCTGGAC

CTACGCCATTGTCGAAAAAGACATGCCCGAGGAT
CTCAAGCGCCGCTTGGCCGAC

GGGCCTGCTGGCTTCTGGGAAAGCGACGACAAT
GACAATATGGAAACAGC

DQ157863.1

nidA,
nidB,
nidC

Mycobacterium sp.
CH-2

Pireno

AY032941.1

cndA

Uncultured
bacterium

Naftaleno

180

CCAAACTTCGCGAGCGCACCAGCGGAAATCTCG
CTGCAGAACGGCCACGGCGTCGGCGTACTCGGC
TTTCCGCCCACGCTCGCCGATTTTCCCGAGTACG
AGGGATACCCCGACGAAGTCGTCGACCAGATGG
CGACGTCCTACCCGTCGCCGGTACACAAGGACC
TGATGCGACGCTCA

AY154360.1

Burkholderia glathei

Naftaleno

KC020250.1

phnAc

Burkholderia sp. AK

Fenantreno

113

GCGTATGGGGCAGATGGATCGCTTCTAAGTGTTC

CATTTGAGAATGAAATTTATCAAAAGCGTCTGGAT

AAATGCAAAAACGGTCTGCATGAAATTGGCAAGG
TGGAGTCCTA
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Burkholderia sp.
KC020251.1 BS3702
53 TGGATGGAAGCCGGCGGCGGCATCGAACTCGTC
GGGCCGCCTGCCCGCTGCTT
AY032935.1 Ul livies
bacterium
Naftaleno
KX812404.1 Burkholderia sp.
60 ATCGAAGCCAATTGGAAAGCGCCGTCAGAGAATT
TTGTCGGTGACGCCTATCATGTCGGC
HM003913.1 | ndo el
bacterium
51 TATCGTCTCCAGGCAGAACGACGGTTCGATTCGT
GCTTTTCTGAACGTTTG
CGTCACCGTGGCAAGACGCTGGTGCACGCAGAA
Pseudomonas ) 84 GCAGGTAATGCTAAAGGTTTCGTTTGCAGCTATC
KU365776.1 I — Pireno ACGGCTGGGGCTTCGGC
55 GAGAGCTTCCATGGCTTCATCTATGGTTGCTTCG
ATGAGGAAGCCCCTTCTCTCA
nahAc AAATACGGCAGCGGCATGGGTGTGTTGTGGGAC
GGATATTCAGGCGTGCACAGCGCAGACCTGGTT
146 CCGGAATTGATGGCCTTCGGCGGTGCTAAGCAG
GAACGGCTGAACAAAGAAATTGGCGAGGTTCGC
GCACGAATCTATCG
AGCCACCTCAACGGCACCGTTTTCCCGAACAACA
PealEmenEs A GTTTTCTGACCTGCTCGGGTGTCTTCAAGGTATG
HE798515.1 monteilii Naftaleno GCACCCGATCGATGCAAATACCACTGAGGTATGG
ACCTACGCCATG
58 CGTCGTTAGCTGGCAACGCAGCTTTGCCCCCAGA
AGGTGCAGGTCTGCAAATGACCTC

Anexo 8. Acceso a base de datos personal

https://drive.gooqgle.com/drive/folders/1LtIICMW{2sM3kCmLIJGWRPL74aeTEBUYhT?usp=s

haring
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GLOSARIO

ADN: Sigla de &cido desoxirribonucleico. Biopolimero cuyas unidades son
desoxirribonucledtidos y que constituye el material genético de las células y contiene en su

secuencia la informacion para la sintesis de proteinas.

Alineamiento: proceso en el cual diferentes secuencias son comparadas mediante la

busqueda de patrones de caracteres comunes.
BioEdit: programa editor de alineacion y andlisis de secuencias nucleotidicas.

Biopolimero: Polimero que interviene en los procesos biologicos; por ejemplo, las
proteinas y los acidos nucleicos.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): programa informético de alineamiento de
secuencias de tipo local, ya sea de ADN o de proteinas. El programa es capaz de comparar
una secuencia problema contra una gran cantidad de secuencias que se encuentren en una
base de datos y encontrar las que tienen mayor parecido asi como la significacion de cada

resultado.

Enzima: Proteina que cataliza especificamente cada una de las reacciones bioquimicas del

metabolismo.

FASTA: formato de las secuencias que consiste en una descripcion en la linea de cabecera
comenzando con un simbolo “mayor que” (>) seguido por un cédigo de identificacién de la
secuencia y frecuentemente algunas palabras que describen la secuencia, como el
organismo al que pertenece, la proteina que codifica, entre otros. La linea de cabecera es
seguida por una o mas lineas conteniendo la secuencia, ya sea de nucleétidos o de

aminodcidos.

Gen homologo: Dos genes son homélogos cuando poseen similitud en sus secuencias,
evaluada mediante algoritmos (BLAST o FASTA). Genes de especies distintas con

expresiones fenotipicas similares.

Genoma: Conjunto de los genes de un individuo o de una especie, contenido en un juego

haploide de cromosomas.
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Nucledtido: Compuesto organico constituido por una base nitrogenada, un azlcar y acido
fosforico. Segun que el azicar sea la ribosa o la desoxirribosa, el nucleotido resultante se

denomina ribonucleétido o desoxirribonucleétido.

Organismo genéticamente modificado (OGM): organismo cuyo material genético ha sido
transformado de una manera ajena a los métodos naturales de multiplicacion o

combinacion.

Pb (Par de bases): Dos bases nitrogenadas unidas mediante enlaces débiles en el ADN
de cadena doble; el emparejamiento especifico de estas bases (adenina con timina y
guanina con citosina) facilita la replicacion exacta del ADN; la cuantificacion de los pares
de bases (por ejemplo, 8 bp) se refiere a la longitud fisica de una secuencia de nucleétidos.
Bloques que construyen las cadenas de ADN. Asi, cada molécula de ADN esta formada por

dos hebras, y hay cuatro tipos de nucleotidos presentes en el ADN: A, C, Ty G.

Regién conservada: secuencias biolégicas similares o idénticas que pueden encontrarse
en acidos nucleicos, proteinas o polisacaridos, dentro de multiples especies de organismos
o dentro de diferentes moléculas producidas por el mismo organismo. En el caso de

conservacion cruzada entre especies.

Secuencia: Ordenaciéon especifica de las unidades que constituyen un biopolimero; por

ejemplo, la de los aminoacidos en las proteinas.
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