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Resumen
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Titulo de estudio: CARACTERIZACION DE LOS GENES TOD EN BACTERIAS
AISLADAS DE POZOS PETROLEROS DEL ESTADO DE VERACRUZ.

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias

Numero de paginas: 77
Area de Estudio: Microbiologia Aplicada

Propésito y Método de Estudio: Se reactivaron y se obtuvieron cultivos axénicos de las cepas
aisladas de pozos petroleros del cepario de la FCQ de la UANL, una cepa de E. coli ATCC ®
CRM-11229™, y una de Pseudomonas sp. del Centro Ambiental de la Universidad de
Lancaster. Las cepas aisladas de pozos petroleros se determinaron hasta género y especie por
pruebas bioquimicas y por la extraccion de DNA gendémico y amplificacion por PCR del gen de
la subunidad pequefia 16S rRNA. Se hicieron pruebas de crecimiento en fenantreno y se
seleccionaron las cepas con un mejor crecimiento y después, se hicieron ensayos de
mineralizacién con estas cepas usando tolueno y fenantreno marcado con '#C. Se alinearon y
obtuvieron las secuencias consenso de los genes tod y con ello disefiaron 5 pares de
oligonucledtidos para los genes todCl, todD, todE, todG y todH. Con los pares de
oligonucledtidos se realizaron las PCR para amplificar los genes tod de las cepas capaces de
mineralizar tolueno y fenantreno. El propdsito de este estudio es saber cémo la mineralizacién
de hidrocarburos por parte de especies de bacterias puede variar si estan presentes o no los
genes tod.

Contribuciones y conclusiones: Se determinaron las 13 cepas que pertenecieron a las
especies Bacillus thurigiensis, Bacillus subtilis, Lysinibacillus fusiformis, Aneirinibacillus sp.,
Paenibacillus dendritiformis y Pseudomonas aeruginosa. Las cepas que mejor crecieron en
fenantreno fueron Aneirinibacillus sp. (T1-1), Lys fusiformis (T3-1) y P. aeruginosa (T3-3v). Las
cepas pudieron mineralizar el tolueno y fenantreno, aunque la que mayor capacidad tuvo para
hacerlo en ambos casos fue Aneirinibacillus sp (T1-1, 1.71% para tolueno y 5.59% para
fenantreno). Al amplificar los genes tod C1, D, E, G y H solo se observo una banda que pudiese
corresponder para el gen todC1 en la cepa Pseudomonas sp. (Pseudo LEC), que fue la que
menor capacidad de mineralizacion tuvo, por lo que la presencia de estos genes no esta
relacionada con la capacidad de mineralizacion de tolueno y fenantreno.

Dr. Edgar Allan Blanco Gamez
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1.- Introduccion

1.1.-Hidrocarburos y su importancia en la actualidad

Los hidrocarburos son combinaciones de carbono e hidrégeno los cuales son
considerados los esqueletos fundamentales de las moléculas organicas. Los
hidrocarburos se pueden clasificar en alifaticos -de cadena abierta-, ciclicos —
aliciclicos- y aromaticos -hidrocarburos bencénicos-. La industria actualmente
obtiene estos del petroleo, gas natural y carbon (Yufera 1994). La composicion
del petroleo puede variar segun el lugar del cual se extrae, pero en general
tiene tres fracciones. La parafina, que es la fraccion mas abundante, contiene
hidrocarburos alifaticos lineales y ramificados. Los naftos son hidrocarburos
aliciclicos con uno o mas anillos saturados con o sin ramas alifaticas laterales.
Mientras que la fraccidbn aromatica esta compuesta por hidrocarburos con al

menos un anillo aromatico (Fuentes, Méndez et al. 2014).

En la actualidad el petréleo es indispensable para para suministrar energia a los
diversos medios de transporte, la industria y el hogar; ademas de ser moneda
de cambio en la economia global y poderse transportar facilmente. Para el afio
2013 las reservas de petréleo son un 60% mas grande y la produccion de este
aumentd un 25% comparado con los ultimos 20 afios. Se estima que las

reservas de petréleo son de 223,454 Mt. Para el afio 2011 se registr6 una



produccion anual total de 3,973 Mt de petréleo, siendo los principales
productores los paises de Venezuela, Arabia Saudita, Canada, Iran e lIraq
(WEC, 2013). Para el caso de Meéxico, en el afio 2011 se registrd6 una
produccion de 2,553 Mdb de petréleo crudo y 6,594 MMpcd de gas natural y las

reservas para el caso del petrdleo se estiman en 30,613 MMb (INEGI, 2014).

1.2.-Legislacion en uso y disposicion de hidrocarburos y sus

residuos

En la actualidad existen diferentes dependencias a nivel nacional involucradas
en la legislacion para la produccion, manejo, uso y disposicion de desechos
relacionados con hidrocarburos por ejemplo las normas NOM-016-CRE-2016 y
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 (Federacion 2005, Federacion 2016). La
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) en la norma
(Federacion 2005) menciona las cantidades permisibles de diferentes

hidrocarburos en suelo remediado para su posterior uso (Tabla 1).



Tabla 1.-Limites maximos permisibles para hidrocarburos especificos en suelo

USO DE SUELO PREDOMINANTE
(mg/kg BASE SECA)

HIDROCARBUROS

3 Agricola,

ESPECIFICOS forestal, Residencial y Industrial y
pecuario y de recreativo comercial
conservacion

Benceno 6 6 15
Tolueno 40 40 100
Etilbenceno 10 10 25
Xilenos (suma de 40 40 100
isbmeros)

Benzola]pireno 2 2 10
Dibenzo[a,h 2 2 10
]Jantraceno

Benzo[ a Jantraceno 2 2 10
Benzo[b]fluoranteno 2 2 10
Benzo[k]fluoranteno 8 8 80
Indeno  (1,2,3-cd) 2 2 10

pireno

1.3.- Problemas asociados al uso de hidrocarburos

El manejo inadecuado de los hidrocarburos o las actividades asociadas con su
uso en la actualidad generan un gran numero de contaminantes que son
liberados constantemente en el entorno. Un ejemplo de ello fue el derrame
ocurrido en marzo de 1989 en el estrecho de Prince Williams, Alaska, donde el
buque cisterna EXXON Valdez derramé 41 millones de litros de petroleo crudo
afectando 2000 km de la linea costera del Golfo de Alaska y el estrecho de
Prince Williams (Bragg, Prince et al. 1994). Un caso mas reciente, y el segundo

mas grave registrado hasta ahora, se present6 en el afio de 2010, cuando una



accidente en la plataforma petrolera Deepwater Horizon derramo un
aproximado de 4.9 millones de barriles de petréleo en el Golfo de México
(Barron 2012, Kimes, Callaghan et al. 2014). En México, en el afio 2015, se
reportaron mas de 1200 llamadas de emergencia a la Procuraduria Federal de

Proteccion al Ambiente (PROFEPA) por derrames de hidrocarburos.

El dafio causado por los hidrocarburos en el entorno puede ser de distintos
tipos. El primer efecto es el impedir el paso del agua, oxigeno y luz. En el caso
de organismos como las aves, el contacto con el petréleo reduce la capacidad
impermeable y aislante de las plumas, por lo que estas mueren de hipotermia o
por la ingesta, en al caso de algunos peces reduce la tasa de éxito reproductivo

(Peterson, Rice et al. 2003, Fuentes, Méndez et al. 2014).

Pueden ser varios los efectos de los hidrocarburos en el organismo, ya que
estos compuestos pueden ingresar en el cuerpo por los alimentos, el agua o el
aire y estan relacionados con la formacion de tumores, problemas reproductivos
—como la endometriosis-, alteraciones en el sistema inmune y neurolégico

(Mandal 2005).

1.4.- Remediacién de zonas contaminadas con hidrocarburos

En la actualidad existen diversos métodos por los cuales se puede remediar los

suelos contaminados por hidrocarburos que van desde fisicoquimicos,



oxidacion por quimicos, incineracion y por bioremediacion (Gan, Lau et al.

2009).

En los métodos fisicoquimicos los dos principales pasos son la desorcion desde
el sitio en una matriz sélida y la elusién del sélido en el fluido de extraccion. En
el caso de los métodos donde se hace uso de un agente oxidante uno de los
mas comunes son aquellos que hacen uso de la reaccién de fotofenton y ozono
(O3), aunque también se puede usar peroxido de hidrogeno (H202) y
permanganato de potasio (KMnOg4) (Mihelcic and Luthy 1988). También se ha
reportado que por fotocatalisis usando didxido de titanio (TiO2) se ha podido
tratar suelos contaminados por fluoroeteno y benzopirano (Gan, Lau et al.
2009). En el caso de las metodologias térmicas —las cuales emplean calor para
degradar o volatilizar los compuestos- estan la desorcion térmica y la
incineracion. Estas han sido ampliamente usadas, como se pudo observar en
un proyecto encabezado por la Agencia de Proteccion al Ambiente de Estados
Unidos (USEPA, United States Eviromental Protection Agency), en el cual, de
un sitio en Louisiana se trataron 157000 toneladas de suelo el cual contenia
arriba de 1000 mg/kg de hidrocarburos y después del tratamiento la

concentraciéon fue de menos de 100 mg/kg (Gan, Lau et al. 2009).

Los métodos quimicos, consisten en el uso de solventes o mezclas de estos
(etanol, propanol, acetona y pentanol, agentes sufarctantes, ciclodextrinas e
incluso aceites vegetales). Procesos conjuntos, como la bioventilacion, la cual
consiste en bombear aire al suelo con el fin de estimular la accion de la

microbiota presente en este con el fin de que los mismos microorganismos del



suelo los degraden pueden aumentar mas los resultados (Shewfelt, Lee et al.

2005).

Todas las estrategias mencionadas con anterioridad son efectivas, aunque
pueden llegar a ser costosas, 0 generar nuevos contaminantes, como el caso
de los oxidos de nitrogeno (NOx) y de azufre (SOx) producidos durante la
incineracion, los cuales son causantes de la lluvia acida. O en el caso de
cuando se afiade algun compuesto, puede que este se tarde en desaparecer
del entorno en el cual se aplicé como es el caso del permanganato (Shewfelt,
Lee et al. 2005, Gan, Lau et al. 2009). Ademas, estas estrategias para remediar
suelos pueden llegar a ser costosas, llegando a precios de 1485 doélares por
metro clbico (US $/m3), mientras que estrategias biolégicas pueden tener

costos solo de 757 US $/m? (Fuentes, Méndez et al. 2014).

En la actualidad también se ha optado por el uso de organismos en la
remediacion -biorremediacion- de suelos contaminados por hidrocarburos y
desde finales del siglo XX ha sido considerado un método importante para la
descontaminacion in situ (Bragg, Prince et al. 1994, Shewfelt, Lee et al. 2005,
Gan, Lau et al. 2009, Kimes, Callaghan et al. 2014, Ledezma-Villanueva,
Adame-Rodriguez et al. 2016). La biorremediacion con plantas -
fitorremediacion- ha sido recientemente estudiada. En Corea del Sur se
encontraron dos especies nativas de pastos Panicum bisulcatum 'y
Echinogaluscrus galli que pueden degradar entre un 70 y 94% de pireno
presente en el suelo, ademas de tener un buen crecimiento (Gan, Lau et al.

2009). El gran problema de la fitorremediacion son los largos periodos que



tienen que transcurrir para comenzar a observar resultados, ademas de que no
son tan efectivos como los métodos anteriores (Meagher 2000, Gan, Lau et al.

2009).



2.- Antecedentes

2.1.- Potencial de las bacterias para biorremediacion de suelos

Se ha observado que también los microrganismos pueden degradar
hidrocarburos, estan presentes en diversos entornos, ya que se han logrado
aislar y caracterizar en diversas partes afectadas por la contaminaciéon con
hidrocarburos (Rdéling, Milner et al. 2002, Barron 2012). Un estudio realizado en
Liaongning, China se analizé la capacidad de consorcios microbianos para
degradar diversos tipos de hidrocarburos. En este estudio se analizdé la
capacidad por separado de bacterias, hongos y un agregado de ambos para
realizar esta funcion, y se observé que aungque no hubo diferencia entre estos
tres grupos, si la hubo para aquellos tratamientos en los cuales no se inoculd
con ningun microrganismo, siendo mayor la concentracion de hidrocarburos en
este ultimo caso (Li, Li et al. 2008). Se ha reportado que consorcios bacterianos
aislados de suelos contaminados pueden reducir la total de diésel de 3000 ppm
a menos de 500 ppm después de treinta dias de tratamiento, esto demas se
complement6 con un ensayo de toxicidad en suelos, en donde el tratamiento
con el consorcio CMic4 sobrevivio el 75% de los individuos de Eisenia fétida
expuestos a 1000 mg de diésel después de 14 dias (Ledezma-Villanueva et al.,

2016). También se sabe que existen consorcios que han sido aislados de



climas frios que pueden llevar a mineralizacién hidrocarburos, los cuales fueron
a una concentracién de 50 mg/kg de fenantreno por 150 dias, para después
observar que uno de los consocios pudo mineralizar hasta 42% del fenantreno
marcado con “C en un periodo de 20 dias (Okere et al., 2017). Para especies
aisladas, las mas reportadas son del phylum Proteobacteria como P. putida, P
stutzeri, Bordetella sp.o Burkholderia sp., las cuales se han reportado que
pueden degradar benceno, tolueno y xileno en concentraciones que van de 30 a
100 mg/l en periodos que van de 5 horas a 14 dias (Lee, Jung et al. 1995,
Morimoto, Kuwano et al. 2013, Ortega-Gonzalez, Zaragoza et al. 2013). Existen
también especies de los géneros Bacillus, Comamonas y Cellulomonas que
degradan BTX (Gan, Lau et al. 2009, Ortega-Gonzélez, Zaragoza et al. 2013,

Jiang, Zhou et al. 2015).

2.2.- Vias metabdlicas bacterianas para la degradacion de

hidrocarburos

Existen diversas especies de bacterias que se han aislado de sitios
contaminados con hidrocarburos como Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorecens, Bacillus cepacia, Acinetobacter sp, Rhodococcus sp.(Duffner,
Kirchner et al. 2000) de las cuales se han caracterizado varias vias para
degradar hidrocarburos (Figura 1) (Kimes, Callaghan et al. 2014). En un estudio
donde se realiz6 pirosecuenciacion para la determinacion de los
microorganismos presentes en un sitio contaminado con hidrocarburos se pudo
observar que el taxdn predominante fue Proteobacteria y la via por la cual
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degradan hidrocarburos que se encontré principalmente en este grupo fue la
adicion de fumarato (An, Brown et al. 2013). Previamente ya se habian
reportado especies del género Bacillus con la capacidad de degradar fenoles, y
en un estudio se observo la capacidad de G. thermoglucosidasius para
degradar fenol/cresol por la accion de una fenol hidroxilasa que solo se ha

reportado en esta especie (Duffner, Kirchner et al. 2000).

En el caso de Desulfobacterium cetonicum se ha observado evidencia de la
actividad de la enzima 3-hidroxibencilsucsanato sintasa, la cual transforma m-
cresol en 3-hidrobencilsucsanato, el cual es un compuesto inicial de la

degradacion de diversos cresoles (Muller, Galushko et al. 1999).
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Figura 1.-Vias por las cuales las bacterias pueden degradar hidrocarburos. Nomenclatura
de los compuestos: 1, n - alcano ; 2, 1 - alcanol ; 3,2- alcanol ; 4, tolueno ; 5, alcohol bencilico
; 6, 0-cresol; 7, m-cresol ; 8, p- cresol ; 9, el benceno , el 10, fenol; 11 , epdxido benceno ;
12 , naftaleno ; 13, 1 - naftol ; 14,2 - naftol ; 15, hidroperéxido de alquilo ; 16 , cis- 1,2- tolueno
dihidrodiol ; 17 , cis-1,2-dihidroxi-ciclohexadieno ; 18 , cis -1,2 -dihidroxi- 1,2-dihidronaftaleno ;
19-2 - metilalquilsuccinato ; 20 , bencilsuccinato ; 21,2-metilnaftaleno ; 22 , naftil - 2 -
metilsuccinato ; 23,2 - naftoato ; 24 , benzoato ; 25, n — acido graso ; 26 , etilbenceno ; y 27,1 -
feniletanol ; Los signos de interrogacion designan los udltimos vias hipotéticas de alcano
anaerobico (Adaptado de Kimes et al., 2014).
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2.3.- Genes tod y su relacién con la degradacion de hidrocarburos

Desde hace tiempo se ha caracterizado la capacidad de algunas especies
bacterianas para degradar hidrocarburos, siendo uno de los géneros principales
Pseudomonas (Zylstra and Gibson 1989). Se estudi6 Pseudomonas sp. P22
con capacidad para degradar hidrocarburos y se observé que en el proceso
estaban involucradas principalmente enzimas como las mono y dioxigenasas

(Figura 2) (Prabhu and Phale 2003).

S-Bon, g
5o g
E

H,CCOOH

COOH
H,CCHO J\/EOOH 4 v
; HO OH

H3CCO-SCoA rgCCOCOOH
J H

Figura 2.-Vias por las cuales Pseudomonas putida MT2 lleva acabo la degradacién de
tolueno. Las estructuras son los siguientes: (A) tolueno, (B) o- cresol, (C) 3-metilcatecol, (D)
acido 2-hidroxi-6-oxohepta-2,4-dienoico; (E) é&cido acético; (F) &cido 2-hydroxypenta-2,4-
dienoico; (G) acido 4-hidroxi-2-oxovalérico, H) acido piravico; (I) acetaldehido; (J) acetil -CoA;
(K) tolueno cis-dihidrodiol. Las enzimas son: (1) tolueno-2 monoxigenasa; (2) catecol-2,3
dioxigenasa; (3) dienoato 2-hidrolil-6-oxohepta-2,4 hidrolasa; (4) 2-hidroxipenta-2,4-dienoato
hidratasa; (5) acido 4-hidroxi-2-oxovalérico liasa; (6) acetaldehido deshidrogenasa; (7) tolueno
2,3-dioxigenasa; (8) tolueno cis- dihidrodiol deshidrogenasa. (Adaptado de Larry L. Barton,
2011).
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Las dioxigenasas hidroxilantes de anillo aromatico (ARHD, del inglés Aromatic-
Ring-Hydroxylating Dioxygenases), son enzimas compuestas de varias
subunidades que son responsables del paso inicial en la degradacién de
hidrocarburos aromaticos. Los genes que codifican para las ARHD estan
ampliamente distribuidos en bacterias del phylum Proteobacteria de todo el
mundo, siendo los géneros Pseudomonas, Polyciclovorans, Serratia, Bordetella
o Burkholderia algunos de los casos mas representativos. También se han
reportado en bacterias de los phyla Firmicutes y Actinobacteria (Sousa, Cabral
et al. 2017). Los genes de las ARHD estan presentes en operones que, ademas
de tener mas de una ARHD, tienen otros genes que codifican a enzimas con la
capacidad de degradar hidrocarburos arométicos y convertirlos en
intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (Barton and Northup 2011,

Abbasian, Lockington et al. 2016).

Agregado a lo anterior, enzimas, como las codificadas en los genes tod (Tabla
2) han sido descritas con anterioridad en cepas de Pseudomonas putida. Estas
enzimas estan asociadas principalmente en la via de biotransformacion del
tolueno, etilbenceno y otros hidrocarburos arométicos, ya que se ha observado
gue al transformar Escherichia coli, la cual carece de la capacidad para
biotransformar hidrocarburos, le confiri6 esta cualidad. Ademas se ha
observado un aumento en el perfil de expresién de estos genes en la cepa MT1
de P. putida en ensayos realizados con benzeno y etilbenceno (Zylstra and

Gibson 1989, Morimoto, Kuwano et al. 2013).
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Tabla 2- Descripcién de los genes tod

Gen Enzima Secuencia de aminoacidos

todA Nucleétido-disulfuro oxidorreductasa

(Pput_2878) dependiente de FAD Enzima multimérica  tolueno

todB Subu_nld_ad ferroxidina de la tolueno dioxigenasa: oxida hidrocarburos

(Pput_2879) 1,2-dioxigenasa o .

todC1 Subunidad hidroxilante de Ila aromanco; (benceno, etilbenceno,

(Pput_2881) dioxigenasa del anillo alfa tolueno, xileno)

todC2 Tolueno dioxigenasa

(Pput_2880)

todD 2,3-dihidroxi-2,3- Oxida el dihidrodiol para formar 3-

(Pput_2877) dihidrofenilpropionato metil catecol

deshidrogenasa

todE Catecol 2, 3 dioxigenasa Escinde el 3-metil catecol para

(Pput_2876) formar  2-hidroxi  6-oxo  2,4-
heptadienoato

todF 2-hidroxi  6-oxohepta 2,4-dienoato Hidroliza el 2-hidroxi 6-oxo 2,4-

(Pput_2882) hidrolasa heptadienoato 'y forma  2-
hidroxipenta 2,4 dienoato y acetato

todG 2- ceto 4-pentenoato hidratasa Forma 4-hidroxi 2-oxovalerato el

(Pput_2875) hidroxipenta 2,4 dienoato

todH 4-hidroxi 2-cetovalerato aldolasa Forma acetaldehido y piruvato

(Pput_2873)

todl Acetaldehido deshidrogenasa Forma Acetil-CoA

(Pput_2874)

Se han observado diferencias entre la capacidad de tolerar hidrocarburos entre
una cepa y otra de la misma especie. El caso de P. putida DOT-T1E se observo
que la forma en que estaba estructurado el operdn, y el hecho de encontrarse
también el operon ttgDEF le confirieren una mayor tolerancia a tolueno
(Mosqueda and Ramos 2000). Por otra parte, algunas bacterias presentan en
su genoma enzimas homologas a pesar de pertenecer a taxones distantes, esto
es debido a la presencia de genes tnp, que codifican para una transposasa y
con ello estos genes pueden transferirse de forma horizontal, y asi
proporcionarle una ventaja a los organismos involucrados y variar de forma

independiente (Kube, Chernikova et al. 2013).
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2.3.1.-Tolueno dioxigenasa (genes todABC1C2)

Los genes todABC1C2 codifican para una enzima multimérica, la tolueno
dioxigenasa, que pertenece a la familia de las dioxigeneasa de tolueno/benceno
(Gibson and Parales 2000). La enzima esta formada por una reductasa (todA),
una ferridoxina (todB) y un complejo hierro-azufre (todC1C2) y por medio de la
oxidacion de NADH, afiade dos atomos de oxigeno al tolueno y otros
compuestos aromaticos (Figura 3) Este paso es un requisito inicial para la
degradacion de compuestos aromaticos (Schomburg, Chang et al. 2004,
Abbasian, Lockington et al. 2016). EI PM de la reductasa de la enzima funcional
es de 46000 Da, el de la ferridoxina es 15300 y la del complejo 151000 Da

(Wackett 1990).

HiC

CH; OH
©/ + NADH+H*+0=0 ———» + NAD+

Tolueno (1S, 2R) 3 metil ciclohexa 3, 5 dieno 1, 2 diol

Figura 3.-Reaccidn catalizada por la tolueno dioxigenasa

La tolueno dioxigenasa se ha encontrado en P. putida, P. fluorecens, P. stutzeri,
Comamonas sp., Arhtrobacter sp., Aeromonas sp. y Ralstonia insidiosa,
Cellulomonas hominis y Serratia marcescens (Morimoto, Kuwano et al. 2013,

Ortega-Gonzélez, Zaragoza et al. 2013). Los sustratos a los cuales tiene
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afinidad son xileno, benceno, etilbenceno y tolueno. Aunque se ha reportado
gque puede actuar en otros compuestos como trifluorometilbenceno,
tricloroetileno y cloropropilbenceno (Schomburg, Chang et al. 2004, Morimoto,

Kuwano et al. 2013)
2.3.2.-Cis-tolueno dihidrol deshidrogenasa (todD)

La cis-tolueno dihidrodiol deshidrogenasa dependiente de NAD+ (EC 1.3.1.19,
gen todD), es una enzima de un PM de 440000 Da, formada por cuatro
subunidades de 110000 Da. Esta oxida el dihidrodiol para formar 3-metil catecol

y NADH (Figura 4) (Artymiuk, Blake et al. 1977, Schomburg, Chang et al. 2004).

OH
4 i
@ +NAD+ —» H@ + NADH + H*
- OH
HO

Cis-1,2 dihidrobenceno 1, 2-diol Catecol

Figura 4.-Reaccion catalizada por la cis-tolueno dihidrodiol deshidrogenasa

Los organismos en los que se ha encontrado son principalmente del género
Pseudomonas, como son los casos de P. fluorecens y P. putida. Se ha
relacionado esta enzima a rutas de degradacion de benceno, benzoato,
clorobenceno, clorociclohexano, estireno e hidrocarburos poliaromaticos

(Schomburg, Chang et al. 2004)
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2.3.3.-Catecol 2, 3 dioxigenasa (todE)

La enzima catecol 2,3 dioxigenasa (EC 1.13.11.2, gen todE) es una dioxigenasa
con cuatro subunidades idénticas, cada una de ellas con una PM de 39000 Da y
un atomo de hierro (Fe) que escinde el 3-metil catecol para formar 2-hidroxi 6-
oxo 2,4-hexadienoato (Figura 5) (Okuta, Ohnishi et al. 2003, Schomburg, Chang

et al. 2004, Sousa, Cabral et al. 2017).

OH O
OH
oo
OH
S
(o]
Catecol Acido 2-hidroxi 6 oxo 2,4 hexadienoico

Figura 5.-Reaccion catalizada por la catecol 2,3 dioxigenasa.

Esta enzima ha sido reportada en organismos como Acinetobacter, Alcaligenes
fecalis, Arthrobacter citreus, Bacillus subtillis, Burkholderia cepacia,
Comamonas sp., Cupravidus necator, Geobacillus stearothermophilus, G.
thermoleovorans, Halobacterium sp., Ochrobactrum sp., Planococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, P. flurorescens, P. mendocia, P. putida, Ralstonia
picketti, Staphylococcus sp. y Variovorax sp (Sousa, Cabral et al. 2017). Los

sustratos sobre los cuales actla principalmente esta enzima son catecol,
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metilcatecol, alquilcatecol, fenol, metilfenol, alquilfenol y diclorofenol

(Schomburg, Chang et al. 2004).

2.3.4.-2-hidroxi 6-o0x0 2,4-heptadienoato hidrolasa (todF)

La enzima 2-hidroxi 6-oxo 2,4-heptadienoato hidrolasa (EC 3.7.1.9, todF) tiene
un PM de 31323 Da y cataliza la reaccion en la cual el 2-hidroxi 6-oxo 2,4
hexadienoato a 2-hidroxipenta 2,4 dienoato y acetato (Figura 6) (Bertini, Cafaro

et al. 2013, Abbasian, Lockington et al. 2016).

HO 0 0

. N tHO ¢ Hzc::/r_jgz_:.
OH HO
0 =~
Acido 2-hidroxi-6-oxo-2,4- Acido férmico Acido 2-oxopenta-4-enoico

hexadienoico

Figura 6.-Reaccién catalizada por la 2-hidroxi 6-oxo 2,4-heptadienoato hidrolasa

Bacterias de las especies Arthrobacter sp., Acetobacter vinelondii, Cupriavidus
necator, Flavobacterium sp., Pseudomonas fluorecens, P. putida y P. stutzeri
han sido reportadas con la presencia de esta enzima. Mientras que algunos de
los sustratos que esta enzima puede reconocer son el semialdehido 2-hidroxi 5-
metilmuconico, 2-hidorxi 6-oxohepta 2,4-dienoato o el 2-hidroxi 6-oxo 7-
metilocta 2, 4-dienoato (Schomburg, Chang et al. 2004, Bertini, Cafaro et al.

2013).
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2.3.5.-2-ceto 4-pentenoato hidratasa (todG)

En el caso de la degradacion del benceno la 2-oxopenta 4-enoato hidratasa
(EC 4.2.1.80, todG) transforma el 2-hidroxi 2,4-pentadienoato a acido 4-hidroxi

2-oxo-pentanoico (Figura 7) (Harayama, Rekik et al. 1989, Schomburg, Chang

et al. 2004).
o OH HO ©
ﬁ +H,0 —» HaCJVU\H/OH
HO  Xcn, 2 O
2-hidroxi 2, 4-pentadienoato Acido 4-hidroxi 2-oxo-pentanoico

Figura 7.-Reaccidn catalizada por la 2-ceto 4-pentenoato hidratasa

Esta enzima de 27400 Da se ha encontrado en Bordetella sp.,
Paraburkholderia xenovorans y Pseudomonas ptutida. Los sustratos que
reconoce esta enzima son 4-hidroxi 2-oxovalerato, acido 2-hidroxipentadienéico

y el 2-hidroxi 2,4-hexadienoato (Schomburg, Chang et al. 2004)

2.3.6.-4-hidroxi 2-cetovalerato aldolasa (todH)

La 4-hidroxi 2-cetovalerato aldolasa (EC 4.1.3.39, todH) esta relacionada a
rutas de degradadacion de benzoato, fenilalanina, xileno y 3-fenilpropanoato.

Esta enzima convierte el 4-hidroxi 2-oxovalerato en acetaldehido y piruvato
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(Figura 8). Es un tetramero formado por dos heterodimeros, uno de 32500 Da y
el otro de 37500 Da (Manjasetty, Powlowski et al. 2003, Schomburg, Chang et

al. 2004).

9] 0]

U

H,C H,C—=—0
1T —_— 3 + H,C\”/“\
OH
0 OH
|

0

o
I
o]

4-hidroxi 2-oxopentanoato Acetaldehido Piruvato

Figura 8.- Reaccion catalizada por la 4-hidroxi 2-cetovalerato aldolasa

Se ha encontrado en especies de bacterias como Mycobacterium tuberculosis,
Paraburkholderia xenovorans y Pseudomonas aeruginosa, con la capacidad de
actuar sobre sutratos como 4-hidroxi 2-oxovalerato, 4-hidroxi 2-oxo 4-
bencilbutanoato, hexaldehido o pentaldehido, por mencionar algunos

(Schomburg, Chang et al. 2004).

2.3.7.-Acetaldehido deshidrogenasa (todl)

La acetaldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.10, gen todl) es una enzima de
140000 Da que genera acetil-CoA y NADH a partir de coenzima A (CoA) y
acetaldehido, mediante la reduccién de una molécula de NAD+ (Figura 9)

(Powlowski, Sahlman et al. 1993, Morimoto, Kuwano et al. 2013).
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H,C —=—0 + CoA+ NAD+ — > Acetil-CoA + NADH + H*

Acetaldehido

Figura 9.-Reaccidn catalizada por la aldehido deshidogenasa

Ha sido reportada la presencia de esta enzima en organismos como
Acinetobacter sp., Citrobacter sp., Clostridium beijerinckii, C. Kluyveri,
Paraburkholderia xenovorans, Propionibacterium freudenreichii, Pseudomonas

sp. y Thermus thermophilus (Schomburg, Chang et al. 2004).

Algunos de los sustratos en los cuales se ha observado que puede actuar esta
enzima son acetaldehido, butiraldehido, formaldehido, glutaraldehido,
heptilaldehido y propanal, solo por mencionar algunos (Schomburg, Chang et

al. 2004).
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3.- Aportacion cientifica

El presente trabajo describira una de las principales rutas involucrada en la
biotransformacion de hidrocarburos en microorganismos del cepario de la
Facultad de Ciencias Quimicas aislados de pozos petroleros de Veracruz, lo
cual dar& continuidad a trabajos previamente realizados en la facultad; sentara
las bases para compresion de los mecanismos por los cuales las bacterias
pueden degradar hidrocarburos, la relaciéon entre la presencia de los genes tod
y la capacidad de estas bacterias para degradar hidrocarburos, y en estudios

futuros aplicarlo u optimizarlo en procesos de bioremediacion.
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4.- Hipotesis

La presencia o ausencia de los genes tod en las cepas aisladas de pozos
petroleros esta relacionado con la capacidad de cada una para mineralizar
hidrocarburos.
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5.- Objetivo general

Caracterizar la presencia de los genes tod en cepas aisladas de pozos

petroleros del estado de Veracruz y capacidad para mineralizar hidrocarburos.

5.1.- Objetivos especificos

1. Reactivar las cepas aisladas previamente de pozos petroleros del estado
de Veracruz.

2. Determinar hasta género y especie las cepas.

3. Analizar la capacidad de las cepas para mineralizar tolueno y fenantreno.

4. Realizar el disefio de los oligonucleétidos

5. Confirmar por PCR la presencia de los genes tod.
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6.- Metodologia

6.1.-Reactivacion de las cepas aisladas de suelo contaminado con
petréleo.

Las cepas bacterianas usadas en este trabajo son parte de la coleccion del
cepario de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL y fueron

proporcionadas por el Laboratorio de Investigacién de Ciencias Ambientales.

Inicialmente se inocul6 de la caja en un tubo con caldo nutritivo (CN) y se dejo
incubando por un periodo de 36 horas a 37° C. Después se inocul6 por estriado
en una caja Petri con agar nutritivo (AN) y se incub6 por 24 horas a 37° C. Una
vez transcurrido el tiempo, se tomd con el asa un inoculé de una colonia
aislada, para obtener un cultivo axénico y se colocé en un tubo con CN y se
incubd por 24 horas a 37° C. Para usarse en ensayos posteriores, las cepas se
preservaron en tiras de papel filtro, las cuales se colocaron en microtubos de

1.5 ml a una temperatura de -20° C.
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6.2.- Determinacion de las cepas hasta género y especie.

6.2.1.- Tincién Gram y pruebas bioquimicas

Se reactivaron las cepas como se mencion0 anteriormente y se realizaron
tinciones Gram. Para determinar las cepas Gram negativo se usaron pruebas
API-20E (bioMérieux®). Las cepas se inocularon por estriado en AN bajo las
condiciones anteriormente mencionadas. Después se tomo6 una colonia aislada
y se inocul6é un tubo con solucion fisiologica (NaCl al 0.09%) y se agité para
homogenizarlo. Se inocularon los pocillos segun lo indicado en el manual del
fabricante y se dej6 incubando en las condiciones ya mencionadas por un
periodo de 18 a 24 horas. Después se observaron las tiras y se afiadieron los
reactivos TDA (FeCls), VP1(KOH), VP2(C2HsOH) y Kovacks para las pruebas
tript6fano desminasa, produccion de acetoina (Voges Proskauer) y produccion
de indol. Se analizaron los resultados usando el indice de perfil analitico de

bioMérieux® ref 20190.

En el caso de los organismos Gram positivo, se realizaron las pruebas de uso
de citratos, catalasa, amilasa, tincién de endosporas, oxidacion y fermentacion

de azucares con agar citrato de Simmons, H202, agar almiddn, tinciébn Shaeffer-

26



Ffulton y caldo glucosado rojo fenol respectivamente. Se tomaron los datos

después de incubarse por 24 horas.

6.2.2 Determinacién por medio del gen 16S del rRNA

6.2.2.1 Extraccion del DNA gendmico

Para la extraccion del DNA gendomico de las cepas de interés se uso el kit
PrepEase™ USB® siguiendo las indicaciones del fabricante. Después de
realzar la extraccibn se corroboré la integridad del DNA haciendo una

electroforesis en gel de agarosa al 1% a 70 V por 35 min.

6.2.2.2 Amplificacién y secuenciacion del fragmento del gen

16S rRNA

Para la amplificacion del fragmento del gen 16S rRNA se utiliz6 el kit GoTag®
Green Master Mix Promega®© segun las indicaciones del fabricante. Los primers
usados fueron el 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) vy 1392R
(GGTTACCTTGTTACGACTT). Las condiciones de la PCR fueron las

siguientes:

1. 95°C por 5 min.
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2. 95°C por 1min (X 30).
3. 55°C por 1min (X 30).
4. 72°C por 1.5min (X 30).
5. 72°C por 5 min.

Una vez finalizada la PCR, se corrobor¢ la integridad de los productos en un gel
de agarosa al 1% a 70 V por 35 min, y estos de mandaron a secuenciar a
Macrogen ©. Los resultados de la secuenciacion se analizaron usando la base
de datos del NCBI (Acland, Agarwala et al. 2014). Estas secuencias se
alinearon y se construyo el arbol filogenético por el método de UPGMA usando

el software MEGA v. 7.0.26 (Kumar, Stecher et al. 2016).

6.3 Analisis de la capacidad de mineralizacion

6.3.1 Crecimiento de las cepas en fenantreno

Las 14 cepas se incubaron a 20° C y a 100 rpm en 30 ml de medio de sales
basales minimas (MBS, de inglés Minimun Basal Salts) con la siguiente
composicion (g/l): 0.3 de NaCl, 0.6 (NH4)2SOa4, 0.6 de KNOgs, 0.25 de KH2PO4,
0.75 de K2HPO4, 0.15 deMgSO4 7H20, 1 ml de solucion de elementos traza y la

fuente de carbono (glucosa o fenantreno) a una concentracion de 50 mg/l. La
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solucion de elementos traza contenia (ug/l): 20 de LiCl, 80 de CaSO4+5H20, 100
de ZnSO47H20, 100 de Al2(SO4)3*16H20, 100 de NiClsH20, 100 de
Co0S04+7H20, 30 de KBr, 30 de KI, 600 de MnClz+4H20, 40 de SnCl2*2H20, 300
de FeS0O47H20. Se tomd 1 ml del cultivo cada 24 horas y se centrifug6é a 4700
rom por 10 minutos, se decantd el sobrenandante y se afiadié 1 ml de medio
MBS, se agitd para lavar y se centrifugd a 4700 rpm por 10 minutos. Lo anterior
se hizo dos veces. La pastilla se resuspendidé en medio MBS y se midi6 la

densidad optica (DO) a una longitud de onda (A) de 546 nm.

6.3.2 Ensayos de mineralizacién con compuestos marcados con 4C

Se inocularon cajas con agar cuenta en placa (PCA, del inglés Plate Count
Agar) por 36 horas a 20° C. Las colonias se resuspendieron en MBS y se ajusté
a una DO de 0.5 a A600nm. Se tomaron 3 ml del in6culo y se colocaron en un
frasco de borosilicato con 27 ml de medio MBS, fenantreno o tolueno marcado
con C a wuna actividad de 107.043 Bq (Becquerel) y 84.011 Bq
respectivamente y fenantreno y tolueno a una concentracion de 50 mg. El
frasco de borosilicato tenia un vial con 1 ml de NaOH 1N, el cual se cambio
cada 24 horas por un periodo de 7 dias. Se agregaron 5 ml de liquido para
medir sincilacion Goldstar de Meridian ®, UK (LSC del inglés Liquid Sincilation

Counter) al vial y se dejaron reposando en un cuarto oscuro por 12 horas. El

29



14C capturado en el vial se midié con analizador de sincilicion liquida Canberra

Packerd Tricarb 2250CA (Figura 10).

A la par, se analiz6 el numero de unidades formadoras de colonia (UFC) por
cuenta en placa, haciendo diluciones seriadas e inoculando 100 pl en PCA las
diluciones del 4to, 5to y 6to orden y se dejaron incubando a 20° C. El conteo de

las UFC se realiz6 a las 24 horas después de que fueron inoculados (Figura

48 hrs, 20° C
P e -
§ 100pl 100ul i 100u
1ml
DO 0.05 A600
nm - - o
a8hrs, 20°C = \ i 10* 102 10° 10+ 105 10¢
Y v ‘:‘ ] ——
S H | 20° C, 100
"_;_”- —— rpm ]
PCA Contador de sincilacion

12 hrs
- 1 mINaOH gscuridad
1IN

5 ml de mix de
Inoculo + 27ml MBS + HC (50 sincilacién
mg/l) + compuesto marcado con —
1€ (entre 80 y 100 Bq por unidad

experimental)

Figura 10.-Ensayos de mineralizacion. En estos ensayos se tomo el inoculo de una caja con
medio PCA, al cual se ajusté la DO, para después hacer los ensayos de mineralizacién y de
cuenta en placa a la par. n=3.

6.4 Disefio de los oligonucleétidos para la amplificacién de los

genes tod

Para disefiar los oligonucleétidos que amplificaron las secuencias de los genes

tod se realiz6 la busqueda de las secuencias de cada uno de los genes en la
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base de datos del NCBI, usando como referencia inicial las secuencias
reportadas en el genoma de P. putida F1 (referencia de la secuencia en NCBI:
NC 009512.1). Estas secuencias se alinearon (considerando las secuencias
con una cobertura mayor al 80% y con un valor de E<-100), se determiné el
grado de divergencia entre ellas, se buscaron regiones conservadas y se cred
una secuencia conceso usando los software Bioedit Alignament Secuencie

Editor © y MEGA v. 7.0.26 (Kumar, Stecher et al. 2016).

Después, los oligonucleétidos fueron generados considerando la secuencia
consenso Y las regiones conservadas usando la version en linea del software
Primer3Pus© (Untergasser, Nijveen et al. 2007) considerando los siguientes

criterios de la tabla 3.

Tabla 3.-Especificaciones consideradas al disefiar los oligonucledtidos

Longitud de los productos 150-250, 100-300, 301-400, 401-500, 501-600,
601-700, 701-850, 851-1000

Minimo Optimo Méaximo
Longitud de los oligonucledtidos 18 20 27
Tm* 57 60 63
Porcentaje de GC 20 50 80
Concentracién de cationes monovalentes 50 mg
Concentracién de oligonucleétidos 50 mg

*Tm. Temperatura de fusion.
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Una vez obtenida la secuencia de los oligonucledétidos, se uso la herramienta
BLAST (Herramienta de busqueda de alinemiento local basico, del ingles Basic
Local Alignment Search Tool) para corroborar que hibridaran en la regiones
predichas y en los genes de interés. Estos oligonucléotidos fueron sintetizados

por la empresa T4-Oligo.

6.5.-Deteccion de los genes por PCR.

Se realiz6 la extracciéon de DNA gendmico bajo las condiciones mencionadas en
la seccidn 6.2.2.1 y a continuacion se hizo la PCR usando el kit GoTag® Green
Master Mix Promega© segun las indicaciones del fabricante y los
oligonucleodtidos especificos para cada uno de los genes bajo las condiciones

siguientes:

1. 95°C por 5 min.

2. 95°C por 1min (X 30).

3. Temperatura variable segun el gen por 1min (X 30).

4. 72°C por 1.5min (X 30)

5. 72°C por 5 min

En el caso de la temperatura variable estas fueron segun el gen:

e todC160.2°C
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tod D 59.9° C

tod E 60° C

tod G 60.8° C

tod H 60° C

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1 % a 70 V por 30 min para
corroborar la integridad de los productos de la PCR y ver la posible ausencia o
presencia de los genes, considerando la longitud predicha en el disefio de los

oligonucledtidos.

6.6.-Disposicion de residuos

Los residuos generados en este trabajo se dispusieron de acuerdo a lo
establecido el “Procedimiento para la disposicion final de residuos peligrosos”
(PR-CLB-SRR/002) del reglamento de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
UANL y al reglamento del Centro Ambiental de la Universidad de Lancaster

(Lancaster Enviroment Centre).
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7.-Resultados

7.1.-Reactivacion de las cepas

Se reactivaron y aislaron 14 cepas y se utiliz6 una cepa de Escherichia coli
ATCC ® CRM-11229™, de las cuales se tomd nota de sus caracteristicas y de
la morfologia de las colonias (Tabla 4). También se hizo tincibon Gram para
asegurar que el cultivo no estuviera contaminado (Figura 11). Se preservaron
en tiras de papel filtro a -10° C para su posterior uso. De las 14 cepas, 5 fueron
Gram negativo y 9 Gram positivo. Las cepas T3-2v, T3-3 y T3-3v cambiaron de

color el medio en el cual fueron cultivados.
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Tabla 4-Morfologia macroscépica y microscépica de las cepas aisladas

Clave Forma Borde Elevacion Color Observacion Morfologi Tincion
es a Gram
h |
Z P Irregular Sndu ad Elevado Crema ND Bacilo Positivo
;hap Bacilo Positivo
T1-1 Zuntlform Sndulad Plano Crema ND Bacilo Positivo
CP-1 Irregular Ic_)obulad gmbonad Crema ND Bacilo Positivo
Oscurece el
T3-3 Irregular Eroso Elevado Crema medioy lo Bacilo Negativo
pone verde
T3- Oscurece el
2viej Irregular Eroso Convexo Crema medioy lo Bacilo Negativo
o hace verde
Ondulad .
T3-4 Irregular o naua Elevado Crema ND Coco Negativo
T3-2 Irregular Sndulad Elevado Crema ND Bacilo Negativo
Chap . o,
1 Circular Entero Convexo Crema ND Coco Positivo
|
T3-1 Irregular Ondulad Elevado Crema ND Bacilo Positivo
o oscuro
Crema
Ondulad . . .
SC-1 Irregular o naua Plano translucid ND Bacilo Positivo
o
T2-2 Circular Sndulad Elevado Crema ND Bacilo Positivo
T2-1 Irregular Sndulad Elevado Crema ND Bacilo Positivo
|
T1-2 Irregular Sndu ad Plano Crema ND Bacilo Positivo
T3- .
3viej Circular Eroso Convexo Crema ND goco/BaaI Negativo
o
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Figura 11.-Cultivos axénicos y tincién Gram. Se obtuvieron cultivos axénicos inoculando por
estriado en AN y se realizd tincion Gram para corroborar la pureza de los cultivos. Las
imagenes muestran las cepas T1-1 (Ay B) y T3-3v (C y D).
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7.2 Determinacion hasta género y especie

7.2.1 Pruebas bioquimicas y API-20E

Para las 10 cepas Gram positivo se hicieron las pruebas de catalasa, amilasa,
tincion de endosporas, fermentacion y oxidacién de azucares (Figura 12). La
determinacion con estas pruebas fue hasta género, siendo todas Bacillus (Tabla
5). Las cepas Chap 1, Chap 2 y SC-1 no arrojaron algun perfil con el cual se

pudieran determinar pruebas bioquimicas.
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Figura 12.- Pruebas bioquimicas para cepas Gram positivo. Se realizaron pruebas de
tincion de endosporas (A), oxidacion y fermentacion de azlcares (B), citratos y amilasa (C). Las
im&genes corresponden a los resultados de la cepa Chap 4.

Tabla 5.-Pruebas bioquimicas realizadas en bacterias Gram +

Cepa Cat!? Cit2 Oxid Fer4 Ami® Endo® Género
Chap 4 + - + - - + Bacillus
CP-1 + - + - - + Bacillus
T3-1 + - - - - + Bacillus
T2-5 + - + - - + Bacillus
T2-2 + - - - - + Bacillus
T2-1 + - - - - + Bacillus

Cat!: catalasa; Cit?: citratos; Oxi%: oxidacion de azlcares; Fer*: fermentacion; Ami°: amilasa;
Endo®: endosporas.
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En el caso de las 5 cepas que fueron Gram negativo se realizaron pruebas API-
20E. Con base en los cambios observados en cada una de las camaras se
obtuvo un perfil numérico, el cual se cotejé con la guia (Figura 13). De lo
anterior se obtuvieron resultados hasta género, siendo todas del género

Pseudomonas (Tabla 6).

Figura 13.-Resultados de puebas API-20E. La imagen muestra los resultados de la prueba
realizada a la cepa T3-3v, la cual resulto ser del género Peudomonas.

Tabla 6.-Resultados de las pruebas API-20E hechas en bacterias Gram -

Cepa Perfil numérico6 Género

T3-2 2202000 Pseudomonas
T3-2v 2202000 Pseudomonas
T3-3 2202000 Pseudomonas
T3-3v 2202000 Pseudomonas
T3-4 2202000 Pseudomonas

7.2.2 Extraccion de DNA gendmico y analisis del gen 16S rRNA.

Se extrajo el DNA gendmico de las cepas y se corroboré la integridad de este
en un gel de agarosa al 1% (Figura 14A). Este se preservo a -20° C para su uso
posterior. Con el DNA extraido de cada una de las cepas se hizo la PCR y se
corrobor¢ la integridad de los productos de esta PCR en un gel de agarosa al

1% (Figura 14B).
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Figura 14.-DNA gendmico y amplificacion del gen 16S rRNA. Se hizo la electroforesis en un
gel de agarosa de la extracciébn de DNA gendmico (A) y la amplificacion del gen 16S rRNA (B).
El carril MP es el marcador de peso molecular.

Se determinaron 6 especies diferentes ,todas con una identidad >97% (Figura
15), pertenecientes a los phyla Firmicutes Y Proteobacteria, que fueron: Bacillus
thurigiensis (Chap 4 y CP-1), Bacillus subtilis (T2-5), Lysinibacillus fusiformis
(T3-1, T2-2 y T2-1), Aneirinibacillus sp. (T1-1), Paenibacillus dendritiformis
(Chap 2, Chap 1y SC-1) y Pseudomonas aeruginosa (T3-3, T3-3v, T3-2, T3-2v

y T3-4).
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0.00

£|: Bacillus thuringiensis (Chap 4)
0.00 0.9 Bacillus thuringiensis (CP-1)

0.02 L %92 Bacillus subtilis (T2-5)
0.00 Lysinibacillus fusiformis (T3-1)
0.01 e 4& Lysinibacillus fusiformis (T2-2)
000 L% | sinibacillus fusiformis (T2-1)
0.07 0.05 Aneurinibacillus sp. (T1-1)
0.00 Paenibacillus dendritiformis (Chap 2)
0.12 o 4& Paenibacillus dendiitiformis (Chap 1)
000 L%  paenibacillus dendritiformis (SC-1)
a
0.07 Escherichia coli
0.0 0.00 Pseudomonas aeruginosa (T3-3)
1 . 0.00 .
0.07 Pseudomonas aeruginosa (T3-2v)
’ 0.00 .
0.00 { Pseudomonas aeruginosa (T3-2)
0.00 0.00 Pseudomonas aeruginosa (T3-3v)
b
Methanofollis ethanolicus
0.24

Figura 15.-Filograma de las cepas. Las relaciones evolutivas se hicieron utilizando el método
UPGMA. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama = 0.83027097. (al
lado de las ramas). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad
maxima compuesta y estan en las unidades de la cantidad de sustituciones de base por sitio. El
andlisis implicé 16 secuencias de nucledtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contenian
lagunas y datos faltantes. Hubo un total de 785 posiciones en el conjunto de datos final. Se
realizaron analisis evolutivos en MEGA v7.0.26. 2 Cepa de E. coli usada como control. °
Secuencia de gen 16S rRNA usada para la construccién del filograma.
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7.3 Determinacion de la capacidad de mineralizacion

7.3.1 Curvas de crecimiento

De las curvas de crecimiento que se hicieron en medio MBS con fenantreno y
glucosa como unica fuente de carbono las cepas que crecieron mejor en
fenantreno fueron Aneurinibacillus sp. (T1-1), Pseudomonas aeruginosa (T3-3v)
y Lysinibacillus fusiformis (T3-1), aunque fue mucho menor que el crecimiento
en glucosa como fuente de carbono (Figura 16). En glucosa, la fase
exponencial comenzo entre el dia 2 y tres, aunque en algunos casos fue hasta
el dia 9 (Figura 16B), mientras que en fenantreno no se observo la fase
exponencial en ninguna de las cepas. Las cepas anteriormente mencionadas se

seleccionaron para las pruebas con los hidrocarburos marcados con 4C.

42



0.04 0.04
0.035 I 0.035
003 0.03
g 0.025 '[ é 0.025
© 0.02 l 5 0.02
3 o015 l 3 o015
3 0oL 5 o001
S 0.005 = T 1 — I S 0.005
0 s 1 1 = 0

-0.005 k 2 3 7 9 -0.005 1 2 3 7 9
-0.01 -0.01

Dia Dia
Glucosa Fenantreno —8—Glucosa =@=Fenantreno
C D
0.04 0.04
0.035 0.035
0.03 0.03
g 0.025 é 0.025
5 0.02 5 0.02
X 0015 3 0015
5 oo 5 o001 i—
S 0.005 b S 0.005 i = _§
4 . 4 —s ——

0 0

-0.005 T 2 3 7 9 -0.005 1 2 3 7 9
0.01 -0.01

Dia Dia
e=@u=GluCOSa ==@m==Fenantrenc e=@e=GluCOSa ==@==Fenantreno

Figura 16.- Crecimiento en fenantreno y glucosa. Las cepas se inocularon en medio MBS
con glucosa y fenantreno a una concentracién de 50 mg/l, y se tomaron muestras a los dias 1,
2, 3, 7 y nueve. Se seleccionaron las cepas Aneurinibacillus sp. (T1-1, A), Pseudomonas
aeruginosa (T3-3v, B) y Lysinibacillus fusiformis (T3-1, C y D), n=3.
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7.3.2 Ensayos de mineralizacion

Para estos ensayos se consideraron las cepas de Aneurinibacillus sp. (T1-1),
Pseudomonas aeruginosa (T3-3v), Lysinibacillus fusiformis (T3-1) vy
Pseudomonas sp. (Pseudo LEC), y los hidrocarburos con los que se hicieron las
pruebas fueron tolueno y fenantreno. De estas se hizo la cuenta de células
viables en placa para saber cuantas células se inocularon al realizar los
ensayos de '“C al ajustar la DO a 0.05, siendo para Aneurinibacillus sp. de
6.6x10* UFC Pseudomonas aeruginosa de 1.13x10® UFC, Lysinibacillus

fusiformis de 1.33x10° UFC y Pseudomonas sp. 7.33x10° UFC.

En los ensayos con tolueno marcado con **C, no hubo diferencia significativa
en la capacidad para mineralizar este compuesto entre las cepas usadas, sin
embargo, la cepa de Aneurinibacillus sp. (T1-1) fue la que tuvo mayor
capacidad de mineralizacion (1.71%), mientras que la menor fue la de la cepa

de Pseudomonas sp. (Pseudo LEC, Figura 17 y 19).
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Figura 17.- Porcentaje de mineralizacion de tolueno. Las cepas con las cuales se realizaron
estos ensayos fueron Aneurinibacillus sp. (T1-1, A), Pseudomonas aeruginosa (T3-3v, B),
Lysinibacillus fusiformis (T3-1, C) y Pseudomonas sp. (Pseudo LEC, D). Los datos se tomaron a
las4 hrs,dial, 2,3,4,5,6y7.n=3.

La capacidad para mineralizar fenantreno marcado con 4C fue mayor que en el
caso del tolueno. En estos ensayos la cepa con mayor capacidad de
mineralizacion fue, al igual que en el caso del tolueno, Aneurinibacillus sp. (T1-
1) con un 5.59 %. La que menor capacidad de mineralizacion tuvo fue la cepa

de Pseudomonas sp. (Pseudo LEC) con un 4.39 % (Figura 18 y 19).

45



[
-

%
ORNWARUON®WO
%
ORNWEUON®WO

4hrs Dial Dia2 Dia3 Dia4d Dia5 Dia6é Dia7 4hrs Dial Dia2 Dia3 Diad Dia5 Dia6 Dia7

Tiempo Tiempo

[
—

%
ORNWRUGON® OO
%
OENWAUONLYO

4hrs Dial Dia2 Dia3 Diad4 Dia5 Dia6 Dia7 4brs Dial Dia2 Dia3 Diad4 Dias Dia€ Dia?

Tiempo Tiempo

Figura 18.-Porcentaje de mineralizacién de fenantreno. Las cepas con las cuales se
realizaron estos ensayos fueron Aneurinibacillus sp. (T1-1, A), Pseudomonas aeruginosa (T3-
3v, B), Lysinibacillus fusiformis (T3-1, C) y Pseudomonas sp. (Pseudo LEC, D). Los datos se
tomaron alas 4 hrs, dia 1, 2, 3,4,5,6y 7. n=3.
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Figura 19.- Comparacién de la mineralizacién por parte de las diferentes cepas de tolueno
y fenantreno en el dia 7. Las cepas con las cuales se realizaron estos ensayos fueron
Aneurinibacillus sp. (T1-1, A), Pseudomonas aeruginosa (T3-3v, B), Lysinibacillus fusiformis
(T3-1, C) y Pseudomonas sp. (Pseudo LEC, D). La linea verde representa los experimentos

realizados con fenantreno, la roja los experimentos realizados con tolueno. n=3.
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7.4.- Disefio de los oligonucledtidos para amplificar los genes tod

Se realizod la busqueda de las secuencias de cada uno de los genes y se
consideraron para ello secuencias de P. putida, P. monteilii, P. nitroreducens,
Ralstonia sp., R. picketti, R. eutropha, Pandoraea pnomenusa, P.
faecigallinarum, Bordetella petrii, Burkholderia sp., Janibacter sp., Comamonas
testosteroni, Achromobacter denitrificans, Cupriavidus basilensis, Acidovorax
sp, Azotobacter vinelandii, A. chroococcum y Variovorax sp.(Figura 20a y anexo
11.3) La mayoria de estas especies pertenecen a las clases Betaproteobacteria
y Gammaproteobacteria, excepto la del género Janibacter (Actinomycetales),
adema se observé una tendencia a que los genes desaparecieran en las
distintas especies, estando presentes todos ellos solo en el género

Pseudomonas (Figura 20b).
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AF180147.1 Pseudomonas putida toluene dioxygenase partial cds

J04996.1 P.putida toluene dioxygenase complete cds

DQ157469.1 Pseudomonas putida strain KL47 cym gene cluster complete sequence A
GQ884177.1 Pseudomonas putida strain DOT-T1E cds

CP003734.1 Pseudomonas putida DOT-T1E complete genome

CP006978.1 Pseudomonas monteilii SB3078 complete genome

CP006979.1 Pseudomonas monteilii SB3101 complete genome

M17804.1 Pseudomonas putida benzene dioxygenase (cis-benzene glycol dehydrogenase cistron gene

AB828709.1 Pseudomonas putida DNA toluene dioxygenase (tod) operon complete sequence strain: T57
AY831463.1 Pseudomonas putida strain GJ31 terminal dioxygenase large alpha-subunit cds
AJ006307.2 Ralstonia sp. JS705 clcR cleA mebF mebAa mebAb mebAc mebAd and mebB genes
EF600714.1 Pandoraea pnomenusa putative transport facilitator complete cds

EF635855.1 Pseudomonas nitroreducens strain J5-1 2-hydroxy-6-ox 0-24-heptadienoate hydrolase cds
— U15298.1 Pseudomonas sp. chlorobenzene dioxygenase terminal oxygenase large subunit cds
AMS02716.1 Bordetella petrii strain DSM 12804 complete genome

U78089.1 Burkholderia sp. PS12 2-hydroxy-6-ox 0-24-heptadienoate hydrolase sequence
I—CP000712.1 Pseudomonas putida F1 complete genome

L cP015372.1 Pandoraea pnomenusa strain MCBO032 plasmid unnamed 1 complete sequence
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Figura 20 .-Filogramas de alineamiento de secuencias y presencia de genes tod. Las
secuencias se obtuvieron de la base de datos del NCBI y corresponden al gen todA. Las
relaciones evolutivas se hicieron utilizando el método UPGMA. Se muestra el arbol 6ptimo con
la suma de la longitud de la rama = 0.83027097. (al lado de las ramas). Las distancias
evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad maxima compuesta y estan en las
unidades de la cantidad de sustituciones de base por sitio. El andlisis implico 16 secuencias de
nucleédtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contenian lagunas y datos faltantes. Hubo
un total de 785 posiciones en el conjunto de datos final. Se realizaron andlisis evolutivos en
MEGA v7.0.26 (A). La imagen inferior muestra un filograma realizado a partir de una matriz de
presencia-ausencia, donde los recuadros sefialan donde estan presentes (verde) o no (rojo) los
genes en las distintas especies de bacterias. Las letras representan a cada uno de los genes (A
para todA, B para todB, C1 para todC1, C2 para todC2, D para todD, E para todE, F para todF,
G para todG, H para todH e | para todl; B).
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Se disefiaron 5 pares de oligonucledtidos de deteccidon para los genes todC1,

todD, todE, todG y todH bajo las condiciones ya mencionadas en la

metodologia. En la tabla 7 se muestran las secuencias que fueron sintetizadas y

el producto predicho de PCR para cada par de oligonucleétidos.

Tabla 7. Oligonucleéotidos para amplificar los genes Tod

Gen Sentido Secuencia (5’ a 3’) Tm (°C) % Unioén Producto
GC de PCR
(Pb)
todC F CACCAGCTACTGGA 60.8 60 880 297
1 CCGAAG
R AGTTCTCCCCGTCG 59.6 61.1 1176
TCCT
todD F CAGCGCGATATTCA 59.9 50 413 230
CTGTGT
R GTCCAATGGAAAGG 59.9 45 642
TCGAAA
todE F TTCATGCTGCAAGC 60 45 665 226
TAATGG
R TGTGTCCCCAGATG 60.1 50 890
CTGATA
todG F ACAGAGAGCATTGG 60.9 55 156 602
TTGCCG
R CATCGAATACATCT 60.6 52.1 757
CCTCCTGCC
todH F GCATGACCTCAAGG 60 55 279 321
CAGTCT
R TGGTGAGCATGCAT 59.9 50 599
TCCTGT
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7.5.-Amplificacién de los genes tod por PCR

Se amplificaron por PCR los genes todC1, todD, todE, todG y todH con los
oligonucleodtidos disefiados previamente. Para ello se usé como templado el
DNA gendmico de las cepas E. coli ATCC ® CRM-11229™, Aneurinibacillus sp.
(T1-1), P. aeruginosa (T3-3v), L. fusiformis (T3-1) y Pseudomonas sp. (Pseudo
LEC).

De todas las cepas usadas, solo la cepa de Pseudomonas sp. (Pseudo LEC) se
pudo observar una banda el gel de agarosa entre los 300 y 100 pares de bases,
mientras que en el resto de las cepas no se observé ninguna banda (Figura 21).
En las restantes se pudieron observar algunas bandas tenues, que
corresponden a los oligonucleotidos de la PCR ya que estan a la par o mas
debajo de la banda de 100 pares de bases del marcador de peso molecular
(Anexo 11.4).
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Figura 21.- Amplificaciéon de los genes tod. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa
de los fragmentos de los genes amplificados por PCR. Las imagenes corresponden a los
ensayos hechos con las cepas Pseudomonas sp. (Pseudo LEC, imagen superior)
Aneurinibacillus sp. (T1-1, imagen del medio) y E. coli ATCC ® CRM-11229™ (E. coli ATCC,
imagen inferior). Los genes que fueron amplificados son todC1 (C1), todD, todE (E), todG (G) y
todH (H).
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7.6.-Dispocicion de los residuos generados
Los residuos se dispusieron de acuerdo con el “Procedimiento para la
disposicion final de residuos peligrosos” (PR-CLB-SRR/002) segun el

reglamento de la FCQ de la UANL de la siguiente manera:

e Colector A: Soluciones salinas de pH 6-8, sales, acidos y bases
organicas.

e Colector B: Sélidos inorgéanicos, sales inorganicas.

e Colector C: Toxicos e inflamables, aminas, solventes organicos no
halogenados.

e Colector D: Toxicos e inflamables, aminas, solventes organicos
halogenados.

e Colector E Orgéanico: Muy toxico, cancerigeno, organico.

e Colector E Inorganico: Muy tdxico, cancerigeno, inorganico.

e Colector F: Reciclo de sales de metales preciosos.

e Colector G: Combinaciones organicas solidas.

e Colector H: Oxidantes.

e Colector de residuos de cianuro.

e Colector de colorantes y lugol.

e Colector de desechos bioldgico-infecciosos.

Mientras que la disposicion del material usado en las pruebas de mineralizacién

se lavd con Decon™ NoCount™ Radioactive Decontaminants, y el agua se

dispuso en las tarjas marcadas para hacerlo, y los desechos biol6gico
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infecciosos en los contenedores amarillos, segun lo marcado en el reglamento

de la Universidad de Lancaster (Lancashire, Inglaterra) .

8.-Discusion

Con base en los resultados obtenidos tanto de las pruebas bioquimicas y las
pruebas moleculares se determinaron 6 especies diferentes de bacterias
pertenecientes a los phyla Proteobacteria y Firmicutes. Para el primer phylum,
los resultados de las pruebas bioquimicas y moleculares los géneros
coincidieron y solo hubo una especie, que fue P. aeruginosa. Para el caso del
segundo phylum las especies determinadas fueron B. thuringensis, B. subtilis,
L. fusiformis, Aneurinibacillus sp. y P. dendritiformis, que las ultimas tres
especies mencionadas no coinciden con los resultados de género con el de las
pruebas bioquimicas, por el hecho de que no estaban reportados los perfiles
bioguimicos o las especies fueron renombradas (Vos, Garrity et al. 2011,
Madigan 2012). Considerando los datos presentados se pudo observar que el
taxon dominante es P. aeruginosa, siendo cuatro cepas de esta especie,
aunque a nivel phylum el taxén dominante fue Firmicutes, lo cual contradice lo
previamente reportado, que menciona que Proteobacteria es el taxon
dominante en sitios contaminados, pero considerando la metodologia utilizada
para aislar las bacterias de las muestras, no se puede afirmar que estas cepas

representen integramente la microbiota del suelo (Saul, Aislabie et al. 2005,
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Kimes, Callaghan et al. 2014, Ledezma-Villanueva, Adame-Rodriguez et al.

2016).

Las bacterias determinadas ya han sido aisladas de otros sitios contaminados
con hidrocarburos y se ha confirmado que tienen la capacidad de degradarlos o
de producir biosurfactantes (Li, Li et al. 2008, Ortega-Gonzalez, Zaragoza et al.
2013, Bezza and Chirwa 2015). P. aeruginosa junto con otras especies de este
género se han aislado de suelo y ambientes marinos contaminados con
petréleo, diésel y otros hidrocarburos (Zylstra and Gibson 1989, Prabhu and
Phale 2003, Ortega-Gonzéalez, Zaragoza et al. 2013), ademas de que puede
degradar hidrocarburos como xileno, benceno, tolueno, fenantreno en rangos
entre el 30 y 100% a concentraciones que van de 20 a 100 mg/l de los
diferentes hidrocarburos (Zylstra and Gibson 1989, Prabhu and Phale 2003,
Ortega-Gonzalez, Zaragoza et al. 2013). Para el caso de las especies B.
thuringensis, B. subtilis, Aneurinibacillus sp, P. dendritiformis. y L. fusiformis
también se han aislado de suelo con hidrocarburos. Para el caso P.
dendritiformis no ha sido reportada con la capacidad de degradar hidrocarburos,
sin embargo, si para la produccién de biosucfactantes, que pueden ser un paso
inicial para que otros organismos del entorno puedan tomarlos y degradarlos

(Thamer, Al-Kubaisi et al. 2013, Bezza and Chirwa 2015).

Después de conocer las distintas especies a las que pertenecieron las cepas se
realizaron ensayos para ver su crecimiento y cuanto del hidrocarburo pueden
mineralizar. La capacidad para medir y cuantificar la capacidad de degradar

hidrocarburos por parte de las diferentes especies de bacterias en la actualidad
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son diversas (An, Brown et al. 2013). Las técnicas con *C has sido usadas ya
desde hace tiempo con éxito para observar y medir la capacidad de algunos
microrganismos de mineralizar distintos compuestos organicos como glucosa e
hidrocarburos y la biodisponibilidad de estos compuestos, razén por la cual esa
técnica fue considerada en este trabajo (Stewart and Hawcroft 1977, Bauer and
Capone 1985, Oyelami and Semple 2015, Vazquez-Cuevas and Semple 2016).
El crecimiento de las cepas reactivadas y la degradacion/mineralizacion fueron
bajos comparado (1.7% de mineralizaciébn pata tolueno y un 5.59% para
fenantreno) con los observados en otros trabajos donde se degrado hasta el
90% del tolueno, benceno, xileno o la mezcla de los tres (Lee, Jung et al. 1995,
Mazzeo, Levy et al. 2010, Ortega-Gonzalez, Zaragoza et al. 2013), esto pudo
haber ocurrido por que las condiciones en las cuales fueron realizados los
experimentos no fueran las idoneas o por el cambio del micro ambiente: Por
ejemplo, la temperatura fue menor (20° C) comparada con otros ensayos de
degradacion de hidrocarburos (28-30°C) (Ortega-Gonzalez, Zaragoza et al.
2013, Thamer, Al-Kubaisi et al. 2013), ademas de que la matriz en la cual se
realizaron los ensayos no fue similar a la del entorno del cual fueron aisladas, lo
qgue pudo haber influido en la disponibilidad, y por ende, en la capacidad de
mineralizacion de los microrganismos con los cuales se realizaron estos
ensayos (Flemming and Wingender 2010, Riding, Doick et al. 2013, Tortella,
Salgado et al. 2014). Pero comparando los resultados obtenidos con un trabajo
realizado con un consorcio obtenido de una regién de la Antéartico, bajo las
mismas condiciones del medio y la temperatura, solo que se expusieron a

fenantreno en distintos periodos de tiempo y una concentracion de 10 mg/kg, en
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el dia 7 el consorcio con mayor capacidad de mineralizacidén presento un 5.2%,
mientras que la capacidad de mineralizacién de la cepa Aneirinibacillus sp. (T1-
1) de este trabajo fue de 5.59%, por lo que pudiese considerarse que esta cepa
tiene un futuro potencial para seguir siendo estudiada y analizar su capacidad

de mineralizar otros hidrocarburos (Okere, Cabrerizo et al. 2012).

Al realizar la busqueda de las secuencias de los genes en las distintas bases de
datos fue notorio que estaban principalmente en los géneros Pseudomonas,
Bordetella y Burkholderia, por lo que se puede considerar a estos genes como
un caracter sinapomorfico de las clases Betaproteobacteria @y
Gammaproteobacteria (Schomburg, Chang et al. 2004, An, Brown et al. 2013,
Acland, Agarwala et al. 2014). Sin embargo, ademas que las ARHD, familia a la
gue pertenecen la tolueno dioxigenasa y la catecol doixigenasa, también estan
presentes en géneros como Bacillus y Mycobacterium y se han encontrado los
genes todC1 y todF en géneros como Janibacter y Cellullomonas, por lo que
estos genes pudieron haberse transferido de forma horizontal (Ortega-
Gonzalez, Zaragoza et al. 2013, Abbasian, Lockington et al. 2016, Kumar,

Stecher et al. 2016).

Al hacer la amplificacion por PCR de los genes todC1, E, F, G y H la banda que
se observo fue en la cepa de Pseudomonas sp. (Pseudo LEC), gen altamente
asociado a este género de bacteria, mientras que en las otras cuatro cepas con
las que se hicieron los ensayos de mineralizacién no presentaron alguno de los
genes, incluyendo a la cepa de P. aeruginosa (T3-3v) que también pertenece al

género mencionado, mientras que en las cepas de Aneurinibacillus sp. (T1-1) y
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L. fusiformis (T3-1) no se han reportado estos genes lo cual corresponde a los
resultados de la PCR (Zylstra and Gibson 1989, Gibson and Parales 2000,

Morimoto, Kuwano et al. 2013, Abbasian, Lockington et al. 2016).

Con respecto a la capacidad de mineralizar o degradar hidrocarburos, los genes
tod, fueron descritos transformando una cepa de E. coli con un plasmido que
portaba estos genes, los cuales le dieron la capacidad de degradarlos (Zylstra
and Gibson 1989). En el caso de cepas de este estudio, se observé que
Aneurinibacillus sp. (T1-1) fue la que presentd mayor capacidad de mineralizar
fenantreno y tolueno (aunque no hubo diferencia significativa en el segundo con
respecto a las otras cepas) y no presentd ninguno de los genes, mientras que
Pseudomonas sp. (T3-3v), que fue la que presento la banda que posiblemente
corresponda a todC1 fue la que menor capacidad de mineralizacién tuvo en
ambos hidrocarburos y con ello, no considerar estos genes como la via
metabdlica idénea para la degradacion de hidrocarburos y por consiguiente
considerar como mejor opcion para estudios futuros la capacidad de
mineralizacion bajo condiciones éptimas, la caracterizacion genética y de los
perfiles de transcripcién de Aneurinibacillus sp. (T1-1)(Zylstra and Gibson 1989,

Wackett 1990, Kube, Chernikova et al. 2013, Morimoto, Kuwano et al. 2013).
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9.-Conclusiones

Se reactivaron 13 cepas que fueron aisladas anteriormente de una
chapopotera del estado de Veracruz, Mex., ademas de una cepa de
ATCC E. coli ATCC ® CRM-11229™ y una de Pseudomonas sp. del
cepario del Lancaster Eviromental Center.

Se determinaron las 13 cepas hasta género y especie, siendo Bacillus
thurigiensis (Chap 4 y CP-1), Bacillus subtilis (T2-5), Lysinibacillus
fusiformis (T3-1, T2-2 y T2-1), Aneirinibacillus sp. (T1-1), Paenibacillus
dendritiformis (Chap 2, Chap 1y SC-1) y Pseudomonas aeruginosa (T3-
3, T3-3v, T3-2, T3-2v y T3-4).

Las cepas Aneirinibacillus sp. (T1-1), P. aeruginosa (T3-3v), L. fusiformis
(T3-1) fueron las que tuvieron mayor crecimiento en medio MBS con 50
mg/l de fenantreno.

Las cuatro cepas pudieron mineralizar tolueno y fenantreno.
Aneirinibacillus sp. (T1-1) tuvo una mayor capacidad de mineralizar con
un 5.59% de fenantreno y un 1.71% de tolueno. Y Pseudomonas sp.
(Pseudo LEC) fue la cepa que menos mineralizd, con un 4.39% de
fenantreno y 0.7% de tolueno. Las cepas P. aeruginosa (T3-3v) y L.
fusiformis (T3-1) tuvieron una capacidad ligeramente mayor para
mineralizar ambos hidrocarburos, pero no hubo diferencia significativa

con respecto a Pseudomonas sp. (Pseudo LEC).
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Se disefiaron 5 pares de oligonucleé6tidos para amplificar los genes
TodC1, TodD, TodE, TodG y TodH.

La presencia de estos genes es un caracter sinapomorfico de las clases
Gammaroteobacteria y Betaproteobacteria, y su presencia en otros taxa
puede ser causa de transferencia horizontal de genes.

La amplificacion por PCR solo mostré una banda en el caso de
Pseudomonas sp. (Pseudo LEC) en el gen todC1l, mientras que en el
resto de las cepas con las que se hicieron los ensayos de mineralizacion
no se observé en ninguno de los casos. Por lo cual, la capacidad de
mineralizacion de estas cepas no esta relacionada con la presencia de
estos genes y pueden hacerlo por otras vias metabdlicas presentes en

estas bacterias.
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11.-Anexos

11.1.-Resultados de la secuenciacion de los fragmentos amplificado
por PCR

>1Escherichia coli strain Ecol_316

CAGCTTGCTGTTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGG
GATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCC
TCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGAT
CCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCC
TTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTACTCATTGACGTTAC
CCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACC
TGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACT
TGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGANATTGACGGGGNGCCCGCACAAGCGGTGNGAGCATG

>2Bacillus thuringiensis gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: C17

ACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTG
AACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCT
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AGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG
TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGA
AGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCA
TTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGA

>3Paenibacillus dendritiformis strain IARI-IIWP-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GTCGAGCGGACTTGATGAGGAGCTTGCTCCTCTGAGAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACGTAGG
TAACCTGCCCTTAAGACCGGGATAACTCACGGAAACGTGGGCTAATACCGGATAGGCGATTTCCTCGCA
TGAGGGAATCGGGAAAGGCGGAGCAATCTGCCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCTAGTTGG
TGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTAT
GGAGAGTAACTGTTCCATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATG
TAAGTCTGGTGTTTAAACCCGGGGCTCAACTCCGGGTCGCATCGGAAACTGTGTGACTTGAGTGCAGAA
GAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAAC
ACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGC
ACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCT
GACCGTCCTAGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGNTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAACTTTAGTTGCCAGCATTAAGT
TGGGCACTCTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGG

>4Aneurinibacillus sp. YR247 gene for 16S ribosomal RNA

AAGTCGAGCGGACCAATGAAGAGCTTGCTCTTCGGCGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAG
GCAACCTGCCTGTACGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACTTCTTTCAGACCG
CATGGTCTGAAAGGGAAAGACCTTTGGTCACGTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGG
GGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACCGCCGGGA

65



TGACCTCCCGGTCTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGTCAGGT
GTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCACTTGAAACTGGGAAGCTTGAGTGCAGGAGAGGAGA
GCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCCGTGGCGAAGGCGGCTC
TCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGTTGAGTGCTAGGTGTTGGGGACTCCAATCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCGCTGACCCTCC
TAGAGATAGGAGCTCTCTTCGGAGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC

>5Bacillus thuringiensis strain VKK-1.9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

TGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACC
GCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG
ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAG
TGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTC
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCA
GAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGAAA

>6Pseudomonas aeruginosa strain IR-TUMS/BPG11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

CATGGCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAG
AAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTA
AAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAA
TACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATG
TGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGNG
TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACC
TGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
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CGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTC
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCA
GAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACC

>7Pseudomonas aeruginosa strain R873 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

CTACACATGCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC
CTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGG
GAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGG
GTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGT
TAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGG
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGT
GGNTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
CACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATA
AGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTT
CCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAG

>8Pseudomonas aeruginosa strain IR-TUMS/BPG11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

ACACATGCAGTCGAGCGGATGGAAGGNGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATG
CCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAG
GGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGG
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
GCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAA
GTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTT
GGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGG
GTGGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
ACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGA
TAAGTCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAA
CTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATG
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>9Paenibacillus dendritiformis strain IARI-IIWP-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

AGTCGAGCGGACTTGATAGAGGAGCTTGCTCCTCTGAGAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACGTA
GGTAACCTGCCCTTAAGACCGGGATAACTCACGGAAACGTGGGCTAATACCGGATAGGCGATTTCCTCG
CATGAGGGAATCGGGAAAGGCGGAGCAATCTGCCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTG
ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCT
ATGGAGAGTAACTGTTCCATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCAT
GTAAGTCTGGTGTTTAAACCCGGGGCTCAACTCCGGGTCGCATCGGAAACTGTGTGACTTGAGTGCAGA
AGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAA
CACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTC
TGACCGTCCTAGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC

>10Lysinibacillus fusiformis strain RB-21, complete genome

AGGAGCTTGCTCCTTCGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTATAGTTTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTGTTTCACCTCATGGTGAAACACTGAAAGAC
GGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTAC
CTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCAA
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCTGGTCTGTAAC
TGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATG
GTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG

>11Paenibacillus dendritiformis strain IARI-IIWP-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

CAGAGGAGCTTGCTCCTCTGAGAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACGTAGGTAACCTGCCCTTAA
GACCGGGATAACTCACGGAAACGTGGGCTAATACCGGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGAATCGGG
AAAGGCGGAGCAATCTGCCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCT
CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC
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GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTATGGAGAGTAACTGT
TCCATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTT
AAACCCGGGGCTCAACTCCGGGTCGCATCGGAAACTGTGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGG
CTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTC
CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGTCCTAGAG
ATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGANG
T

>12Bacillus subtilis strain KL1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GCTTGCTTTTTAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCTTTTCTACTCATGTAGAAAAGCTGAAAGACGGTTT
ACGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGA
CGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGAC
GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC
AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTCCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTTC
CCCTTCGGGGGACAGGATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGAAA

>13Lysinibacillus fusiformis strain G15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

AAGGAGCTTGCTCCTTCGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTATAGTTT
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTGTTTCACCTCATGGTGAAACACTGAAAGA
CGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA
AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGT
ACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCC
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AAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCTGGTCTGTA
ACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGNGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGNGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATAT
GGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAAGAA

>14Lysinibacillus fusiformis strain T7.20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

CGAGAGCAAGGAGCTTGCTCCTTCGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCT
TATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTGTTTCACCTCATGGTGAAACA
CTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAAC
TGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGT
GGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCT
GGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
CTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGT
AGAGATATGGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAA

>15Pseudomonas aeruginosa strain IR-TUMS/BPG11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGAT
AACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCA
CGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCG
TAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC
GGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAA
CAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGG
GAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGC
CGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCG
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CAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGA
ACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

>Methanofollis ethanolicus gene for 16S rRNA, partial sequence

GTCACTGCTATCGGGGTTCGATTAAGCCATGCGAGTCGAGAGGGTTCGGCCCTCGGCGCATTGCTCAGT
AACACGTGGACAACCTGCCCTGAGGAGGGGGATAACTCCGGAAAACTGGAGATAATACCCCATAGCCT
ATGAATGCTGGAATGCTTTGTAGGTAAAAGGTCCGCCGCCTCAGGATGGGTCTGCGGCCGATTAGGTT
GTTGTTGGGGTAACGGCCCAACAAGCCTGTAATCGGTACGGGTTGTGGGAGCAAGAGCCCGGAGATG
GATTCTGAGACACGAATCCAGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAAACTTTACAATGCAGGAAACT
GTGATAAGGGAACCCCGAGTGCCTGTATGGACAGGCTGTTCAGGTGCGCAAAAAACACTTGGAGAAAG
GGCCGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCGGCTCGAGTGGTGGCCACTATTACTGG
GCTTAAAGCGTCCGTAGCTGGGTAGTTAAGTCTCTGGGGAAATCTTCCGGCTCAACCGGAAGGCGTCTC
AGGGATACTGGTTACCTTGGGATCGGGAGAGGTGAGAGGTACTCTGGGGGTAGGAGTGAAATCCTGT
TATCCTCAGGGGACCACCTGTGGCGAAGGCGTCTCACCAGAACGACTCCGACAGTGAGGGACGAAAGC
TGGGGGAGCAAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCCAGCCGTAAACTATGCGCGTTAGGTGTATCAG
TGGCCACGAGCTACTGAGGTGCCGAAGGGAAACCGTGAAACGCGCCGCCTGGGAAGTACGGTCGCAA
GGCTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACGGGTGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCA
ACGCCGGACAGCTCACCGGGTAGGACAGCGATATGATAGCCGGGCTGAAGACCTTGCTTGATCAGCTG
AGAGGAGGTGCATGGCCGTCGTCAGTTCGTACTGTGAAGCATCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGA
CCCACGCCAACAGTTGCCAGCATGTTCTCTGGAATGATGGGGACACTGTTGGGACCGCCTCTGCTAAAG
AGGAGGAAGGAATGGGCAACGGTAGGTCAGCATGCCCCGAATTACCCGGGCTACACGCGGGCTACAA
TGGACAGGACAATGGGTATCGACACCGAAAGGTGAAGGCAATCTCCTAAACCTGCCCTTAGTTCGGATT
GTGGGCTGTAACTCGCCCACATGAAGCTGGAATCCGTAGTAATCGCGTTTCAAAATAGCGCGGTGAATC
TGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAACCACCCGAGTGGGGTTTGGATGAGGCTGCGGTTGTT
GCCGTAGTCGAATCTAGGTTCCGCAAGGGGGGTT
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11.2.-Curvas de crecimiento de las cepas en fenantreno y glucosa
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11.3.-Filogramas de los genes tod

todB

J04996.1 P _putida toluene dioxygenase (iron-sulfur protein ferredoxin reductase) cis-toluene dihy drodiol dehydrogenase and 3-methylcatechol 23-dioxygenase genes complete cds
M17904.1 Pseudomonas putida benzene dioxygenase (cis-benzene glycol dehydrogenase cistron gene

AF180147.1 Pseudomonas putida toluene dioxygenase iron-sulfur protein TobC2 (tobC2) gene partial cds toluene dioxygenase iron-sulfur protein TobB (tobB) toluene dioxygenase reduc
AY831463.1 Pseudomonas putida strain GJ31 teminal dioxygenase large alpha-subunit (cbzAa) terminal dioxy genase small beta-subunit (cbzAb) ferredoxin (cbzAc) reductase (cbzAd)

DQ157469.1 Pseudomonas putida strain KL47 cym gene cluster complete sequence cmt gene cluster complete sequence enoyl CoA hydratase (ech) gene complete cds tod gene clus

GQ884177.1 Pseudomonas putida strain DOT-T1E hypothetical protein gene partial cds hypothetical proteins cobyrinic acid ac diamide synthase phage transcriptional regulator and hyy
CP003734.1 Pseudomonas putida DOT-T1E complete genome
AB828709.1 Pseudomonas putida DNA toluene dioxy genase (tod) operon complete sequence strain: T57

CP006978.1 Pseudomonas monteilii SB3078 complete genome

CP006979.1 Pseudomonas monteilii SB3101 complete genome

CP000712.1 Pseudomonas putida F1 complete genome

1
0.2507001 5010DEDO0

todC1

DAQ157469 1 Pseudomonas putida strain KL47 tod gene cluster complete sequence and sep gene cluster parial sequence
J04896 1 P pirida toluene dioxygenase (iron-sulfur protein feredoxin reductase) cis-toluene and 3 2 cds
GQES4177.1 Pseudomonas putida strain DOT-TIE hypothetical protein gene partial cds

(CP003734 1 Pseudomonas putida DOT-TTIE complete genome:

CPO0SE78 1 Pseudomonas monteili SB30TE complete genome

CP0EST9. 1 Pseudomonas monteili SB3101 complele genome

M 17804 1 Pseudomonas pulida benzene dioxygenase (cis-benzene glycel dehydiogenase cistion gene

AY831463 1 Pseudomonas putida strain GJ31 teminal dioxygenase large alpha-subunt (cbzAs) cds

ABA28709.1 Pseudomonas putida DNA tokuene diaxygenase (tod) operon complete sequence strain: T57

/AJDDB307 2 Ralstonia sp. JST05 clcR cleA mcbF mebAa mebAb mebAc mebAd and mecbB genes

EFB00714.1 Pandoraea pnomenusa putative transport cilitator (chsx) cds

U15208.1 terminal oxygenase large subunil (lcbia) femminal axygenase small subunit (tcbAb) ferredoxin (cbAc) and NADHJerredoxin reductase (ltbAd) genes ands
AMB02716.1 Bordetella petrii strain DSM 12804 complete gename

EL825676. 1 Bardetela sp. inal di alpha-suby complete cds

u78099.1 = dihydmdil (tec) genes compl plete sequence

EFB35855 1 strain J5.1 2-hydroxy 4 hydrolase {tcbG) terminal aipha-subunit {icl beta-subunit ftchAb) ferredoxin {tchs

AF148496. 1 Pseudomonas putida transpason TnS542 complate sequence
] AB733543.1 Janibacter sp. TYM3221 orf2 bphD bphAa bpAb bphAc bphAd bhB bphC bphS bphT oif3 genes for pulabive enoyl-CoA-nydratase 2-hydmry-6-oxo-6-phenylhexa-24-diencate hydmiase biphenyl 23-doxs
ABB09317.1 Janibacter sp. TYM3221 bphAa bphAb bphAc genes for biphenyl 23 Goxygenase large subun smiall subunit and feredoxin component complete cds

CP000712 1 Pseudomonas putida F1 complete genome
ECPO‘S'!?Z 1 Pandoraea promenus strain 1 CBO32 plasmid unnamed 1 complete sequence




todC2

M17804.1 putida benz ygenase (cis-benzene glycol cistron gene
AF180147 1 Pseudomanas putida toluene dioxy genase iron-sulfur protein TobC2 (1ebC2) gene partial cds tohuene dicxygenase iren-sullur protein TebB (1obB) teluene dioxy genase reductase TobA (lobA) cis-s

104996.1 P.putida toluene dioxygenase (iron-sulfur protein femedoxin reductase) cis-toluene dinydrodol dehy drogenase and 3-methy catechol 23-dioxygenase genes complete cds

AYB31463 1 Pseudomenas putida strain GJ31 teminal dioxygenase large alpha-subunit (cbzAa) terminal diaxygenase small beta-subunit (cbzAb) ferredorin (cbzAc) freductase (cbzAd) and cis-chiorobenzene ds
DQ157459 1 Pseudomonas putida strain KL47 cym gene cluster complete sequence cmt gene duster complete sequence enoyl CoA hydratase (ech) gene complete cds tod gene cluster complete sequence and sep
[l GQBa4177 1 Pseudomanas putida strain DOT-T1E hypothetical protein gene partial cds hypothetical proteins cobyrinic acid ac diamide synthase phage transcriptional regulator and hy pothelical protein ges

CP003734.1 Pseudomenas putida DOT-TIE complete genome

| | CPD0BIT8 1 Pseudomaonas montedin SB3078 complete genome

CPO0EATY 1 Pseudomanas montedii SB3101 complete genome

ABB28709 1 Pseudomaonas putida DNA toluene (tod) operon compl quence strain: T57
L AJO0G307 2 Ralstonia sp. JSTO05 clcR clcA mcbF mebAa mcbAb mebAc mebAd and mebB genes

CP0O0712 1 Pseudomanas putida F1 complete genome

At
0 AL WO

todD

J04996.1 P.putida toluene dioxygenase complete cds

M17904.1 Pseudomonas putida benzene dioxygenase cis-benzene glycol dehydrogenase cistron gene
AF180147.1 Pseudomonas putida (tobU) gene partial cds

DQ157469.1 Pseudomonas putida strain KL47 cym gene cluster sequence

GQ884177.1 Pseudomonas putida strain DOT-T1E complete cds

CP003734.1 Pseudomonas putida DOT-T1E complete genome

CP006978.1 Pseudomonas monteilii SB3078 complete genome

CP006979 1 Pseudomaonas monteilii SB3101 complete genome

AY831463.1 Pseudomonas putida strain GJ31 complete cds

EF600714.1 Pandoraea pnomenusa putative cds
AM902716.1 Bordetella petrii strain DSM 12804 complete genome
U15298.1 Pseudomonas sp. chlorobenzene glycol dehydrogenase (tcbB) gene complete cds

AB828709 1 Pseudomonas putida DNA toluene dioxygenase (fod) operon complete sequence strain: TH7
,—CPDOOHZ 1 Pseudomonas putida F1 complete genome

L CP015372.1 Pandoraea pnomenusa strain MCB032 plasmid unnamed 1 complete sequence

todE

AF180147.1 Pseudomonas putida toluene dioxygenase partial cds

J04996.1 P.putida toluene dioxygenase (iron-sulfur protein ferredoxin reductase) complete cds
DQ157469.1 Pseudomonas putida strain KL47 cym gene cluster complete sequence
GQ884177.1 Pseudomoenas putida strain DOT-T1E hypothetical protein gene complete cds

CP003734.1 Pseudomonas putida DOT-T1E complete genome

AB828709.1 Pseudomonas putida DNA toluene dioxygenase (tod) operon complete sequence strain: T57
CP006978.1 Pseudomonas monteilii SB3078 complete genome

CP006979.1 Pseudomonas monteilii SB3101 complete genome

AY831463.1 Pseudomonas putida strain GJ31 complete cds

CP000712.1 Pseudomonas putida F1 complete genome
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todF

M64080.1 Pseudomonas putida 2-hydrox y-6-ox ohepta-24-dienoate hydrolase gene complete cds

J04996.1 P putida toluene diox ygenase (iron-sulfur protein ferredoxin reductasejcds

AB042508.1 Pseudomonas putida cmtAa cmtAb cmtAc emtC emiB ecmtAd emtD emtl cmtE cmtF emtH cmtG TodR
DQ157469.1 Pseudomonas putida strain KL47 cym gene cluster

GQ#884177.1 Pseudomonas putida strain DOT-T1E hypothetical protein gene partial cds

CP003734 1 Pseudomonas putida DOT-T1E complete genome

CP006978.1 Pseudomonas monteili SB3078 complete genome

CP006979.1 Pseudomonas monteilii SB3101 complete genome

M17904.1 Pseudomonas putida benzene diox ygenase (cis-benzene glycol dehydrogenase cistron gene

AJ006307.2 Ralstonia sp. JS705 clcR clcA mcbF mcbAa mebAb mebAc mebAd and mcbB genes

GUA889253.1 Bordetella sp. IIMR-02 2-hydroxy-6-ox0-24-heptadienoate hydrolase (tcbG) gene complete cds
AM902716.1 Bordetella petrni strain DSM 12804 complete genome

EF635855.1 Pseudomonas nitroreducens strain J5-1 2-hydroxy-6-0x0-24-heptadienoate hydrolase (tcbG) cds
U78099.1 Burkholderia sp. PS12 2-hydrox y-6-ox0-24-heptadienoate hydmolase

CP000712.1 Pseudomonas putida F1 complete genome
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todG

J04996.1 P.putida toluene dioxygenase cds

ABB828709.1 Pseudomonas putida DNA toluene dioxygenase (tod) operon complete sequence strain: T57
U09250.1 Pseudomonas putida 2-hydroxypenta-24-dienoate hydratase (todG) cds

AF180147.1 Pseudomonas putida toluene dioxygenase iron-sulfur protein TobC2 (tobC2) gene

DQ 157469 .1 Pseudomonas putida strain KL47 cym gene cluster complete sequence

GQ884177.1 Pseudomonas putida strain DOT-T1E hypothetical protein complete cds

CP003734.1 Pseudomonas putida DOT-T1E complete genome

CP006978.1 Pseudomonas monteilii SB3078 complete genome

CP006979.1 Pseudomonas monteilii SB3101 complete genome

CP000712.1 Pseudomonas putida F1 complete genome
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todH

ABT06355.1 Comamonas testosteroni genomic DNA bipheny| catabolic Bph operon strain: YU14-111

ABS46270.1 Acidoworax sp. KKS102 DNA integrative and conjugative element ICE KKS region
CP003872.1 Acidovorax sp. KKS102 complete genome
LN879547.1 Comam onas testosteroni P19 genome assembly Comamonas testosteroni P19 chromosome : |
D16407.1 Pseudomonas sp. bphE bphGbphF and ORF4 genes
AB024335.1 Comamonas testosteroni genes strain: TA441 complete cds
CP010537.1 Cupriavidus basilensis strain 4G11 chromosome secondary complete sequence
AJ538756.1 Ralstonia oxalatica transposon Tn4371
(i
L

AB471892.1 Achromobacter denitriicans DN A integrative and conjugative element ICE Ad1 com plete sequence
U09250.1 Pseudomonas putida {todH ) genes complete cds

CP006979.1 Pseudomonas monteilii SB3101 complete genome

CP006978.1 Pseudomonas monteilii SB3078 complete genome

CP003734.1 Pseudomonas putida DOT-T1E complete genome

GQ884177.1 Pseudomonas putida strain DOT-T1E cds

DQ157469.1 Pseudomonas putida strain KL4T

AF180147.1 Pseudomonas putida toluene dioxygenase {obH)

CP005095.1 Azotobacter vinelandii CAS complete genome2)

CP005094.1 Azotobacter inelandii CA com plete genome(2)

CP015032.1 Burkholderia cenocepacia strain 842 plasmid pBcn242-1 com plete sequence
CP000271.1 Burkholderia xenowrans LB400 chromosome 2 com plete sequence
CP0O17754.1 Cupriavidus sp. USMAA1020 chomosome 1 com plete sequence
CP011807.3 Pandoraea &ecigallinarum strain DSM 23572 complete genome

AM 250480. 1 Ralstonia eutropha H16 chromosome 2

CPO17748.1 Cupriavidus sp. USMAA24 chromosome 1 complete sequence

CP006668.1 Ralstonia pickettii DTP 0602 chromosome 2 complete sequence

CP0O00712.1 Pseudomonas putida F1 complete genome

CP006704.1 Comamonas testosteroni TK102 complete genome

LK391695.1 Pss s pseudoalcalig genome assembly Ppseudo Pac chromosome : |
HG916826.1 Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT 5344 complete genome

CP010415.1 Azotobacter chmococcum NCIMB 2003 complete genome
CP005085. 1 Azotobacter vinelandii CAS complete genome
CP005094. 1 Azotobacter vinelandii CA complete genome

' ' ! ! ! ' |
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tod|

DQ157469.1 Pseudomonas putida strain KL47 cym gene cluster

AF180147 1 Pseudomonas putida (tobl) cds

CP006978.1 Pseudomonas monteilii SB3078 complete genome

CP006979.1 Pseudomonas monteilii SB3101 complete genome

CP003734.1 Pseudomonas putida DOT-T1E complete genome

GQ884177.1 Pseudomonas putida strain DOT-T1E complete cds

U09250.1 Pseudomonas putida (todl) complete cds

AB471892.1 Achromobacter denitrificans DNA integrative and conjugative element ICEAd1 complete sequence
AJ536756.1 Ralstonia oxalatica transposon Tn4371

D16407.1 Pseudomonas sp. bphEbphGbphF and ORF4 genes

LN879547 1 Comamonas testosteroni P19 genome assembly Comamonas testosteroni P19 chromosome - |
CP003872.1 Acidovorax sp. KKS102 complete genome

AB708355.1 Comamonas testosteroni genomic DNA biphenyl catabolic Bph operon strain: YU 14-111

AB546270.1 Acidovorax sp. KKS102 DNA integrative and conjugative element ICE-KKS region

l: LT607803.1 Varovorax sp. HW608 genome assembly chromosome: |
CP010537.1 Cupriavidus basilensis strain 4G11 chromosome secondary complete sequence

AP015029.1 Pseudomonas putida DNA complete genome strain: KF715

— LN879547.1 Comamonas testosteroni P19 genome assembly Comameonas testosteroni P19 chromosome : 1(2)
AB024335.1 Comamonas testosteroni genes strain: TA441 complete cds

CP000712.1 Pseudomonas putida F1 complete genome

CP006704.1 Comamonas testosteroni TK102 complete genome
LN879547.1 Comamonas testosteroni P19 genome assembly Comameonas testosteroni P19 chromosome : 1(3)

CP006704.1 Comamonas testosteroni TK102 complete genome(2)
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11.4.-Geles de la amplificacion de los genes tod
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