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Resumen

El plástico es un material muy utilizado en nuestra sociedad que se ha vuelto uno de los princi-
pales contaminantes del agua. En los últimos cinco años se han identificado insectos con microbiota
intestinal capaz de degradar plásticos, dentro de los géneros bacterianos presentes se encuentra Kleb-
siella. En Guatemala se cuenta con plantas de producción de moscas estériles para control de plagas.
Recientemente aislamos y secuenciamos los genomas de tres cepas de Klebsiella presuntamente sim-
biontes de estas moscas. Con el fin desarrollar biología sintética planteamos la hipótesis de la posible
reconstrucción de rutas metabólicas de Klebsiella spp. aisladas de moscas de la fruta con potencial
para la degradación de plásticos. Realizamos alineamientos con BLASTn de genes previamente repor-
tados en otros microorganismos degradadores de plástico e identificamos los sustratos y productos
de los genes de enzimas identificados con anterioridad. Identificamos secuencias parciales de más de
15 genes en cada cepa con el potencial de degradación de cinco polímeros, un monómero y un aditivo
del proceso de fabricación, incluyendo el operón de degradación de tereftalato. Reconstruimos las
rutas de degradación de nylon y de alcohol polivinílico y diseñamos cebadores degenerados para
identificación de nylA, nylB, nylC, nylD, chnE, pvaA y oph. Una vez se conozca más información de
la secuencia de los genes en las cepas de interés se podrían clonar los genes completos para aplica-
ciones de biología sintética como optimización de rutas metabólicas para el desarrollo de sistemas
de biodegradación controlada de plásticos.
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Abstract

Plastic is a material of worldwide use that has become one of the foremost water pollutants.
In the last five years, several insects with gut microbiota with the ability to degrade plastic have
been reported, Klebsiella is one of the reported genera. In Guatemala there are fruit fly mass-rearing
facilities for pest control. Recently, we isolated and sequenced the genomes of three Klebsiella strains
presumably symbionts of the fruit flies. To develop synthetic biology, we stated the hypothesis of the
possible reconstruction of plastic degradation metabolic pathways of the Klebsiella strains isolated
from fruit flies. We performed BLASTn alignments of genes previously reported in other plastic
degrading microorganisms and we identified the substrates and products of the enzymes encoded
by the genes identified in the Klebsiella spp. genomes with the alignments. We identified partial
sequences for more than 15 genes in each strain corresponding to the degradation of five polymers,
one monomer and one additive used in the plastic production process. Among which, we found
the terephthalate degradation operon. We reconstructed the degradation pathways of nylon and
polyvinyl alcohol and we designed degenerate primers to identify nylA, nylB, nylC, nylD, chnE,
pvaA, and oph. Once we identify more of the sequence of each gene, the cloning of the complete
genes could be possible and could be used in synthetic biology applications such as metabolic pathway
optimization to develop controlled plastic bio-degradation systems.
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CAPÍTULO 1

Introducción

La producción de plástico inició en 1907 cuando se inventó el primer polímero sintético, la ba-
quelita. En los 1920s se empezó a producir cloruro de polivinilo para productos comerciales debido
a que se incrementó su plasticidad al mezclarlo con aditivos, así aumentando sus posibles usos. Para
1950 la producción anual de estos y otros tipos de plástico ya había alcanzado 2 millones de to-
neladas métricas. Se estima que la producción mundial de plásticos en el 2017 fue de 438 millones
de toneladas métricas y que la mayor parte se produjo en China y otros países de Asia. Si las ten-
dencias actuales continúan es posible que la producción anual para el 2050 sea de 1.1 mil millones
de toneladas métricas. Esto haría que el total de producción acumulado alcance 34 mil millones de
toneladas métricas de plásticos (Geyer, 2020).

Si bien la versatilidad y el bajo costo de los plásticos los hace materiales con aplicaciones en todos
los sectores industriales, su uso genera una gran cantidad de desechos que en gran parte no se pueden
reciclar o no se reciclan por el alto costo de los procesos actuales de reciclaje. Esto implica que el
destino final de la mayoría de los plásticos es en rellenos sanitarios, vertederos o el ambiente natural.
Es por esto por lo que actualmente se están buscando diferentes alternativas para solucionar este
problema. Los diferentes enfoques que se están explorando incluyen la biodegradación por bacterias
intestinales de insectos, como Klebsiella spp. (Geyer, 2020; Namazi, 2017; Urbanek y col., 2020).

Actualmente hay pocas rutas metabólicas identificadas para degradación de plásticos y ninguna
correspondiente a Klebsiella spp., aunque con base en datos experimentales se ha reportado que
este género de bacterias tiene capacidad de degradar plástico (Awasthi y col., 2017; Ghosh y col.,
2019; Jamil y col., 2017). Por lo tanto, en esta investigación el objetivo fue utilizar procesamiento
computacional para identificar genes de degradación de plástico utilizando datos biológicos producto
de la secuenciación del genoma de tres cepas de Klebsiella presuntamente simbiontes de moscas de
la fruta (Diptera: Tephritidae). Esto con el fin de reconstruir rutas metabólicas de degradación de
plástico con potencial de optimización por biología sintética.
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CAPÍTULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Proponer posibles rutas metabólicas para degradación de plásticos por medio de biología sintética
a partir de secuencias del genoma de tres cepas del género Klebsiella.

2.2. Objetivos específicos

Identificar genes involucrados en la degradación de plásticos dentro de los genomas de las cepas
de Klebsiella.

Proponer rutas metabólicas involucradas en la degradación de plásticos a partir de los genes
encontrados utilizando un método de reconstrucción de rutas metabólicas según grafos.

Diseñar cebadores para la clonación y producción de proteínas a partir de genes relacionados
a la degradación de plásticos.

2



CAPÍTULO 3

Justificación

El plástico se empezó a utilizar como material para fabricación de diferentes productos desde
hace más de un siglo. En 1988 ya se producían 30 millones de toneladas de plástico anualmente. Se
estima que en 2015 la producción global se encontraba entre 60 y 99 millones de toneladas métricas,
principalmente porque la mayoría de los productos plásticos son ligeros, de bajo costo y duraderos,
entonces su uso continuó en aumento. Si la producción de plástico sigue al mismo paso, para el 2060
se podrían alcanzar entre 155 y 265 millones de toneladas métricas al año, de las cuales por lo menos
10 millones de toneladas terminan en el océano cada año debido a la falta de manejo de los desechos
sólidos de plástico (Lebreton y Andrady, 2019; Thakur y col., 2018; Vegter y col., 2014).

La mayoría del consumo de plástico (39.9%) se da en el empaquetado de distintos productos y
los plásticos más utilizados en estos procesos son: polietileno, polipropileno, tereftalato de polietileno
y poliestireno (Mielcarek y Masek, 2019). Las características de los diferentes tipos de plástico y las
facilidades que proporcionan para la industria hacen que la disminución de su producción en un
futuro cercano no se vea tan factible. Principalmente porque la industria global de plástico genera
aproximadamente $600 mil millones anualmente (Gourmelon, 2015).

El manejo de desechos plásticos es un gran problema para Guatemala, ya que, aunque hay
sistemas de reciclaje, son limitados y no están disponibles en todo el país. El resultado de esto es
que el destino final de la mayoría de los desechos plásticos es el relleno sanitario del país o distintos
cuerpos de agua. Lo cual tiene un impacto negativo en el ambiente y en los habitantes Guatemala y
otros países. El efecto en el medio ambiente de los desechos plásticos es mundial. Esto implica que
debemos buscar alternativas para manejar los desechos plásticos y ya que los métodos tradicionales
de reciclaje y tratamiento son costos y no tan beneficiosos para el medio ambiente, se puede buscar
soluciones en la naturaleza (Gourmelon, 2015; Magnusson y col., 2019).

Dentro de estas alternativas se encuentra la biorremediación, la cual comprende el uso de mi-
croorganismos con propiedades de biodegradación de plásticos. El género de bacterias Klebsiella es
uno de estos microorganismos. Sin embargo, no basta solo con identificar las bacterias degradadoras
de plástico. También es necesario optimizar los procesos para reducir costos y que la alternativa sea
viable económicamente. Para reducir costos es necesario determinar la forma en la que las bacterias
degradan los plásticos, es decir, las rutas metabólicas que utilizan para esto. De esta forma se pueden
identificar etapas y proteínas claves para poder modificar genéticamente a los microorganismos y así
aumentar su tasa de degradación utilizando biología sintética.

3



CAPÍTULO 4

Marco teórico

4.1. Contaminación ambiental

Contaminar los componentes físicos y biológicos del sistema tierra/atmósfera de tal forma en
la que los procesos ambientales normales se vean afectados de forma negativa es lo que se conoce
como contaminación ambiental y es el resultado de las acciones de los humanos. La contaminación
ambiental es un problema global serio con consecuencias tanto para países desarrollados como pa-
ra países en vías del desarrollo. Cualquier químico, sustancia geoquímica, organismo o producto
biológico o sustancia física que se liberada al ambiente por actividades antropogénicas y tenga el
potencial de tener un efecto negativo se considera un contaminante. La naturaleza del contaminante
y el componente ambiental al que afecta determinan los tipos de contaminación (Krishna y col.,
2017; Pushpanathan y col., 2014; Rai, 2015).

4.1.1. Tipos de contaminación ambiental

Según el componente ambiental afectado es posible categorizar a la contaminación ambiental
en: aérea, acuífera, terrestre, auditiva, radioactiva y térmica. Los diferentes tipos de contaminación
tienen efectos sobre diferentes organismos vivos, sin embargo, la contaminación aérea y la acuífera
son las que se consideran una mayor amenaza para humanos, plantas, animales y en general, para
todos los organismos vivos (Rai, 2015).

Contaminación de fuentes acuíferas

La contaminación ambiental de ecosistemas marinos afecta el crecimiento tanto de organismos
procariotas como de organismos eucariotas. Existe contaminación en ecosistemas costeros y en los
océanos abiertos. La diferencia principal entre ambas es que los ecosistemas costeros suelen ser afecta-
dos principalmente por efluentes industriales y municipales y por pesticidas y fertilizantes utilizados
en la agricultura, mientras que los océanos se ven afectados en su mayoría por la acumulación de
material plástico. La ligereza y durabilidad por las que los plásticos son tan utilizados en la industria
son precisamente las que lo hacen problemático para la vida silvestre (Hader y Erzinger, 2017; Sigler,
2014).
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El proceso de fotodegradación hace que los plásticos se fragmenten, lo cual facilita su dispersión
en el océano y es una de las razones por las que los encontramos en corrientes marinas rotativas.
La contaminación por plástico es una amenaza para la fauna marina, desde zooplancton a cetáceos,
aves y reptiles marinos. Dado que al encontrarse circulando, puede ser ingerida por los organismos o
pueden quedarse atrapados en ella. Esto tiene impacto a nivel individual y a nivel de la red trófica,
porque los plásticos pueden adsorber contaminantes orgánicos que se pueden transferir a los tejidos
y órganos (M. Eriksen y col., 2014; Sigler, 2014).

Hoy en día se sabe que existen zonas gigantescas de acumulación de desechos plásticos flotantes
en donde la concentración de plástico es de hasta cinco órdenes de magnitud mayor que la de las
zonas en las que no hay acumulación. Las áreas de acumulación que se producen en las zonas de
convergencia de los mayores giros oceánicos subtropicales son ocasionadas por los patrones de viento
y su efecto en las corrientes de superficie de los océanos. Estos giros oceánicos son los del Atlántico
Norte y Sur, del Pacífico Norte y Sur y del océano Índico. De las zonas de acumulación mencionadas,
la más grande es la del Pacífico Norte y contiene por lo menos un tercio del total. Dentro de las zonas
es posible encontrar desde macroplásticos como bolsas de plástico, colillas de cigarro, fragmentos de
plástico y contenedores de bebidas, hasta microplásticos como microperlas y plástico comprimido
(pellets) (Barboza y col., 2019; Sheth y Shah, 2019).

4.1.2. Situación mundial

Los problemas mundiales de contaminación son problemas que afectan a todo el planeta Tierra, no
solo a una gran cantidad de personas. Son el resultado de eventos aditivos interconectados, aunque
puede que no afecten a todos al mismo tiempo o en el mismo nivel. Una de las preocupaciones
más grandes a nivel mundial es la contaminación por plástico. Se puede encontrar hasta en las áreas
costeras más remotas y se estima que cada año ingresan entre 6 y 12 millones de toneladas de plástico
a los océanos. Este, como otros problemas mundiales de contaminación, es un tema complejo que
involucra componentes políticos, sociales y económicos y para solucionarlo se requiere la cooperación
de todos los países (Trevors, 2010; Vince y Hardesty, 2017).

La comunidad internacional reconoce a instrumentos como la Convención de las Naciones Unidas
sobre el Derecho del Mar. Esta tiene como uno de sus objetivos integrar políticas para proteger y
preservar el medio ambiente marino. Sin embargo, solamente dirige a los Estados a la creación de sus
propias leyes y regulaciones en cuanto a la contaminación marina y a establecer un reglamento para
la contaminación que proviene de los barcos. El problema es que cuando la contaminación sucede
fuera de las áreas de jurisdicción nacional es difícil determinar quién es el responsable. Un ejemplo
de esto son las zonas de acumulación en los giros oceánicos (Vince y Hardesty, 2017).

4.1.3. Situación en América Latina

América Latina es rica en recursos naturales. Tiene reservas de minerales y petróleo, la superficie
forestada más grande de todos los continentes, tierras de calidad y la mayor proporción de tierra
cultivable después de Norteamérica. A pesar de esto, América Latina tiene serios problemas ambien-
tales desde antes de 1998. Los peores son la contaminación del aire, la deforestación, la erosión de
la tierra y la contaminación del agua (Solbrig, 1998).

Una de las razones principales de la contaminación del agua son los desechos urbanos, que incluyen
plásticos, partes de desechos domésticos y remanentes de material de construcción. Dentro de los
contaminantes orgánicos presentes en mayor proporción se encuentran los ftalatos, que indican la
enorme cantidad de contaminación plástica en el área. Los contaminantes inorgánicos del agua que
resultan de diferentes actividades de la agricultura y de la industria llevan a la producción de más
desechos plásticos por la necesidad de comprar agua embotellada, afectando aún más la calidad del
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agua (Vammen y Vaux, 2019).

4.2. Polímeros sintéticos

Plástico es un término que se utiliza para polímeros sintéticos en general. Un polímero es una mo-
lécula que consiste en varias subunidades de la misma molécula o de moléculas similares enlazadas.
La industria de los polímeros sintéticos está compuesta en su mayoría por monómeros petroquími-
cos llamados termoplásticos y otro grupo de plásticos llamados termoestables. Los termoplásticos
incluyen el polietileno (PE), el polipropileno (PP), el nylon, el poliestireno (PS), el polietileno te-
reftalato (PET), las poliamidas (PA) y el politetrafluoroetileno (PTFE). Estos plásticos entran en
esta categoría porque se derriten cuando se calientan y se endurecen cuando se enfrían. Mientras
que los plásticos termoestables pasan por un cambio químico cuando se calientan y forman una red
tridimensional que no es reversible. A diferencia de los termoplásticos, los plásticos termoestables no
se pueden reciclar. Ejemplos de estos son los poliuretanos (PUR), el poliéster insaturado, la silicona,
el epoxi, la melamina y las resinas acrílicas. Ambos tipos de plástico se pueden combinar para formar
otros polímeros (Chaudhuri, 2016; Geyer, 2020; Nagalakshmaiah y col., 2019).

4.2.1. Usos

Los diferentes plásticos mencionados anteriormente y otros han reemplazado o sustituido par-
cialmente a muchos productos derivados de materiales naturales como papel, madera, hierro, vidrio,
lana y algodón. Esto quiere decir que tienen aplicaciones en construcción, eléctrica, electrónica,
transporte, empaquetado, vestimenta, entre otras y por lo tanto se pueden encontrar casi en todos
los materiales de uso diario. Parte de la gran versatilidad de usos del plástico se debe a que las
reacciones de polimerización se pueden modificar para obtener diferentes resultados. Por ejemplo,
partiendo de fibras de polietileno de alto peso molecular es posible obtener un polímero diez veces
más fuerte que el acero (Chaudhuri, 2016; Namazi, 2017).

4.2.2. Producción

La baquelita, el primer polímero sintético, fue desarrollada por el químico belga Leo Baekeland
en 1907 y fue patentada en 1909. A partir de ese momento se siguieron desarrollando diferentes
tipos de plástico, aunque la producción en masa no empezó hasta alrededor de los años 40 y 50.
Principalmente, porque en este momento se dieron cuenta de que las aplicaciones de los plásticos
eran ‘inexhaustibles’ como se expuso en la publicación ‘Plastics’ de 1941 de Yarsley y Couzens.
Aunque los plásticos ya eran utilizados en una amplia variedad de productos, la producción mundial
era de menos de un millón de toneladas al año (Thompson y col., 2009).

La popularidad del plástico se debe principalmente a los beneficios que trae para la sociedad.
Al ser un material de bajo costo, fácil de formar, hidrofóbico, de alto módulo elástico y bio-inerte
se puede utilizar en un amplio rango de productos de uso diario. Sus usos principales son en cons-
trucción y en empaquetado. El 42% de la producción anual de resina a nivel mundial se utiliza
para empaquetado. El empaquetado no solo comprende solo películas de empaque transparente sino
también poliestireno expandido, entre otros tipos de plástico. La ligereza y durabilidad de algunos
de los plásticos de menor costo ha reemplazado al metal y a la madera utilizados en construcción.
El 20% de la producción mundial corresponde a estas aplicaciones (Lebreton y Andrady, 2019).

Sin embargo, el uso de plástico tiene sus consecuencias. Una de estas es que para producir
plástico es necesario utilizar petróleo y se estima que para el 2050 la manufactura y el procesamiento
de plásticos va a ser responsable del 20% del petróleo consumido a nivel mundial y del 15% del
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presupuesto anual de emisiones de carbono. Las mismas características que hacen del plástico un
material tan utilizado lo hacen un problema para el medio ambiente. Los productos de empaquetados
casi siempre son descartados con sus características funcionales prácticamente intactas. Esto quiere
decir que se podrían reutilizar y reciclar. Sin embargo, en Estados Unidos solamente se recicla
aproximadamente el 9.4% de los plásticos, principalmente por los costos de recolección y la falta de
infraestructura adecuada (Lebreton y Andrady, 2019).

Cuando los plásticos no se reutilizan ni se reciclan, estos pueden terminar en los drenajes y al
taparlos aumentan los riesgos de inundaciones locales. Si el manejo inadecuado de desechos se da
cerca de áreas costeras o de áreas de navegación interna se aumenta la probabilidad de ingreso de
plásticos a los ríos y a los océanos. Como se mencionó anteriormente, el efecto de los macroplásticos
y los microplásticos en los océanos tiene consecuencias graves para la fauna marina y también para
los humanos (Lebreton y Andrady, 2019; Mannaart y col., 2019; Vegter y col., 2014).

Para el 2016 la producción anual de plásticos fue de 330 millones de toneladas métricas (Mt). Si
se incluye la resina utilizada en algunas fibras textiles esta cifra se acerca a los 393 Mt. Continuando
con las tendencias actuales, se considera que la producción de desechos plásticos va a ser de apro-
ximadamente 380 Mt anuales. Es decir, que los desechos van a superar a la producción del 2016.
Según diferentes estimaciones se considera que para el 2015 se había producido aproximadamente
6300 Mt de desechos plásticos. De este valor se recicló el 9%, se incineró el 12% y se acumuló en
rellenos sanitarios o en el ambiente natural el 79% (Geyer y col., 2017; Lebreton y Andrady, 2019).

La producción de plástico varía entre países desarrollados y países en vías de desarrollo, pero las
cantidades producidas no son iguales a las cantidades de desechos manejados de forma inadecuada.
Los países en donde se produce la mayor cantidad de desechos plásticos incluyen a Alemania, Holan-
da, Irlanda y Estados Unidos. Su producción es alrededor de 10 veces más grande que la de países
como India, Tanzania, Mozambique y Bangladesh (Rithcie y Roser, 2019).

Figura 1: Producción primaria mundial de plásticos (en millones de toneladas métricas) de acuerdo
con el tipo de polímero de 1950 a 2015. Donde se utilizan las abreviaciones de los tipos de plástico,

HD corresponde a alta densidad y LD a baja densidad

(Geyer y cols., 2017)
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Figura 2: Producción primaria mundial de plásticos (en millones de toneladas métricas) de acuerdo
con el uso por sector industrial de 1950 a 2015

(Geyer y cols., 2017)

A pesar de esto, los países que tienen la mayor producción de desechos son los que tienen sistemas
e infraestructura de manejo de desechos más efectivos, como formas de reciclaje, incineración o
rellenos sanitarios. Esto quiere decir que el plástico en riesgo de ingresar al ambiente natural es
menor que en países de bajos y medianos ingresos que no manejan de forma adecuada sus desechos.
Según cifras del 2010 se estima que en Guatemala se maneja de forma inadecuada el 36% de los
desechos plásticos. Sin incluir el plástico que los habitantes dejan en lugares inapropiados, como las
calles (Rithcie y Roser, 2019).

Los grupos más grandes de plásticos sin fibras en cuanto a producción son el PE, el PP y el
cloruro de polivinilo (PVC). Seguidos del PET, los PUR y el PS. En la Figura 1 se puede ver la
distribución en el tiempo de la producción de plástico por tipo de polímero. En cuanto a la producción
de plásticos para los diferentes sectores industriales, la mayor parte está dirigida al empaquetado,
seguida por la construcción Esto fue mencionado anteriormente y su distribución en el tiempo se
puede ver en la Figura 2 (Geyer y col., 2017).

4.2.3. Tratamiento de desechos

El tratamiento de desechos plásticos ha recibido más atención en los últimos años debido a proble-
mas ambientales y regulatorios ocasionados por las altas tasas de producción y la falta de conciencia
de los consumidores. El aumento de los costos de los rellenos sanitarios y la reducción de espacios
para ellos ha fomentado la búsqueda de alternativas para disponer estos desechos (Horodytska y col.,
2019).

Los países en desarrollo suelen tener problemas de contaminación ambiental y de acumulación de
desechos, incluyendo desechos plásticos, debido a la falta o ineficiencia de estrategias de recolección
municipal. Esto hace que en muchos casos los habitantes depositen sus desechos directamente en
ríos o canales. Sin embargo, existen sectores informales de recolección de materiales a cambio de
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dinero. Los recolectores de desechos reciclables los toman de las calles y los venden a compañías de
reciclaje locales. Una de las estrategias que están tomando algunos gobiernos latinoamericanos es
integrar a estos recolectores a las estrategias de manejo de desechos formales para aumentar las tasas
de reciclaje. Esto se podría implementar también con otras estrategias de tratamiento de desechos
plásticos y no solo reciclaje (Horodytska y col., 2019).

A nivel mundial existen diferentes formas de tratamiento de desechos plásticos como reducción,
reutilización, procesos de desecho a energía o WTE por sus siglas en inglés, reciclaje mecánico
y químico y el método tradicional de los rellenos sanitarios. La incineración o combustión ya no
se considera una alternativa viable porque resulta en emisiones tóxicas. Los métodos de reciclaje
mecánico buscan convertir los desechos en nuevos productos utilizando separación, rectificación,
lavados y extrusión, pero solamente puede reducir hasta el 20% de los desechos plásticos generados.
El problema con el reciclaje mecánico es que los procesos de recuperación de los desechos suelen ser
más costosos que la producción de plásticos vírgenes. Es por esto que se deben buscar alternativas
que minimicen los costos de tratamiento para compensar los costos de recuperación y que así el
tratamiento sea lo suficientemente lucrativo para que se invierta en él (M. K. Eriksen y col., 2019;
Miandad y col., 2016).

Actualmente, existen dos áreas principales de investigación para desechos plásticos. La primera
es el reciclaje químico por medio de hidrólisis, metanólisis y glicólisis, junto con tecnologías de WTE
como gasificación y pirólisis. La segunda área principal es la biorremediación. Ambas áreas se enfocan
en optimizar los procesos para reducir costos (Miandad y col., 2016; Yang y col., 2015).

4.3. Biorremediación

La biorremediación es la eliminación de materiales no deseados de un sitio de interés por medio
de fuentes biológicas como plantas, microorganismos o sustancias que provienen de ellos. Aunque su
enfoque se basa en aprovechar procesos que ocurren naturalmente, es posible optimizar los procesos
por ejemplo con ingeniería genética, para hacerlos más rápidos, eficientes y específicos. Si bien los
métodos fisicoquímicos suelen ser más rápidos que los de biorremediación, los segundos son me-
nos costosos, son fáciles, amigables con el medio ambiente, seguros y socialmente aceptados. En
los últimos 20 años, se han descrito mecanismos para la mayoría de los contaminantes principa-
les incluyendo hidrocarburos clorados, hidrocarburos poliaromáticos y metales pesados (Kumar y
Bharadvaja, 2019; Lear y Lewis, 2012).

Es posible clasificar a la biorremediación de diferentes formas. Una de ellas se basa en el sitio o
ubicación del tratamiento de los materiales de desecho. Según la esta clasificación la biorremediación
puede ser in situ o ex situ. In situ se refiere a que la técnica se realiza en el lugar en donde se
ubica la contaminación, mientras que ex situ se refiere a que se realiza en otra ubicación. En los
procesos in situ no es necesario el transporte de lo que se quiere tratar y se pueden utilizar técnicas
como la fitorremediación, el bioventing y el biosparging, pero la descontaminación toma más tiempo
y es menos fácil de manejar. Estos procesos se realizan más que todo para tierra suelta (Kumar y
Bharadvaja, 2019; Lear y Lewis, 2012).

Cuando las técnicas se realizan ex situ es necesario transportar el material de desecho o conta-
minado a otra ubicación, a pesar de esto puede ser más rápida y fácil de controlar que la in situ. El
problema con esto es que los costos de manejo y transporte pueden ser altos y hacer que el proceso
no sea viable económicamente. Dentro de las técnicas ex situ utilizadas se encuentran el uso de
biorreactores, el compostaje y las biopilas (Pastorella y col., 2012).

La segunda forma de clasificar la biorremediación es con base en el agente biológico utilizado.
Es decir, si se trabaja con plantas o microorganismos. Si se aplican plantas las técnicas se llaman
fitorremediación y si se utilizan microorganismos se llama remediación microbiana. La remediación
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microbiana puede ser aeróbica, anaeróbica o una combinación de ambas y puede ser influenciada
por el tipo de organismo utilizado, el tipo de contaminante y las condiciones geológicas y químicas
en los sitios de contaminación. En este tipo de remediación es posible utilizar hongos y bacterias
(Kumar y Bharadvaja, 2019).

4.3.1. Insectos con propiedades de degradación de plástico

Por medio de la alimentación exclusiva con poliestireno se ha comprobado que los gusanos de la
harina, las larvas del escarabajo Tenebrio molitor y Tenebrio obscurus son capaces de biodegradar
poliestireno. También se ha reportado que los gusanos de cera son capaces de degradar películas
de polietileno. En el artículo inicial que descubrió la degradación del poliestireno por las larvas de
Tenebrio molitor se hizo una prueba de inhibición de los microorganismos del intestino de las larvas
utilizando antibióticos. Al realizar esto, encontraron que la capacidad de las larvas de mineralizar el
poliestireno disminuye con la supresión de las bacterias intestinales (Peng y col., 2019; Yang y col.,
2015). Esto quiere decir, que las bacterias intestinales tienen un alto potencial para ser aprovechadas
en procesos de biodegradación. Este es un campo de la biorremediación que no ha sido estudiado
tan a fondo y, por lo tanto, todavía falta mucho por investigar.

4.3.2. Microorganismos como herramienta para biodegradación

La degradación es la modificación química de compuestos tóxicos a otros menos tóxicos o inocuos.
La mineralización es la degradación completa del compuesto tóxico hasta obtener dióxido de carbono
y agua. Se han reportado muchos microorganismos capaces de biodegradar diferentes contaminantes.
Dentro de estos es posible encontrar una gran variedad de bacterias y hongos. Ya que las tasas de
biodegradación dependen del estado fisiológico de los microorganismos y estos son sensibles a factores
medio ambientales variables, se recomienda utilizar la inmovilización de los microorganismos para
atenuar los impactos ambientales. Esto se realiza principalmente, cuando se busca implementar un
método para tratar algún contaminante. Al trabajar con microorganismos el proceso de optimización
suele ser más sencillo que con las plantas, porque la modificación genética de microorganismos es
menos compleja que la de un eucariota superior. También resulta más costo efectivo trabajar con
microorganismos porque requieren menos espacio y cuidado (Campocosio y Santiesteban, 2019;
Dzionek y col., 2016; Pushpanathan y col., 2014).

Los mecanismos de biodegradación de plásticos son similares para bacterias y hongos micros-
cópicos. Estos se basan en tres etapas principales: la unión del microorganismo a la superficie del
polímero, el crecimiento del microorganismo utilizando el polímero como fuente de carbono y final-
mente la degradación del polímero. La biodegradación empieza a suceder cuando el microorganismo
secreta enzimas extracelulares que cortan el enlace principal y producen oligómeros, dímeros y mo-
nómeros que luego puede utilizar como fuente de carbono y energía. Algunos de estos compuestos
de bajo peso molecular pueden ser asimilados por el microorganismo y asimilados a su ambiente
interno. Es necesario explorar nuevas enzimas microbianas y rutas metabólicas para optimizar las
condiciones en las que los polímeros se pueden degradar de forma eficiente (Ahmed y col., 2018;
Alshehrei, 2017).

Bacterias

Las bacterias son capaces de realizar distintos procesos de biorremediación. Se han encontrado
bacterias capaces de biodegradar plásticos en diferentes ambientes, por ejemplo, suelo, hábitats ma-
rinos fríos, aguas residuales e intestinos de insectos. Las bacterias reportadas por degradación de
plásticos dependen del tipo de polímero. Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas stuzeri y especies
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del género Vibrio son capaces de degradar polipropileno. Diferentes cepas de Bacillus sp., Pseudo-
monas sp., Micrococcus sp., Arthrobacter sp. y Corynebacterium sp. han demostrado potencial de
degradación de poliuretano. Otras cepas de Microbacterium sp., Paenibacillus urinalis, Bacillus sp.,
y Pseudomonas aeruginosa pueden degradar poliestireno. En el caso de los polímeros sintéticos,
como los mencionados anteriormente, hay una menor cantidad reportada de bacterias con capaci-
dad de degradación que la que hay de bacterias degradadoras de polímeros naturales. Sin embargo,
hay más cepas y especies de diferentes géneros de bacterias con capacidad de degradar polímeros
sintéticos y naturales. Uno de estos géneros es Klebsiella (Devi y col., 2016; Johnston y col., 2019;
Pathak y col., 2017; Raziyafathima y col., 2016).

Diferentes cepas y especies de Klebsiella han demostrado capacidad de degradación de plásticos
solas y también participación en procesos de degradación conjuntos, es decir en los que actúan
diversos tipos de bacteria al mismo tiempo, como en los intestinos de insectos o en biopelículas. La
especie Klebsiella pneumoniae ha demostrado la capacidad de degradar polietileno de alta y baja
densidad. El poliestireno puede ser degradado por K. pneumoniae y cepas de Klebsiella oxytoca. La
información acerca de biodegradación de plásticos por especies del género Klebsiella es limitada. Esto
implica que todavía no se conoce a totalidad su potencial de degradación y tampoco los mecanismos
y rutas por las cuales realizan las distintas degradaciones (Tang y col., 2017; Urbanek y col., 2020;
Vatseldutt, 2004).

4.4. Rutas de degradación de plásticos

La falta de conocimiento acerca de las rutas metabólicas implicadas en la degradación de plásticos
por bacterias no aplica únicamente al género Klebsiella. Sin embargo, se han hecho avances en los
últimos años. Se ha determinado que la degradación se da de forma extracelular e intracelular. La
degradación extracelular se da por la presencia de enzimas como depolimerasas, hidrolasas, esterasas,
aminotransferasas lipasas y cutinasas. Las enzimas encontradas entran en las categorías mencionadas,
pero son diferentes a las involucradas en otros procesos normales de la célula. En algunos casos la
codificación para estas enzimas se encuentra en plásmidos accesorios (Danso y col., 2019; Wilkes y
Aristilde, 2017).

El metabolismo intracelular es desconocido para la mayoría de los plásticos, pero se ha estu-
diado en casos como el estireno. Se sabe que su metabolismo puede suceder de dos formas: por
el ataque de la cadena lateral del vinilo o de un anillo aromático inespecífico. Las tres enzimas
clave del primer tipo de ataque son una estireno monooxigenasa, una isomerasa de óxido de esti-
reno y una fenilacetaldehído deshidrogenasa. Los intermediarios generados en este proceso ingresan
al ciclo de Krebs. Los genes para estas enzimas se encuentran conservados en el grupo de genes
styABC(D). El segundo ataque es catalizado por una 2,3-dioxigenasa y es seguido por la acción
de una 2,3-dihidrodioldeshidrogenasa. Para PET se han identificado las hidrolasas PET hidrolasa
y mono(2-hidroxietil) ácido tereftálicoasa (MHETasa), ambas de Ideonella sakaiensis También se
ha reportado que las tres enzimas principales involucradas en la degradación de poliamidas son 6-
aminohexanoato dímero cíclico hidrolasa (NylA), 6-aminohexanoato dímero lineal hidrolasa (NylB)
y 6-aminohexanoato oligómero endohidrolasa (NylC), tres diferentes hidrolasas (Danso y col., 2019;
Yoshida y col., 2016).

4.5. Reconstrucción de rutas metabólicas

Una ruta metabólica es una red de reacciones químicas relacionadas catalizadas por enzimas que
se encargan de producir o degradar uno o algunos metabolitos. La búsqueda de rutas metabólicas
involucra encontrar la combinación correcta de enzimas para formar la ruta que conecta una molécula
inicial con otra molécula final. El término reconstrucción de rutas metabólicas se refiere a el proceso
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de anotar genes relevantes al metabolismo en el genoma, determinar la ruta metabólica o ambas.
Es posible determinar una ruta metabólica a partir de anotaciones de genomas por la transferencia
funcional de especies cuyas rutas ya han sido reconstruidas (Pitkänen y col., 2010; Qi y col., 2014;
Wang y col., 2017).

El flujo general de trabajo para establecer rutas metabólicas in silico consiste en construcción
de la base de datos, representación de la ruta metabólica, disminución de tamaño de la ruta, imple-
mentación del algoritmo de búsqueda y dar un ranking a las rutas para seleccionar la mejor ruta de
interés. La representación de la ruta de reacciones puede ser un grafo o una matriz estequiométrica.
El algoritmo de búsqueda puede ser basado en búsqueda de grafos, análisis de balance de flujo o
búsqueda retro sintética. A pesar de estas variaciones, la mayoría de los métodos computacionales
utilizados con estos fines coinciden en que toman en cuenta prerrequisitos como estequiometría, ter-
modinámica, compatibilidad con el huésped y disponibilidad de enzimas (Fernández-Castané y col.,
2014; Wang y col., 2017).

Existen diferentes herramientas utilizadas para diseño de rutas metabólicas. Las principales son
basadas en grafos, en estequiometría o en retrosíntesis. Algunos ejemplos de herramientas basadas
en grafos son ReTrace, PathComp, MetaRoute y Pathway Hunter Tool. PathTracer, CFP y optStoic
son ejemplos de herramientas basadas en estequiometría y Simpheny, GEM-Path y PathPred son
algunas de las herramientas basadas en retro síntesis. Cada una de estas utiliza una o varias bases
de datos, pero la más utilizada es Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Todas las
herramientas utilizan diferentes formas para podar rutas, diferentes algoritmos de búsqueda y formas
de asignar el ranking a las rutas (Wang y col., 2017).

4.6. Biología sintética

La biología sintética es un campo en el que se utiliza ingeniería para realizar biomáquinas a partir
de componentes estandarizados para que realicen funciones predefinidas. Esto se puede hacer con
dos estrategias diferentes. La primera se enfoca en aprovechar la diversidad de partes existentes en
la naturaleza para obtener composiciones sintéticas con propiedades predecibles y controlables. En
la segunda estrategia se busca diseñar sistemas biológicos desde cero y sintetizar entidades biológicas
artificiales que no se encuentran en la naturaleza. Los sistemas biológicos sintéticos se pueden diseñar
para funcionar en ambientes libres de células o se pueden implementar en células vivas con el fin de
explotar procesos celulares para aplicaciones deseadas (Ausländer y col., 2017).

La construcción y edición de secuencias de ADN para biología sintética inicia con el ensamblaje de
los constructos de ADN diseñados para cumplir con un objetivo específico. El método de ensamblaje
depende del objetivo y de la complejidad del constructo. Sin embargo, todos lo métodos coinciden
en la necesidad de cebadores para clonación. Cuando se trata de ensamblajes grandes se puede
utilizar herramientas como Raven que realiza planeamiento jerárquico para el ensamblaje o como j5
que también realiza planeamiento jerárquico y produce cebadores altamente optimizados (Appleton
y col., 2017).

4.6.1. Diseño de cebadores

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de amplificación de secuencias
específicas de ADN. Los componentes básicos de una PCR son la plantilla de ADN, cebadores,
nucleósidos trifosfato, ADN polimerasa y solución amortiguadora. El diseño de cebadores es un
factor crítico tanto para la eficiencia como para la especificidad de la PCR. La especificidad es la
frecuencia en la que se da la unión correcta entre el cebador y la plantilla de ADN y la eficiencia es
el aumento de producto de cada ciclo de PCR. La aplicación es la que determina el balance ideal
entre especificidad y eficiencia (Álvarez-Fernández, 2013; Delong y Zhou, 2015).
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Los parámetros que se deben considerar en el diseño de cebadores son: temperatura de desnatura-
lización, contenido guanina-citosina, longitud, secuencia y estructuras secundarias. La temperatura
de desnaturalización es la temperatura a la cual la mitad de los cebadores se unieron a la plantilla
de ADN. Esta se calcula con base en el contenido de cada nucleótido en el cebador. Para PCRs
tradicionales lo ideal es que la temperatura de desnaturalización sea entre 52-58°C y que la tempera-
tura de hibridación no sea más de 5°C diferente a la temperatura de desnaturalización. El contenido
guanina-citosina debe ser entre 40 y 60%. La longitud depende del tamaño del segmento que se quie-
re amplificar. Para amplificar menos de 500 pares de bases los cebadores pueden de entre 16 y 18
nucleótidos, pero para amplificar productos de 5 kilo bases se necesitan cebadores de 24 nucleótidos
(Álvarez-Fernández, 2013; Delong y Zhou, 2015).

La secuencia del cebador también es importante porque de esto depende el funcionamiento de la
ADN polimerasa. Es mejor tener cebadores con energía libre de Gibbs mayor a -9 kJ/mol debido a
que mientras más grande es el valor de la energía libre de Gibbs es menor la probabilidad de que
se formen estructuras secundarias de forma espontánea, baja estabilidad 3’ y menos repeticiones
de nucleótidos y de dinucleótidos. También es importante evadir la formación de estructuras secun-
darias como horquillas (hairpins) y la autocomplementariedad. Existen diferentes softwares para
diseño de cebadores como Primer Premier (Singh y col., 1998), Primer-BLAST (Ye y col., 2012) y
OligoAnalyzer (Owczarzy y col., 2008). Cada herramienta tiene diferentes opciones y algunas sir-
ven no solo para el diseño del cebador en general, sino que también para predecir la formación de
estructuras secundarias que puedan interferir con la amplificación (Álvarez-Fernández, 2013).
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CAPÍTULO 5

Antecedentes

En el 2017 se realizaron aislamientos de muestras obtenidas del Programa MOSCAMED. La
primera muestra se tomó de la dieta líquida de las moscas Ceratitis capitata producidas en la planta
ubicada en “El Cerinal” Barberena, Santa Rosa, Guatemala. La dieta líquida consiste en una matriz
100% celulosa sumergida en agua con 11% de sacarosa. La muestra fue tomada de las torres de
emergencia de adultos machos 96 horas luego de la emergencia. La segunda muestra corresponde
la disección de Anastrepha ludens con una dieta basada en azúcar y levadura de la planta ubicada
en San Miguel Petapa, Guatemala, Guatemala y la tercera muestra se obtuvo del intestino de un
adulto macho A. ludens proveniente de una colonia silvestre mantenida en jaula de pantalla con
frutas tropicales en San Miguel Petapa, Guatemala, Guatemala. De cada muestra se aislaron cepas
de Klebsiella spp. en las instalaciones de la Universidad del Valle de Guatemala.

Ese mismo año se realizó en la Universidad del Valle de Guatemala el Megaproyecto “Innovación
en nanotecnología, biotecnología y bioinformática para la producción masiva de insectos en Guate-
mala y el control de plagas agrícolas de la región” el cual se realizó por la necesidad de proporcionar
una comprensión profunda de los diferentes procesos relacionados con el desarrollo y producción
de moscas de la fruta estéril Ceratitis capitata y Anastrepha ludens y sus bacterias simbióticas del
género Klebsiella. Dentro de este Megaproyecto se realizaron secuenciaciones de ADN de las ce-
pas de Klebsiella spp. aisladas previamente para poder identificarlas. Para esto se utilizó el equipo
MiniSeq de Illumina del laboratorio clínico DIRAD de Guatemala y se identificaron las tres cepas
(Figueroa y Gavarrete, 2017). Sin embargo, al haber utilizado un equipo cuya finalidad es clínica,
la identificación estaba limitada a aislados clínicos. Entonces luego de la finalización del Megapro-
yecto se enviaron las muestras a la compañía GENEWIZ de Estados Unidos para secuenciarlas de
nuevo. En estas secuenciaciones se determinó que la cepa aislada de la primera muestra es Klebsiella
michiganensis (GenBank: JACOEB000000000.1). La segunda muestra se identificó como Klebsiella
sp. Kpp (GenBank: JACOEC000000000.1) y la tercera como Klebsiella sp. Kps (GenBank: JA-
COED000000000.1).

Los datos de la segunda secuenciación de los aislados fueron utilizados en el 2020 en la tesis
de maestría “Reconstrucción de rutas metabólicas de bacterias del género Klebsiella spp. como
herramienta para mejorar el control biológico de la mosca Ceratitis capitata (Mosca mediterránea de
la fruta)”. En la cual se identificaron rutas de metabolismo de nitrógeno de Klebsiella en las cuales
las bacterias hacen que compuestos como el L-Glutamato y el amoníaco estén disponibles para la
producción de proteínas durante la metamorfosis de las moscas (Franco, 2020).
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CAPÍTULO 6

Metodología

6.1. Sujetos de estudio

Secuencias del genoma de bacterias del género Klebsiella (GenBank: JACOEB000000000.1, JA-
COEC000000000.1 y JACOED000000000.1) y genes reportados correspondientes a enzimas relacio-
nadas a degradación de plásticos.

6.2. Diseño, enfoque y tipo de investigación

Investigación exploratoria con diseño no experimental y enfoque cualitativo.

6.3. Criterios de inclusión y exclusión

Inclusión: enzimas que tienen un rol en la degradación de plásticos cuyo gen codificante ha sido
identificado.

Exclusión: enzimas para las cuales todavía no está identificada la secuencia de su gen correspon-
diente.

6.4. Hipótesis

Es posible reconstruir rutas metabólicas de Klebsiella spp. aisladas de moscas de la fruta con
potencial para la degradación de plásticos.
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6.5. Procedimiento

1. Identificación de enzimas y genes relacionados con la biodegradación de plásticos y posterior
identificación de los genes en los genomas de Klebsiella spp.

a) Se buscó en la literatura utilizando la base de datos “Plastics Microbial Biodegradation
Database” (PMBD) y se buscó en la sección “genes” los genes identificados involucrados
en la biodegradación de plásticos. Se revisaron todas las entradas para determinar si se
contaba con la secuencia del gen, la especie o género de los organismos en los que fue
identificado y la ruta posible de degradación. También se realizaron búsquedas fuera de
la base de datos utilizando las palabras clave: biodegradación, biorremediación, plástico,
despolimerización, secuencia, enzima, gen y bacteria. Se combinaron las palabras clave en
inglés de diferentes formas para realizar las búsquedas.

b) Se construyó una base de datos en Excel identificando gen, enzima, microorganismo,
número de acceso, tipo de plástico y si había una ruta posible identificada.

c) Se abrieron los archivos de cóntigos (contigs) de tres cepas diferentes ensamblados en
una investigación previa realizada por Franco, 2020 y corresponden a Klebsiella mi-
chiganensis Kop (GenBank: JACOEB000000000.1), Klebsiella sp. Kpp (GenBank: JA-
COEC000000000.1) y Klebsiella sp. Kps (GenBank: JACOED000000000.1) en Blast de
NCBI para nucleótidos y se revisó la similitud de los alineamientos múltiples utilizando
el algoritmo blastn. Para esto se utilizaron los archivos de los contigs como secuencias de
consulta y los números de acceso con las regiones específicas como secuencia sujeto. El
programa seleccionado fue blastn.

d) Se definieron los genes con secuencias parciales de porcentaje de similitud a los contigs
mayor al 60%. Aunque de acuerdo con la comisión enzimática a partir del 40% se consi-
dera que hay similitud funcional (Pearson, 2013).

2. Reconstrucción de rutas metabólicas utilizando un método con base en grafos

Para el flujo de trabajo se tomó como base el utilizado en “Reconstrucción de rutas metabólicas
de bacterias del género Klebsiella spp. como herramienta para mejorar el control biológico de
la mosca Ceratitis capitata (Mosca mediterránea de la fruta)” (Franco, 2020).

a) Identificación de rutas metabólicas

1) Se ingresaron los genes a los cuales corresponden las secuencias parciales identificadas
por alineamiento en la base de datos de rutas metabólicas MetaCyc. Se utilizó esta
base de datos porque contiene rutas involucradas en metabolismo primario y secun-
dario, metabolitos asociados, reacciones, enzimas y genes de organismos de todos los
dominios de la vida.

b) Modelaje estequiométrico de las rutas metabólicas e identificación de péptidos señal

1) Se representaron las rutas anteriores en una matriz estequiométrica utilizando los
coeficientes estequiométricos obtenidos con MetaCyc.

2) Se colocaron en las columnas de la matriz el número de reacciones y en las filas los
metabolitos, es decir, los sustratos, productos y cofactores.

3) Se analizaron las matrices estequiométricas con la herramienta CellNetAnalyzer.
4) Se evaluó la presencia de péptidos de señalización en las enzimas involucradas en las

rutas metabólicas reconstruidas utilizando la herramienta SignalP-5.0.

3. Diseño de cebadores

a) Se diseñaron cebadores para clonación con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
para los genes encontrados en los genomas de Klebsiella fundamentales para la degrada-
ción de plásticos. Primero se realizaron alineamientos múltiples de secuencias de aminoá-
cidos extraídas de UniProt para cada proteína utilizando Clustal W en la herramienta
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genefisher2. También con genefisher2 se obtuvo una secuencia consenso degenerada de
nucleótidos para cada proteína considerando la frecuencia de codones para el género Kleb-
siella obtenida de la base de datos de cuadros de utilización de codones (CoCoPUTs).
Se introdujeron las secuencias degeneradas a la herramienta Geneious Prime en donde se
diseñaron los cebadores. Se consideraron como ideales los siguientes parámetros para los
cebadores de acuerdo con (Álvarez-Fernández, 2013; Delong y Zhou, 2015):

Contenido Guanina-Citosina entre 40-60%
Longitud entre l8 y 30 nucleótidos
Temperatura de desnaturalización entre 52 y 58°C.
Evitar repeticiones de 4 o más nucleótidos o dinucleótidos.
Degeneración de los cebadores menor a 128

b) Se verificó que los cebadores no favorecieran la formación de horquillas y que tampoco
fueran autocomplementarios. Para esto se evaluó la energía libre de Gibbs de las posibles
estructuras secundarias formadas por los cebadores de acuerdo con (Álvarez-Fernández,
2013).

Para el análisis de los cebadores se utilizó la herramienta OligoAnalyzer de Integrated DNA
Technologies (IDT). También se determinaron todas las combinaciones posibles para los ceba-
dores utilizando un algoritmo diseñado por el Lic. Juan Pablo Pira (Pira, 2020) y se evaluó
la especificidad de por lo menos cinco posibilidades utilizando la herramienta BLAST del NC-
BI. Se buscó que los cebadores no fueran específicos para secuencias correspondientes a otras
proteínas en bacterias del género Klebsiella.
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Figura 3: Diagrama de flujo del procedimiento

(Elaboración propia)
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CAPÍTULO 7

Resultados

7.1. Identificación de genes de interés en los genomas de Kleb-
siella spp.

Para las cepas Klebsiella michiganensis Kop, Klebsiella sp. Kpp y Klebsiella sp. Kps se iden-
tificaron secuencias parciales de genes de degradación de los plásticos nylon, alcohol polivinílico
(PVA), Poli butileno adipato tereftalato (PBAT), polietileno (PE) y polihidroxialcanoato (PHA).
También se identificaron secuencias parciales de genes para la degradación del monómero tereftalato
y del aditivo ftalato (ver Cuadros 1 y 2). En el caso del tereftalato, las secuencias parciales son
parte de un operón correspondiente a la producción de diferentes subunidades de una enzima de
degradación de tereftalato que se encarga de la conversión de tereftalata a dihidroxiciclohexa-2,4-
dieno-1,4-dicarboxilato. Sin embargo, como se puede ver en la Figura 4 no se logró identificar la
ruta completa de degradación. En el Cuadro 2 se observa que para el tereftalato se identificaron
tres secuencias parciales correspondientes a subunidades de la enzima tereftalato 1,2 dioxigenasa,
tphA1, tphA2 y tphA3, para el PBAT se identificó una arilesterasa, are, que realiza dos reacciones
diferentes y para el PHA se identificó phaZ. En el Cuadro 1 se puede ver que para el nylon se iden-
tificaron secuencias parciales de cinco genes diferentes, nylA, nylB, nylC, nylD y chnE y para PVA
se identificaron secuencias parciales de los genes pvaA y oph. En el Anexo B se pueden ver Cuadros
con genes para los cuales se identificaron secuencias parciales dentro de los genomas de las cepas de
interés que no se utilizaron para el resto de la investigación porque no se encontró información de
los sustratos y productos correspondientes a las enzimas codificadas por los genes. En la Figura 4 se
puede ver la ruta de degradación de tereftalato. Esta no se consideró en la reconstrucción de rutas
metabólicas porque no se identificaron todos los genes necesarios para la producción de las enzimas
utilizadas para llevarlo a cabo.

7.2. Reconstrucción de rutas metabólicas

Se reconstruyeron las rutas metabólicas completas de degradación de nylon y de PVA utilizando
grafos (ver Figuras 5 y 7). A partir de estas y con datos obtenidos de la base de datos MetaCyc se
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construyeron las matrices estequiométricas de las Figuras 6 y 8. El análisis de las matrices estequio-
métricas determinó que es igual de probable que se pueda seguir el camino de r1 a r6 que el camino
de r3 a r6, en el caso de la degradación de nylon. Para la degradación de PVA se determinó que
la probabilidad de seguir el camino de r1 a r2 es la misma que la de seguir el camino de r1 a r3.
En ambos casos el camino depende de los metabolitos disponibles. Tanto en las Figuras 5 y 7 como
en las Figuras 6 y 8 se pueden ver los metabolitos asociados a cada vértice. Ya que se identificaron
secuencias parciales para los mismos genes en las tres cepas de Klebsiella, las rutas reconstruidas
también aplican para las tres cepas. Para los demás materiales únicamente se identificó una reacción
y por lo tanto no se lograron reconstruir más rutas. Considerando las posibles aplicaciones de biolo-
gía sintética se determinó la presencia de péptidos de señalización en las enzimas involucradas en la
degradación de nylon y de PVA (ver el Cuadro 3). Únicamente se encontraron péptidos señal para
las enzimas correspondientes a los genes pvaA y oph. En la Figura 9 se puede ver un esquema que
indica que las reacciones de la degradación de alcohol polivinílico suceden fuera de la célula debido
a la secreción de las enzimas por el translocón Sec. Mientras que la degradación de nylon sucede
dentro de la célula en el citoplasma.

Cuadro 1: Genes correspondientes a la degradación de nylon y alcohol polivinílico identificados
parcialmente en los genomas de las tres cepas de Klebsiella

Gen Enzima Material No. de acceso y
región (bp) No. EC Microorganismo

nylA
6-aminohexanoato

dímero
cíclico hidrolasa

Nylon

NC_007651.1
3604478

a
6055968

3.5.2.12
Burkholderia
thailandensis

E264

nylB
6-aminohexanoato

dímero
lineal hidrolasa

Nylon

NC_003888.3
305537

a
306625

3.5.1.46 Streptomyces
coelicolor

nylC
6-aminohexanoato

oligómero
endohidrolasa

Nylon

AB264778.2
3697
a

4764

3.5.1.117 Agromyces sp.
KY5R

nylD 6-aminohexanoato
aminotransferasa Nylon

NC_000913.3
2792735

a
2794015

2.6.1.116 Escherichia coli
K-12 MG1655

chnE 6-oxohexanoato
deshidrogenasa Nylon

AB006902.2
2237
a

3670

1.2.1.63 Acinetobacter sp.
NCIMB9871

pvaA alcohol polivinílico
deshidrogenasa PVA D50670.1 1.1.2.6 Pseudomonas sp.

VM15C

oph alcohol polivinílico
hidrolasa oxidada PVA AB190288.4 – Pseudomonas sp.

*Donde – significa que aún no se le ha asignado un número de la comisión de enzimas. En los casos en
los que no se indica una región específica se utilizó toda la secuencia ubicada en el número de acceso
correspondiente (Elaboración propia)
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Cuadro 2: Genes correspondientes a la degradación de ftalato, tereftalato, PBAT, PHA y PE
identificados parcialmente en los genomas de las tres cepas de Klebsiella

Gen Producto Material No. de acceso
y región (pb) No. EC Microorganismo

tphA1

tereftalato1,2-
dioxigenasa
componente
oxigenasa

subunidad alfa

Tereftalato

AB238678.1
3260
a

4962

1.14.12.15 Comamonas sp.
E6

tphA2

tereftalato1,2-
dioxigenasa
componente
reductasa

Tereftalato

AB238678.1
5916
a

6926

1.14.12.15 Comamonas sp.
E6

tphA3

tereftalato1,2-
dioxigenasa
componente
oxigenasa

subunidad beta

Tereftalato

AB238678.1
4959
a

5906

1.14.12.15 Comamonas sp.
E6

are arilesterasa PBAT KX002004.1 3.1.8.1
Pseudomonas

pseudoalcaligenes
DSM 1045

are arilesterasa PBAT KX002004.1 3.1.1.2
Pseudomonas

pseudoalcaligenes
DSM 1045

alkB alcano 1-
monooxigenasa PE MK045309.1 1.14.15.3 Paenibacillus sp.

DK1

phtB
ftalato

3,4-dihidrodiol
deshidrogenasa

Ftalato AY372763.1 1.3.1.- Mycobacterium sp.
PAH2.135

phaZ

poly
(3-hidroxi
octanoato)

despolimerasa
extracelular

PHA U10470.1 3.1.1.76 Pseudomonas
fluorescens

*En los casos en los que no se indica una región específica se utilizó toda la secuencia ubicada en el
número de acceso correspondiente (Elaboración propia)
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Figura 4: Ruta de degradación de tereftalato. Donde la flecha verde significa que se identificó esa
parte de la ruta y la flecha corinta significa que no se identificó. En negritas se puede ver el nombre
de la enzima que cataliza la reacción y sobre eso en cursivas el nombre de los genes o el gen cuyos

productos forman la enzima

(Elaboración propia)
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Cuadro 3: Probabilidad de presencia de péptido de señalización

Gen Enzima y No. de acceso
Probabilidad de la presencia

del péptido señal Probabilidad
de ausenciaSec/SPI Sec/SPII Tat/SPI

nylA
6-aminohexanoato

dímero cíclico hidrolasa
(Q2T577)

0.0081 0.0009 0.0331 0.9579

nylB
6-aminohexanoato

oligómero lineal exohidrolasa
(A0A2S6XFB9)

0.008 0.0017 0.0046 0.9858

nylC
6-aminohexanoato

oligómero endohidrolasa
(Q1EPR5)

0.0239 0.0041 0.003 0.9690

nylD
6-aminohexanoato
aminotransferasa

(P22256)
0.0102 0.0014 0.0159 0.9726

chnE
6-oxohexanoato
deshidrogenasa

(Q9R2F4)
0.006 0.0013 0.0022 0.9906

pvaA

alcohol
polivinílico

deshidrogenasa
(P77931)

0.7648 0.0023 0.228 0.0049

oph

alcohol
polivinílico

hidrolasa oxidada
(Q9LCQ7)

0.9048 0.0076 0.0867 0.0009

*Donde Sec/SPI es el péptido señal estándar transportado por el translocón Sec y cortado por la Señal
Peptidasa I (Lep), Sec/SPII son los péptidos de señal de lipoproteínas transportados por el translocón
Sec y cortados por la Señal Peptidasa II (Lsp) y Tat/SPI son los péptidos de señal Tat transportados
por el translocón Tat y cortados por Lep. La probabilidad de ausencia se refiere a la probabilidad de
que la secuencia no incluya péptidos de señalización. El número de acceso corresponde a la secuencia
en UniProt
(Elaboración propia)
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Figura 5: Grafo de las reacciones químicas involucradas en la degradación de nylon. Donde la
numeración dentro de los círculos corresponde a los metabolitos (vértices), b1 corresponde al

ingreso a la ruta de degradación, b2 a la salida de la ruta y r1, r2, r3, r4, r5 y r6 representan la
conversión del sustrato al producto

(Elaboración propia)

Figura 6: Matriz estequiométrica de las reacciones químicas involucradas en la degradación de
nylon. Los vértices o filas corresponden a los metabolitos involucrados en las reacciones que se

pueden ver en las columnas de la matriz. Las columnas a la izquierda de la línea punteada indican
las reacciones del flujo interno de la ruta y las columnas a la derecha indican las reacciones de flujo

de intercambio de la ruta. Cada número indica el coeficiente estequiométrico del metabolito y
reacción correspondiente

(Elaboración propia)
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Figura 7: Grafo de reacciones químicas involucradas en la degradación de alcohol polivinílico.
Donde la numeración dentro de los círculos corresponde a los metabolitos (vértices), b1

corresponde al ingreso a la ruta de degradación, b2 a la salida de la ruta y r1, r2 y r3 representan
la conversión del sustrato al producto

(Elaboración propia)

Figura 8: Matriz estequiométrica de las reacciones químicas involucradas en la degradación de
alcohol polivinílico. Los vértices o filas corresponden a los metabolitos involucrados en las

reacciones que se pueden ver en las columnas de la matriz. Las columnas a la izquierda de la línea
punteada indican las reacciones del flujo interno de la ruta y las columnas a la derecha indican las
reacciones de flujo de intercambio de la ruta. Cada número indica el coeficiente estequiométrico del

metabolito y reacción correspondiente

(Elaboración propia)
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Figura 9: Esquema de ubicación celular de las reacciones de degradación de alcohol polivinílico y
nylon. Donde la degradación del alcohol polivinílico (PVA) sucede en el exterior de la célula y la
degradación del nylon en el citoplasma. Las enzimas utilizadas en la degradación de PVA son
transportadas al exterior por medio del translocón sec. Los polímeros cortos de nylon y los

oligómeros entran a la célula por transporte pasivo. La N en celeste representa una amina, la C
roja representa un ácido carboxílico y la C negra un grupo aldehído. El cambio de color celeste a
azul claro representa que hubo un cambio más allá de la hidrólisis y el color azul oscuro que le

sigue representa que ocurrió otro cambio

(Elaboración propia)

7.3. Diseño de cebadores

Con base en la reconstrucción de las rutas metabólicas y el análisis de las matrices estequiomé-
tricas se diseñaron cebadores para la identificación y clonación de los genes nylA, nylB, nylC, nylD
y chnE para la degradación de nylon y los genes pvaA y oph para la degradación de PVA como se
puede ver en los Cuadros 4 y 5. En el Cuadro 4 se puede ver el nombre, la dirección y la secuencia
de cada cebador. En el Cuadro 5 se puede ver la longitud, el contenido Guanina-Citosina (GC),
la temperatura de desnaturalización, el tamaño del producto y la degeneración de cada cebador.
En su mayoría se diseñaron cebadores degenerados. El par de cebadores con la mayor degeneración
corresponde a los diseñados para el gen nylB y el único par de cebadores no degenerado es el del gen
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chnE. En la Figura 10 se puede ver una representación gráfica de los productos de amplificación en
una electroforesis en gel. La ubicación de los cada uno en su respectivo secuencia consenso se puede
ver en el Anexo D. Ya que los cebadores se diseñaron considerando los codones de uso más frecuente
del género Klebsiella estos aplican para las tres cepas de Klebsiella analizadas en la investigación.

Cuadro 4: Secuencia y dirección de los cebadores diseñados para los genes de interés

Gen Dirección Nombre Secuencia (5’-3’)

nylA Hacia adelante nylA-472 F GGCGTGCCGBTBCTGMTSAAA
Reverso nylA-871 R TCGGTTTCAGGCCSACCA

nylB Hacia adelante nylB-691 F GYGACCRTSSRSCA
Reverso nylB-1,174 R SGCCVAAGCGSGCCRSRTCGC

nylC Hacia adelante nylC-424 F GTGAGCAGCGCSGTGATCTA
Reverso nylC-842 R CTCATGCGCACRTTGGTCAC

nylD Hacia adelante nylD-211 F GGCAAYAGCTTYATCGAYCT
Reverso nylD-331 R CCATRAAGCAGGTRTGGGTR

chnE Hacia adelante chnE-1,348 F AGCACCAGCAAAAGCAG
Reverso chnE-1,463 R TTGCGCACCAGTTTTT

pvaA Hacia adelante pvaA-1,415 F TSSTGGYGGGCCAGAAAAGC
Reverso pvaA-1,932 R RTAGCCGCTRTKCACGWWCA

oph Hacia adelante oph-446 F TGRTSKMCCCGDWC
Reverso oph-711 R GGYCATSRYGCCGCCGBYGCT

*Donde Y corresponde a timina (T) o citosina (C); R a guanina (G) o adenina(A); S
a G o C; N a G, A, T o C; M a C o A; W a T o A; K a G o T; B a G, T o C; V a G,
C o A; H a C, A o T y D a G, A o T. Se revisó que ninguna de las secuencias de los
cebadores fuera específica a genes correspondientes a proteínas de bacterias del género
Klebsiella (Elaboración propia)

Cuadro 5: Propiedades de los cebadores diseñados para los genes de interés

Nombre Longitud (pb) %GC Tm (°C) Producto (pb) Degeneración
nylA-472 F 21 61.1 62.1 - 68.4 400 36
nylA-871 R 18 61.1 61.2 2
nylB-691 F 14 72.7 47.1 - 58.8 484 64
nylB-1,174 R 21 83.3 70.4 - 76.5 96
nylC-424 F 20 60 62.6 419 2
nylC-842 R 20 57.9 60.2 - 62.5 2
nylD-211 F 20 47.1 53.0 - 60.7 121 8
nylD-331 R 20 52.9 54.2 - 61.2 8
chnE-1,348 F 17 52.9 55.6 116 0
chnE-1,463 R 16 43.3 52.1 0
pvaA-1,415 F 20 63.2 62.7 - 65.5 518 8
pvaA-1,932 R 20 52.9 57.1 - 63.6 32
oph-446 F 14 70 43.1 - 57.4 266 96
oph-711 R 16 84.6 58.1 - 67.6 16

*Para cada cebador se revisó que ninguna de las posibles estructuras secundarias tuviera energía libre
de Gibbs menor a 0.9 kcal/mol. La ubicación de cada cebador en su gen correspondiente se puede ver
en el Anexo D (Elaboración propia)
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Figura 10: Representación de los productos de amplificación de los cebadores diseñados resultantes
de una electroforesis en gel. Los pozos se ven en gris claro, las bandas de la escalera de color negro
y las bandas de amplificación de las muestras en gris oscuro. En la parte superior de los pozos se
puede ver la muestra correspondiente a cada uno. En el primer pozo se ve la escalera molecular de
700 pares de bases con la cual se comparan los productos de amplificación. Esta imagen se realizó

considerando la información de los Cuadros 4 y 5

(Elaboración propia)
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CAPÍTULO 8

Discusión

Dentro de los genomas de Klebsiella michiganensis Kop, Klebsiella sp. Kpp y Klebsiella sp.
Kps, cepas presuntamente simbiontes de moscas de la fruta (Diptera: Tephritidae) se identificaron
secuencias parciales de genes para degradación de nylon, PVA, PBAT, PE, PHA, tereftalato y ftalato.
A partir de las secuencias parciales de los genes identificados e información de sustratos y productos
se reconstruyeron las rutas de degradación de nylon y de PVA por lo cual se cumplió la hipótesis
de la investigación. También se diseñaron cebadores degenerados para la identificación de los genes
nylA, nylB, nylC, nylD, chnE, pvaA y oph necesarios para la de degradación de nylon y PVA.

Hay ciertos insectos que pueden ingerir y degradar plásticos y micro plásticos sin problemas,
mientras que la presencia de estos en otros insectos disminuye el crecimiento y la capacidad de
reproducción (Oliveira y col., 2019). La presencia de secuencias parciales de genes de degradación
de plástico y de aditivos del proceso de fabricación sugiere que las larvas de las moscas de la fruta
(Diptera: Tephritidae) tienen el potencial para degradar estos materiales, específicamente los indi-
cados en los Cuadros 1 y 2, y no verse afectadas negativamente. Una posible explicación para esto
es que las moscas de la fruta tienen una dieta rica en celulosa (Merli y col., 2018; Pascacio-Villafán
y col., 2018), la cual es un polímero natural, pero ya que los plásticos también son polímeros solo
que sintéticos, las bacterias simbiontes de las moscas se pueden haber adaptado para aprovechar a
estos nuevos polímeros como fuente de carbono. Tanto en C. capitata como en A. ludens se considera
a Klebsiella como uno de los géneros dominantes de las respectivas microbiotas intestinales. Se ha
reportado la presencia dominante de Klebsiella sp. en larvas, pupas, adultos machos y adultos hem-
bras (Behar y col., 2005; Ventura y col., 2018). Como técnica para la mejora del rendimiento sexual
de las moscas de la fruta estériles producidas en planta en ocasiones se las alimenta con bacterias
del género Klebsiella y otros para que cumplan la función de probióticos (Ami y col., 2010).

La comprobación de la presencia de quitinasas producidas por las bacterias intestinales de los
insectos del género Diptera combinada con la alta adaptabilidad de las bacterias también podría
explicar la presencia de las secuencias parciales identificadas correspondientes a los genes de degra-
dación (Indiragandhi y col., 2011). Para que pueda haber adaptabilidad se necesita exposición a los
polímeros y en este caso las moscas y por lo tanto sus bacterias están expuestas a plásticos cons-
tantemente. Ya que estos se utilizan como una forma de exclusión física para proteger a los cultivos
de las plagas (Sarwar, 2015). Todavía no hay evidencia de que las moscas de la fruta o sus larvas
logren superar estas barreras físicas. Sin embargo, es posible que logren consumir parte del plástico
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sin llegar a romperlo. De igual forma, todavía es necesaria evidencia experimental del potencial del
insecto y sus larvas para la degradación de plástico.

Cabe mencionar que en los alineamientos iniciales con los genes encontrados en la literatura se
identificaron secuencias parciales de 31 genes adicionales dentro de los genomas de interés (ver Cua-
dros 12 y 13 de la sección de Anexos). Sin embargo, estos no se incluyeron en la sección de Resultados
ya que no se encontró información correspondiente a reacciones enzimáticas en la enciclopedia de
genes y genomas de Kioto (KEGG) y, tampoco en la base de datos MetaCyc de BioCyc y sin esta
información no se podía realizar la reconstrucción de rutas metabólicas. Los datos de los Cuadros 1
y 2 son importantes porque implican que las tres cepas de interés no solo tienen secuencias parciales
de genes que codifican para la producción de enzimas para iniciar la degradación de ciertos plásticos,
sino que en algunos casos cuentan con la capacidad de degradar diferentes compuestos intermediarios
formados en el proceso de degradación. Al igual que con las larvas, todavía es necesaria evidencia
experimental de la degradación de los plásticos mencionados de parte de las cepas de interés del
género Klebsiella.

Otra limitación de la investigación ocasionada por la ausencia de información en la literatura es
que se han identificado enzimas de forma experimental de las cuales se cuenta con la secuencia de
aminoácidos de las proteínas. Sin embargo, aún no se conoce la secuencia de los genes responsables
de la producción de las enzimas y por lo tanto no se incluyeron en la investigación. Por ejemplo, las
enzimas polietileno tereftalato hidrolasa (PETasa) y monohidroxietil tereftalato hidrolasa (MHE-
Tasa) utilizadas para la degradación de PET (Koshti y col., 2018). Esto quiere decir que aún no
sabemos si las cepas de interés son capaces de producir estas enzimas y se tendría que realizar prue-
bas experimentales de degradación de cada plástico específico y en el caso de que la degradación
sea posible se tendría que caracterizar las proteínas. La caracterización de proteínas sería necesaria
para determinar si la degradación se está realizando por las mismas rutas y enzimas o si se están
utilizando otras. En algunos casos esta ausencia de información de las secuencias no permitió la
reconstrucción de las rutas metabólicas porque únicamente se logró realizar alineamientos con uno
de los genes involucrados en la posible ruta de degradación.

Dentro de los materiales para los cuales se identificaron secuencias parciales de genes de degrada-
ción se encuentra el PHA, un polímero producido por bacterias en condiciones con pocos nutrientes
con el fin de luego degradarlo para generar energía y que así pueda haber crecimiento microbiano
(Ray y Kalia, 2017), por lo cual la probabilidad de encontrar secuencias de genes para la degradación
de este material era alta. También se encontraron secuencias parciales de genes para degradación
de PBAT, un polímero sintético clasificado como biodegradable para el cual hay diferentes estudios
que han comprobado que este se degrada en la tierra y en sistemas acuáticos y que la degradación
se da por la colonización de microorganismos. Por lo tanto, también era probable encontrar estas
secuencias en las cepas de interés. Para el PBAT se encontró una secuencia parcial del gen que
codifica para una arilesterasa que hidroliza poliésteres aromáticos y libera tereftalato (Bonilla y col.,
2020; Haernvall y col., 2017; Palsikowski y col., 2018; Zumstein y col., 2018).

En procesos de biodegradación controlada se podría recuperar el tereftalato para comercializarlo
para la producción de nuevos polímeros industriales como PET o PBAT o permitir que las bacterias
lo incorporen para producir biomasa o que liberen dióxido de carbono. La venta del tereftalato
podría tener un alto valor comercial ya que no se necesitaría más petróleo para la obtención de
tereftalato. Esto también tendría beneficios ambientales porque reduciría la cantidad producida de
gases de invernadero (Haernvall y col., 2017; Koshti y col., 2018; Semba y col., 2018; Zumstein y col.,
2018).

Ya que también se identificaron secuencias parciales de genes para la degradación de tereftalato
en las cepas de interés si se quisiera realizar la recuperación de tereftalato probablemente se tendrían
que silenciar estos genes. A diferencia del tereftalato, los ftalatos no son monómeros de plásticos,
sino que son adicionados a estos durante el proceso de fabricación para aumentar su flexibilidad
y durabilidad (Boll y col., 2019). Se han realizado estudios en diferentes partes del mundo en los
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cuales se han identificado ftalatos en recursos acuáticos, agua embotellada y agua del grifo. Esto
es problemático por la alta toxicidad que tienen para el sistema endócrino humano (Abtahi y col.,
2019; Katsikantami y col., 2016). La presencia de secuencias parciales de genes de degradación de
ftalatos presentes en las cepas de interés sugiere que las bacterias podrían degradar estos compuestos
y evitar su ingreso al ambiente acuático y su posterior consumo por los humanos y otros organismos
para los cuales son dañinos.

El PVA es un polímero soluble en agua y se ha sabido por más de 80 años que distintos micro-
organismos lo pueden mineralizar. Diferentes estudios han reportado que la degradación suele ser
realizada por bacterias Gram negativas. Ya que el género de bacterias Klebsiella se clasifica como
Gram negativo, era altamente probable encontrar secuencias parciales para los dos genes involu-
crados en el metabolismo de este material, pvaA y oph, dentro de las cepas de interés (ver Cuadro
1). Hoy en día se utilizan diferentes combinaciones de PVA con otros polímeros como PE de baja
densidad y de alta densidad o con polímeros naturales como almidón, para los cuales también se
han reportado microorganismos con potencial para degradarlos (Ahmed y col., 2018; Anjana y col.,
2020; Kawai y Hu, 2009; Raghul y col., 2014). Para determinar la capacidad de las cepas de interés
para degradar estas combinaciones se tendría que realizar pruebas experimentales.

En la Figura 7 se puede ver que se logró reconstruir la ruta de degradación de PVA y se determinó
con la matriz estequiométrica correspondiente (ver Figura 8) que es igual de probable que se siga
el camino r1 a r2 a que se siga el camino de r1 a r3 porque el alcohol polivinílico oxidado con un
monómero menos, es decir n-1 (vértice 3), es un metabolito intermediario y eventualmente se va a
obtener acetato (vértice 2). Esto implica que al realizar ingeniería genética y posteriormente biología
sintética se tendría que considerar la ruta completa. Por lo tanto, se diseñaron cebadores para los
genes pvaA y oph (ver Cuadros 4 y 5). Los cebadores degenerados se diseñaron considerando el
cuadro de uso de codones para Klebsiella de CoCoPUTS (Alexaki y col., 2019). La limitación de
los cebadores diseñados es que ya que se diseñaron a partir de secuencias consenso degeneradas y
cuadros de uso de codones entonces no hubo forma de evaluar completamente su especificidad y
tampoco se tiene certeza de que al probarlos experimentalmente se unan a la secuencia de interés.
Sin embargo, usar el Cuadro de codones de uso aumenta la probabilidad de que funcionen.

Se esperaba poder diseñar cebadores que permitieran la clonación de los genes completos identifi-
cados para la degradación de plásticos. Sin embargo, esto no se logró debido a que solo se identificaron
secuencias parciales para los genes y únicamente se contaba con la secuencia de genes de otros gé-
neros bacterianos. Entonces usar un diseño de cebadores universales hubiera sido muy específico y
podría no haber sido exitoso experimentalmente en las cepas de interés. Es posible que solamente
se identificaran secuencias parciales porque puede que en este caso los genes no estén altamente
conservados entre géneros y que las secuencias parciales identificadas correspondan a las áreas de
de mayor conservación de los genes. Considerando esto y que no se identificaron en la literatura
otras secuencias de nucleótidos de género más cercanos a Klebsiella se decidió diseñar cebadores
degenerados a partir de secuencias de aminoácidos disponibles para las proteínas de interés.

Una vez se haya determinado de forma experimental la capacidad de degradación de las cepas de
interés se podría hacer una PCR con los cebadores degenerados para comprobar la presencia de los
genes de interés. En el caso de no lograr identificarlos se podría investigar proteínas homólogas para
cada enzima en lugar de genes específicos para degradación de plástico y buscarlas dentro de los
genomas de las cepas de interés. Con esto se podría realizar un árbol filogénetico para encontrar la
proteína más cercana a alguna presente en las cepas, aunque no haya sido relacionada previamente
a la degradación de plásticos, y diseñar cebadores para poder clonar los genes enteros y utilizarlos
en diferentes aplicaciones de ingeniería genética y biología sintética.

Dentro de los materiales para los cuales se encontraron secuencias parciales de genes de degra-
dación también se encuentran plásticos sintéticos como el nylon y el PE, materiales para los cuales
no se sabía si se iba a encontrar este tipo de genes porque son hidrofóbicos, de alta cristalinidad y
no tienen grupos funcionales hidrolíticos (Taghavi y col., 2020). En el caso del PE únicamente se
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identificó una secuencia parcial para un gen de degradación, alkB (ver Cuadro 2). El producto de
este gen es la enzima necesaria para romper cadenas de alcanos y de PE entonces se sabe que tiene
una función importante en la degradación de PE. Sin embargo, todavía no se conoce cómo funciona
el proceso de degradación y por eso todavía no se han descrito las rutas metabólicas involucradas
en él (Ru y col., 2020; Shahreza y col., 2019). Si bien todavía no se conoce la ruta de degradación
de PE se podría evaluar el potencial de degradación de la enzima.

Para el nylon se identificaron secuencias parciales de cinco genes correspondientes a las enzimas
necesarias para la conversión de polímeros de cadena corta de nylon-6 a adipato (ver Cuadro 1). Ya
que el adipato es el precursor del nylon se podría recuperar para reciclarlo o se puede dejar que se in-
corpore al ciclo de Krebs para generar energía para el funcionamiento del microorganismo. El último
paso en el cual se convierte 6-oxohexanoato a adipato es catalizado por la enzima 6-oxohexanoato
deshidrogenasa, parte de las enzimas de metabolismo de ciclohexanol (Cheng y col., 2000; Danso
y col., 2019). Esto quiere decir que hay enzimas cuya función original no está relacionada a la de-
gradación de plásticos, pero igual están involucradas en el proceso y por lo tanto hay interacción
entre las dos rutas metabólicas. Cabe mencionar que hasta el momento únicamente se ha descrito
una enzima capaz de degradar polímeros de nylon de alto peso molecular. Esta enzima está clasifi-
cada como una peroxidasa dependiente de manganeso y viene de los hongos xilófagos Phanerochaete
chrysosporium y Trametes versicolor (Danso y col., 2019; Deguchi y col., 1997).

A partir de los genes a los que corresponden las secuencias parciales identificadas se reconstruyó
la ruta de degradación de nylon y se determinó que la probabilidad de empezar la degradación con
el polímero de cadena corta de nylon-6 (vértice 0) es igual a la de empezar el proceso con el dímero
cíclico del 6-aminohexanoato (vértice 3) (ver Figuras 5 y 6 a y b). Lo cual, al igual que en el caso
del PVA, significa que ambas opciones se deben considerar al intentar optimizar el proceso. En este
caso también se diseñaron cebadores degenerados que se podrían utilizar luego de la verificación
experimental de la degradación de plásticos de las bacterias (ver Cuadros 4 y 5). Para pvaA la
degeneración es cero debido a que los codones de uso frecuente permitieron reducirla y encontrar
una región más conservada que en los otros casos. De igual forma se podría hacer el análisis de
proteínas homólogas que no estén relacionadas necesariamente con la degradación de plásticos.

En la Figura 9 se puede ver que la degradación de los polímeros de cadena corta de nylon-6
sucede dentro de la célula. Para que esto pueda suceder los compuestos, ya sea los polímeros de
cadena corta, los oligómeros o los dímeros deben ingresar a la célula de alguna forma. Hay evidencia
que apunta a que la forma de ingreso a la célula de estos compuestos y del monómero cíclico del nylon,
la caprolactama o 6-aminohexanoato, es por transporte pasivo. La presencia de estos compuestos en
la naturaleza y en los productos fabricados a base de nylon se debe a que la polimerización de la
caprolactama es incompleta (Danso y col., 2019; Yeom y col., 2018).

Como se puede ver en el Cuadro 3 se identificaron péptidos de señalización en la alcohol polivi-
nílico deshidrogenasa y en la alcohol polivinílico hidrolasa oxidada, pero no en las enzimas corres-
pondientes a la degradación de nylon. Si bien los compuestos relacionados al nylon ingresan a la
célula de igual forma se podría agregar péptidos señal a las enzimas de degradación de nylon por
ingeniería genética para que sean secretadas o se podría trabajar con protoplastos o sistemas con
extractos celulares enzimáticos para optimizar la degradación. En el caso de añadir péptidos señal
se podría modificar un plásmido y agregar también el promotor de arabinosa para que las proteínas
se secreten de forma selectiva en el sistema agregando arabinosa.

Con lo obtenido se puede ver el potencial que tienen las cepas analizadas para la degradación de
plástico. Para poder realizar los procesos a escala industrial es necesario optimizar la biodegradación.
Esto se podría lograr optimizando primero las cepas con biología sintética, en este caso se proponen
las rutas de degradación de nylon y PVA como opción principal, y luego diseñando un sistema en
el que se combinen cepas con diferentes capacidades de degradación. Ya sea con cepas que tengan
partes diferentes de las rutas de degradación para que los procesos no sean tan demandantes meta-
bólicamente o con cepas capaces de degradar diferentes tipos de plásticos. Dependiendo del diseño
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y del propósito del sistema se podrían recuperar diferentes compuestos intermedios para darle un
valor agregado al proceso y hacer que sea más rentable.
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CAPÍTULO 9

Conclusiones

Se identificaron secuencias parciales de genes reportados en la literatura por su potencial en la
degradación de nylon, alcohol polivinílico, poli butileno adipatotereftalato, polietileno, polihi-
droxialcanoato, tereftalato y ftalato dentro de los genomas de las cepasKlebsiella michiganensis
Kop, Klebsiella sp. Kpp y Klebsiella sp. Kps, cepas presuntamente simbiontes de moscas de la
fruta (Diptera: Tephritidae).

Se propusieron rutas metabólicas involucradas en la degradación de nylon y alcohol polivinílico
a partir de las secuencias parciales encontradas utilizando un método de reconstrucción de
rutas metabólicas con base en grafos y, por lo tanto, podrían ser utilizadas en procesos de
biodegradación controlada de estos materiales, una vez se haya comprobado la degradación de
forma experimental.

Se diseñaron cebadores degenerados para la posible clonación y producción de proteínas a
partir de los genes nylA, nylB, nylC, nylD, chnE, pvaA y oph relacionados a la degradación de
plásticos.
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CAPÍTULO 10

Recomendaciones

Comprobar experimentalmente la capacidad de degradación de nylon, alcohol polivinílico, poli
butileno adipato tereftalato, polietileno, polihidroxialcanoato, tereftalato y ftalato de las tres
cepas de Klebsiella utilizadas en la investigación. Se podría utilizar medios de cultivo con cada
material como única fuente de carbono y en el caso del nylon también se podría probar con el
polímero como única fuente de nitrógeno.

Realizar revisiones de la literatura a futuro para determinar si ya se encuentran disponibles
secuencias codificantes para otras enzimas involucradas en la degradación de plástico o si
ya se cuenta con información de los sustratos y productos de los genes identificados que no
se lograron incluir en el proceso de reconstrucción para así poder reconstruir otras rutas.
Considerando que las enzimas de degradación de nylon no tienen péptidos señal se podría
diseñar un sistema enzimático con los genes correspondientes a estas enzimas, con secuencias
para péptidos señal, y un promotor de arabinosa que permita la producción de las enzimas
únicamente en el sistema de degradación. Para el alcohol polivinílico se podría realizar lo mismo
sin tener que agregar los péptidos señal. Tanto para el nylon como para el alcohol polivinílico
se podría diseñar un sistema de degradación ya sea con cepas individuales, en consorcio o
en biopelículas, considerando la posibilidad de recuperación de metabolitos intermediarios o
biomasa para obtener un método costo-efectivo de biodegradación de plásticos.

Evaluar el funcionamiento de los cebadores diseñados para la identificación de los genes de
forma experimental. Investigar genes homólogos para cada enzima que no estén necesariamente
relacionados a la degradación de plásticos y realizar un árbol filogenético para determinar el
gen homólogo más cercano a una de las cepas de interés para luego poder amplificar el gen
completo y así poder realizar biología sintética con el fin de optimizar el proceso de degradación
de nylon o PVA en las cepas del género Klebsiella.
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ANEXO A

Base de datos de genes relacionados a la degradación de plástico

Base de datos construida utilizando información de “Plastics Microbial Biodegradation Database”
y también información obtenida en búsquedas utilizando las palabras clave descritas en la sección
de Metodología. Los genes indicados en esta base de datos fueron los que se utilizaron para los
alineamientos con las secuencias de interés del género Klebsiella. Contiene el gen identificado, el
producto del gen, el microorganismo al cual corresponde, el material al cual ha sido relacionado, el
número de acceso del NCBI y la base de datos en la cual se ha identificado una ruta metabólica de
degradación de la que forma parte el gen.
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ANEXO B

Resultados de los alineamientos iniciales

En esta sección se incluyen los genes para los cuales se identificaron secuencias parciales en los
genomas de las tres cepas de interés de Klebsiella que no se encuentran en la sección de resultados
debido a que no se encontró información de reacción en las bases de datos KEGG o MetaCyc de
BioCyc (ver Cuadros 12 y 13).

Cuadro 12: Genes cuyas secuencias parciales fueron identificadas en los genomas de las tres cepas
de Klebsiella sin información de reacción disponible (Parte 1)

Gen Producto Microorganismo Material No. de acceso

plaM4 ácido poliláctico
despolimerasa Bacteria no cultivada PLA AB302136.1

plaM7 ácido poliláctico
despolimerasa Bacteria no cultivada PLA AB302138.1

plaM9 ácido poliláctico
despolimerasa Bacteria no cultivada PLA AB302140.1

plaM5 ácido poliláctico
despolimerasa Bacteria no cultivada PLA AB302137.1

plaM8 ácido poliláctico
despolimerasa Bacteria no cultivada PLA AB302139.1

PhaZd polihidroxibutirato
despolimerasa

Cupriavidus necator
H16 PHB FJ200367.2

cut-2.KW3 cutinasa 1 Thermobifida fusca PET FR727681.1

N.D serina hidrolasa Thermobifida
halotolerans PET JQ339742.1

lip lipasa Pseudomonas pelagia PA o nylon KU695573.1
EstB3 carboxilesterasa Bacteria no cultivada PBAT KX533504.1

*Donde N.D. significa no definido porque todavía no se cuenta con un nombre para el gen (Elabo-
ración propia)
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Cuadro 13: Genes cuyas secuencias parciales fueron identificadas en los genomas de las tres cepas
de Klebsiella sin información de reacción disponible (Parte 2)

Gen Producto Microorganismo Material No. de acceso

phaZCac polihidroxibutirato
despolimerasa

Comamonas
acidovorans PHB AB003186.1

pudA éster carboxílico
hidrolasa

Comamonas
acidovorans PU AB009606.1

PlaA ácido poliláctico
despolimerasa

Paenibacillus
amylolyticus PLA AB093482.1

carEW éster carboxílico
hidrolasa Bacillus sp. K91 DiBP KM098150.1

phtAa ftalato dioxigenasa
subunidad grande

Rhodococcus sp.
JDC-11 DBP FJ528993.1

pbsA
polibutileno
succinato A
despolimerasa

Acidovorax
delafieldii BS-3 PBS AB066349.1

cut1 cutinasa 1 Thermobifida
fusca KW3 PET HQ147787.1

cut2 cutinasa 2 Thermobifida
cellulosilytica PET HQ147786.1

est1 esterasa 1 Thermobifida alba PET AB445476.2
1 a 891

est2 esterasa 2 Thermobifida alba PET AB445476.2
1398 a 2300

pvadh alcohol polivinílico
deshidrogenasa

Sphingopyxis sp.
113P3 PVA AB190288.4

3177 a 5141

cle1 enzima similar
a cutinasa

Cryptococcus sp.
S-2 PLA AB102945.1

pDS-PS polihidroxibutirato
despolimerasa Ralstonia pickettii PHB D25315.1

pueA poliuretanasa A Pseudomonas
chlororaphis PU EF175556.1

12720 a 14570

pueB poliuretanasa B Pseudomonas
chlororaphis PU EF175556.1

4551 a 6254

phaZ poli(3-hidroxioctanoato)
despolimerasa

Cupriavidus necator
H16 PHA U10470.1

phaZ polihidroxibutirato
despolimerasa

Caldimonas
manganoxidans PHB AY538710.1

N.D. ftalato dioxigenasa
subunidad grande

Mycobacterium sp.
PAH2.135 ftalato AY372762.1

phaZpst polihidroxibutirato
despolimerasa

Pseudomonas
stutzeri PHB AB012225.1

pegA polietilenglicol
deshidrogenasa

Sphingopyxis
macrogoltabida PEG AB196775.2

*Donde N.D. significa no definido porque todavía no se cuenta con un nombre para el gen (Elabo-
ración propia)
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ANEXO C

Alineamientos múltiples de proteínas y cuadro de uso de codones

Para diseñar los cebadores a partir de una secuencua consenso se realizaron alineamientos de dis-
tintas secuencias de proteínas correspondientes a diferentes especies y géneros microbianos utilizando
el algoritmo ClustalW dentro de la herramienta genefisher2. El número de secuencias utilizadas en los
alineamientos varió dependiendo de la disponibilidad de secuencias. Los números de acceso de Uni-
Prot correspondientes a las secuencias utilizadas para los alineamientos de cada enzima son para nylA
Q2T577, P13398, P13397, A0A5E9H055, A0A5E7HKL0, Q5LQG3, A0A5P9H1U0, A0A5E7CKW3,
A0A5E7HCA9, A0A143QHT7, H8WBP3, A0A378NHD9, A0A150KFG1, A0A0H2WG49, A0A2K8-
PAY7 y A0A344UWX4; para nylB A0A2S6XFB9, F8GSN1, A0A127MZS5, A0A0P1FIN3, A0A375-
HUG8, A0A378GNR8, A0A377QTU2, A0A5E7S7Q7, A0A375J568, A0A5E7VBG3, A0A5C5WHT1,
A0A533QHE6, A0A380R6R4, A0A1C6JX26, P07061 y W2UH15; para nylC Q1EPR5, Q79F77,
Q57326, U2XM45, Q1EPR4 y Q14T92; nylD P22256, A0A4Y3N828, P63505, A0A098BQ68, A0A2S3-
ZZE3, H0QQG6, A0A4V6Y5T3, J7LYZ2, A0A024H0D4, A0A1F2PMJ1 y A0A4P7ST30; chnE Q9R-
2F4, K7XBT9, Q84H75, Q84H87, C0STX8 y Q6RXW0; pvaA P77931, Q588Z1, A0A5P9GR54 y
A0A2U3LPZ5; y para oph Q9LCQ7, Q588Z2, A0A1W-6K795, A0A1V4WJI2, A0A0X8R4I9, A0A221-
UVE1, A0A1V5BRX0, A0A517S-HC2, A0A5E7YMU5, A0A2Z2NUM5, A0A5P9EMB1 y A0A517N-
131. De las Figuras 11 a la 17 se pueden ver capturas de pantalla con ejemplos de las secciones más
conservadas observadas en los alineamientos. Luego de obtener el alineamiento la herramienta gene-
fisher2 proporcionó secuencias consenso con los codones de uso más frecuente del género Klebsiella
como se puede ver en los Cuadros 14 y 15. Las secuencias obtenidas a partir de los alineamientos
combinados con el cuadro de uso de codones se pueden ver en las Figuras 18 a 24.
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Figura 11: Ejemplo de las secciones con mayor conservación observadas en el alineamiento de
secuencias múltiples de NylA. Captura del alineamiento realizado con el algoritmo Clustal W en la
herramienta genefisher2. Del lado izquierdo se puede ver la información de identificación de las

secuencias alineadas.

Figura 12: Ejemplo de las secciones con mayor conservación observadas en el alineamiento de
secuencias múltiples de NylB. Captura del alineamiento realizado con el algoritmo Clustal W en la
herramienta genefisher2. Del lado izquierdo se puede ver la información de identificación de las

secuencias alineadas.

Figura 13: Ejemplo de las secciones con mayor conservación observadas en el alineamiento de
secuencias múltiples de NylC. Captura del alineamiento realizado con el algoritmo Clustal W en la
herramienta genefisher2. Del lado izquierdo se puede ver la información de identificación de las

secuencias alineadas.
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Figura 14: Ejemplo de las secciones con mayor conservación observadas en el alineamiento de
secuencias múltiples de NylD. Captura del alineamiento realizado con el algoritmo Clustal W en la
herramienta genefisher2. Del lado izquierdo se puede ver la información de identificación de las

secuencias alineadas.

Figura 15: Ejemplo de las secciones con mayor conservación observadas en el alineamiento de
secuencias múltiples de ChnE. Captura del alineamiento realizado con el algoritmo Clustal W en la
herramienta genefisher2. Del lado izquierdo se puede ver la información de identificación de las

secuencias alineadas.

Figura 16: Ejemplo de las secciones con mayor conservación observadas en el alineamiento de
secuencias múltiples de PvaA. Captura del alineamiento realizado con el algoritmo Clustal W en la
herramienta genefisher2. Del lado izquierdo se puede ver la información de identificación de las

secuencias alineadas.
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Figura 17: Ejemplo de las secciones con mayor conservación observadas en el alineamiento de
secuencias múltiples de Oph. Captura del alineamiento realizado con el algoritmo Clustal W en la
herramienta genefisher2. Del lado izquierdo se puede ver la información de identificación de las

secuencias alineadas.

Cuadro 14: Codones de uso frecuente para bacterias del género Klebsiella (Parte 1)

AmAcid Codon Number /1000 Fraction ..
Ser TCG 185397222.00 11.51 0.00
Ser TCA 72783652.00 4.52 0.00
Ser TCT 79962605.00 4.96 0.00
Ser TCC 77577743.00 11.02 0.00
Arg CGG 160740587.00 9.98 0.00
Arg CGA 47567536.00 2.95 0.00
Arg CGT 213883335.00 13.27 0.00
Arg CGC 490345857.00 30.43 0.00
Gln CAG 603465049.00 37.45 0.00
Gln CAA 118927176.00 7.38 0.00
His CAT 185282928.00 11.5 0.00
His CAC 180830945.00 11.22 0.00
Leu CTG 1116140662.00 69.27 0.00
Leu CTA 50758369.00 3.15 0.00
Leu CTT 135576089.00 8.41 0.00
Leu CTC 244675783.00 15.19 0.00
Pro CCG 33795.00 14.50 0.00
Pro CCA 21237.00 9.11 0.00
Pro CCT 22121.00 9.49 0.00
Pro CCC 14379.00 6.17 0.00

*Los identificadores de las columnas se encuentran en inglés de-
bido a que ese es el formato que solicita genefisher2 para po-
der usarla en el programa.La información se obtuvo de la base de
datos CoCoPUTs que se puede encontrar en el siguiente enlace:
https://hive.biochemistry.gwu.edu/review/codon2 (Elaboración propia)
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Cuadro 15: Codones de uso frecuente para bacterias del género Klebsiella (Parte 2)

AmAcid Codon Number /1000 Fraction ..
Gly GGG 228598684.00 14.19 0.00
Gly GGA 100995161.00 6.27 0.00
Gly GGT 215267268.00 13.36 0.00
Gly GGC 667616717.00 41.44 0.00
Glu GAG 421945390.00 26.19 0.00
Glu GAA 449156937.00 27.88 0.00
Asp GAC 378013119.00 23.46 0.00
Asp GAT 435980818.00 27.06 0.00
Val GTG 504510421.00 31.31 0.00
Val GTA 114250664.00 7.09 0.00
Val GTT 177340836.00 11.01 0.00
Val GTC 333769522.00 20.72 0.00
Ala GCG 676276811.00 41.97 0.00
Ala GCA 142001697.00 8.81 0.00
Ala GCT 174157812.00 10.81 0.00
Ala GCC 675559999.00 41.93 0.00
Arg AGG 28978545.00 1.80 0.00
Arg AGA 30532786.00 1.90 0.00
Ser AGT 77795368.00 4.83 0.00
Ser AGC 347139594.00 21.55 0.00
Lys AAG 223666445.00 13.88 0.00
Lys AAA 402713125.00 24.99 0.00
Asn AAT 201844214.00 12.53 0.00
Asn AAC 350019929.00 21.72 0.00
Met ATG 430109813.00 26.7 0.00
Ile ATA 56201798.00 3.49 0.00
Ile ATT 34839924.00 20.78 0.00
Ile ATC 509463793.00 31.62 0.00
Thr ACG 211005020.00 13.1 0.00
Thr ACA 51973660.00 3.23 0.00
Thr ACT 82724066.00 5.13 0.00
Thr ACC 491680466.00 30.52 0.00
Trp TGG 257179466.00 15.96 0.00
End TGA 22185496.00 1.38 0.00
Cys TGT 50716344.00 3.15 0.00
Cys TGC 130468060.00 8.10 0.00
End TAG 6556644.00 0.41 0.00
End TAA 30653325.00 1.90 0.00
Tyr TAT 230046195.00 14.28 0.00
Tyr TAC 209094018.00 12.98 0.00
Leu TTG 113975512.00 7.07 0.00
Leu TTA 107200851.00 6.65 0.00
Phe TTT 305471381.00 18.96 0.00
Phe TTC 310680653.00 19.28 0.00

*Los identificadores de las columnas se encuentran en inglés de-
bido a que ese es el formato que solicita genefisher2 para po-
der usarla en el programa. La información se obtuvo de la ba-
se de datos CoCoPUTs que se puede encontrar en el siguiente en-
lace: https://hive.biochemistry.gwu.edu/review/codon2 (Elaboración
propia)
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Figura 18: Secuencia consenso de nylA. Obtenida de la herramienta genefisher2 de la traducción
reversa de los alineamientos de las proteínas especificadas al inicio del Anexo C utilizando los

Cuadros 14 y 15

(Captura de pantalla obtenida de la herramienta Geneious Prime)
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Figura 19: Secuencia consenso de nylB. Obtenida de la herramienta genefisher2 de la traducción
reversa de los alineamientos de las proteínas especificadas al inicio del Anexo C utilizando los

Cuadros 14 y 15

(Captura de pantalla obtenida de la herramienta Geneious Prime)

56



Figura 20: Secuencia consenso de nylC. Obtenida de la herramienta genefisher2 de la traducción
reversa de los alineamientos de las proteínas especificadas al inicio del Anexo C utilizando los

Cuadros 14 y 15

(Captura de pantalla obtenida de la herramienta Geneious Prime)
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Figura 21: Secuencia consenso de nylD. Obtenida de la herramienta genefisher2 de la traducción
reversa de los alineamientos de las proteínas especificadas al inicio del Anexo C utilizando los

Cuadros 14 y 15

(Captura de pantalla obtenida de la herramienta Geneious Prime)
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Figura 22: Secuencia consenso de chnE. Obtenida de la herramienta genefisher2 de la traducción
reversa de los alineamientos de las proteínas especificadas al inicio del Anexo C utilizando los

Cuadros 14 y 15

(Captura de pantalla obtenida de la herramienta Geneious Prime)
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Figura 23: Secuencia consenso de pvaA. Obtenida de la herramienta genefisher2 de la traducción
reversa de los alineamientos de las proteínas especificadas al inicio del Anexo C utilizando los

Cuadros 14 y 15

(Captura de pantalla obtenida de la herramienta Geneious Prime)
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Figura 24: Secuencia consenso de oph. Obtenida de la herramienta genefisher2 de la traducción
reversa de los alineamientos de las proteínas especificadas al inicio del Anexo C utilizando los

Cuadros 14 y 15

(Captura de pantalla obtenida de la herramienta Geneious Prime)
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ANEXO D

Ubicación de los cebadores en las secuencias consenso

Aquí se pueden ver los diagramas de las partes de los genes a las cuales se une cada cebador
diseñado (ver Cuadro 4 y 5).

Figura 25: Ubicación de los cebadores 854F y 1,842R en la secuencia consenso de nylA. La captura
de pantalla se obtuvo de la herramienta Geneious Prime. Los números arriba de los nucleótidos en
cada imagen corresponden al número de pares de bases y las letras corresponden a las abreviaturas
de los nombres de las bases nitrogenadas o las bases degeneradas. Es decir, que Y corresponde a

timina (T) o citosina (C); R a guanina (G) o adenina(A); S a G o C; N a G, A, T o C; M a C o A;
W a T o A; K a G o T; B a G, T o C; V a G, C o A; H a C, A o T y D a G, A o T.
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Figura 26: Ubicación de los cebadores 1,174F y 1,148R en la secuencia consenso de nylB. La
captura de pantalla se obtuvo de la herramienta GeneiousPrime. Los números arriba de los

nucleótidos en cada imagen corresponden al número de pares de bases y las letras corresponden a
las abreviaturas de los nombres de las bases nitrogenadas o las bases degeneradas. Es decir, que Y
corresponde a timina (T) o citosina (C); R a guanina (G) o adenina(A); S a G o C; N a G, A, T o
C; M a C o A; W a T o A; K a G o T; B a G, T o C; V a G, C o A; H a C, A o T y D a G, A o T.

Figura 27: Ubicación de los cebadores 424F y 842R en la secuencia consenso de nylC. La captura
de pantalla se obtuvo de la herramienta Geneious Prime. Los números arriba de los nucleótidos en
cada imagen corresponden al número de pares de bases y las letras corresponden a las abreviaturas
de los nombres de las bases nitrogenadas o las bases degeneradas. Es decir, que Y corresponde a

timina (T) o citosina (C); R a guanina (G) o adenina(A); S a G o C; N a G, A, T o C; M a C o A;
W a T o A; K a G o T; B a G, T o C; V a G, C o A; H a C, A o T y D a G, A o T.
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Figura 28: Ubicación de los cebadores 211F y 331R en la secuencia consenso de nylD. La captura
de pantalla se obtuvo de la herramienta Geneious Prime. Los números arriba de los nucleótidos en
cada imagen corresponden al número de pares de bases y las letras corresponden a las abreviaturas
de los nombres de las bases nitrogenadas o las bases degeneradas. Es decir, que Y corresponde a

timina (T) o citosina (C); R a guanina (G) o adenina(A); S a G o C; N a G, A, T o C; M a C o A;
W a T o A; K a G o T; B a G, T o C; V a G, C o A; H a C, A o T y D a G, A o T.

Figura 29: Ubicación de los cebadores 1,348F y 1,453R en la secuencia consenso de chnE. La
captura de pantalla se obtuvo de la herramienta Geneious Prime. Los números arriba de los

nucleótidos en cada imagen corresponden al número de pares de bases y las letras corresponden a
las abreviaturas de los nombres de las bases nitrogenadas o las bases degeneradas. Es decir, que Y
corresponde a timina (T) o citosina (C); R a guanina (G) o adenina(A); S a G o C; N a G, A, T o
C; M a C o A; W a T o A; K a G o T; B a G, T o C; V a G, C o A; H a C, A o T y D a G, A o T.
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Figura 30: Ubicación de los cebadores 1,415 y 1.932R en la secuencia consenso de pvaA. La captura
de pantalla se obtuvo de la herramienta Geneious Prime. Los números arriba de los nucleótidos en
cada imagen corresponden al número de pares de bases y las letras corresponden a las abreviaturas
de los nombres de las bases nitrogenadas o las bases degeneradas. Es decir, que Y corresponde a

timina (T) o citosina (C); R a guanina (G) o adenina(A); S a G o C; N a G, A, T o C; M a C o A;
W a T o A; K a G o T; B a G, T o C; V a G, C o A; H a C, A o T y D a G, A o T.

Figura 31: Ubicación de los cebadores 684F y 711R en la secuencia consenso de oph. La captura de
pantalla se obtuvo de la herramienta Geneious Prime. Los números arriba de los nucleótidos en

cada imagen corresponden al número de pares de bases y las letras corresponden a las abreviaturas
de los nombres de las bases nitrogenadas o las bases degeneradas. Es decir, que Y corresponde a

timina (T) o citosina (C); R a guanina (G) o adenina(A); S a G o C; N a G, A, T o C; M a C o A;
W a T o A; K a G o T; B a G, T o C; V a G, C o A; H a C, A o T y D a G, A o T.
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