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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de
aplicaciéon, metodologia, resultados i conclusiones del trabajo.

El aumento de la presencia de xenobidticos en el medio ambiente ha
incrementado el interés por estudiar la degradacion de estos compuestos,
incluyendo la biorremediacién. Dentro de estos xenobidticos se encuentra el
grupo de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, donde destaca el naftaleno
por ser el compuesto mas simple y, por ende, mas estudiado. La degradacion
del naftaleno por bacterias se lleva a cabo en dos fases, aunque en este caso,
el estudio se centrara en la via inferior que se puede realizar mediante dos vias:
la via del catecol y la via del acido gentisico. En este trabajo se propone un
estudio de genomica comparativa de genes seleccionados de la via del catecol
(nahG, nahH y nahl), usando a Pseudomonas putida G7 como modelo, y de la
via del gentisato (nagG, nagH, nagl y nagAa) a partir de Ralstonia sp. U2. Como
resultado se obtiene un arbol filogenético para cada gen mencionado y, ademas,
la prediccion y comparacion de algunos operones seleccionados. Se ha
observado que en las bases de datos para la ruta del catecol destacan cepas
pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, mientras que para la ruta del
acido gentisico destaca la clase Betaproteobacteria. Ademas, se ha observado
una alta identidad de Cupriavidus necator U2 con los genes seleccionados de




Ralstonia sp. U2 (a excepcion de nagl) y una alta identidad de Pseudomonas sp.
MC1 y Pseudomonas umsongensis GO16 con los genes y el operon sal de
Pseudomonas putida G7.

Abstract (in English, 250 words or less):

The increased presence of xenobiotics in the environment has increased interest
in studying the degradation of these compounds, including bioremediation.
Within these xenobiotics, the group of polycyclic aromatic hydrocarbons should
be highlighted, where naphthalene stands out for being the simplest compound
and, therefore, the most studied. The degradation of naphthalene by bacteria is
carried out in two phases, although in this case, the study will focus on the lower
pathway that can be carried out by two pathways: the catechol pathway and the
gentisate pathway. In this work we propose a comparative genomics study of
selected genes of the catechol pathway (nahG, nahH and nahl), using
Pseudomonas putida G7 as a model, and of the gentisate pathway (nagG, nagH,
nagl and nagAa) from Ralstonia sp. U2. As a result, we obtain a phylogenetic
tree for each gene mentioned and, in addition, the prediction and comparison of
some selected operons. It has been observed that in the databases for the
catechol route, the majority of strains belong to the Gammaproteobacteria class
while for the gentisic acid route the Betaproteobacteria class stands out.
Furthermore, a high identity of Cupriavidus necator U2 with the selected genes
of Ralstonia sp. U2 has been observed (except for nagl) and a high identity of
Pseudomonas sp. MC1 and Pseudomonas umsongensis GO16 with the genes
and the sal operon of Pseudomonas putida G7.
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1 Introduccidn

1.1 Contexto y justificacién del Trabajo

El aumento de las actividades antropogénicas, como la industrializacion, la
combustion de combustibles fésiles y el uso de fumigantes, implica una mayor
liberacion de compuestos contaminantes al medio ambiente que pueden
perdurar muchos afios sin ser degradados y conllevan un peligro para la salud
de los seres vivos!. Dentro de estos compuestos debemos destacar el grupo de
los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), donde se encuentra el
naftaleno, que ha sido ampliamente estudiado debido a su simplicidad
molecular?. El naftaleno se encuentra ubicuo en el ambiente a causa de su alta
volatilidad y se utiliza para la fabricacién de pesticidas y plasticos?. La exposicién
humana aguda a este producto se relaciona con anemia hemolitica y, en grandes
dosis, puede llegar a causar edema cerebral y fallo renal*°. Adicionalmente, las
tltimas dos décadas se ha debatido sobre el poder carcinogénico del naftaleno
y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) lo ha
clasificado como Grupo C, posible carcinégeno humano?®.

La eliminacién de los xenobidticos del medio ambiente por métodos
tradicionales, como la degradacion quimica o la volatilizacion, no suelen eliminar
el problema al completo y pueden causar mas dafio ambiental. Por ello, la
biorremediacion se suele considerar un método més eficaz para eliminar los
compuestos contaminantes’®. Este proceso se lleva a cabo por
microorganismos que son capaces de utlizar compuestos organicos
contaminantes como fuente de carbono y energia, obteniendo productos inocuos
como CO; y H20°. En este ambito, se ha utilizado el naftaleno como modelo de
estudio para analizar el metabolismo y la degradacion de los HAPs, debido a que
su estructura molecular simple, formada Unicamente por dos anillos de benceno,
facilita su estudio.

El metabolismo del naftaleno se puede dividir en dos fases, la via superior y la
via inferior (Figura 1). La via superior se caracteriza por la conversion del
naftaleno al salicilato, por medio de varias enzimas. A continuacion, este
salicilato entrara en la via inferior del metabolismo, que se divide en dos rutas, la
ruta del catecol y la ruta del acido gentisico. Ademas, la ruptura del catecol se
puede realizar en la posicidn meta, obteniendo acetaldehido y piruvato como
producto final, o en la posicién orto, obteniendo succinato y acetil-CoA.
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Figura 1. Descripcion del metabolismo del naftaleno,
indicando la ruta superior y la ruta inferior’*.

La mayoria de las bacterias degradadoras de naftaleno que se conocen hasta el
momento pertenecen al grupo de las Gram-negativas, siendo el género
Pseudomonas el mas estudiado y caracterizado hasta el momento!!~1>. Ademas,
en estas bacterias los genes catabdlicos suelen encontrarse en operones
localizados en plasmidos maviles, que pueden transferirse a otras cepas y
favorecer la evolucion y adaptacion al medio*>18,

Las cepas mas estudiadas dentro del género Pseudomonas son Pseudomonas
putida G7 (plasmido NAH7) y Pseudomonas putida NCIB 9816-4 (plasmido
pDGT1)Y18 En ambas cepas, los genes involucrados en la degradacion del
naftaleno se encuentran localizados en dos operones distintos: el operon nah (o
nahl) y el operdén sal (0o nah2). El operén nah contiene los genes involucrados
en la fase superior de la degradacion del naftaleno (nahAa a nahD), en la que no
se entrard en detalle en este trabajo. Por otro lado, el operén sal, incluye los
genes que permiten la oxidacion del salicilato a catecol, y la meta-escision de
este para obtener intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico'®?°. Dentro de
este operon encontramos una serie de genes (nahG a nahO), pero el mas
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estudiado y destacado es el gen nahG ya que codifica la enzima salicilato
hidroxilasa que permite el paso de salicilato a catecol (Figura 2)%*.

A)
Gen Enzima
nahG salicylate hydroxylase ——> Salicilato a catecol
. nahT chloroplast-type ferredoxin )
E nahH catechol 2,3-dioxygenase
< nahl 2-hydroxymuconic semialdehyde
:c; dehydrogenase |
” 2-hydroxymuconic semialdehyde Catecol a piruvato +
= nahN hydrolase [~ acetaldehido
g’_ nahL 2-exopent-4-enoate hydratase
°© nahM acetaldehyde dehydrogenase
nahO 4-hydroxy-2-oxovalerate
nahK 4-oxolocrotonate decarboxylase _
nahJ 4-oxalocrotonate tautomerase
B) 1 J
P. putida GT(NAHT) nah

P. putida NCIB9816-4(pDTG1) nah {R |
90 93 tnpA 83 93 96 92 98 98 98 9997 95

Figura 2. Genes localizados en el operén sal del plasmido NAH7 de
Pseudomonas putida G7. (A) Tabla con el nombre de los genes y las
enzimas involucradas en la degradacion del salicilato por la via del
catecol’. (B) Representacion gréfica del operdn sal de P. putida G7 y P.
putida NCIB 9816-473.

Por otro lado, y como se ha mencionado anteriormente, también existe la
posibilidad de degradar el salicilato por la via del &cido gentisico. En este ambito
se incluyen varias bacterias Gram-positivas, como las cepas del género
Rhodococcus, aunque Ralstonia sp. U2 (originalmente clasificada como
Pseudomonas sp.) destaca por ser la primera bacteria caracterizada que lleva a
cabo la via del gentisato para degradar el salicilato (Figura 1)**?2. En este caso,
destacan los genes nagG y nagH, que codifican, junto a nagAa y nagAb, el
complejo multienzimatico salicilato 5-hidroxilasa que permite el paso de salicilato
a gentisato (Figura 3)?2.



A)

o -
= Gen Funcion
% nagG Salicylate-5-hydroxylase (large oxygenase
I g component)
@ :
= naaH Salicylate-5-hydroxylase (small oxygenase
o S 9 component)
‘g’ 9.; nagAa Ferredoxin reductase
= nagAb Ferredoxin
=) nagl Gentisate 1,2-dioxygenase
~‘>E nagL Maleylpyruvate isomerase
nagK Fumarylpyruvate hydrolase
B)
Nagl - NagL - Nagk |
coo” g CO:: ag (202 ag /l:o Pyruvate
oH. oy cop™ GsH +
i .
HO HO HO —_— coo” Fumarate
Gentisate Maleylpyruvate Fumarylpyruvate ot

Figura 3. Genes involucrados en la via del gentisato en Ralstonia sp. U2.
(A) Tabla resumiendo los genes implicados y su funciéon’. (B)
Representacion grafica de la degradacion del gentisato hasta piruvato y
fumarato, indicando las enzimas que catalizan cada paso?.

Las vias metabolicas de las bacterias y otros procariotas han evolucionado y
siguen evolucionando mediante modificaciones y reordenamientos de su ADN.
Estas modificaciones pueden ir desde un cambio de pequefio de pocos
nucledtidos a variaciones mas extensas producidas por procesos como
deleciones, duplicaciones e inserciones?324. Al obtener mas informacién sobre la
organizacion sobre los genes involucrados en un cierto metabolismo, podemos
tener la oportunidad de comprender mejor la evolucion de los genes, operones y
clusteres catabdlicos. Por ello, con este trabajo se pretende ampliar el
conocimiento sobre la homologia y las modificaciones de los genes relacionados
con el metabolismo del salicilato, diferenciando la ruta del catecol y la ruta del
acido gentisico. De esta manera, se podria obtener mas informacion sobre la
relacion evolutiva de este conjunto de genes.



1.2 Objetivos del Trabajo

Objetivos generales:

1. Analizar el metabolismo del salicilato (ruta inferior de la degradacién del
naftaleno) y las diferencias entre la ruta del catecol y la ruta del &cido
gentisico.

2. Realizar un estudio de gendmica comparativa con los genes
relacionados con la ruta del catecol y la ruta del acido gentisico.

Objetivos especificos:

1. Detallar las enzimas que se encuentran involucradas en el metabolismo
del salicilato. En primer lugar, se tendra en cuenta la ruta del &cido
gentisico y posteriormente la ruta del catecol.

2. Obtener las secuencias de las enzimas destacadas anteriormente (a
partir de organismos modelo).

3. Obtener las secuencias homélogas para cada enzima mediante
herramientas bioinformaticas como BLAST.

4. Realizar una comparacion mediante alineamientos multiples de las
secuencias homadlogas de cada enzima, empleando el software MEGA.

5. Estudiar la relacion filogenética para cada enzima.

1.3 Enfoquey método seguido

En primer lugar, se realiza un trabajo con un enfoque teorico que se basa en una
bldsqueda bibliografica para obtener informacién detallada sobre las dos rutas
del metabolismo del salicilato, anotando las enzimas que se encuentran
involucradas en esta degradaciéon. Ademas, también se buscaran las cepas
bacterianas méas estudiadas para utilizarlas como modelo para obtener las
secuencias de los genes y sus enzimas. A partir de aqui, se pasara a un trabajo
mas experimental, en el que se emplearan herramientas bioinforméticas con el
objetivo de buscar secuencias homodlogas de las enzimas vy realizar
alineamientos multiples y arboles filogenéticos.

Se iniciard el trabajo con la ruta del acido gentisico ya que se ha estudiado en
menor medida que la ruta del catecol y resulta interesante profundizar mas en
este ambito. Tras finalizar la ruta del acido gentisico se procedera a analizar la
ruta del catecol.

Las herramientas bioinformaticas que se utilizaran para este trabajo se han
seleccionado por su popularidad en estudios de gendmica comparativa, su
disponibilidad gratuita online y por ser herramientas que se han introducido en
mayor o menor medida durante el transcurso del master.



Para realizar la busqueda de las secuencias homodlogas se empleara la
herramienta informatica PSI-BLAST (Position-Specific Iterative BLAST). BLAST
nos permite obtener una lista de secuencias similares a nuestra secuencia de
interés, mediante una base de datos y una serie de alineamientos locales?®. PSI-
BLAST es un método especifico de la herramienta BLAST, que nos permite
realizar una serie de iteraciones para detectar relaciones mas distantes entre
proteinas?®,

Para realizar el alineamiento multiple de las secuencias homélogas y crear los
arboles filogenéticos se empleara MEGA, un software centrado en el andlisis
filogenético y en el analisis estadistico, que es facil de usar gracias a su interfaz
grafica de usuario?”. MEGA contiene una herramienta para realizar multiples
alineamientos de secuencias de ADN o de proteinas, utilizando algoritmos de
ClustalW o Muscle.

1.4 Planificaciéon del Trabajo
1.4.1 Tareas

Como se ha mencionado anteriormente, se iniciara el estudio con la ruta del
acido gentisico y posteriormente se continuaré con la ruta del catecol. Las tareas
a realizar son similares en ambos casos.

Ruta acido gentisico

1. Busqueda bibliografica de los genes y enzimas involucrados en la ruta del
acido gentisico.

2. Establecer un organismo modelo y obtener las secuencias de las
enzimas.

3. Obtener las secuencias homologas de las enzimas de la ruta del acido
gentisico mediante PSI-BLAST vy crear la base de datos.

4. Realizar el alineamiento multiple empleando el software MEGA.

5. Obtener los arboles filogenéticos las enzimas de la ruta del acido
gentisico.

Ruta del catecol

1. Busqueda bibliografica de los genes y enzimas involucrados en la ruta del
catecol

2. Establecer un organismo modelo y obtener las secuencias de las enzimas

3. Obtener las secuencias homélogas de las enzimas de la ruta del catecol
mediante PSI-BLAST y crear la base de datos.

4. Realizar el alineamiento multiple empleando el software MEGA

5. Obtener los arboles filogenéticos para las enzimas de la ruta del catecol.



1.4.2 Calendario

PEC 1: Plan de trabajo
Busqueda bibliografica sobre el metabolismo salicilato
Definir objetivos del trabajo
Buscar herramientas informéaticas a utilizar
PEC 2: Fase 1 del desarrollo del trabajo (gentisato)

Buscar enzimas de la ruta del acido gentisico y
organismo modelo

Realizar la busqueda de secuencias homélogas para las
enzimas

Alineamientos multiples
Creacion de arboles filogénicos
PEC 3: Fase 2 del desarrollo del trabajo (catecol)

Buscar enzimas de la ruta del catecol y organismo
modelo

Realizar la busqueda de secuencias homologas para las
enzimas

Alineamientos multiples
Creacion de arboles filogénicos
PEC 4: Cierre de la memoria
Correccién de posibles errores o falta de informacién
Finalizar memoria escrita
PEC 5a: Elaboracion de la presentacion
Elaboracion de las diapositivas a presentar
Practicar presentacion
PEC 5b: Defensa publica

Tabla 1. Calendario de las actividades a realizar

Fecha finalizacién
16/03/2021
16/03/2021
16/03/2021

Fecha finalizacion

18/03/2021

31/03/2021

07/04/2021

19/04/2021
Fecha finalizacién

21/04/2021

04/05/2021
10/05/2021
17/05/2021
Fecha finalizacién
25/05/2021
08/06/2021
Fecha finalizacién
11/06/2021
13/06/2021
Fecha finalizacién
23/06/2021

En la Figura 4 y la Figura 5 se muestra un diagrama de Gantt para favorecer
la visualizacion de los meses de trabajo. En rojo se marcan los hitos que

corresponden a las entregas de las diferentes PECs.
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PEC 1: Plan de trabajo
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Busgueda hiblingrafica sobre el metabolismo salicilato
[ | {11 Dia(s) |
Definir objetivos
16 Dia(s) |

Buscar herramientas hioinforméticas

Entrega PECI
P N [ 24 Diafs) |
PEC 2: Fase 1 del desamollo del trabajo

[ 2 Dia(s) |
Buscar enzimas de la ruta del 4cido gentisico y organismo modelo
] [10Dia(s) |
Realizar la bisgueda de secuencias homelogas para cada enzima
[ 7 Diafs) |
Alinearnientos miltiples
[ ] [7Diats) |
Creacidn érboles filogéneticos de interés
Entrega PEC2
Figura 4. Organizacion del mes de marzo y abril
abril 2021 mayo 2021 junio 2021
T T ! T T T T T ‘ T
— — S— - — S— — —
J i - S e -
[ 7 Diais) |
35 filogéneticos de interés

Entrega PEC2

4 N (20 Diats) |
PEC 3: Fase 2 del desanallo del trabajo

[ ] [10Dia(s |
Realizar la bisqueda de secuencias homilogas para cada enzima

16 Dfa(s) |
Alineamientos mutiples

[ Dias) |
citn arboles flogenéticos de interés

Ertrega PEC3
4 N [ 15 Dia(s) |
PEC 4: Cierre de Ia memaria

15 Dia(s) |
Correcrién de posibles erores o falta de informacion

[ ] [ 15 Diais) |
Finalizar memoria escrit ita

Entrega PEC4

Figura 5. Organizacion del mes de mayo e inicios de junio.

1.4.3 Andlisis de riesgos

Existen varias complicaciones que se podrian presentar a lo largo de la
realizacion del trabajo. El principal problema podria ser el tiempo limitado para
realizar las comparaciones de las secuencias descritas para cada enzima. En
ese caso, se trataria de realizar un corte justificado o reducir el nUmero de
enzimas analizadas.

Por otro lado, también se podrian presentar complicaciones como la mala
eleccion de microorganismos modelo o la falta de practica con las
herramientas a utilizar. Ademas, podrian surgir nuevas dudas o intereses
durante el trabajo que involucren el uso de otras herramientas bioinformaticas.



1.5

Breve sumario de contribuciones y productos obtenidos

Mediante este trabajo se obtendra:

1.

1.6

Un plan de trabajo en el que se especifique los objetivos iniciales del
trabajo y la planificacion temporal de las tareas a realizar. Ademas,
también se tendran en cuenta los posibles riesgos y complicaciones que
puedan surgir durante el progreso del trabajo.

Una memoria donde se detallara el trabajo realizado y los resultados
obtenidos.

Se realizard una presentacién que sera explicada oralmente (de manera
virtual) para explicar de manera resumida el desarrollo del trabajo y los
resultados obtenidos

Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

El Trabajo Fin de Master se encontrara dividido en una serie de apartados, en
los que se incluyen:

1.

Introduccion: seccion inicial donde se contextualiza el tema a tratar
durante el trabajo.

Materiales y métodos: descripcién del proceso llevado a cabo y las
herramientas bioinformaticas utilizadas.

Resultados: presentacion de los productos obtenidos mediante las
herramientas bioinformaticas mencionadas y discusion.

Conclusiones: ideas extraidas tras finalizar el trabajo.

Bibliografia: Contiene todas las fuentes utilizadas durante el trabajo,
incluyendo articulos cientificos, libros y paginas web.

Anexo: Se incluye toda la informacion extensa que romperia la
presentacion ordenada del trabajo y los materiales complementarios
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2 Metodologia

Busqueda bibliografica acido gentisico: cepa modelo y seleccion de
enzimas

En primer lugar, el trabajo presenta un enfoque tedrico en el que se lleva a cabo
una busqueda bibliografica con la finalidad de seleccionar una cepa modelo para
estudiar la ruta del acido gentisico y las enzimas involucradas. Se ha
seleccionado la cepa Ralstonia sp. U2 como modelo al ser una de las mas
estudiadas en este ambito, junto a Polaromonas naphthalenivorans CJ222:23.28,

Anteriormente se han mencionado las enzimas descritas en Ralstonia sp. U2 que

actian en la via del gentisato (Figura 3). Del total de enzimas se han

seleccionado 4 para el estudio de genémica comparativa: hagG, nagH, nagAa y
nagl.

- nagG, nagH y nagAa: forman parte de la enzima multicomponente

salicilato 5 - hidroxilasa (EC 1.14.13.172)%°, que cataliza el primer paso de

la ruta del acido gentisico, la hidroxilacion del salicilato a gentisato (Figura

6)3.
OH
S o
+ j F~ o+ H* + 0=0 = + . _ \I + H
H H )\C/n"‘\ & A L 0 n l\ng A~ A
Salicilato NADH gentisato NAD*

Figura 6. Reaccion catalizada por la enzima salicilato 5-hidroxilasa (S5H)%.

La hidroxilacion del salicilato a gentisato se realiza gracias a nagGH, que
actla como monooxigenasa, asociada a una cadena de transporte de
electrones que consiste en una ferredoxina (nagAb) y una ferredoxina
reductasa (nagAa)?8.

Para el presente trabajo, ademas de nagG y nagH, se ha decidido estudiar
nagAa al haberse establecido que existe relacion con la enzima
multicomponente naftaleno 1,2-dioxigenasa (NDO), involucrada en el
primer paso de la ruta superior de la degradacion del naftaleno (Figura
7). Existen evidencias de que la salicilato 5-hidroxilasa y la naftaleno 1,2-
dioxigenasa comparten la cadena de electrones, por lo que tanto nagAb
como nagAa pertenecerian a la ruta del acido gentisico y a la ruta superior
de la degradacion del naftaleno?®.

- nagl: gentisato 1,2-dioxigenasa que cataliza la reaccion la oxidacién del
gentisato a maleylpiruvato (EC 1.13.11.4)3%.
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Figura 7. Conexion entre la reaccion de la salicilato 5-
hidroxilasa y la naftaleno 1,2-dioxigenasa, al compartir
a nagAa y nagAb?8,

BuUsqueda bibliogréfica ruta catecol: cepa modelo y seleccion de enzimas

Para el caso de la ruta del catecol, se escogio la cepa Pseudomonas putida G7,
especificamente el plasmido NAH7, como modelo para obtener las secuencias
potencialmente homodlogas. Se ha seleccionado esta cepa debido a que ha
servido de modelo para muchos estudios publicados actualmente y el operén se
encuentra bien caracterizado®?-34. Al haber seleccionado a P. putida G7 como
modelo, el estudio se centrara en la ruptura del catecol en la posicion meta.

Anteriormente se han mencionado las enzimas descritas en Pseudomonas
putida G7 que actuan en la via del catecol (Figura 3). Del total de enzimas se
han seleccionado 3 para el estudio de gendmica comparativa: nahG, nahH y
nahl.

- nahG (salicilato hidroxilasa): se ha seleccionado ya que realiza la primera
reaccion de la degradacion del acido salicilico, el paso a catecol mediante
una hidroxilacién (EC:1.14.13.1)%.

- nahH (catecol 2,3-dioxigenasa): cataliza la oxidacion del catecol a 2-
hidroximuconato semialdehido, el siguiente paso tras la actividad de nahG
(EC:1.13.11.2)3%,
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- nahl (2-hidroximucoénico semialdehido deshidrogenasa): convierte el 2-
hidroximucdnico semialdehido a 2-hidroxipenta-2,3-dienoato.

Busqueda de secuencias homologas y creacion de la base de datos.

Mediante PSI-BLAST se realizo la busqueda de las secuencias homologas para
las 4 enzimas seleccionadas de Ralstonia sp. U2, utilizando los niumeros de
acceso AAD12607.1 (nagG), AAD12608.1 (nagH), AAD12610.1 (nagAa) y
AAD12619.1 (nagl)®. Por otro lado, en relacién a la ruta del catecol, se realiz6
la busqueda de las secuencias homoélogas para las 3 enzimas de Pseudomonas
putida G7 empleando los nUmeros de acceso BAE92165.1 (nahG), BAE92167.1
(nahH) y BAE92168.1 (nahl)33.

Para todas las enzimas mencionadas se realizaron 4 iteraciones en PSI-BLAST
y se realiz6 una filtracion indicando un minimo del 60% de identidad y un minimo
de 97% de Query Cover. En cuanto al valor E, se indicé un limite de 10 para
todas las enzimas a excepcion de nagG, ya que en la primera basqueda se
obtuvo gran cantidad de secuencias no relacionadas con la ruta de degradacion
del naftaleno, por lo que se decidié disminuir el valor E a 10-2%,

Tras obtener las bases de datos, también se realiza una busqueda de las
secuencias FASTA empleando la base de datos de National Center for
Biotechnology Information (NCBI)3.

Alineamientos multiples y creacién de arboles filogenéticos

Las secuencias FASTA obtenidas anteriormente se someten al andlisis mediante
el software MEGA X. Se realiza un alineamiento multiple para cada enzima,
utilizando el método MUSCLE, ya que se ha determinado que proporciona mejor
precision y velocidad que el método CLUSTALW que se ha utilizado de manera
tradicional®’.

Tras obtener los alineamientos multiples para las enzimas mencionadas, se
procede a realizar los arboles filogenéticos con el mismo software MEGA X%,
Para ello existen diferentes métodos, incluyendo Maximum Likelihood Tree,
Neighbor-Joining Tree y Minimum-Evolution Tree. En este caso, se trabajara con
el método Maximum Likelihood Tree para todos los arboles filogenéticos, ya que
es el método filogenético mas comunmente utilizado en trabajos de
investigacion®4°, Una de las desventajas del Maximum Likelihood tree es que
puede llegar a ser lento y computacionalmente costoso, pero al disponer de
bases de datos de aproximadamente 40 secuencias, esto no supondria un gran
problema.

Por otro lado, existen varios enfoques para estimar la confianza de los arboles
filogenéticos, pero en este caso se selecciona el método Bootstrap con 500
replicaciones*4?, Lo 6ptimo en este caso seria realizar 1.000 replicaciones para
obtener una mayor precision, pero debido al tiempo limitado y a las capacidades
del ordenador, se seleccionan 500 replicaciones.
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Prediccion de operones y comparacion

Tras analizar los arboles filogenéticos resultantes, se llevo a cabo una prediccion
y comparacion de operones que no estaba prevista desde un primer momento.
Por un lado, relacionado con la ruta del &cido gentisico, se llevé a cabo una
prediccion de operones de Cupriavidus necator U2 y posteriormente se realizo
una comparacion con el operén nag de Ralstonia sp. U2, localizado en el
plasmido pWWU2. Por otro lado, para las cepas de la ruta del catecol, se realizo
una prediccion de operones de las cepas mas cercanas a Pseudomonas putida
G7, incluyendo las siguientes cepas:

- Pseudomonas putida NCIB 9816-4 (plasmido pDTG1)

- Pseudomonas putida MC1 (plasmido pYIC),

- Pseudomonas umsongensis GO16 (plasmido pENK22),
- Pseudomonas putida ND6 (plasmido pND6-1).

- Pseudomonas fluorescens PC20 (plasmido IncP-9)

Los operones son una caracteristica muy estudiada de los genomas de
organismos procariotas, al permitir la regulacion y la transcripcion conjunta de
genes relacionados funcionalmente. El andlisis y la comparacion entre operones
puede aportar informacion adicional a los arboles filogenéticos y ayudar a la
deteccion de posibles transferencias genéticas horizontales3.

En primer lugar, se realizé una busqueda de las secuencias FASTA del genoma
completo de las cepas de interés y se empled la herramienta FGENESB de
Softberry para realizar una prediccion de los operones. FGENESB es el
programa mas preciso para realizar la prediccion de genes y operones ab initio,
utilizando un algoritmo de prediccion basado en modelos de cadenas de Markov
de regiones codificantes y zonas de terminacion*+4°. Para la prediccion de los
operones de Cupriavidus necator U2 se seleccioné la categoria “BACTERIAL
generic” como organismo mas cercano, mientras que para las predicciones de
las cepas de Pseudomonas se seleccion6 Pseudomonas putida KT2440 como
organismo mas cercano. Al introducir las secuencias FASTA del genoma
completo se obtiene una lista de los genes donde se indica si pertenecen a una
unidad transcripcional (Tu) o a un operdn (Op). Tras obtener esta lista se realiza
la busqueda del operdn de interés, gracias a las coordenadas de los genes
involucrados.

Al haber obtenido la prediccion de operones para las cepas de interés, se
visualizaron con la herramienta SnapGene, que contiene una interfaz intuitiva
para la visualizaciéon de secuencias de ADN y aminoacidos*®. En este caso
concreto, se utilizo SnapGene para extraer las secuencias GenBank de los
operones de interés. Finalmente, se empled la herramienta Easyfig 2.2.5 para
incluir las secuencias GenBank de las predicciones de operones y realizar las
comparaciones de operones. Easyfig 2.2.5 es una aplicacion de Python que
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permite obtener figuras de comparacion de multiples regiones genémicas*’. Al
introducir los archivos de anotacion Genbank, Easyfig nos permite realizar un
BLAST entre las secuencias y posteriormente obtener la figura comparativa.

3 Resultados

Secuencias homologas

Tras finalizar la busqueda vy filtracion de las secuencias homélogas para la ruta
del acido gentisico, se obtienen un total de 45 secuencias para nagG, 40 para
nagH, 38 para nagAa y 44 para nagl (Anexo 1).

Para el caso de nagl, se afadieron secuencias adicionales de la enzima
gentisato 1,2-dioxigenasa del género de Rhodococcus a la base de datos, que
no se obtuvieron como resultado del PSI-BLAST. Se incluyeron estas secuencias
adicionales debido a que el género Rhodococcus esta siendo estudiado por su
capacidad de degradacion del naftaleno por la via del gentisato y por la habilidad
de adaptarse a ambientes contaminados®48,

En el caso de las enzimas de la ruta del catecol, se obtienen un total de 38
secuencias homélogas para nahG, 40 para nahH y 40 para nahl (Anexo 2).

Arboles filogenéticos: 4cido gentisico

En la Figura 8 se puede observar el arbol filogenético resultado de comparar las
secuencias proteicas del componente grande de la salicilato 5-hidroxilasa
(nagG). Lo primero que destaca al analizar el arbol es que todas las bacterias
incluidas pertenecen a la clase Betaproteobacteria, por lo que no se ha
encontrado una alta homologia con bacterias de clase Alphaproteobacteria y
Gammaproteobacteria.

Si entramos en mas detalle, destacan las bacterias del orden Burkholderiales, a
excepcion del género Aromatoleum y Azoarcus que pertenecen al orden
Rhodocyclales. Dentro del orden Burkholderiales destacan dos familias: la
familia Burkholderiaceae y la familia Comamonadaceae. Por un lado, de la
familia Burkholderiaceae podemos encontrar los géneros Burkholderia, Ralstonia
y Pandorea en el arbol filogenético, mientras que de la familia Comamonadaceae
destacan los géneros Comamonas, Variovorax y Curvibacter.

Las cepas bacterianas para las que existen estudios publicados que confirman
la capacidad de degradacion del naftaleno (puntos negros) se encuentran
agrupadas mayoritariamente en la zona inferior del arbol, aunque el valor
Bootstrap de algunos nodos no supera el 50%. Por otro lado, también se incluyen
otras cepas que son conocidas por degradar compuestos diferentes al naftaleno,
como es el caso de Burkholderia sp. C3, conocida por degradar otro hidrocarburo
aromatico policiclico denominado fenantreno®.
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Figura 8. Arbol filogénico basado en la enzima nagG inferido mediante Maximum Likelihood
method °°. El porcentaje de réplicas de arboles en los que los taxones asociados se agruparon
mediante la técnica Boostrap (500 réplicas) se muestra junto a las ramas*!. Los arboles iniciales
para la basqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos Neighbour-
Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el modelo JTT, y luego
seleccionando la topologia con un valor de probabilidad de registro superior. Este andlisis
involucré 45 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 453 posiciones en el conjunto de datos
final. El andlisis evolutivo se llevd a cabo con MEGAX®. Mediante un punto negro se marcan
aquellas cepas bacterianas para las cuales existen estudios publicados que confirman la
capacidad de degradar naftaleno. Mediante un punto rojo se muestran las cepas bacterianas
para las cuales existe evidencia de la degradacion de otros compuestos diferentes al naftaleno.
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La via de degradacion del fenantreno muestra cierta similitud con la ruta de
degradacion del naftaleno, ya que las vias superiores conllevan a la sintesis de
1-Hydroxy-2-naphthanoic acid (1H2NA) que se puede degradar por la via del
naftaleno, incluyendo la ruta del catecol y del acido gentisico®. Por otro lado,
Burkholderia sp. RASC es conocida por su capacidad de degradacién del 2,4-
diclorofenol (2,4-DCP) y Rhodoferax sp. OTU1 por degradar el sulfulano®?52,

Cabe mencionar que existe una agrupacion clara para las secuencias del género
Variovorax, tal y como podemos observar en el extremo superior del arbol,
siendo asi los organismos mas lejanos respecto al organismo molde Ralstonia
sp. U2. Las cepas de Variovorax se pueden encontrar con frecuencia en
entornos contaminados y se ha descrito que muchas de ellas codifican genes
para dioxigenasas hidrolizantes de anillos aromaticos®*>°. Actualmente se ha
identificado la capacidad de Variovorax de degradar benceno®®, e existen indicios
de la degradacion de naftaleno®”°8, pero hasta el momento no se han publicado
estudios que caractericen las rutas de degradacion de cepas especificas de este
género.

Por otro lado, en la Figura 9 se observa el arbol filogenético para la oxigenasa
pequefia (nagH) del complejo salicilato 5-hidroxilasa. Destacar que las cepas del
arbol resultante son muy similares a las del arbol de nagG, a excepcion del
género Limnohabitans y las especies adicionales del género
Paraburkholderiales, que no se habian incluido en el arbol anterior. En este caso
observamos mas valores Bootstrap inferiores al 50%, sobre todo en la zona
inferior donde se encuentra Ralstonia sp. U2.

En el caso del arbol filogenético para la ferredoxina reductasa, nagAa (Figura
10), podemos observar como se incluyen cepas del género Pseudomonas, que
no habian aparecido hasta el momento. Como se ha comentado anteriormente,
existe evidencia de que el complejo naftaleno 1,2-dioxigenasa (NDO) y el
complejo salicilato 5-hidroxilasa (S5H) comparten cadena de electrones,
formada por NagAa y NagAb?® (Figura 7). Por esta razoén, al realizar el PSI-
BLAST se han encontrado secuencias homologas relacionadas con el complejo
naftaleno 1,2-dioxigenasa, como las secuencias del género Pseudomonas. Este
caso seria un ejemplo de eficiencia genética, ya que tanto la ruta superior como
la ruta inferior comparten dos proteinas transportadores de electrones?,

Tras haber comparado los 3 arboles mencionados hasta ahora, relacionados con
la enzima salicilato 5-hidroxilasa, se observa que, de manera general, las
especies mas cercanas a Ralstonia sp. U2 suelen ser Burkholderia sp. BC1,
Comamonas sp. MQ, Cupriavidus necator U2, Burkholderia RASC, y Cupriavidus
necator U2. Sin embargo, estos resultados muestran unos valores Bootstrap que
no superan el 50%, por lo no aportan una elevada confianza.
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Figura 9. Arbol filogénico basado en la enzima nagH, inferido mediante Maximum Likelihood
method °°. El porcentaje de réplicas de arboles en los que los taxones asociados se agruparon
muestra junto a las ramas*!. Los arboles iniciales
para la basqueda heuristica se obtuvieron autométicamente aplicando los algoritmos Neighbour-
Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el modelo JTT, y luego
seleccionando la topologia con un valor de probabilidad de registro superior. Este analisis
involucré 40 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 171 posiciones en el conjunto de datos
EGA X8, Los puntos negros y rojos presentan el

mediante la técnica Bootstrap (500 réplicas) se

final. El andlisis evolutivo se llevé a cabo con M
mismo significado que en la figura 8.
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Figura 10. Arbol filogénico basado en la enzima nagAa inferido mediante Maximum Likelihood
method °°. El porcentaje de réplicas de arboles en los que los taxones asociados se agruparon
mediante la técnica Bootstrap (500 réplicas) se muestra junto a las ramas*. Los arboles iniciales
para la basqueda heuristica se obtuvieron autométicamente aplicando los algoritmos Neighbour-
Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el modelo JTT, y luego
seleccionando la topologia con un valor de probabilidad de registro superior. Este andlisis
involucré 38 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 335 posiciones en el conjunto de datos
final. El analisis evolutivo se llevo a cabo con MEGAX®. Los puntos negros y rojos presentan el
mismo significado que en la figura 8.
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Finalmente se presenta el arbol filogenético correspondiente a las secuencias
homologas de la enzima gentisato 1,2-dioxigenasa o nagl (Figura 11). Como se
ha mencionado anteriormente, se han incluido secuencias adicionales del
género Rhodococcus, que se encuentran agrupadas en el extremo superior,
siendo el género mas distante a Ralstonia sp. U2. De manera general, se
observan resultados similares a los arboles filogenéticos anteriores, incluyendo
Unicamente bacterias de la clase Betaproteobacteria (sin tener en cuenta al
género Rhodococcus) y destacando las familias Burkholderiaceae vy
Comamonadaceae. Sin embargo, destaca el cambio en la cepa Cupriavidus
necator U2, que en este caso se encuentra mas distante de Ralstonia sp. U2 y
mMas cercana a las especies del género Rhodococcus.
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Figura 11. Arbol filogénico basado en la enzima nagl inferido mediante Maximum Likelihood
method °°. El porcentaje de réplicas de arboles en los que los taxones asociados se agruparon
mediante la técnica Bootstrap (500 réplicas) se muestra junto a las ramas*. Los arboles iniciales
para la basqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos Neighbour-
Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el modelo JTT, y luego
seleccionando la topologia con un valor de probabilidad de registro superior. Este analisis
involucré 44 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 390 posiciones en el conjunto de datos
final. El andlisis evolutivo se llevo a cabo con MEGAX®. Los puntos negros y rojos presentan el
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mismo significado que en la figura 8.
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Hydrogenophaga sp. A37
Hydrogenophaga flava

Hydrogenophaga sp. NH-16
Hydrogenophaga sp. H7
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Curvibacter sp. GWAZ 64 110
Burkholderia multivarans AU19729
Tepidiphilus sp. J18

Ralstonia mannitolilytica SN82F48
Pandoraea cepalis LMG 31106
Comamonas phosphati

@ Ralstonia sp. U2 plasmid pWWU2
Comamonas thiooxydans JC12
Comamonas thiooxydans JC13
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Prediccion de operones y comparacién con operdn nag

A continuacién, se muestran los resultados de la prediccion de operones para la
cepa Cupriavidus necator U2 y la comparacion con el operon nag de Ralstonia
sp. U2, que se encuentra bien caracterizado (Figura 12).

Para el caso de Cupriavidus necator U2, la herramienta FGENESB predice 2
operones relacionados con la degradacion del naftaleno (Anexo 3). El primer
operén estd formado por 11 genes, donde se incluyen los componentes de la
salicilato 5-hidroxilasa (nagG, nagH, nagAa y nagAb), mientras que el segundo
operoén esta formado por 5 genes e incluye a la gentisato 1,2-dioxigenasa (nagl).
Ademas, se puede observar como el operéon 1 presenta una alta identidad
(cercana al 100%), mientras que los genes del operdn 2 presentan un gris mas
claro, indicando que presentan una identidad mas baja que ronda el 65%. Estos
resultados coinciden con lo observado en los arboles filogenéticos, ya que
Cupriavidus necator U2 se encontraba muy cercana a Ralstonia sp. U2 en los
arboles de nagG, nagH y nagAa. Sin embargo, se observaba mas distancia
evolutiva en el arbol de nagl, donde se acercaba mas al género Rhodococcus.

Cupriavidus necator U2
(operon 2)

nagAb X
nagAa nagG na?H nagAc nagAd nagB nagF nagcN nagQ nagE nagD .

P N VN — N N
—_ - L e e ——

nag) nagl nagK naglL nagMN

Cupriavidus necator U2
(operén 1)

I 100%

65%

Figura 12. Comparacion de dos operones putativos de Cupriavidus necator U2 y el
operén nag de Ralstonia sp. U2 (pldsmido pWwwWu?2).

Arboles filogenéticos: ruta catecol

El arbol filogenético resultado de comparar las secuencias homoélogas obtenidas
para nahG (Figura 13) muestra una gran variedad de cepas del género
Pseudomonas. Estos resultados concuerdan con lo esperado, ya que una gran
parte de los microorganismos degradadores de naftaleno aislados y estudiados
hasta el momento pertenecen al género Pseudomonas®®. Adicionalmente, ya se
ha mencionado anteriormente que los genes del catabolismo del naftaleno se
encuentran a menudo localizados en plasmidos conjugativos, que pueden estar
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relacionados con la transferencia horizontal de genes y con la evolucion de las
poblaciones bacterianas!?%°. En este caso destaca una agrupacion de genes
codificados en pldsmidos en la zona central del &rbol filogenético, donde se
incluyen plasmidos conocidos y muy estudiados como NAH7 y pDTG1°:32.60,

Por otro lado, en el extremo superior se incluyen cepas pertenecientes al género
Acinetobacter y Halomonas, los cuales también se han relacionado con la
degradacion de compuestos aromaticos y la  biorremedacion®?,
Especificamente, el género Halomonas comprende un conjunto de bacterias
aerobias haldfilas y halotolerantes, que habitualmente se localizan en ambientes
salinos®’. Por esta razén, ha surgido interés en estudiar este género en el &mbito
de la biorremediacién del agua, ya que podria presentar un mayor potencial para
degradar los hidrocarburos en ambientes marinos que las cepas
convencionales®-%¢, Sin embargo, todavia falta mas informacién sobre los genes
involucrados en esta degradacion y los posibles operones.

En el segundo arbol se establecen las relaciones evolutivas de las secuencias
homologas para nahH de Pseudomonas putida G7 (Figura 14). Al igual que en
arbol mostrado anteriormente, destacan las cepas del género Pseudomonas,
muchas de las cuales coinciden con las cepas observadas para nahG. Ademas,
se observan especies del género Marinobacter que no habian aparecido
anteriormente. Este género se caracteriza por haberse detectado ampliamente
en ambientes salinos contaminados con petroleo, lo que ha aumentado el interés
por estudiar su posible papel biorremediador, pese a que todavia falta
informacion sobre los genes degradadores de HAP que contiene?¢’. En este
ambito, hasta el momento solo se ha informado de una cepa, (Marinobacter sp.
NCE312), que contiene una naftaleno 1,2-dioxigenasa similar a nahAa de
Pseudomonas putida G7%. Adicionalmente, a diferencia del arbol para nahG,
entre la agrupacion de las cepas del género Pseudomonas se incluye una cepa
del género Achromobacter. Esta cepa especifica, Achromobacter sp. BP3, ha
sido estudiada por su capacidad de degradar el bifenilo, otro hidrocarburo
policiclico aromatico que esta formado por dos anillos aroméaticos. Por tanto,
podemos observar una cierta relacién evolutiva entre la enzima catecol 2,3-
dioxigenasa que actua en la ruta de degradacion del naftaleno y la catecol 2,3-
dioxigenasa que actua en la ruta de degradacion del bifenilo.

Finalmente, en el ultimo &arbol se muestran las relaciones de las secuencias
homologas obtenidas para nahl de Pseudomonas putida G7 (Figura 15).
Podemos visualizar resultados muy similares a los anteriores dos arboles, ya que
se repiten muchas de las cepas del género Pseudomonas y vuelve a aparecer el
género Marinobacter y Halomonas.
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Figura 13. Arbol filogénico basado en la enzima nahG inferido mediante Maximum Likelihood
method®. El porcentaje de réplicas de arboles en los que los taxones asociados se agruparon
mediante la técnica Boostrap (500 réplicas) se muestra junto a las ramas“!. Los arboles iniciales
para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos Neighbour-
Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el modelo JTT, y luego
seleccionando la topologia con un valor de probabilidad de registro superior. Este andlisis
involucré 38 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 443 posiciones en el conjunto de datos
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Figura 14. Arbol filogénico basado en la enzima nahH inferido mediante Maximum Likelihood
method®. El porcentaje de réplicas de arboles en los que los taxones asociados se agruparon
mediante la técnica Boostrap (500 réplicas) se muestra junto a las ramas“!. Los arboles iniciales
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seleccionando la topologia con un valor de probabilidad de registro superior. Este andlisis
involucré 40 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 307 posiciones en el conjunto de datos
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Figura 15. Arbol filogénico basado en la enzima nahl inferido mediante Maximum Likelihood
method®. El porcentaje de réplicas de arboles en los que los taxones asociados se agruparon
mediante la técnica Boostrap (500 réplicas) se muestra junto a las ramas*!. Los arboles iniciales
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involucré 40 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 486 posiciones en el conjunto de datos
final. El andlisis evolutivo se llevé a cabo con MEGAX®,
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De manera general, en los 3 &rboles filogenéticos, podemos observar algunas
caracteristicas en comun que llaman la atencion. Por un lado, practicamente
todas las Dbacterias incluidas en ellos pertenecen a la clase
Gammaproteobacteria, a excepcion de la cepa Achromobacter sp. B3 que
pertenece a la clase Betaproteobacteria. Aqui observamos una diferencia clara
con los arboles filogenéticos de la ruta del acido gentisico, ya que en ese caso
la mayoria de las cepas pertenecian a la clase Betaproteobacteria.

Adicionalmente, en los 3 &rboles se observa que las cepas evolutivamente mas
cercanas a Pseudomonas putida G7 son Pseudomonas sp. MC1l vy
Pseudomonas umsongensis GO16, de las cuales existen estudios publicados
que confirman la degradacion del naftaleno. Estas cepas muestran un 100% de
identidad con las secuencias estudiadas de Pseudomonas putida G7 (plasmido
NAH7).

Por un lado, Pseudomonas sp. MC1 es una bacteria adaptada al frio con
capacidad de degradar el naftaleno, caracteristica que ha llamado la atencién ya
que facilitaria la biodegradacion de contaminantes en ambientes marinos con
bajas temperaturas®'. Ademas, el plasmido pYIC que contiene los genes
catabélicos es muy similar al plasmido NAH7 de Pseudomonas putida G790,
Por otro lado, Pseudomonas umsongensis GO16 ha sido muy estudiada en el
ambito de la degradacion del &cido tereftélico derivado del PET (tereftalato de
polietileno). Adicionalmente, se ha confirmado que esta cepa presenta la
capacidad de degradar PAHs como el naftaleno (por la via meta del catecol)
gracias a los genes catabolicos del plasmido pENK227°,

Prediccion y comparacion de operones

Como resultado de la prediccion de genes mediante FGENESB se obtienen 6
operones que contienen entre 8 y 10 genes, que se pueden observar en la Tabla
1. Un detalle a tener en cuenta es que el resultado de la prediccién del operén
de Pseudomonas putida G7 no coincide con la bibliografia publicada, ya que la
prediccion considera al gen nahG como unidad transcripcional (Tu), fuera del
operén. Esta variacion podria ser debida a que al seleccionar a Pseudomonas
putida KT2440 como organismo mas cercano, no se tiene en cuenta que el
operon se encuentra localizado en un plasmido. Lo mismo se ha observado con
los otros organismos estudiados en esta prediccion de operones, ya que
tampoco incluian al gen nahG en el operon.

Organismo Plasmido  Secuencia completa Operén Coordenadas Comentario
Pseudomonas putida G7 NAH7 AB237655 9 genes 46628 - 54197 NahG fuera del operdn (Tu)
Pseudomonas umsongensis GO16 pPENK22 CP044408 10 genes 63.460 - 72.732 NahG fuera del operdn (Tu)
Pseudomonas sp. MC1 pYIC1 JN248563 9 genes 46.273 - 53.842 NahG fuera del operdn (Tu)
Pseudomonas fluorescens PC20 IncP-9 AAW81680 8 genes 41.478 - 48.614 NahG fuera del operdn (Tu)
Pseudomonas putida NCIB 9816-4 pDTG1 AF491307.2 10 genes 41.478 - 49.126 NahG en operdn diferente
Pseudomonas putida ND6 pND6-1 AY208917 8 genes 81.283 - 88.419 NahG fuera del operdn (Tu)

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas incluidas en la prediccion de operones.
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En la Figura 16 se muestra el resultado de la comparacion de los operones de
las cepas mas cercanas a Pseudomonas putida G7. Estos operones incluyen las
enzimas involucradas en la ruta inferior del naftaleno, la ruta del catecol
(exceptuando a nagG). Se observa claramente como existe una alta similitud e
identidad entre Pseudomonas putida G7, Pseudomonas putida MC1 vy
Pseudomonas umsongensis GO16, tal y como se ha comentado en el apartado
anterior. En cambio, para las otras cepas se observan zonas con un color gris
mas claro (menor porcentaje de identidad) y mas cambios y variaciones en el
orden de los genes incluidos en los operones.

Pseudomonas putida NCIB 9816-4

_ o

Pseudomonas putida G7 plasmido

NAH7

Pseudomonas sp. MC1 pldsmido

Pseudomonas umsongensis GO16
1 o
i Pseudomonas fluorescens PC20
.v- plasmido IncP-9
A Pseudomonas putida ND6

Im plasmido pND6-1

0%

Figura 16. Comparacion de las predicciones de operones de la ruta del catecol de cepas
de Pseudomonas
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4 Conclusiones

4.1 Conclusiones

Mediante el Trabajo Fin de Master realizado se ha obtenido una descripcion de
la ruta del catecol y del gentisato, incluyendo los genes que participan en estas
vias y las cepas mas estudiadas. A partir de ahi, se ha realizado un estudio de
gendmica comparativa, que ha permitido la obtencion de arboles filogenéticos
para estudiar la relacion evolutiva de varias enzimas.

Por un lado, las bases de datos obtenidas para la ruta del &cido gentisico (nagG,
nagH, nagl y nagAa) muestran una abundancia de cepas pertenecientes a la
clase Betaproteobacteria, destacando la familia Burkholderiaceae vy
Comamonadaceae. Ademas, en el arbol filogenético de la enzima nagAa se han
incluido cepas del género Pseudomonas, que concuerda con la evidencia de que
el complejo naftaleno 1,2-dioxigenasa (NDO) y el complejo salicilato 5-
hidroxilasa (S5H) comparten cadena de electrones, formada por NagAa y
NagAb?8. Adicionalmente, se ha observado que las enzimas nagG, nagH vy
nagAa de Cupriavidus necator U2 presentan una alta homologia con las mismas
enzimas de Ralstonia sp. U2, pero en cambio, nagl muestra mas distancia
evolutiva y un menor porcentaje de identidad. Estos resultados coinciden con la
prediccién y comparacion de operones, donde se ha observado que Cupriavidus
necator U2 contiene los genes de la salicilato 5-hidroxilasa en un operén que
ronda el 100% de identidad con el operén sal de Pseudomonas putida G7, y el
gen nagl en otro operén con un 65% de identidad.

Por otro lado, para la ruta del catecol, las secuencias potencialmente homélogas
incluidas para nahG, nahH y nahl se caracterizan por pertenecer a las cepas de
la clase Gammaproteobacteria, destacando el género Pseudomonas.
Adicionalmente, en este caso se observa mayor numero de secuencias incluidas
en plasmidos, lo que podria indicar la transferencia horizontal de este tipo de
genes. Tanto en los arboles filogenéticos como en la prediccién y comparacion
de operones se ha observado que Pseudomonas sp. MC1 (plasmido pYIC1) y
Pseudomonas umsongensis GO16 (plasmido pENK22) presentan una alta
identidad y cercania evolutiva con los genes seleccionados de Pseudomonas
putida G7 (plasmido NAH7). Finalmente, destacar que las predicciones de
operones de las cepas seleccionadas de Pseudomonas no incluian el gen nahG,
lo que no coincide con la bibliografia publicada®?3?. Este defecto podria ser
debido a que al seleccionar a Pseudomonas putida KT2440 como organismo
mas cercano en FGENESB, no se ha tenido en cuenta que los genes estudiados
se encuentran localizados en plasmidos.
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Resumiendo, se han obtenido las siguientes conclusiones del trabajo:

1. Las bases de datos obtenidas para nagG, nagH y nagl incluyen
principalmente a bacterias de clase Betaproteobacteria, mientras que las
de nahG, nahH y nahl incluyen a bacterias de la clase
Gammaproteobacteria.

2. La base de datos de nagAa incluye secuencias de Pseudomonas
relacionadas con el complejo naftaleno 1,2-dioxigenasa, debido a que
comparte cadena de electrones con la salicilato 5-hidroxilasa®.

3. Segun las predicciones, Cupriavidus necator U2 contiene a la salicilato
5-hidroxilasa y a la gentisato 1,2-dioxigenasa en operones distintos, lo
gue concuerda con la diferencia de distancia evolutiva que se ha
detectado en los arboles filogenéticos.

4. Los operones de Pseudomonas sp. MC1 y Pseudomonas umsongensis
G016 presentan una alta similitud con el operon sal de Pseudomonas
putida G7, lo que coincide con la cercania evolutiva observada en los
arboles filogenéticos.

4.2 Futuras lineas de estudio

En un futuro seria interesante incluir las enzimas restantes de la ruta del catecol
y la ruta del acido gentisico en el estudio, ya que debido al tiempo limitado no ha
sido posible en este trabajo. Ademas, también seria interesante incluir méas
secuencias en la base de datos obtenida por PSI-BLAST, pero al tener tiempo
limitado se realizé una filtracion de la identidad y del Query Cover.

Por otro lado, actualmente hay pocos estudios publicados que se centren
exclusivamente en la degradaciéon del naftaleno por Pseudomonas sp. MC1 y
Pseudomonas umsongensis GO16%%70, por lo que seria interesante centrar mas
atencion en estas dos cepas tras observar la alta identidad y homologia que
presentan con el operén sal de Pseudomonas putida G7. Ademas,
Pseudomonas sp. MC1 puede resultar interesante al conocer que es una cepa
adaptada al frio, por lo que podria facilitar la biorremediacién de naftaleno en
ambientes marinos y oceanicos de bajas temperaturas®°,

4.3 Seguimiento de la planificacion

En general se ha realizado un buen seguimiento de la planificacién y no ha
habido problemas mayores. Si se hubiera dispuesto de mas tiempo para el
estudio, lo 6ptimo habria sido incluir a todas las enzimas de ambas rutas, pero
al tener tiempo limitado se escogieron aquellas enzimas mas destacables.
Ademas, en un principio se plantearon unos obijetivos iniciales y a medida que
ha avanzado el trabajo se han incluido nuevos objetivos y nuevas herramientas
bioinforméticas, como FGENESB, SnapGene y Easyfig para realizar la
prediccién y comparacion de operones. Posiblemente, si se hubieran planificado
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desde un principio estas tareas, se podria haber organizado mejor el tiempo para
profundizar mas e incluir un mayor nimero de cepas para la prediccion y la
compasion de operones.

5

6

1.

Glosario

HAPSs: hidrocarburos aromaticos policiclicos, grupo amplio de
compuestos producidos principalmente por la combustién de petréleo,
carbdn y gas. Se caracterizan por estar compuestos Unicamente por
carbono e hidrégeno, formando varios anillos aroméaticos.

Xenobidtico: compuesto quimico que no se procede del metabolismo de
los seres vivos.

FASTA: formato de texto que incluye secuencias de nucleétidos o de
aminoacidos representados por cédigos de una sola letra.

NDO: naftaleno 1,2-dioxigenasa, complejo enzimatico implicado en la
ruta superior del naftaleno.

S5H: salicilato 5-hidroxilasa, complejo enzimatico implicado en el primer
paso de la ruta del &cido gentisico.

Tu: Unidad transcripcional

Op: Operon
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Anexos
Anexo 1. Base de datos para la ruta del acido gentisico

Base de datos para nagG

Ralstonia sp. U2

Bacteria Accesion number % Identity % Query cover  Aminoacids
Comamonas sp. MQ AEV91667.1 99.53 100 423
Cupriavidus necator U2 MRN22621.1 100.00 100 423
Burkholderia stabilis VBB16398.1 99.29 100 423
Burkholderia sp. BC1 APP18107.1 99.05 100 423
Curvibacter sp. GWA2_64_110 0G097131.1 96.42 99 420
Pandoraea cepalis LMG 31106 VVE52022.1 98.11 100 420
Burkholderia sp. C3 ACT53246.1 97.87 100 420
Ralstonia mannolytica SN82F48 AJW44643.1 93.99 98 420
Noviherbaspirillum malthae CC-AFH3 WP_194726741.1 97.16 100 420
Comamonas thiooxydans JC13 KGG89605.1 99.52 97 414
Burkholderiales bacterium RIFCSPLOWO2_02_FULL_67_64 0GB17028.1 90.87 98 421
Rhodoferax sp. OTU1 WP_114968267.1 88.94 98 420
Paraburkholderia aromaticivorans BN5 ASWO04055.1 92.36 99 420
Ramlibacter sp. 2FC WP_137892926.1 83.45 100 433
Hydrogenophaga taeniospiralis WP_068171437.1 90.87 98 421
Burkholderiales bacterium RIFOXYD12_FULL_59_19 0GB52656.1 90.14 98 420
Burkholderia sp. RASC AAB09764.1 95.74 100 423
Polaromonas naphthalenivorans CJ2 AAZ93385.1 87.59 98 420
Azoarcus sp. TTM-91 WP_169152001.1 83.33 97 422
Azoarcus indigens DSM 12121 TDN47505.1 83.09 97 422
Curvibacter gracilis WP_027474071.1 81.50 100 422
Curvibacter lanceolatus WP_019572233.1 81.50 100 422
Hydrogenophaga sp. YM1 QRR32449.1 81.84 97 419
Betaproteobacteria bacterium MOLA814 ESS14505.1 81.11 97 420
Ramlibacter sp. WS9 ROZ77674.1 80.72 98 416
Burkholderiales bacterium JOSHI_001 EHR72093.1 79.42 97 417
Variovorax sp. KK3 WP_077003437.1 81.36 97 421
Variovorax sp. MHTC-1 RST55588.1 79.20 100 420
Ralstonia solanacearum WP_042590331.1 80.84 96 418
Variovorax boronicumulans WP_062477806.1 78.42 98 419
Variovorax paradoxus WP_153284198.1 78.42 98 419
Variovorax sp. Root473 WP_056580645.1 78.42 98 419
Burkholderia multivorans AU19729 PRF53892.1 97.87 100 420
Polaromonas sp. CF318 WP_007862450.1 79.33 98 431
Variovorax sp. MHTC-1 WP_126836390.1 79.20 100 420
Variovorax sp. CFO79 WP_093103137.1 79.62 99 420
Comamonadaceae bacterium RIP72472.1 77.54 100 424
Variovorax sp. KK3 WP_077003437.1 80.00 99 421
Variovorax sp. YR266 WP_093173844.1 79.38 98 418
Pandoraea apista VVG71070.1 75.00 99 428
Pandoraea captiosa VVE66233.1 76.67 99 431
Pandoraea norimbergensis WP_058375802.1 76.78 99 419
Pandoraea terrigena VVD80394.1 75.24 99 428
Aromatoleum buckelii WP_169198436.1 88.70 98 420
Aromatoleum diolicum WP_169259306.1 88.70 98 420

Query
AAD12607.1
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Base de datos para nagH

nagH de Ralstonia sp. U2 plasmid pWwWuU2
Bacteria

Paraburkholderia aromaticivorans BN5 plasmid pBN2

Comamonas sp. MQ

Ralstonia mannitolilytica SN82FA48

Polaromonas naphthalenivorans CJ2

Curvibacter sp. GWA2_64_110

Rhodoferax sp. OTU1

Burkholderiales bacterium RIFOXYD12_FULL_59 19

Pandoraea cepalis LMG 31106

Burkholderia sp. BC1

Comamonas thiooxydans JC13

Azoarcus communis SWub3 = DSM 12120

Burkholderia sp. RASC

Curvibacter lanceolatus

Azoarcus communis LMG 5514

Sphaerotilus natans

Burkholderia sp. C3

Curvibacter gracilis

Azoarcus sp. TTM-91

Azoarcus indigens

Thiothrix sp.

Query
AAD12608.1
Accession number
ASWO04054.1
AEV91668.1
AJW44644.1
AAZ93386.1
0G097132.1
WP_114968266.1
0GB52655.1
VVE52026.1
APP18108.1
KGG89606.1
NMG71581.1
AAD15560.1
WP_157443256.1
NMG48085.1
SI1S04504.1
ACT53247.1
WP_027474070.1
NMG36337.1
TDN47506.1
TXH78595.1

Burkholderiales bacterium RIFCSPLOWO2_02_FULL_67_0GB17029.1

Hydrogenophaga taeniospiralis
Betaproteobacteria bacterium
Burkholderia sp. lig30
Malikia spinosa AB6
Variovorax sp. 54

Variovorax boronicumulans
Variovorax paradoxus
Variovorax sp. 38R
Variovorax sp. EL159
Variovorax sp. SG533]
Variovorax sp. Root434
Variovorax sp. KBWO07
Ralstonia pickettii DTP0602
Aromatoleum buckelii
Aromatoleum diolicum
Cupriavidus necator U2
Limnohabitans sp. T6-20
Limnohabitans sp. Jir72
Limnohabitans sp. 2KL-51
Limnohabitans parvus

38

WP_084236052.1
NBT56047.1
KDB08163.1
MYZ52297.1
PIF72985.1
GER10811.1
QFz85644.1
WP_192196782.1
SCX65133.1
NVM69256.1
WP_056596716.1
WP_124459121.1
AGW94020.1
WP_169198435.1
WP_169259307.1
WP_042878798.1
WP_108285846.1
WP_108413328.1
WP_108352670.1
WP_108311322.1

% Identity % Query cover Aminoacids
100%
100%

83.85
100.00
89.44
86.34
94.41
87.58
86.96
96.89
100.00
100.00
83.23
98.76
70.37
82.61
85.09
95.65
69.75
78.12
78.12
75.16
81.99
81.99
62.11
64.60
86.34
60.62
60.62
60.62
60.62
61.25
60.00
60.00
60.00
61.88
81.25
82.51
61.88
63.35
61.49
61.49
61.49

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
100
99
100
99
99
99
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100

161
161
161
161
163
161
161
161
161
161
161
161
168
161
165
161
165
165
165
165
163
161
157
157
161
160
160
160
160
159
161
160
159
158
162
162
162
158
158
162
158



Base de datos para nagAa

nagAa de Ralstonia sp. U2 plasmid pWWuU2
Bacteria

Cupriavidus necator U2
Comamonas sp. MQ
Burkholderia sp. BC1
Burkholderia multivorans
Comamonas thiooxydans JC13
Diaphorobacter sp. DS2
Comamonas sp. JS765
Diaphorobacter sp. DS3
Malikia spinosa

Burkholderia stabilis
Diaphorobacter sp. DS1
Burkholderia sp. C3
Curvibacter sp. GWA2_64_110
Hydrogenophaga taeniospiralis
Rhodoferax sp. OTU1

Burkholderiales bacterium RIFCSPLOWO2_02_FULL_67_64

Polaromonas naphthalenivorans CJ2
Burkholderiales bacterium RIFOXYD12_FULL_59_ 19
Ralstonia mannitolilytica SN82F48

Sphaerotilus natans

Paraburkholderia aromaticivorans BN5 plasmid BN2
Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas veronii

Pseudomonas sp. K35

Pseudomonas putida BS202 PLASMID
Pseudomonas sp. MC1

Pseudomonas sp. N1

Aromatoleum diolicum

Aromatoleum buckelii

Variovorax sp. KBW0O7

Variovorax boronicumulans

Variovorax paradoxus

Variovorax sp. PBL-H6

Variovorax sp. Root434

39

Query
AAD12606.1
Accesion number
MRN22620.1
AEV91666.1
APP18106.1
Al074745.1
KGG89604.1
TF147444.1
AAL76199.1
AGH09229.1
WP_161125190.1
VBB16405.1
AGH09219.1
ACT53245.1
0G097130.1
WP_068171435.1
WP_114968268.1
0GB17027.1
AAZ93384.1
0GB52657.1
WP_045786202.1
WP_037482963.1
ASW04056.1
ADK11285.1
0OPK03992.1
0CX93220.1
AAB62705.1
AEV45874.1
ADK26579.1
WP_169259305.1
WP_169198437.1
WP_124459123.1
WP_159276909.1
CAA2105320.1
VTU34633.1
WP_056596711.1

% ldentity

100,00
100,00
100,00
99.70
99.70
99.09
99.09
99.08
98.78
98.78
98.78
96.04
85.06
77.13
76.52
75.91
75.00
73.48
71.34
70.43
69.82
66.46
66.16
67.99
66.77
66.77
66.46
71.87
73.09
62.20
61.89
61.59
61.52
61.40

100
100
100
100
100
100
100
99
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
99
99
99
99
100

% Query cover Aminoacids

328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
328
329
329
329
329
329



Base de datos para nagl

nagl de Ralstonia sp. U2 plasmid pWWuU2
Bacteria

Burkholderia sp. BC1

Comamonas thiooxydans JC13

Noviherbaspirillum malthae CC-AFH3

Burkholderia multivorans AU19729

Comamonas phosphati

Pandoraea cepalis LMG 31106

Tepidiphilus sp. J18

Ralstonia mannitolilytica SN82F48

Hydrogenophaga aromaticivorans

Polaromonas naphthalenivorans CJ2

Hydrogenophaga sp. H7

Burkholderiales bacterium RIFCSPLOWO2_02_FULL_67_64

Hydrogenophaga sp. A37
Hydrogenophaga pseudoflava DSM 1084
Hydrogenophaga taeniospiralis

Malikia granosa

Burkholderiales bacterium RIFCSPHIGHO2_12_FULL_63_20

Rhodoferax sp. OTU1
Ramlibacter sp. 2FC

Curvibacter sp. GWA2_64_110
Paraburkholderia aromaticivorans
Betaproteobacteria bacterium MOLA814
Burkholderiales bacterium JOSHI_001
Sphaerotilus natans ATCC 13338
Limnohabitans sp. Rim8
Hydrogenophaga sp. NH-16
Hydrogenophaga flava

Leptothrix cholodnii SP-6
Limnohabitans sp. Rim8
Aromatoleum buckelii
Aromatoleum aromaticum
Aromatoleum bremense
Limnohabitans parvus
Limnohabitans sp. 2KL-1
Limnohabitans sp. Hippo3
Limnohabitans sp. Jirll-31
Aromatoleum diolicum
Cupriavidus necator U2

Rhodococcus opacus R7
Rhodococcus sp. TFB
Rhodococcus wratislaviensis
Rhodococcus sp. NCIMB 12038
Rhodococcus sp. DK17
Rhodococcus jostii RHA1

Query
AAD12619.1
Accession number
APP18119.1
KGG89617.1
WP_194726750.1
WP_105798799.1
GGH66302.1
VVE52159.1
WP_185957772.1
WP_205624848.1
WP_177133486.1
AAZ93402.1
WP_079367325.1
0GB14503.1
WP_077334503.1
QBM30445.1
WP_068175067.1
WP_105746790.1
0GB01307.1
WP_114968258.1
WP_137892939.1
0G097139.1
WP_095423752.1
ESS14502.1
EHR71590.1
SI1S04451.1
WP_108358184.1
WP_127805728.1
WP_066263327.1
ACB35924.1
WP_108358184.1
WP_169198049.1
WP_011236597.1
WP_169201092.1
WP_108313683.1
WP_108330388.1
WP_108426703.1
WP_100143758.1
WP_169258611.1
MRN22608.1

ABH01038.1
AFE48174.1
SP742482.1
WP_087559643.1
WP_016882856.1
ABG93677.1

40

% Identity

100.00
100.00
96.06
94.37
100.00
100.00
91.53
91.24
82.61
79.66
81.74
83.19
82.90
81.16
82.61
76.55
74.58
72.88
82.13
85.63
80.58
70.90
77.10
72.73
80.06
81.45
82.32
80.46
80.06
71.68
71.10
71.10
81.40
81.40
79.65
79.07
74.42
65.02

Secuencias adicionales de Rhodococcus

% Query cover

100
100
100
100
97
97
99
99
97
99
97
97
97
97
97
99
99
99
97
98
97
99
97
99
97
97
97
98
97
97
97
97
96
96
96
96
96
96

Aminoacids

355
355
355
355
346
346
365
365
345
351
345
345
345
345
345
351
351
351
349
349
345
355
346
356
346
345
345
351
346
345
345
345
345
345
345
345
345
358



Anexo 2. Base de datos para la ruta del catecol (meta-cleavage)

Base de datos para nahG

Pseudomonas putida G7 plasmid NAH7
Name

Pseudomonas sp. MC1 plasmid pYIC1
Pseudomonas umsongensis GO16 plasmid pENK22
Pseudomonas sp. MPDS

Pseudomonas putida NCIB 9816-4 plasmid pDTG-1
Pseudomonas fluorescens PC20 plasmid pNAH20
Pseudomonas gessardii LZ-E
Pseudomonas putida ND6 plasmid pND6-1
Pseudomonas frederiksbergensis AS1
Pseudomonas oleovorans C70
Pseudomonas stutzeri 19SMN4
Pseudomonas citronellolis SITE-3
Pseudomonas stutzeri BISMN1
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas balearica DSM 6083
Pseudomonas veronii Pvy

Pseudomonas bauzanensis W13Z2
Pseudomonas putida B6-2

Pseudomonas stutzeri AN10
Pseudomonas stutzeri CCUG 29243
Pseudomonas stutzeri KOS6
Pseudomonas indoloxydans JCM 14246
Pseudomonas sp. GM50

Pseudomonas sp. CFll64

Pseudomonas sp. NBRC 111140
Pseudomonas sp. KB35B

Pseudomonas sagittaria

Pseudomonas oryzae

Pseudomonas veronii

Pseudomonas furukawaii KF707
Pseudomonas viridiflava

Pseudomonas monteilii

Halomonas shengliensis

Halomonas sp. PGE1

Acinetobacter sp. S40

Acinetobacter ursingii

Acinetobacter guerrae

Acinetobacter albensis

Query
BAE92165.1 100.00
Accession Number % ldentity
AEV45885.1 100.00
QFG27732.1 100.00
QKJ37192.1 84.56
AAMO09538.1 92.63
AAY21679.2 92.63
ALC77288.1 92.63
AAP44222.1 92.63
APV43317.1 92.63
ANC68233.1 84.33
AHY45210.1 84.33
ANI13644.1 84.33
EPL61045.1 84.33
ACV05012.1 84.33
AJE16216.1 84.33
QCG68900.1 84.33
EZQ19343.1 84.56
ANC83290.1 84.33
AAD02146.1 84.10
AFM32555.1 84.10
EWC41239.1 84.10
PTU79838.1 84.10
WP_008013318.1 72.81
WP_020291297.1 71.46
WP_060492753.1 71.00
ABB72206.1 94.47
WP_092433702.1 86.98
WP_090348255.1 86.98
OPK05587.1 86.41
AAZ08064.1 83.64
WP_122701338.1 69.32
WP_119369477.1 69.50
WP_089680706.1 57.34
WP_169957196.1 56.71
WP_200461091.1 49.06
WP_151832910.1 49.06
WP_151981890.1 49.06
WP_092721192.1 47.10
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100 434
Query Cover Aminoacids
100 434
100 434
100 437
100 438
100 438
100 434
100 434
100 434
100 437
100 437
100 437
100 437
100 437
100 437
100 437
100 437
100 437
100 437
100 437
100 434
100 437
97 432
97 424
97 427
100 434
99 430
100 430
100 434
100 437
98 426
97 427
98 439
97 439
97 423
97 423
97 423
98 429



Base de datos para nahH

Query
Pseudomonas putida G7 plasmid NAH7 BAE92167.1 100.00 100 307
Name Accession Number % Identity Query cover Aminoacid
Pseudomonas sp. MC1 plasmid pYIC1 AEV45887.1 100.00 100 307
Pseudomonas umsongensis GO16 plasmid QFG27735.1 100.00 100 307
Pseudomonas sp. CH-11 ADM87472.1 97.07 100 307
Pseudomonas sp. KB35B ABB72208.1 98.70 100 307
Pseudomonas aeruginosa 78RV TEK52005.1 98.70 100 307
Pseudomonas sp. CH-11 ADM87472.1 97.07 100 307
Pseudomonas fluorescens HK44 EXF91073.1 92.72 100 302
Pseudomonas sp. A2YC1 AAO39661.1 92.51 100 307
Pseudomonas putida NCIB 9816-4 plasmid pDTG1 AA064305.1 92.52 100 307
Pseudomonas putida ND6 plasmid pND6-1 AAP44220.1 92.51 100 307
Pseudomonas fluorescens PC20 plasmid IncP-9 AAW81680.2 92.51 100 307
Pseudomonas sp. PD9 ABR24794.1 92.51 100 307
Pseudomonas sp. ND7 ABR10832.1 92.18 100 307
Pseudomonas balearica LS401 WP_061340930.1 91.53 100 307
Pseudomonas sp. K35 0CX92113.1 91.53 100 307
Pseudomonas mendocina PC6 AAWS81671.1 88.27 100 307
Achromobacter sp. BP3 ACF20629.1 88.27 100 307
Pseudomonas oleovorans C70 ANC68235.1 87.95 100 307
Pseudomonas balearica DSM 6083 AJE16217.1 87.95 100 307
Pseudomonas mendocina PC5 AAWS81670.1 87.95 100 307
Pseudomonas mendocina PC11 AAWS81676.1 87.95 100 307
Pseudomonas sp. PD10 ABR10837.1 87.62 100 307
Pseudomonas mendocina PC4 AAWS81669.1 87.62 100 307
Pseudomonas sp. 1-7 WP_128579868.1 87.62 100 307
Pseudomonas benzenivorans WP_090439188.1 87.30 100 307
Pseudomonas sp. WS 5019 WP_169970786.1 87.30 100 307
Marinobacter adhaerens HP15 ADP99795.1 81.43 100 307
Marinobacter sp. MC3 MBL3823911.1 81.43 100 307
Marinobacter sp. MW3 MBL3892067.1 81.43 100 307
Marinobacter sp. es.04 WP_088826201.1 81.11 100 307
Marinobacter sp. W62 WP_135954378.1 80.46 100 307
Pseudomonas linyingensis WP_090313842.1 79.15 100 307
Pseudomonas sagittaria WP_092435800.1 78.18 100 307
Marinobacter shengliensis WP_106694359.1 79.15 100 307
Marinobacter vinifirmus 0zC37022.1 78.83 100 307
Marinobacter excellens WP_061332465.1 78.83 100 307
Azotobacter chroococcum WP_131298798.1 77.52 100 307
Azotobacter beijerinckii WP_090731019.1 77.52 100 307
Alteromonas sp. KS69 WP_126873262.1 78.83 100 307
Alteromonas macleodii WP_156087408.1 78.83 100 307
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Base de datos para nahl

Pseudomonas putida G7 plasmid NAH7
Name

Pseudomonas gessardii LZ-E

Pseudomonas fluorescens LP6a plasmid pLP6a

Pseudomonas putida ND6 plasmid pND6-1

Pseudomonas putida NCIB 9816-4 plasmid pDTG-1

Pseudomonas sp. MC1 plasmid pYIC

Pseudomonas umsongensis plasmid pENK22

Pseudomonas sp. CC6-YY-74

Pseudomonas sp. LAM-KWO06

Pseudomonas veronii VI4T1

Pseudomonas taeanensis

Pseudomonas aeruginosa 78RV

Pseudomonas alcaliphila

Pseudomonas stutzeri CCUG 29243

Pseudomonas stutzeri OM1

Pseudomonas kunmingensis

Pseudomonas oleovorans C70

Pseudomonas citronellolis SITE-3

Pseudomonas sp. KB35B

Pseudomonas furukawaii

Pseudomonas benzenivorans

Pseudomonas toyotomiensis

Pseudomonas veronii VI4T1

Pseudomonas oleovorans

Pseudomonas oryzae

Pseudomonas balearica

Pseudomonas indoloxydans

Azotobacter chroococcum

Azotobacter salinestris

Azotobacter beijerinckii

Azotobacter vinelandii

Pseudomonas formosensis

Marinobacter sp. LQ44

Marinobacter shengliensis

Marinobacter excellens

Marinobacter lutaoensis

Marinobacter salsuginis

Marinobacter salarius

Halomonas sp. A11-A

Alteromonas macleodii

Alteromonas oceani

Query
BAE92168.1
Accession Number
ALC77289.1
AAM88231.1
AAP44219.1
AAO64304.1
AEV45888.1
QFG27736.1
WP_079204040.1
WP_172148005.1
OPK05590.1
WP_025167833.1
TEK52004.1
WP_075746154.1
AFM32552.1
BAA31265.1
WP_104098553.1
ANC68236.1
ANI13646.1
ABB72209.1
WP_096368008.1
WP_090439184.1
WP_059392799.1
OPK05590.1
ANC68222.1
WP_090350888.1
WP_165562441.1
WP_108233842.1
WP_198866623.1
WP_152388663.1
WP_090897624.1
WP_012699539.1
WP_090536279.1
WP_058092969.1
WP_106694360.1
WP_061332464.1
WP_176282647.1
WP_209399211.1
WP_126813285.1
WP_110070742.1
WP_156087409.1
WP_123324073.1
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% Ildentity Query cover Aminoacids

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
97.33
96.71
93.83
95.68
98.35
95.06
94.86
94.86
94.65
93.21
93.21
97.74
94.44
91.56
91.56
93.62
91.56
90.74
90.12
89.92
89.09
88.89
88.89
88.27
87.86
84.98
84.77
84.57
84.57
82.92
83.74
83.74
83.74
82.72

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486



Anexo 3. Prediccion de operones
Prediccion de operones de Cupriavidus necator U2

Prediction of potential genes in microbial genomes
Time: Tue Jan 1 00:00:00 2005
Seq name: RCOG01000033.1 Cupriavidus necator strain UZ scaffold 32, whole genome shotgun
Length of sequence - 47490 bp
Number of predicted genes - 47
Number of transcription units - 14, operons - 6
N Tu/Op Conserved 5 Start End Score
pairs (N/Pv)

1 1Tu 1 - cDs 2 - 239 144
2 20p 1 +  cDs 276 - 1322 853
3 20p 2 +  cDs 1352 - 2134 811
4 20p 3 +  cDs 2188 - 3345 1150
5 20p 4 +  CDS 3351 - 4532 1098
6 20p 5 +  CDS 4552 - 5922 1332
7 20p 6 +  cDs 5919 - 6758 779
8 20p 7 +  cDs 6786 - 7574 874
E 3Tu 1 - cDs 7812 - 8831 344 __
10 40p 1 +  cDs 8864 - 10102 797
11 40p 2 +  CDS 10110 - 11348 476
12 4 0p 3 +  CDS 11367 - 11687 264
13 4 0p 4 +  CDS 11698 - 12567 618
14 40p 5 +  cDs 12564 - 13640 841 =  Operén 1
15 40p 6 +  cDs 13684 - 14862 840
16 40p 7 +  cDs 14873 - 15793 778
17 40p 8 +  CDS 15796 - 16812 624
18 40p 9 +  CDS 16814 - 17563 682
19 4 op 10 +  CDS 17581 - 18297 440 =
20 50p 1 +  cDs 18458 - 19699 1006
21 5 0p 2 +  cDs 19710 - 20720 779 Operén 2
22 50p 3 +  cDs 20720 - 22129 798
23 50p 4 +  CDS 22129 - 22773 546
24 6 Tu 1 +  CDS 23056 - 24702 1301
25 7 Tu 1 - cDs 24669 - 25574 563
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