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Prefacio

El presente trabajo de graduacion es parte de un proyecto en conjunto del Centro de Estudios
en Biotecnologia CEB de la Universidad del Valle de Guatemala con Cementos Progreso. Como
consecuencia de la pandemia causada por COVID-19, cambié el enfoque de esta tesis de un trabajo
de laboratorio a un trabajo llevado a cabo con herramientas computacionales y conocimiento de
bioinformatica. Este cambio de enfoque me permitié profundizar en el uso y conocimiento de estas
herramientas. Este trabajo permite entender el metabolismo de las bacterias capaces de producir
calcita para poder optimizar este proceso y escalar su uso a nivel industrial en forma de bioconcreto.

Me gustaria dar las gracias a mi asesor, Julio Matute por su excelente orientaciéon y soporte
durante todo el proceso de realizacién de mi trabajo. También me gustaria dar las gracias a Augusto
Franco, ya que sin su cooperacién no habria sido capaz de llevar a cabo este analisis. También me
gustarfa agradecer a la Doctora Pamela Pennington por su apoyo y orientacién durante la realizacién
de este trabajo.

También debo dar un agradecimiento especial a mi familia, en especial a mis padres, por su
acompanamiento en la realizacién de este trabajo, por acompanarme y motivarme durante el tiempo
que dediqué a realizarlo y por su confianza en esta tesis y en mi. A mis compafieros de promocion,
en especial a mis amigos Nala, Estefani y Javier, por la motivacién y apoyo que me mostraron para
llevar a cabo este trabajo y las conversaciones que manteniamos para mantenernos inspirados y con
ganas en esta carrera.
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Resumen

El concreto es fundamental para la industria de construccién, pero tiene el problema de su-
frir fracturas que comprometen su resistencia. Una alternativa biotecnolégica para su reparacion
es suplementar la mezcla de concreto con microorganismos capaces de producir calcita, formando
bioconcreto, que tiene la capacidad de autorreparar las grietas. En un estudio previo, se aislaron bac-
terias de los géneros Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus del suelo de una planta de produccién de
cemento, capaces de precipitar calcita. El presente estudio utilizé6 métodos gendémicos para analizar
la biomineralizacion en Lysinibacillus sphaericus para facilitar su aplicacion industrial. Para ello, se
identificaron genes responsables del proceso de producciéon de calcita por hidroélisis de urea en los
géneros mencionados anteriormente, en literatura publicada. Luego, con el software CellNet Analy-
zer, se pudo realizar un anélisis de reconstrucciéon de rutas metabodlicas, de forma que se observé la
ruta mas eficiente para la biomineralizacion en L. sphaericus. Se observo que las enzimas esenciales
para llevar a cabo este proceso son la ureasa y la anhidrasa carboémnica, que permiten la degradaciéon
de urea hacia carbonato para la formacion de calcita en el exterior celular. Para la optimizacion de
produccién de calcita por L. sphaericus, se recomienda desarrollar un medio de cultivo que brinde
las condiciones 6ptimas para la enzima ureasa, que contenga una fuente de urea y calcio, un elevado
pH y, si es posible, llevar a cabo una modificacién genética para producir un aumento de actividad
enzimatica por parte de la ureasa.
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Abstract

Concrete is an essential for the construction industry; however, it is prone to fractures that
compromise its strength or resistance. A biotechnological alternative to expensive repairs is to sup-
plement the concrete mix with microorganisms capable of producing calcite, forming the so-called
“bio-concrete”, which has the ability to self-repair cracks. In a previous study, bacteria of the genera
Sporosarcina, Bacillus, and Lysinibacillus were isolated from soil samples of a cement production
plant, and it was found that they are capable of precipitating calcite. This study used genomic
methods to analyze the biomineralization mechanism in Lysinibacillus sphaericus, to facilitate its
industrial application. The genes responsible for the process of calcite production by urea hydroly-
sis in the genera mentioned above were identified in published literature. Through the use of the
CellNet Analyzer software, a reconstruction analysis of the metabolic pathways was performed, and
from there, the most efficient pathway for the biomineralization of L. sphaericus was identified. It
was observed that the essential enzymes for this process are: urease and carbonic anhydrase; which
allow the degradation of urea to carbonate, for the formation of calcite in the cell exterior. For the
optimization of calcite production by L. sphaericus, it is recommended to develop a culture medium
that provides optimal conditions for the enzyme urease, containing a source of urea and calcium, a
high pH and, if possible, carrying out a genetic modification to produce an increase in enzymatic
activity by urease.
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CAPITULO 1

Introduccién

En la industria existen dos materiales estructurales relevantes debido a su uso mayoritario en
construcciones: el concreto y el acero. El concreto es una mezcla de varios componentes, entre ellos
el cemento. El cemento en si es una mezcla de calcita en forma de piedra caliza y arcillas calcinadas
(Neville y Brooks, 1987). A nivel funcional, el concreto tiene la desventaja que es propenso a fracturas
y formacion de grietas con el desgaste del tiempo. Estas grietas son indeseables, no solo porque
comprometen la dureza y resistencia de la estructura de concreto, sino también permiten el paso del
agua, la cual corroe la estructura de acero que da soporte al concreto. Este desgaste del material
lleva a una serie de gastos de mantenimiento y reparacion (Seifan, Samani, y Berenjian, 2016).

Una alternativa para la reparacion y prevencion de formacion de grietas en concreto es la utili-
zacion de microorganismos con capacidad de biomineralizacién. Estos microorganismos son capaces,
mediante distintas rutas metabdlicas, como, por ejemplo: hidrélisis de urea, de la produccién de
carbonato de calcio en forma de calcita. La acumulacion de este mineral al entrar en contacto con
el agua que penetra por las grietas permite sellar estas fisuras. Al sellar las grietas, se aumenta la
impermeabilidad del concreto, alargando la vida 1til de la estructura y restableciendo la integridad
y dureza del material (Stabnikov, Jian, Ivanov, y Li, 2013). Una de las bacterias con capacidad de
precipitacion de calcita, mediante hidrolisis de urea es Lysinibacillus sphaericus (Gomez-Garzon,
Hernandez-Santana, y Dussan, 2017).

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio es identificar la ruta metabolica mas eficiente en
L. sphaericus para la produccion de calcita, por hidroélisis de urea, mediante el analisis computacional
de rutas en Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus spp. Esta identificacion permitira establecer
un precedente para futuras investigaciones cuyo objetivo sea realizar la modificaciéon genética o
metabolica de L. sphaericus o bien su aplicaciéon en consorcios para su utilizaciéon industrial en
estructuras de bioconcreto.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Identificar la ruta metabolica mas eficiente en Lysinibacillus sphaericus para la produccion a nivel
industrial de calcita por hidroélisis de urea mediante analisis computacional genético de Sporosarcina,
Bacillus y Lysinibacillus spp.

2.2. Objetivos especificos

= Generar, a partir de estudios previos, un listado de genes de Sporosarcina, Bacillus y Lysini-
bacillus spp. involucrados en los procesos de hidroélisis de urea asociados con la precipitaciéon
de calcita.

= Localizar, por medio de alineamiento de secuencias, los operones clave para la precipitacion de
calcita en el genoma reportado de Lysinibacillus sphaericus.

s Elaborar los grafos y modelar estequiométricamente las rutas metabolicas de precipitacion
de calcita; a partir de los genes clave encontrados en el genoma de la cepa de L.sphaericus
reportado por Yan, Xiao y Zhang en 2017(Yan, Xiao, y Zhang, 2017).

= Calcular las posibles rutas de los metabolitos intermedios de la ruta metabdlica de precipitaciéon
de calcita en L. sphaericus, segiin el anélisis de modos elementales.

s Comparar los genes en la ruta metabdlica méas eficiente de precipitacion de calcita para L.
sphaericus con posibles rutas en Sporosarcina y Bacillus spp como posibles objetivos de opti-
mizacion del proceso de biomineralizacion.



CAPITULO 3

Justificacién

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico (OCDE) define a la biotecnologia
como: “La aplicacién de la ciencia y la tecnologia a los organismos vivos, asi como a partes, productos
y modelos de los mismos, para alterar materiales vivos o no, con el fin de producir conocimientos,
bienes o servicios” (OECD, 2005). La biomineralizaciéon es un ejemplo de un proceso metabdlico
con potencial biotecnolégico. La produccion de calcita como producto de este proceso, tiene gran
potencial para la industria de construccién. Uno de los problemas que enfrenta dicha industria es la
formacion de grietas en el concreto. Se puede resolver este problema mediante carbonato de calcio en
forma de calcita, producida por microorganismos como Lysinibacillus sphaericus. Las rajaduras, en
estructuras de concreto que ocurren con el tiempo, conllevan un alto costo de reparaciéon. En ocasiones
se utiliza lechada quimica como sustituto de cemento, pero esta alternativa tiene la desventaja
de utilizar compuestos altamente téxicos. La produccion de calcita por L. sphaericus provee una
alternativa novedosa para la reparacion de grietas de forma méas econémica y sostenible.

Es posible optimizar el proceso metaboélico de interés en un microorganismo para ser aplicado
a la industria. Esto se logra mediante ingenieria genética o metabolica sobre el microorganismo,
de forma que se expresen, silencien o inserten genes que beneficien la produccion del metabolito
deseado por la industria, asi como con el diseno de vias bioquimicas que no existen en el mundo
natural o con el rediseno de las vias existentes. La optimizacién puede darse también en la formacién
de consorcios de microorganismos. Para poder realizar cualquiera de estas metodologias, es necesario
conocer a fondo los procesos metabolicos involucrados en la producciéon del metabolito especifico.
Para cumplir este objetivo, se cuenta con la reconstruccion de rutas metabélicas con herramientas
computacionales. Este proceso nos permite dilucidar y comprender los mecanismos bioquimicos y
genéticos involucrados en la produccion de dicho metabolito. Esta reconstrucciéon generara, entre
otros, un listado con estos genes y sus roles en la precipitaciéon de calcita sentando un precedente
para futuras investigaciones en la aplicacion industrial de este microorganismo.



CAPITULO 4

Marco tedrico

4.1. Biomineralizacion

Biomineralizaciéon es un proceso regulado por organismos vivos en el cual se combinan materia
orgénica e inorganica para la precipitacion de minerales. La finalidad de este proceso en organismos
es la formacion de tejido duro para proteccion y soporte. El primer libro con un reporte sobre
este proceso fue publicado en 1924 por W. J. Schmidt y en la actualidad se conocen hasta 62
diferentes minerales de distintos cationes creados por medio de este proceso. La biomineralizacion es
un proceso ampliamente asociado con las matrices extracelulares y dispone de 6 pasos clave desde la
delimitacién de un espacio celular para el proceso de nucleacién, hasta la detencién del proceso. Los
pasos intermedios constan de formaciéon de matriz para la nucleacion, la supersaturacion de iones
para asegurar la nucleaciéon de un soélido inorganico, el control de nucleacion mediante agentes o
aditivos y el control de formaciéon del mineral, finalizando con la detencién del proceso cuando se
alcanza el limite del espacio delimitado (Chen y cols., 2019; Weiner y Dove, 2003; Achal, Mukherjee,
Kumari, y Zhang, 2015).

Anteriormente, el proceso de biomineralizacion era conocido como calcificacion. Esta denomina-
cion se mantuvo hasta los 1980s. La utilizacion del término calcificaciéon se debe a la predominancia
de minerales con calcio, siendo estos el 50 % de los biominerales conocidos. Los biominerales con
calcio son los méas abundantes de los biominerales, tanto en ntimero como en distribucion a través
de los diferentes organismos vivos. Sin embargo, el término se extendié a biomineralizaciéon con la
adicion de biominerales de otros cationes tales como fosfatos, sulfatos, sulfitos y minerales clorados
(Evans, 2019; Weiner y Dove, 2003).

4.1.1. Mecanismos de biomineralizacion

Se conocen tres mecanismos de biomineralizaciéon: mineralizacion controlada bioloégicamente (BCM
por sus siglas en ingles); mineralizacion inducida biologicamente (BIM); y mineralizacion mediada
biologicamente (BMM) (Castro-Alonso y cols., 2019).

En la BCM, la actividad metabolica del organismo controla la nucleacién, la composicion, la
localizacion y la morfologia de los biominerales producidos. La mineralizacion controlada bioldgica-
mente puede ser un mecanismo intracelular, extracelular o intercelular. El proceso intercelular se



logra mediante comunicacion intercelular con macromoléculas organicas de exopolisacaridos (EPS)

o vesiculas. Un ejemplo de BCM es la formacion de huesos en mamiferos (Castro-Alonso y cols.,
2019).

En la mineralizacién inducida biolégicamente, la precipitacién de los minerales es indirecta y
ocurre debido a la interaccién entre subproductos del metabolismo del organismo con iones presen-
tes en el medio ambiente. En este mecanismo, la participacion de las células del organismo en la
nucleaciéon o localizaciéon es limitada. Los minerales generados por BIM son conocidos por su baja
cristalinidad y morfologia y su amplio rango de tamanos. Un ejemplo de BIM es la formacion de
estromatolitos calcareos y esteras microbianas. En la mineralizacién mediada biol6gicamente la for-
macion de minerales es resultado de la interaccion de matrices organicas con compuestos organicos
e inorganicos. En BMM no se necesita la actividad biologica extracelular o intracelular. Un ejemplo
de BMM es la formaciéon de cristales en la matriz extracelular sin necesidad de actividad biolégica
directa (Castro-Alonso y cols., 2019).

4.2. Precipitacion de calcita

En el proceso de biomineralizacion, se pueden expresar ocho polimorfos de carbonato de calcio,
de estos ocho, tres son en estado puro en su mayoria: calcita, aragonito y vaterita. En la Figura 1,
se pueden observar las estructuras de polimorfos de carbonato de calcio con fotografias a través de
microscopio electrénico de barrido. Se puede apreciar la estructura cuboidea rectangular de calcita,
la cual la convierte en el polimorfo mas estable de carbonato de calcio. Junto con aragonito y
dolomita, la calcita forma el 15 % de los sedimentos terrestres. Las formas cristalinas caracteristicas
de la calcita son prisma, romboedro y escalenoedro. La dureza de la calcita tiene un 3/10 en la
escala Mohs. La calcita ha sido ampliamente utilizada en la industria de construccion en la forma de
piedra caliza y marmol. Actualmente, se utiliza la calcita en las presentaciones mezcladas de caliza
y mérmol para la produccion de cemento y hormigon (Dietrich, 2013).

Figura 1: Tipos de polimorfismos de carbonato de calcio.

L pm

a

Descripcion: Fotograffas tomadas a través de microscopio electronico de barrido. a) Calcita b) Aragonito c)
Vaterita (Hernandez-Hernandez y cols., 2008)

La biomineralizaciéon, que tiene como productos finales compuestos carbonatados, puede dar
cualquiera de los distintos 8 polimorfos de carbonato de calcio, pero en su mayoria se obtienen
calcita, aragonito, vaterita, y sus polimorfos hidratados como monohidrocalcita o hexahidrocalcita,
e, inclusive, se puede obtener carbonato de calcio amorfo. El polimorfo de CaCOg3 obtenido depende
del microorganismo utilizado, su concentraciéon y actividad ureasa. También depende de factores
externos como pH, temperatura y concentraciones de urea y calcio. La fuente de calcio utilizada
también puede afectar el polimorfo de carbonato de calcio obtenido. Con acetato de calcio se obtiene
vaterita en su mayoria, al igual que con lactato de calcio. Se ha demostrado que, con cloruro de calcio,



se obtiene una menor absorcién de agua y una mayor produccion de calcita que con acetato de calcio
o con nitrato de calcio (Chaparro-Acufia, Becerra-Jiménez, Martinez-Zambrano, y Rojas-Sarmiento,
2018; Anbu, Kang, Shin, y So, 2016).

La precipitacion de calcita inducida por microbios o MICP por sus siglas en inglés es el proceso de
biomineralizacion o formacion de cristales de carbonato de calcio de forma biologica. Ocurre a partir
de una solucion saturada, tanto de iones de calcio, como de productos metabdlicos de carbonato.
El proceso se lleva a cabo cuando la célula del microorganismo secreta CO32- y reacciona con iones
de calcio que se encuentran en el ambiente, llevando a la precipitacion de calcita insoluble. La
precipitacion de calcita es un proceso extracelular, aunque estudios recientes han encontrado que
ocurre este proceso de forma intracelular en cianobacteria y Achromatium ozaliferum(Castro-Alonso
y cols., 2019; Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acuifia y cols., 2018).

La precipitacion de calcita es un proceso que puede ocurrir a través del seguimiento de distin-
tos procesos metabolicos dependiendo del microorganismo que esté produciendo el mineral. Se ha
demostrado precipitacion de calcita en rutas metabolicas como fotosintesis, hidrolisis de urea, oxi-
dacién anaerobica de sulfitos y formaciéon de polimeros extracelulares. A pesar de todas estas rutas
metabolicas, la mas ampliamente distribuida y mejor estudiada con la precipitacion de carbona-
to de calcio es la hidrolisis de urea. La actividad de ureasa influencia el proceso de formacion de
minerales mediante los parametros de pH, concentracion de carbonos inorganicos disueltos (DIC),
concentracion de iones de calcio y sitios de nucleacion (Castro-Alonso y cols., 2019; Anbu y cols.,
2016; Chaparro-Acuna y cols., 2018).

4.3. Metabolismos implicados en la precipitaciéon de calcita

El proceso de precipitacion de calcita ha sido estudiado desde distintas rutas metabdlicas en la
bisqueda de mejoramiento de este proceso con finalidades industriales. Se ha encontrado que rutas
metabolicas tales como hidrolisis de urea, amonificacion de aminoéacidos, desnitrificacion, reduccion
anaerobica de sulfitos y fotosintesis se encuentran implicadas en el proceso de formacion de carbonato
de calcio. De estas rutas, la hidrolisis de urea es la ruta metabodlica menos compleja, y la que
demuestra una mayor precipitacion de calcita (entre 20 % y 80 % maéas que el resto de las rutas
metabolicas); por lo tanto, es la via méas estudiada y aplicada en la industria (J. Wang, Soens,
Verstraete, y De Belie, 2014).

4.3.1. Hidroélisis de urea

La hidrolisis de urea es una serie de reacciones mediadas por la ureasa (EC 3.5.1.5) y la anhidrasa
carboénica (EC 4.2.1.1). La hidrolisis de urea es un proceso que ocurre en dos etapas mediadas por la
ureasa. En la primera etapa, un mol de urea se hidroliza a amoniaco y carbamato (reacciéon 1). En
la fase siguiente el carbamato se hidroliza a amoniaco y 4cido carboénico (reaccion 2). La anhidrasa
carbonica convierte el acido carbonico en bicarbonato (reaccion 3) y los moles de amoniaco se
convierten en amonio por hidrélisis (reaccion 4). Luego, el bicarbonato busca estabilidad y reacciona
dando lugar al ion carbonato y agua, utilizando los iones hidrégeno de la conversién a bicarbonato y
los iones hidroxilo de la hidroélisis de amoniaco (reaccion 5). Los iones hidroxilo restantes aumentan el
pH del medio. Por ltimo, el ion carbonato creado reacciona con un ion de calcio formando carbonato
de calcio (reaccion 6). El amonio y carbonato son liberados del citoplasma celular y al entrar en
contacto con los iones de calcio, atraidos por la carga negativa de la superficie celular, se forma el
precipitado de carbonato de calcio de forma extracelular (Dhami, Alsubhi, Watkin, y Mukherjee,
2017; Chou, Aydilek, Seagren, y Maugel, 2008; Castro-Alonso y cols., 2019).

CO(NH2)2 + HyO — NH,COOH + NHj (1)



NH,COOH + Hy0 — NH3 + H,COs (2)
H,CO5 +» HCO5™ + HT (3)
2NH3 + 2H,0 — 2NH, ™ + 20H" (4)
HCO3™ + HT + 20H — CO3%* + 2H,0 (5)
Ca2t + CO3% — CaCOj3 (6)

Las ureasas (EC 3.5.1.5) pertenecen a la superfamilia de las amilohidrolasas y fosfotriesterasas.
Son metaloenzimas citoplasmaticas con niquel en su centro activo. Por otro lado, la anhidrasa car-
bonica (EC 4.2.1.1) es también una metaloenzima, pero utiliza zinc en lugar de niquel en su centro
activo (Nelson y Cox, 2018).

La enzima ureasa se encuentra conformada por tres subunidades codificadas por los genes ureC,
ureB y ureA. Estas conforman la holoenzima ureasa. Los genes ureD, ureF' y ureG conforman el
complejo UreDFG. Tres complejos UreDFG se unen al complejo UreABC para la incorporacion
de niquel al centro activo de la holoenzima y asi formar una ureasa madura. Finalmente, el gen
ureF conforma un donador de niquel que coloca el niquel en el centro de la enzima y desacopla los

complejos de las proteinas accesorias para formar asi una ureasa activa (Ma, Pang, Luo, Lu, y Lin,
2020).

4.3.2. Amonificacion de aminoacidos

Otro mecanismo utilizado por microorganismos para la precipitacion de calcita es la amonificaciéon
de aminoacidos. Primero se metabolizan los distintos aminoacidos con oxigeno molecular, obteniendo
amoniaco, dioxido de carbono y agua (reaccion 7). El amoniaco, producido con la reaccion anterior,
se hidroliza, dando lugar a amonio y a iones hidroxilo (reaccion 8). El diéxido de carbono reacciona
con los iones hidroxilo dando lugar a carbonato (reaccion 9). El carbonato al encontrarse con calcio
en la superficie celular da lugar a precipitacion de carbonato de calcio (reaccion 10) (Li, Fu, Zhang,
Achal, y Kawasaki, 2015; Castro-Alonso y cols., 2019).

Aminoéacidos + O2 — NHjs + CO2 + H20 (7)
NH; + H,O — NH, + OH" (8)
CO; + OH — HCO3™ (9)
Ca?t + HCO3 — CaCO3 + H' (10)

4.3.3. Desnitrificacion

El proceso de desnitrificacion lleva a tener precipitacion de calcita como resultado a la oxidacion
de materia organica con NO? como aceptor final de electrones. El ambiente alcalino necesario para
la producciéon del mineral se crea porque la célula consume los iones de hidrogeno en presencia de
iones de Calcio. El proceso de desnitrificacién es menos eficiente que la hidroélisis de urea para la
precipitaciéon de calcita. La desnitrificacion se inhibe debido a acumulacién de subproductos toxicos
para la célula, tales como nitrito y 6xido nitroso (Zhu y Dittrich, 2016; Ersan, Boon, y De Belie,
2018).



4.3.4. Fotosintesis

Se ha demostrado la capacidad de precipitacién de calcita en microorganismos autotroficos tales
como cianobacterias y microalgas. Estos microorganismos son los responsables de la produccién
de carbonato de calcio en ambientes acuéticos. El proceso MICP por fotosintesis ocurre por el
intercambio constante entre bicarbonato y carbonato. El bicarbonato se difunde por membrana
hacia el interior celular y se disocia en el citosol por actividad enzimatica de la anhidrasa carboénica.
Esta disociacién conlleva un aumento del pH, lo cual induce la precipitacién de calcita al entrar en
contacto el carbonato con iones de calcio. La fotosintesis requiere un constante y directo contacto con
diéxido de carbono y luz solar, por lo que no es la técnica utilizada en la industria de construccién
(Rajasekar, Loo Chin Moy, y Wilkinson, 2017; Achal y cols., 2015).

4.4. Aplicaciones de la biomineralizacién y precipitacion de
calcita

El proceso de precipitacion de carbonato de calcio inducido por microorganismos (MICP) es
una tecnologia efectiva y amigable al medio ambiente con distintas aplicaciones. La formacion de
calcita y otros minerales por medio de biomineralizaciéon puede ser utilizada para resolver problemas
ambientales como: remocién de metales pesados, bioconsolidacién de suelos y secuestro de dioxi-
do de carbono. La biomineralizaciéon tiene aplicaciones industriales también como produccién de
bioconcreto para construccién o bien construccién de espacios de almacenamiento para compuestos
organicos toxicos como los bifenilos policlorados (PCBs)(Anbu y cols., 2016).

4.4.1. Remocién de metales pesados

El aumento de actividades antropogénicas desde la Revolucion Industrial ha llevado a un aumen-
to de la concentracion de metales pesados en afluentes de agua y suelos, e inclusive en los tejidos de
animales y plantas. Los seres vivos necesitan de algunos metales pesados en bajas concentraciones
para su supervivencia. Sin embargo, en altas concentraciones estos metales resultan toxicos. El ma-
yor problema de los metales pesados es la bioacumulacion. Existen tratamientos tradicionales para
metales pesados tales como la adsorcion, precipitacién quimica, tratamientos electroquimicos y eva-
poracion. Estos tratamientos tradicionales son ineficientes porque se necesita una alta concentracion
de quimicos para llevarlos a cabo, lo cual genera contaminacién adicional. Otra desventaja es que se
necesita un alto gasto de energia y su costo es elevado, lo cual no los hace una alternativa atractiva
a la industria para el tratamiento de desechos (Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acuiia y cols., 2018).

Se han descubierto, ademas, alternativas de tratamientos con la utilizacién de microorganismos
para la remociéon de metales pesados. Entre las alternativas biologicas, se encuentran fitorreme-
diacion, biocoagulacion, biolixiviacion o bien bioinmovilizacion. Estas alternativas han probado ser
ineficientes hasta cierto grado debido a su alto costo, la alta cantidad de tiempo que toman para
mostrar efecto y la devolucion final de los metales pesados inmovilizados o bien coagulados al medio
ambiente, de forma que no hubo una eficiencia en la remocion (Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acuna
y cols., 2018).

La remocién de metales pesados con MICP puede ocurrir mediante precipitacion directa, donde
se forma carbonato metalico, o por co-precipitacion, en la que metales tales como Cu?*, Cd2*,
Co?™, Ni2*, Zn?*, Pb%" y Fe?" pueden ser incorporados en la estructura reticular de la calcita
en lugar de Ca?" por medio de sustituciéon de cationes divalentes. Esto ocurre cuando el metal
pesado se adhiere a la superficie del mineral por medio del intercambio de iones entre metal pesado
y calcio. Se ha demostrado que el plomo y mercurio pueden ser removidos del suelo por medio de este



mecanismo. La utilizaciéon de MICP para remocién de metales pesados del suelo presenta la ventaja
de la formacion de cristales de manera que los metales quedan en estado insoluble, atrapados en la red
de calcita. Estos depositos de metal y calcita limitan la lixiviacion de metales al entorno, lo que evita
la bioacumulaciéon de estos. La remocion de metales pesados necesita un microorganismo tolerante
a la toxicidad de estos elementos y con actividad ureasa para la produccion de calcita (Eltarahony,
Zaki, y Abd-El-Haleem, 2020; Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acufia y cols., 2018; Torres-Aravena y
cols., 2018).

4.4.2. Bioconsolidacion de suelos

La bioconsolidacion de suelos es la forma de la ingenieria geotécnica de estabilizar y prevenir
la erosion de suelos y de aumentar su estabilidad. Tradicionalmente, se realiza la bioconsolidaciéon
por medio de adicién de quimicos al suelo. La técnica conservadora tiene la problematica de ser
contaminante, por los quimicos que usa. Es una técnica costosa y la distribucién de los quimicos
es poco uniforme y requiere de equipo especializado, normalmente costosos. La precipitacion de
calcita inducida por microorganismos ha probado ser una técnica valiosa para la bioconsolidaciéon de
suelos: tiene un menor costo que la adiciéon de quimicos. En la Figura 2 se puede observar mediante
micrografia electronica de barrido como disminuye la porosidad del suelo tratado con L. sphaericus,
mostrando una superficie méas regular y estable. Al disminuir la porosidad del suelo, MICP ofrece la
ventaja de disminuir su impermeabilidad y aumentarla dureza del suelo tratado (Carmona, Oliveira,
y Lemos, 2016; Canakci, Sidik, y Kilic, 2015).

Figura 2: Micrografia electrénica de barrido de suelo consolidado por MICP

Descripcion: Micrografia electrénica de barrido que muestra el suelo bioconsolidado de L. sphaericus WJ-8.
a Agua, b Medios YAU, c solo célula vegetativa, d célula vegetativa y espora (Anbu y cols., 2016).

4.4.3. Secuestro de dioxido de carbono

Este aumento de dioxido de carbono, debido al desarrollo industrial, tiene como consecuencia el
calentamiento global. Actualmente, se estima que tenemos una concentracion de 400ppm de diéxido
de carbono causado por la industria y esta cantidad aumenta a una tasa de 2ppm/afo (Schmidt,
2017). El aumento de concentracion de dioxido de carbono en la atmdsfera se debe a practicas como
la quema de combustibles fosiles, la produccion de cemento y la deforestacion tropical. Aunque la
captura de diéxido de carbono es un proceso que se da en la naturaleza, este se suele medir en una
escala de tiempo geologico. Por ello, se ha intentado aplicar la biomineralizacién como técnica de
captura de CO2 utilizando anhidrasa carbonica modificada genéticamente para alcanzar una mejor
tasa de conversion y obtener calcita en el proceso (Dhami, Reddy, y Mukherjee, 2014).

4.4.4. Otras areas de aplicacién para biomineralizaciéon

La precipitacion de calcita inducida por microorganismos ha probado tener distintas aplicaciones
en la industria. Por ejemplo, la calcita obtenida de Geobacillus thermoglucosidasius ha demostrado



utilidad como relleno de caucho y plasticos, particulas fluorescentes en tinta y marcadores estacio-
narios para transferencia Western, entre otras aplicaciones para bioquimica (Yoshida, Higashimura,
y Saeki, 2010; Okwadha y Li, 2011).

Los aceites de transformadores eléctricos contienen bifenilos policlorados (PCB), compuestos
orgénicos altamente toxicos, que son una preocupacion ambiental y para la salud humana. Aunque
existen diversas técnicas de tratamiento para PCBs, estos son tratamientos de encapsulaciéon y no
de eliminacion. MICP provee una alternativa para crear areas selladas para la contenciéon de PCBs
de forma que no se tenga lixiviacion de estos compuestos organicos al suelo (Okwadha y Li, 2011).

4.5. Bioconcreto

El cemento es utilizado como material de construccion para fortalecer el suelo. Pero la produccion
de cemento tiene un alto impacto ambiental en cada etapa de su produccién. A nivel global, la
produccion de cemento conlleva el 5% del total de energia industrial y es responsable del 8.6 % de
dioxido de carbono producido por actividades antropogénicas (Miller, Horvath, y Monteiro, 2016).
La alternativa al cemento para fortalecer el suelo es la utilizacion de una lechada quimica. La lechada
quimica se compone de silicato de sodio, cloruro de calcio, hidréxido de calcio, acrilatos y acrilamidas.
Sus componentes, hacen que la lechada quimica sea un proceso altamente costoso y toxico, tanto
para el ser humano, como para el ambiente (Stabnikov y cols., 2013).

La precipitacién de calcita inducida por microorganismos permite sellar las fracturas de apertura
fina (<100pm) de una estructura, mejorar la resistencia del material y aumentar la durabilidad de
este (Tobler, Minto, El Mountassir, Lunn, y Phoenix, 2018). Todo esto debido a que disminuye la
adsorcion de agua del material. En 1990, JP Adolphe y su equipo patentaron la técnica de restau-
racién de piedra ornamental con MICP bajo el nombre de “biodeposicién”, esta patente expir6é en
2010 (Adolphe, Loubiére, Paradas, y Soleilhavoup, 1990). Actualmente, se denomina a este mate-
rial bioconcreto. El bioconcreto es definido como concreto preparado con microorganismos con la
capacidad de precipitar carbonato de calcio, esto con finalidad de sellar las grietas que puedan ir
apareciendo en el cemento. A esta facultad se le llama autocuracion, y es lo que hace al bioconcreto
una alternativa atractiva al cemento tradicional. El bioconcreto no solo se repara a si mismo (per-
mitiendo una reduccion de gastos de reparacion), sino que su fabricacion es méas sostenible que el
cemento tradicional (Stabnikov y cols., 2013; Seifan y cols., 2016). Asimismo, reduce la permeabili-
dad del cemento, disminuyendo su desgaste por congelacion y descongelacion. Ademés, participa en
la proteccion de superficies de concreto contra el ingreso de sustancias nocivas (Anbu y cols., 2016;
Chaparro-Acunia y cols., 2018; Castro-Alonso y cols., 2019).

4.6. Género Lysinibacillus

El género Lysinibacillus era inicialmente designado como Bacillus. Pertenecen a la familia Baci-
llaceae y al filo Firmicutes. Las bacterias pertenecientes a este género son Gram positivas, ubicuas,
moviles, aerobicas o anaerdbicas facultativas. Son bacilos con forma de varilla y forman endosporas.
Se reconocen 26 especies reportadas en este género. Este género ha despertado interés en investigacion
porque ha demostrado capacidades como biopesticida, biorremediacién, capacidad antimicrobiana y
baja patogenicidad en humanos. La especie mas estudiada de este género es L. sphaericus (Kayath
y cols., 2019).
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4.6.1. Lysinibacillus sphaericus

L. sphaericus es una bacteria mesodfila y anaerobia facultativa. En la Figura 3 se puede visualizar
la morfologia de bacilo con forma de varilla de tres cepas de L. sphaericus en condiciones de exposi-
cién y no exposicion a plomo. Ha demostrado utilidad en industria de control de plagas mediante su
capacidad de biopesticida. L. sphaericus es altamente toxica para larvas de Aedes aegypti y Culex
quinquefasciatus, ambos vectores para enfermedades tropicales, como el dengue. Ademés, L. sphae-
ricus ha demostrado tolerancia a metales pesados, siendo posible su utilizacién para biorremediacion
y remocién de metales como niquel, hierro, mercurio y arsénico. L. sphaericus es capaz de precipitar
calcita, lo cual la convierte en una especie de interés para estudios con aplicaciones de biominerali-
zacion, incluyendo bioconcreto (Farrugia, Borg, Ferrara, y Buhagiar, 2019; Gomez-Garzon y cols.,
2017).

Figura 3: Morfologia de L. sphaericus bajo distintas condiciones

Descripcion: Cambios morfologicos para L. sphaericus CBAMS (A y B), Ot4b31 (C y D) y 3(III)7
(E y F) crecidos en presencia (B, D y F) y ausencia (A, C y E) de plomo (Bojaca Bautista, 2014).

4.7. Modelado de rutas metabodlicas

Una ruta metabdlica es una red de reacciones quimicas que explican la transformaciéon de una
molécula inicial a una molécula final, mostrando los metabolitos intermedios creados durante las
reacciones quimicas del proceso y a las enzimas que catalizan las reacciones quimicas intermedias. Las
rutas metabolicas tienen como componentes a distintas enzimas, cofactores, sustratos y productos.
Con ayuda de las rutas metabélicas, se pueden dilucidar mecanismos esenciales de la fisiologia celular
del organismo de interés (Qi, Li, y Cheng, 2014).
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La reconstrucciéon o modelado computacional de rutas metabolicas permite la comprension mas
detallada de las rutas metabdlicas y encontrar mecanismos moleculares de interés segtn el organismo
y area de investigacion. La utilizacién de herramientas computacionales para la reconstruccion de
mecanismos biologicos facilita su estudio y acelera investigaciones en areas como farmacia, evolu-
cion y biotecnologia. Mediante la reconstrucciéon in silico de rutas metabdlicas se identifican genes
esenciales, la distribucion de recursos y/o el rendimiento de esa ruta. Para la reconstruccion de ru-
tas metabolicas se cuentan con distintas estrategias dependiendo de los datos iniciales disponibles
en cada estudio. Las rutas metabolicas se pueden reconstruir con herramientas computacionales si-
guiendo modelos mateméticos como la teoria de grafos y modelado estequiométrico (Franco, 2020;
Seo y Lewin, 2009).

4.7.1. Modelado estequiométrico

Un sistema metabolico se puede definir como un sistema lineal de ecuaciones e inecuaciones con
los flujos metabdlicos o reacciones quimicas como variables. Para realizar este anélisis matemaético
del metabolismo se supone que las concentraciones de los metabolitos del sistema son constantes.
El objetivo de definir una ruta metabolica como un sistema matematico es determinar el espacio de
soluciones, es decir las reacciones quimicas que ocurren en esta ruta metabdlica y encontrar la ruta
mas eficiente o la mas logica utilizada por el organismo de interés (Peters y cols., 2019).

4.7.2. Teoria de grafos

A partir del modelo estequiométrico de cierta ruta metabolica se puede formar un grafo de dicha
ruta. Un grafo es un término matemaético para un conjunto de puntos llamados vértices o nodos
con lineas que unen pares de vértices llamadas ramas. La teoria de grafos es una teoria matematica
desarrollada por Leonhard Euler en el siglo XVIII como una rama de topologia algebraica. Los
grafos segiin esta teoria son utilizados para representar un proceso o relacion funcional. La teoria de
grafos permite una abstraccion matematica de las rutas metabolicas representando las enzimas como
ramas y a los metabolitos como nodos. Esta abstraccion facilita el estudio de las rutas metabdlicas,
de forma que se pueden apreciar de forma grafica simplificada y por lo tanto facilitar su analisis por
modo elemental (Bocanegra Silva, s.f.; Cardozo, Gémez, y Parras, 2009).

4.7.3. Analisis del modo elemental

Los modos elementales son un conjunto de vias con todas las posibles distribuciones de flujo que
la red puede lograr inherentemente. Este conjunto es representativo de las vias posibles dentro de
una ruta metabdlica y se calcula mediante la matriz estequiométrica de esta. Como una herramien-
ta para la bioquimica, el analisis del modo elemental descompone una ruta metabédlica compleja
en rutas organizadas. Estas rutas organizadas representan el uso minimo de reacciones quimicas
manteniendo el funcionamiento del metabolismo celular como unidad independiente. En caso de
que alguna reaccién del modo elemental fuera eliminada, esta ruta dejaria de funcionar. El analisis
del modo elemental permite entender facilmente la fisiologia celular e igualmente simplifica la im-
plementaciéon de ingenierfa metabélica en la ruta estudiada. Este analisis aplicado al metabolismo
celular nos permite visualizar que ruta metabdlica, representada por cada modo elemental, seguira
un microorganismo. Un microorganismo elige la via més corta hacia el producto de la ruta, esto
debido a que representa un costo energético menor. Por ello modo elemental a seleccionar para este
estudio sera el que conlleve una menor serie de pasos, es decir la ruta metaboélica mas eficiente hacia
la produccion de calcita (Franco, 2020; Trinh, Wlaschin, y Srienc, 2009; Schuster, Hilgetag, Woods,
y Fell, 2002; Wang, Dash, Ng, y Maranas, 2017).
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CAPITULO

Metodologia

Figura 4: Esquema de metodologia
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Descripcion: Diagramacion de metodologia acorde a objetivos especificos. El objetivo especifico 1 se
encuentra en color azul, el objetivo especifico 2 en color rojo, el objetivo especifico 3 en verde, el 4
en amarillo y el objetivo 5 en turquesa. Fuente: Autoria propia.
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5.1. Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en la ciudad de Guatemala, Guatemala.

5.2. Sujetos de estudio

Los sujetos de estudio son los genes de Lysinibacillus sphaericus involucrados en la ruta metabo-
lica de produccién de calcita mediante hidroélisis de urea y que se encuentran en el genoma reportado
por Yan, Xiao y Zhang en 2017.

5.3. Enfoque, diseno y tipo de investigaciéon

Esta investigacion tuvo un enfoque de modelo cualitativo, y un diseno no experimental.

5.4. Tipo y tamano de muestra

Se usaron secuencias de genes involucrados en la ruta metabolica de producciéon de calcita ex-
traidas de bases de datos seleccionadas de manera discrecional.

5.5. Criterios de inclusiéon y exclusiéon

Se excluyeron los genes que no tienen relaciéon con la ruta metabolica de precipitacion de calcita
por hidrolisis de urea y aquellos genes que, perteneciendo a esta ruta metabolica, no se encuentren en
el genoma de Lysinibacillus sphaericus. Se incluyeron los genes reportados en literatura previa, que
se encuentraron en el genoma de L. sphaericus y pertenecen a la ruta metabélica de precipitacion
de calcita por hidroélisis de urea.

5.6. Variables

Cuadro 1: Variables para la identificacion de genes de Lysinibacillus sphaericus involucrados en la
precipitacion de calcita

Variable Definicion Tipo Unidades de medicion
Reporte para hidrolisis de urea El gen se encuentra reportado como parte de ruta metabolica de hidrolisis de urea Cualitativo Si/No
Reporte para precipitacion de calcita El gen se encuentra reportado como parte de ruta metabolica de precipitacion de calcita | Cualitativo Si/No
Pertenencia al genoma de L. sphaericus El gen se encuentra en el genoma de L. sphaericus Cualitativo Si/No
Nombre del gen Nombre del gen que paso por los filtros aplicados Cualitativo -
Codigo del gen Codigo de identificacion para NCBI, EBI y DDBJ Chualitativo -

Cuadro 2: Variables para la elaboracion de grafos de rutas metabolicas para precipitacion de
carbonato de calcio en L. sphaericus.

Variable Definicion Tipo | Unidades de medicion
Nombre del gen Nombre del gen que paso por los filtros aplicados Cualitativo ,
Pertenencia del metabolito a ruta metabolica de precipitacion de calcita | BI metabolito s encuentra como parte de la ruta metabdlica de precipitacion de calcita | Cualitativo Si/No
Pertenencia de la enzima a ruta metabolica de precipitacion de caleita | La cnzima sc encuentra como parte de la ruta metabolica de precipitacion de calita_| Cualitativo Si/No
Pertenencia del cofactor a la ruta metabolica de precipitacion de calcita | _EI colactor se encuentra como parte de Ia ruta metabolica de precipitacion de caleita | Cualitativo Si/No
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Cuadro 3: Variables para la elecciéon del modelo idéneo para la ruta metabdlica de precipitaciéon de
calcita en L. sphaericus.

Variable Definicion Tipo Unidades de medicion
Numero de reacciones quimicas Niumero de reacciones quimicas involucrados en el modo elemental Cuantitativo | Cantidad de reacciones quimicas.
Nombre de enzima Nombre de enzima que participa en la ruta metabolica senalada Chualitativo -
Nombre de cofactor Nombre del cofactor que participa en la ruta metabolica senalada Cualitativo -
Nombre del gen Nombre del gen que se encuentra involucrado en la ruta metaboélica senalada Chualitativo -
Codigo del gen Codigo de identificacion para NCBI del gen que se encuentra involucrado en la ruta metabolica sefialada | Cualitativo -

5.7. Hipobtesis

5.7.1. Hipétesis de investigacion:

Es posible la identificacion de la ruta metabolica més eficiente en L. sphaericus para produccion
de calcita por hidrolisis de urea mediante analisis computacional genético de Sporosarcina, Bacillus
y Lysinibacillus spp. con la finalidad de optimizar la produccién industrial.

= Hipotesis nula 1:

e No existen genes reportados de diferentes rutas metabolicas para Sporosarcina, Bacillus
y Lysinibacillus spp. involucrados en los procesos de hidrolisis de urea para precipitacion
de calcita.

= Hipotesis alternativa 1:

e Existen genes reportados de diferentes rutas metabodlicas para Sporosarcina, Bacillus y
Lysinibacillus spp. involucrados en los procesos de hidrolisis de urea para precipitacion
de calcita.

= Hipotesis nula 2:

e No es factible elaborar los grafos de las rutas metabolicas de precipitacion de calcita a
partir de los genes clave encontrados en los genomas reportados de L. sphaericus.

= Hipotesis alternativa 2:

e Es factible elaborar los grafos de las rutas metabolicas de precipitacion de calcita a partir
de los genes clave encontrados en los genomas reportados de L. sphaericus.

= Hipotesis nula 3:

e No se pueden representar las posibles rutas metabélicas de precipitacion de calcita en L.
sphaericus en modelos estequiométricos bioquimicos.

= Hipotesis alternativa 3:

e Se pueden representar las posibles rutas metabodlicas de precipitaciéon de calcita en L.
sphaericus en modelos estequiométricos bioquimicos.

= Hipotesis nula 4:

e El analisis de modos elementales no permite calcular las posibles rutas de los metabolitos
intermedios de la ruta metabdlica de precipitaciéon de calcita en L. sphaericus.
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= Hipotesis alternativa 4:

e El analisis de modos elementales permite calcular las posibles rutas de los metabolitos
intermedios de la ruta metabodlica de precipitacion de calcita en L. sphaericus.

= Hipotesis nula 5:

e La comparacion de las rutas metabolicas analizadas por modos elementales no permite
encontrar la ruta mas eficiente de precipitacion de calcita en L. sphaericus.

= Hipotesis alternativa 5:

e La comparaciéon de las rutas metabolicas analizadas por modos elementales permite en-
contrar la ruta maés eficiente de precipitacion de calcita en L. sphaericus.

= Hipotesis nula 6:

e La generacion del listado de los genes involucrados en el camino seleccionado de precipita-
cion de calcita en L. sphaericus no proporciona posibles blancos de modificacién genética
para produccion de calcita a nivel industrial

= Hipétesis alternativa 6:

e La generacion del listado de los genes involucrados en el camino seleccionado de precipi-
tacion de calcita en L. sphaericus proporciona posibles blancos de modificaciéon genética
para produccion de calcita a nivel industrial

= Hipétesis nula 7:

e La generacion del listado de los genes involucrados en el camino seleccionado de precipita-
cion de calcita en L. sphaericus no permite modelar posibles consorcios con Sporosarcina,
Bacillus y Lysinibacillus spp. para produccion de calcita a nivel industrial.

= Hipotesis alternativa 7:

e La generacion del listado de los genes involucrados en el camino seleccionado de precipi-
tacion de calcita en L. sphaericus permite modelar posibles consorcios con Sporosarcina,
Bacillus y Lysinibacillus spp. para producciéon de calcita a nivel industrial.

5.8. Bioética

Para llevar a cabo este estudio se conté con la autorizacién del departamento de Bioquimica y
Microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala. No se requirié de una revision de bioética
para este estudio. La eleccion de los géneros de bacterias que se usaron en este estudio se fundamento
en cepas productoras de calcita obtenidas en los terrenos de Cementos Progreso S.A. y analizadas
por el Centro de Estudios en Biotecnologia (CEB) de la Universidad del Valle de Guatemala. Se
contd con la aprobacion de ambas instituciones para la realizacion de este estudio. Cabe mencionar
que la metodologia que se empled para poder cumplir con los objetivos descritos anteriormente, son
de mi conocimiento o conté con asesores que conocen a profundidad los métodos a realizar.

16



5.9. Materiales y métodos

1. Identificacion de genes de Lysinibacillus sphaericus involucrados en la precipitacion de calcita

I Generacion de listado de genes involucrados en hidroélisis de urea en los géneros Sporosar-
cina, Bacillus y Lysinibacillus

1)

Consulta de estudios previos con reporte de genes de hidrolisis de urea

Se realiz6 una busqueda de literatura con reporte de genes de hidrolisis de urea de la
siguiente formas:

- Se busco en estudios previos almacenados en literatura en el Centro Nacional pa-
ra la Informacion Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés) y Google Scholar
con las palabras clave en inglés “hidrolisis de urea” (ureolysis), “genes’, ademas de
“Lysinibacillus”, “Sporosarcina” o “Bacillus” unidos por el operador logico “AND”.

- Los términos de biisqueda variaron dependiendo de los resultados de las bisquedas
anteriores, de forma que se adaptaron a encontrar una mayor cantidad y mejor calidad
de resultados.

- Se gener6 un listado de los genes reportados en dichos estudios, con sus codigos de
acceso a GenBank de NCBI, EBI y DDBJ.

Se utilizo una adaptacion de la metodologia descrita por (Dalmer y Clugston, 2019;
Johns y cols., 2014).

Consulta de estudios previos con reporte de genes en precipitacion de carbonato de
calcio

Se realiz6 una busqueda de literatura con reporte de genes de precipitaciéon de car-
bonato de calcio de la siguiente forma:

- Se busco en estudios previos almacenados en literatura en el Centro Nacional para
la Informacion Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés) y Google Schoolar con
las palabras clave en inglés “precipitacion de carbonato de calcio”, “genes”, ademés de
“Lysinibacillus”, “Sporosarcina” o “Bacillus” unidos por el operador logico “AND”.

- Los términos de biisqueda variaron dependiendo de los resultados de las bisquedas
anteriores, de forma que se adaptaron a encontrar una mayor cantidad y mejor calidad
de resultados.

- Se generd un listado de los genes reportados en dichos estudios con su codigo de
acceso a GenBank de NCBI, EBI y DDBJ Se utiliz6 una adaptacion de la metodologia
descrita por (Dalmer y Clugston, 2019; Johns y cols., 2014).

IT Localizaciéon de genes en el genoma de Lysinibacillus sphaericus

)

Busqueda de genoma completo de Lysinibacillus sphaericus

Se realiz6 la busqueda del genoma completo de Lysinibacillus sphaericus:

- Se ingres6 a la pagina de inicio de NCBI mediante el enlace
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

- Se escribio en la barra de busqueda las palabras Lysinibacillus sphaericus

- Se busco en la base de datos llamada genomas.

- Se selecciond la opcion de genoma, que Gnicamente presenta un resultado segin esta
busqueda. Este resultado corresponde al publicado por Yan, Xiao y Zhang en 2017.
Se utilizé6 una adaptacion de la metodologia descrita por (Altschul, Gish, Miller,
Myers, y Lipman, 1990).

Identificacion de genes presentes en el genoma de Lysinibacillus sphaericus

- Se realiz6 un alineamiento local con la herramienta Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul y cols., 1990).

- Se introdujo el codigo o secuencia de cada gen descrito en el listado previamente
generado, como secuencia de consulta, y se realizé el alineamiento con el parametro
de “Secuencias muy similares” y con parametros estandar en la puntuacién de la
alineacioén, segin Franco, 2020.

Se utiliz6 la metodologfa descrita por (Altschul y cols., 1990).

17



2. Elaboraciéon de grafos de rutas metabolicas para precipitacion de carbonato de calcio en L.
sphaericus.

1

II

II1

Busqueda de los genes en la base de datos KEGG para Lysinibacillus

Para llevar a cabo la elaboraciéon de grafos de rutas metabolicas se sigui6 el siguiente
procedimiento basado en la metodologia descrita por (Franco, 2020; Kanehisa y Goto,
2000).

- Se ingreso a la base de datos Enciclopedia Kyoto para Genes y Genomas (KEGG, por
sus siglas en inglés) con el siguiente enlace:
https://www.genome.jp/kegg/?sess=ebfe2ad23e021e38540{798¢803dd061 (Kanehisa y Go-
to, 2000; Kanehisa, 2019).

- Se utiliz6 como datos de entrada los nombres de los genes identificados con el alinea-
miento anterior

- Se busco los genes en las rutas obtenidas por la herramienta KEGG obteniendo un
grafico final con la informacion general del metabolismo de Lysinibacillus sphaericus

- Se extrajo un subgrafo con la informacién relacionada con los genes identificados en la
precipitacion de calcita en L. sphaericus.

Busqueda de los genes en la base de datos KEGG para Sporosarcina y Bacillus

Para llevar a cabo la elaboracién de grafos de rutas metabdlicas se sigui6 el siguiente
procedimiento basado en la metodologia descrita por (Franco, 2020; Kanehisa y Goto,
2000):

- Se ingreso a la base de datos Enciclopedia Kyoto para Genes y Genomas (KEGG, por
sus siglas en inglés) con el siguiente enlace:
https://www.genome.jp/kegg/?sess=ebfe2ad23e021e38540{798c803dd061

- Se utiliz6 como datos de entrada los nombres de los genes identificados con la consulta
de estudios previos

- Se buscaron los genes en las rutas obtenidas por la herramienta KEGG obteniendo un
grafico final con la informacién general del metabolismo de Sporosarcina y Bacillus spp.

Modelado estequiométrico de las rutas metabdlicas obtenidas Para modelar matemaética-
mente las rutas metabdlicas de precipitacion de calcita se siguié el siguiente procedimiento
basado en la metodologia descrita por (Franco, 2020; Trinh y cols., 2009):

- Se anotaron los coeficientes obtenidos por la base de datos KEGG para cada metabolito
de las reacciones involucradas en la precipitaciéon de calcita en L. sphaericus.

- Se anotaron los metabolitos (sustratos, productos y cofactores) en las filas de una matriz.
- Se anotaron las reacciones como las columnas de la matriz.

- Se resolvi6é la matriz, por lo que si es posible para L. sphaericus realizar esta ruta
metabdlica.

3. Eleccién de la ruta metabdlica mas eficiente para precipitacion de calcita en L. sphaericus.

I

II

Analisis de las rutas metabolicas con modos elementales.

- Se analiz6 la informacién obtenida por los modelos estequiométricos con la herramienta
CellNetAnalyzer (CNA) expresando los resultados en forma de modo elemental (EM por
sus siglas en inglés) (Klamt, Saez-Rodriguez, y Gilles, 2007; Klamt y von Kamp, 2011).

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Franco, 2020).
Seleccion de la ruta mas eficiente para precipitacion de calcita en L. sphaericus

- Se analizaron los resultados obtenidos mediante el analisis de modos elementales y se
clasificaron segun el ntimero de pasos de reaccion.

- Se selecciono la ruta metabolica mas eficiente debido a que es la que representa menor
gasto energético para la célula.

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Wang y cols., 2017).
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IIT Elaboraciéon de listado de genes clave en la producciéon de calcita en L. sphaericus
- Se enlistaron las enzimas que participan en la ruta metabolica mas eficiente para la
produccion de calcita en L. sphaericus.

- Se enlistaron los genes que conforman dichas enzimas.

IV Elaboracién de listado comparativo con Sporocina y Bacillus spp.
- Se enlistaron los genes reportados en precipitacion de calcita por hidrolisis de urea en
Sporocina y Bacillus con sus codigos de identificaciéon en NCBI, EBI y DDBJ
- Se compararon los subgrafos de rutas metabodlicas de precipitaciéon de calcita en los
géneros Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus spp. en busqueda de complementacion
entre grafos por producciéon de diversos metabolitos.
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CAPITULO ©

Resultados

6.1. Bisqueda de genes de Lysinibacillus, Sporosarcina y Ba-
ctllus involucrados en la precipitaciéon de calcita

Segun la busqueda bibliogréfica realizada, la enzima reportada para la hidrolisis de urea es la
ureasa, como se observa en el Cuadro No. 4. Esta enzima se encuentra formada por los genes ureC,
ureB y ureA principalmente, con el acompanamiento de los genes ureF, ureF, ureG y ureD. Todos
estos genes se encuentran en los tres géneros en los cuales se realizo la busqueda. Adicionalmente,
en el género Bacillus se reportaron los genes urel y nikT. El gen urel conforma un transportador
de urea y el gen nikT conforma un transportador de niquel. También, se encontré del gen ytiB que
conforma una proteina similar a la anhidrasa carbdnica en los tres géneros. En los Cuadros No. 8 y
No. 9, en la seccion de Anexos, se puede observar los resultados de busqueda bibliografica con las
referencias en las cuéles se encontré el reporte de estos genes.

Cuadro 4: Genes reportados previamente que son necesarios para la precipitacion de calcita por
hidrolisis de urea.

Nombre del gen Proteina que codifica Género en el que se reportd
ureC, ureB y ureA Ureasa (subunidades «, 8y v) Lysinibacillus, Bacillus y Sporosarcina
ureE, ureF, ureG y ureD Proteinas accesorias de ureasa (UreE, UreF, UreG y UreD)  Lysinibacillus Bacillus y Sporosarcina
urel Transportador de urea Bacillus
nikT Transportador de niquel Bacillus
ytiB Proteina similar a la anhidrasa carbonica Lysinibacillus, Bacillus y Sporosarcina

Leyenda Cuadro 4: En este cuadro se muestran los nombres de los genes reportados para el proceso de
hidrolisis de urea para precipitacion de calcita, la proteina que codifica cada gen; asi como el género de
bacteria en el que se encontré reporte de dicho gen. Fuente: Autoria propia

20



6.2. Identificaciéon de genes y operones de Lysinibacillus sp-
haericus involucrados en la precipitacion de calcita

Se localizaron las secuencias de los genes descritos en el Cuadro No. 4. Se encontr6 la ubicaciéon y
longitud de los genes ureC, ureB, ureA, ureE, ureF, ureG y ureD. También, se encontro el gen ytiB.
No se encontroé el gen wurel ni nikT en L. sphaericus. Como transportador de niquel se encontr6é que
L. sphaericus utiliza el transportador NikE para introducir niquel al citoplasma. Se puede observar
en el Cuadro No. 5 la ubicacion y longitud de dichos genes; adicionalmente en las Figuras No. 7 a No.
15 localizadas en la seccién de anexos, se puede observar una captura de pantalla de los alineamientos
realizados.

Cuadro 5: Ubicacion en el genoma de Lysinibacillus sphaericus de los genes reportados en hidroélisis
de urea para precipitaciéon de calcita

Nombre del gen Ubicacién en el genoma (bases) Longitud del gen (bases)

ureC 1066603 a 1068318 1716
ureB 2673111 a 2672746 366
ureA 1065921 a 1066223 303
urel 1068371 a 1068817 447
ureF 1068891 a 1069499 609
ureG 1069517 a 1070146 630
ureD 1070139 a 1070945 807
nikE 1334892 a 1334086 807
ytiB 312264 a 311704 561

Leyenda cuadro No.5: En este cuadro se muestran los nombres de los genes reportados para el proceso de
hidrolisis de urea; asi como su ubicaciéon en el genoma de Lysinibacillus sphaericus y su longitud de acuerdo
con la herramienta BLAST de NCBI. Fuente: Autoria propia

6.3. Elaboracion de grafos de rutas metabélicas para precipi-
taciéon de carbonato de calcio en L. sphaericus

Se represento el sistema metabolico como una matriz estequiométrica, que se observa en la Figura
No. 5. La matriz estequiométrica es una alusion matemaéatica al sistema metabdélico que nos permite
corroborar matemaéticamente la posibilidad de que una ruta se lleve a cabo dentro del sistema. Los
metabolitos implicados en el sistema metabolico se encuentran en las filas de la matriz y las reacciones
quimicas en las columnas. El cero “0” en la matriz representa la ausencia de dicho metabolito en la
reaccion especificada. Un nimero negativo implica que el metabolito se encontraba como reactivo
de la reacciéon mientras que un nimero positivo implica que el metabolito es el producto de dicha
reaccion. En la Figura No. 6 Se observa la representacion grafica del sistema metabélico descrito en la
matriz de la Figura No.5. El sistema metabolico se obtuvo con reacciones quimicas del metabolismo
del nitrogeno que se observa en la Figura No. 17 en la seccion de Anexos y la codificacion de los
metabolitos y reacciones se encuentra descrita en los Cuadros No. 10 y No. 11 en la seccion de
Anexos.

La matriz estequiométrica de la Figura No. 5 nos presenta como metabolitos de salida al or-
tofosfato y al carbonato y como metabolitos de entrada a diéxido de carbono y urea. También se
puede apreciar que la interacciéon de los metabolitos se da uno a uno, es decir por cada molécula de
metabolito consumido se produce una molécula de cada producto de la reacciéon. En la Figura No. 6
se pueden apreciar estos resultados de forma gréfica, lo cual facilita su analisis de interaccion entre
los metabolitos.
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Figura 5: Matriz estequiométrica del proceso de hidrélisis de urea para produccion de calcita en L.
sphaericus
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Leyenda Figura No. 5: En esta figura se muestran las reacciones involucradas en el proceso de
hidrolisis de urea y los metabolitos involucrados en dicha reacciéon mediante una representacion
estequiométrica. Las columnas bl y b2 representan la entrada al proceso de los metabolitos descritos
y las columnas b3 y b4 representan la salida de estos metabolitos de esta red metabdlica. Fuente:
Autoria propia

Figura 6: Grafo del proceso de hidrolisis de urea para precipitacion de calcita por L. sphaericus

Leyenda Figura No.6: En esta figura se muestran las reacciones involucradas en el proceso de hidro-
lisis de urea y los metabolitos involucrados en dicha reacciéon mediante una representacion gréfica.
Las aristas codificadas con la letra b representan las entradas y salidas de metabolitos al sistema
metabolico. Las aristas codificadas con la letra r representan las reacciones quimicas que ocurren
dentro del sistema metabolico y los vértices con nimeros representan a los metabolitos del sistema.
Fuente: Autoria propia.
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Como resultado del analisis Modos Elementales, se obtuvieron nueve distintas rutas mediante las
cuéles se resuelve la matriz estequiométrica reportada en la Figura No. 5. Las nueve distintas rutas
pueden observarse descritas en el Cuadro No. 6, ademas de representadas graficamente en las Figuras
No. 17 a No. 25. De estas nueve rutas, cinco (P1, P2, P3, P6 y P7) tienen como metabolito de salida
a carbonato, mientras que las cuatro rutas restantes (P4, P5, P8 y P9) tienen como metabolito de
salida el ortofosfato. Y de las nueve rutas, ocho tienen a urea como metabolito inicial, mientras que
P3 tiene como metabolito inicial diéxido de carbono.

Cuadro 6: Rutas descritas mediante anéalisis de modos elementales como solucién al sistema
metabolico de hidroélisis de urea de L. sphaericus

Codigo Ruta interna
P1 0->1->5->8->4->6
P2 0->2->3->4->6
P3 7->4->6
P4 0->1->5->9
P5 0->2->1->5->9
P6 0->2->1->5->8->4->6
p7 0->2->7->4->6
P8 0->1->5->8->1->5->9

P9 0->2->1->5->8->1->5->9

Leyenda Cuadro No.6: En este cuadro se muestran las posibles rutas de acuerdo con el anilisis de
modos elementales realizado a la matriz estequiométrica del sistema metabolico de hidrolisis de urea para
producciéon de calcita. El codigo P proviene de pathway son las distintas rutas descritas numeradas para
su diferenciaciéon. En la columna de “ruta interna” se muestran los nimeros de reacciones implicados en esa
ruta metabolica. Fuente: Autoria propia.

6.4. Eleccion del modelo mas eficiente para la ruta metabdlica
de precipitacion de calcita en L. sphaericus.

Segun las rutas analizadas en el Cuadro No. 6, se pueden identificar enzimas que participan en
el proceso de produccion de calcita por hidrolisis de urea. En el Cuadro No. 7 se enlistan los genes
que conforman las enzimas de las rutas observadas como posibles objetivos de modificacién genética
para aumentar la producciéon de calcita en L. sphaericus.

Cuadro 7: Genes de interés para posible modificacion genética para la precipitaciéon de calcita por
hidrélisis de urea.

Nombre del gen Proteina que codifica Presencia en L. sphaericus
ureC, ureB y ureA Ureasa (subunidades alfa,beta y gamma) +
ureE, ureF, ureG y ureD  Proteinas accesorias de ureasa (UreE, UreF, UreG y UreD)
urel Transportador de urea -

Leyenda Cuadro No.7: En este cuadro se muestran los nombres de los genes de interés para modificacion
genética para precipitacion de calcita, la proteina que codifica cada gen; asi como si se encuentra o no en
Lysinibacillus sphaericus. Fuente: Autoria propia.

En la Figura No. 7 se puede observar de forma gréfica la ruta mas eficiente para la produccién de calcita en
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Lysinibacillus sphaericus segun el analisis de modos elementales realizado en el sistema metabolico descrito
en la Figura No. 6. Ademas, se observan los posibles objetivos de modificacion genética de acuerdo con las
enzimas requeridas para llevar a cabo dicha ruta.

Figura 7: Representacion grafica de la ruta més eficiente para produccion de calcita en L.
sphaericus
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Leyenda Figura No. 7: En esta figura se observa la ruta mas eficiente para la produccion de calcita
por L. sphaericus con los metabolitos involucrados en esta ruta, ademés de los genes que conforman
la ureasa como posibles objetivos de optimizacion de dicha ruta. Fuente: Autoria propia.
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CAPITULO [

Analisis de resultados

El objetivo principal de este trabajo fue identificar la ruta metaboélica mas eficiente en Lysinibacillus
sphaericus para la produccién de calcita a nivel industrial, por hidroélisis de urea; mediante analisis compu-
tacional genético de especies pertenecientes a los géneros de Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus. Para
poder llevar a cabo este analisis, se diagramoé un grafo, que se puede observar en la Figura No. 6 en la seccion
de Resultados, como la representaciéon del sistema metaboélico que utiliza Lysinibacillus sphaericus durante
la hidroélisis de urea para precipitacion de calcita.

El analisis de modos elementales dio como resultado nueve distintas rutas solucién a la matriz estequio-
métrica. Estas rutas pueden observarse en el Cuadro No. 6 y apreciarse graficamente en las Figuras No. 18
a No. 26, en la seccion de Anexos. Durante el anélisis, se descartaron las rutas que pudieran conformar un
ciclo de metabolitos dado que no se encontraban en el universo de soluciones de la matriz estequiométrica,
segin la metodologia de Franco, 2020.

Dentro de las nueve rutas que son soluciéon a la matriz estequiométrica, cinco son de interés, porque
el metabolito de salida en estas rutas es carbonato. Las otras cuatro rutas tienen como metabolito de
salida ortofosfato, por lo que no son de interés para la produccién de carbonato de calcio de Lysinibacillus
sphaericus. La reaccion que lleva a la produccion de ortofosfato (r7) es una reaccién reversible catalizada
por la enzima Carbamoil-fosfato sintasa (6.3.4.16). Como reaccion reversible se puede formular un medio tal,
con una combinaciéon de pH, temperatura y concentraciéon mayor de carbamoil-fosfato que de amonio para
que la enzima utilizara el ortofosfato para produccion de amonio y de esta forma se integrara de nuevo al
sistema metabolico de producciéon de carbonato de calcio (Keleti, 1986).

Sin embargo, esta accién no seria recomendable para optimizar la produccion de calcita debido a que se
utilizaria carbamoil-fosfato como sustrato para producciéon de amonio en lugar de produccion de bicarbonato
por parte de la reaccién catalizada por la enzima carbamato quinasa (r8), que busca la produccion final de
carbonato. Es decir, para volver a introducir el ortofosfato al sistema metabdlico se tendria que utilizar como
sustrato un metabolito esencial para otra ruta del sistema que si forma carbonato. Ademés, se tiene que
considerar las condiciones 6ptimas de la carbamoil-fosfato sintasa para llevar a cabo esta reaccion inversa,
que dichas condiciones podrian variar de las condiciones 6ptimas de la ureasa, enzima que lleva a cabo la
hidrélisis de urea, y por lo tanto esencial para la produccién de carbonato por esta via.

Es posible bloquear la reaccién r7 del sistema metabolico de L. sphaericus al modificar genéticamente la
carbamoil-fosfato sintasa, de forma que no utilizara el amonio para producir carbamoil-fosfato y ortofosfato.
Esta disrupcion de ruta llevaria a una acumulaciéon de amonio en el citoplasma celular de L. sphaericus. Esta
bacteria tiene capacidad nitrificante a una tasa de 5ng/hora, por lo cuél podria utilizar el amonio acumulado

25



al oxidarlo hacia nitrato (Martinez y Dussén, 2018). En caso la produccién de amonio por hidrolisis de
urea fuera menor a la tasa de nitrificacion, seria una modificacién favorable, de lo contrario se contaria
con una acumulaciéon de amonio. Dicha acumulacién no es 6ptima para la producciéon de carbonato de
calcio debido a que impediria el aumento de pH causado por la reacciéon r6, al favorecer la reaccion inversa
por la concentraciéon elevada de los productos. Para el uso en la industria, la concentracion de amonio en
el bioconcreto no es oportuna, debido a la toxicidad del amonio para las personas. Por lo cual, antes de
realizar una modificacién genética sobre la carbamoil-fosfato sintasa recomendaria un estudio de analisis de
la produccion de amonio por parte de la ruta de hidrolisis de urea.

De las cinco rutas restantes que se obtuvieron, una utiliza como metabolito de entrada didéxido de carbono
y, dado que el objetivo de este estudio es identificar la ruta de producciéon de carbonato de calcio mediante
hidrolisis de urea, esta ruta prueba no adaptarse al objetivo, pero esta ruta codificada como P3 podria ser de
interés para produccién de carbonato a partir de otro metabolito en caso la urea no se encuentre disponible
para dicho proceso. Las cuatro rutas restantes que son de interés para este estudio se encuentran codificadas
en el Cuadro No. 8 como P1, P2, P6 y P7.

La ruta codificada como P1 cuenta con cinco reacciones quimicas desde la urea hasta carbonato, P2
cuenta con cuatro reacciones, al igual que P7 y P6 cuenta con seis. Una célula viva elige la ruta més eficiente
hacia un metabolito segtin el menor gasto de energia, y por lo tanto el menor esfuerzo de produccion (Wang y
cols., 2017). Si se trabaja con el supuesto de que una menor cantidad de reacciones representa un menor gasto
energético, Lysinibacillus sphaericus utiliza, para la produccion de carbonato, las rutas con codificacion P2
y P7. Para poder comprobar este supuesto se recomienda realizar un analisis de entalpias de las reacciones
quimicas involucradas en dichas rutas.

Entre la ruta P2 (Figura No. 19) y la ruta P7 (Figura No. 24) hay dos reacciones quimicas distintas.
La ruta P2 utiliza r2 y r3 y la ruta P7 utiliza r5 y r9. La reaccién r2 es la tnica reacciéon reversible dentro
de las cuatro diferencias, lo cual la convierte en una reacciéon dependiente de las condiciones del medio
para que pueda ocurrir, pero dichas condiciones son dadas por el sistema metabodlico en el momento de
aumentar el pH por el equilibrio entre amoniaco producido y amonio. Sin embargo, la reaccién 5 involucra a
la proteina similar a la anhidrasa carbdénica como enzima adicional, a diferencia de las otras tres reacciones
que ocurren de forma espontanea. Para optimizar la produccién de un metabolito se formula el medio de
cultivo que favorezca a la enzima, por lo que se prefiere la ruta P2 a la ruta P7, a manera de que se utilicen
las condiciones 6ptimas para la actividad de la ureasa en el medio de cultivo y no se tengan que modificar
dichas condiciones por las condiciones adecuadas para la enzima similar a anhidrasa carboénica.

La ureasa desenvuelve un papel esencial en la ruta P2. Es la enzima que cataliza la primera reaccién de
la ruta, sin la cual no se podria producir carbonato; por lo que se considera como un blanco de modificacion
genética para la optimizaciéon de producciéon de carbonato en L. sphaericus, como se observa en el Cuadro
No. 9. De acuerdo con el Cuadro No. 5, los genes involucrados en la formacién de la ureasa se encuentran
en el genoma de L. sphaericus, lo que comprueba la ruta P2, porque la bacteria produce ureasa y puede ser
aplicada para la produccién de carbonato de calcio. Se pueden observar los alineamientos realizados para la
ubicacion de dichos genes en las Figuras No. 8 a 16, localizadas en la seccion de Anexos.

Entre otras modificaciones genéticas que pueden optimizar el proceso de produccién de carbonato de
calcio, se encuentra el gen wurel reportado en el género Bacillus como transportador de urea al interior
celular. L. sphaericus introduce la urea al citoplasma a través de un transportador ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada (Gomez-Garzon y cols., 2017). Con la insercion del gen urel al genoma de L. sphaericus
se podria optimizar el proceso de produccién de carbonato debido a que la urea estaria mas disponible para
la ureasa y se podria realizar un mejor proceso de precipitacion de carbonato de calcio. Estas modificaciones
genéticas posibles para la optimizaciéon de carbonato de calcio en L. sphaericus y la ruta codificada como
P2 se observa de forma grafica en la Figura No. 7.

Las modificaciones genéticas a las enzimas involucradas en otras rutas descritas por el sistema que
no sean P2 o P7 son posibles. Sin embargo, no se mostraria un aumento en la producciéon de carbonato
por parte de L. sphaericus como resultado de dichas modificaciones ya que estas rutas simplemente no son
utilizadas porque involucran un mayor gasto energético que P2 o P7. También es necesario considerar que, al
bloquearlas genéticamente podriamos incurrir en obstaculizar otros procesos metaboélicos celulares necesarios
para mantener viva a L. sphaericus, lo cual contrarrestaria la precipitacién de carbonato de calcio por la
falta de un sitio de nucleacién entre carbonato y calcio.
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Otra manera de optimizar el proceso de produccioén de carbonato de calcio mediante hidroélisis de urea en
Lysinibacillus sphaericus es la optimizacién del medio de cultivo de las células. Para su aplicacién industrial,
las células deben encontrarse en forma de esporas y encapsuladas con los componentes necesarios para la
produccién de carbonato de calcio. Para poder esporular a las células de L. sphaericus, se deben producir en
un medio rico en calcio y hierro (Ryu, Lee, Cha, y Park, 2020). Luego de esporuladas, estas células pueden
encapsularse junto a un medio rico en urea y calcio para facilitar el proceso de producciéon de carbonato de
calcio.

Dentro de las condiciones que se deben tomar en cuenta en el medio de Lysinibacillus sphaericus para
optimizar la produccién de carbonato de calcio, es la carga negativa de la membrana, ya que es necesario
atraer al calcio para formar carbonato de calcio en la membrana celular. Para aumentar la carga negativa se
puede introducir al medio CaCl; (Ma y cols., 2020). Se ha observado una mejor actividad de ureasa en un
medio pobre en nitrégeno, en el cual la actividad de la ureasa aumenta hasta 25 veces méas que en un medio
rico en nitrégeno. Dado que el mismo sistema eleva el pH como producto de las reacciones no es necesario la
utilizacion de niveladores de pH en exceso, pero si se recomienda un control del pH para llevar a cabo estas
reacciones espontéineas.

Como la presencia de niquel es necesaria para la actividad de la ureasa, se recomienda una concentracién
minima entre 5pM y 10uM de niquel en el medio, considerando que el niquel en exceso puede ser téxico. Otra
forma indirecta de aumentar la actividad de ureasa es la presencia de NaEDTA, Ba®" y citrato (2-20 mM)
y es recomendable evitar la presencia de iones de litio, magnesio, zinc o yodo, ya que inhiben la actividad
de la ureasa (Al-Thawadi, 2011).

Como se puede observar en el Cuadro No. 4 y, de forma mas extensa en el Cuadro No. 10, los géneros
Bacillus y Sporosarcina cuentan con los mismos genes reportados para la hidroélisis de urea, para precipi-
taciéon de carbonato y, de acuerdo con la Enciclopedia Kyoto de Genes y Genomas (KEGG), con el mismo
metabolismo del nitrégeno. Entonces, se llega a la conclusién de que utilizan la misma ruta descrita para L.
sphaericus para la producciéon de calcita. Por ello, no es recomendable realizar consorcios entre estos géneros
a nivel industrial, porque generaria competencia entre las bacterias por la urea. En caso de competencia por
urea, L. sphaericus, seria capaz de seguir produciendo carbonato por la via codificada como P3 utilizando
la proteina similar a la anhidrasa carbénica. Ya que existe la posibilidad de continuar con la produccién de
carbonato ain en ausencia de urea no se recomienda una modificaciéon genética a la anhidrasa carboénica
de L. sphaericus. Asi mismo, se recomienda realizar un analisis de las ureasas de Sporosarcina, Bacillus y
Lysinibacillus para realizar una comparacién de la actividad enzimética de las tres ureasas y obtener un
respaldo estadistico de la capacidad de cada ureasa por género y demostrar que género se beneficiaria de
una competencia por la urea.
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CAPITULO 8

Conclusiones

. De acuerdo con la busqueda bibliografica realizada, Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus
utilizan los mismos genes en el proceso de producciéon de calcita por hidrolisis de urea.

. Lysinibacillus sphaericus es capaz de producir calcita por hidroélisis de urea debido a la pre-
sencia comprobada por medio de alineamientos de los genes involucrados en este proceso.

. El sistema metabélico utilizado por L. sphaericus para producciéon de calcita se puede repre-
sentar como un grafo y se model6 de forma estequiométrica para la generaciéon de una matriz
matematica.

. Se calcularon nueve posibles rutas metabodlicas dentro del sistema metabélico de L. sphaericus
para produccién de calcita de acuerdo con el analisis de modos elementales y a las soluciones
de la matriz generada.

. Se estableci6 la ruta metabdlica més eficiente para la optimizacion de produccion de calcita en
L. sphaericus de acuerdo con los resultados del anélisis de modos elementales y a las enzimas
involucradas en este proceso.

. Se establecid que Sporosarcina y Bacillus utilizan la misma ruta metabélica para produccion
de calcita por hidroélisis de urea, y un consorcio entre los tres géneros generaria competencia
por la urea como metabolito inicial, disminuyendo la productividad del proceso.
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capPiTuLo 9

Recomendaciones

Se recomienda mejorar el analisis de modos elementales realizado por CellNetAnalyzer intro-
duciendo los valores de concentracién de metabolitos en el programa.

Se recomienda la introduccién del gen urel en L. sphaericus para un mejor acceso a la urea
por parte de la ureasa, con menor gasto energético.

Se recomienda conformar el medio de cultivo con cloruro de calcio para aumentar la negatividad
de la membrana y facilitar la atraccion de los iones de calcio, para la formacion de calcita.

Se recomienda realizar un anéalisis entre ureasas de distintas especies para observa cual es la
ureasa mas robusta con un sustento estadistico.

En caso se considere una modificacion genética sobre la enzima carbamoil-fosfato sintasa, se
recomienda un estudio de anélisis de la producciéon de amonio por parte de la hidroélisis de
urea.

Se recomienda realizar un analisis de entalpias de las reacciones quimicas involucradas en las
posibles rutas del sistema metabolico.

Se recomienda la esporulacion de L. sphaericus para facilitar su aplicacion a la industria de
construccion.

Se recomienda realizar el andlisis de sinergia entre la ruta de hidroélisis de urea junto con la
ruta codificada como P3, para ver si la combinacién mejora la produccion, o si compiten entre
ellas.

Se recomienda realizar pruebas de produccién de carbonato de calcio en laboratorio con la
introduccién del gen urel en L. sphaericus previo al escalamiento a nivel industrial.
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capituLo 11

Anexos

11.1.

Genes involucrados en los procesos metabdlicos para pro-
ducciéon de calcita

Cuadro 8: Busqueda de genes de Lysinibacillus, Sporosarcina y Bacillus involucrados en la
hidroélisis de urea

Nombre del gen

Proteina que codifica

Especie en la que se

entra

Referencia del reporte

Codigo NCBI

“odigo DDBJ

Codigo EBI

ureC' Ureasa subunidad alfa Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601  PRJNA315681
ureB Ureasa subunidad beta Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJINA315681
ureA Ureasa subunidad gamma Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureE Proteina accesoria de Ureasa UreE Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJINA315681
ureF Proteina accesoria de Ureasa UreF Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJINA315681
ureG Proteina accesoria de Ureasa UreG Lysinibacillus spha Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureD Proteina accesoria de Ureasa UreD Lysinibacillus spha Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJINA315681
ureC Ureasa subunidad alfa Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureB Urreasa subunidad beta Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureA Urecasa subunidad gamma Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
urell Proteina accesoria de Ureasa UreE Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureF! Proteina accesoria de Ureasa UreF Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureG Proteina accesoria de Ureasa UreG Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureD Proteina accesoria de Ureasa UreD Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureC Ureasa subunidad alfa Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_ 170402 AE0171941 AE0171941
ureB Ureasa subunidad beta Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_ 170352 AE0171941 AE0171941
ureA Ureasa subunidad gamma Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCE_ 36642 AE0171941 AE0171941
ureEl Proteina accesoria de Ureasa UreE Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_ 170452 AE0171941 NCA642581
ureF Proteina accesoria de Ureasa UreF Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_ 170502 AE0171941 NCAG642581
ureG Proteina accesoria de Ureasa UreG Mols y Abee, 2008 BCK_170552 AE0171941 NCA642581
ureD Proteina accesoria de Ureasa UreD Mols y Abee, 2008 BCK_ 170602 AE0171941 NCA642581
urel Transportador de urea Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 FOC91_RS09785 AE0171941 KZD26351
nikT Transportador de niquel Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 AE0171951 AE0171941 AE0171941
ureC Ureasa subunidad alfa Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR&7277073 CAA551731 U293681
ureB Ureasa subunidad beta Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAAB51731 U293681
ureA Ureasa subunidad gamma i " Ma, et. al., 2020 SRR&7277073 CAAB51731 U293681
ureE Proteina accesoria de Ureasa UreE Ma, SRR&7277073 CAA551731 U293681
ureF Proteina accesoria de Ureasa UreF Sporosarcina pasteurii Ma, et. SRR87277073 CAAB51731 U293681
ureG Proteina accesoria de Ureasa UreG Sporosarcina pasteurii Ma, et. al. SRR87277073 CAA551731 0293681
ureD Proteina accesoria de Ureasa UreD Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAA551731 V293681

1. Codigo de acceso hace referencia al reporte del genomd

reportado el gen.
2. Todos los registros de genes para este genoma se han descontinuado debido a un cambio en el alcance de
los genomas procarioticos en Gene-NCBI
3. Las proteinas codificadas por genes se clasificaron en una clasificacion filogenética por la base de datos
de COG (Clusters of Orthologous Groups)
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Cuadro 9: Busqueda de genes de Lysinibacillus, Sporosarcina y Bacillus involucrados en la

precipitaciéon de calcita

Nombre del gen Proteina que codifica Especie en la que se encuentra Referencia del reporte Cédigo NCBI  Cédigo DDBJ  Coédigo EBI
Anhidrasa carbonica gamma  Proteina parecida a anhidrasa carbonica Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
Anhidrasa carbonica
Proteina parecida a anhidrasa carbénica Bacillus coagulans Johnson, et. al. 2015 BF29_RS05700 BF29_RS05700 AE0171941
gamma
Anhidrasa carbonica gamma  Proteina parecida a anhidrasa carbénica Sporosarcina pasteurii Kim, et. al., 2016 SRR8727707 CAA551731 U293681

1. Cédigo de acceso hace referencia al reporte del genoma completo de la especie donde se encuentra

reportado el gen.

2. Las proteinas codificadas por genes se clasificaron en una clasificacion filogenética por la base de datos

de COG (Clusters of Orthologous Groups)

11.2. Alineamientos con el genoma de L. sphaericus

Figura 8: Alineamiento para localizacion del gen ureC

Lysinibacillus sphaericus strain KCCM 35418 chr y

F =
sequence 1D: NZ_CP026120.1 Length: 4785706 Number of Matches: 1
Range 1: 1066603 to 1068318 Gendark Graphics
Score Expact ldentitias Gaps Strand
2987 bits(1617) 0.0 1663/1716{98%) 0/1716(0%) Plus/Plus
Query 1 A ACATGAAGC T TACGaAAAT AT TCGATCCTACAGT TAGCGACARAGTG
III[IIIIIlIIII]IIII'IIIIIIIIIII||||||||||III]IIIIII[IIIIIIIII
Sbjct 1866683 ATGAAGGTAACACATGAAGCTTACGCGAAAATGTTCGGTCCTACAGT TGRCGACAAAGTG
Query &1 CETTTAGCTGATACAGAT TTATGGAT GAAATAGAGAAGGACTATACATCCTATGGAG
LILERELL L1101 IIII1IIIIIIIIIIII IIIIIIIIII]IIIIII[IIIIIIIII
sbjct 1866663 CGTTTAGCCGATACGGATTTGTEGATCGAAR GEACTATACATCCTATGGAG
Query 121
IIIIIIIIIIIIII]IIII1IIIIIII IIIIIIIIIIIIIII]IIIIII[IIIIIIII
shjct 1866723 GTCTTTGGTGATEGTAAATCACTGCGTATTTCAA
Query 181 AGATACAGTCATTACT CATCATTATCGATTATACG
IIIIIIIIIIIIII]IIII1IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIII
shict 1866783 GLTAGATACAGTCATTACTAACGTCATCATTATCGATTATALG
Query 241 ATGGCCGARTTATTGETATC
III[IIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I]IIIIIIIIIIIIIIII
shjct 1866843 GECCGAATAATTGETATY
Query 381 GEATGECATCGATCAGGATATGATTATCGGCETAGGEACAGAG
) IIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIII
shjct 1esese3 GEATGECGTCEATCAGGAT ATEATTATCGGCET AGGGACAGA
Query 361 ATTGATACGCATATCCACTTC
) III[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII |
shjct 1esess3 GCAAC GLCATTGATACACATATCCACTTC
Query 421 GTCCCGATCARGTTE AACAACTTTTATTGETGGEC
) II [IIIIIIIIIIIII IIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIII
sbjct 1867823 ATTAGTCCCGATCAAGTGGAAACAGLLCTATTAGCAGGCACAACAALTTTTATTGETGEE
Quary 481 CAAASEOGAL AACTGCTEGTGAATGECATCTA
) IIIlIIIIIIIIIIJIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIJIIIIIIlIIIIIIIII
sbjct 1es7ess GEACCAGCAGCAG! ACAAGCTTAACTGCTGETGAATGECATCTA
Query 541 TCECATETTACAGEC GCTTTCCAATGAATETTGEATT
) IIIlIIIIIIIIIIJIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIII]IIIIIIlII IIIIII
sbict 1867143 TCECATGTTACAGECTE CCCAATGARTGT
Query 881 AETECCTCGEACECAGCACCAATTATEGAGCAAGTTCGTECGEETECCATCEEATTEARG
) IIIlIIIIIIIIIIJIIIIJIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIJIIIIIIlIIIIIIIII
sbict 1867283 AGTGCCTCGEA AATTATCGAGCAAGTTCOTGCGGETGCCATCGGATTEAAG
Query 861 ATTCATGAGEACTGEGEEECAACACCTTOCECAC TEEATC ARAGL TTAACCETTGLAGAC
) N
sbict 1867263 ATTCATGAGGACTGEGGEGCAACACCTTCCGCACTEEACCARAGLTTARCCETTGLAGAL
Query 721 GAGTACGATAT TCAAGTAGCCL TECALTCCGATACATTARATGAAGCAGEATTTGTAGAA
) R e
Shict 1867223 GAGTACGATATTCAAGTAGCCTTGCACTCCGATACATTAAATGAAGCAGEATTTGTEEAA
Query 781 GATACAATCAATGCCATCGA ‘I'GCCCGT’TTHTKH‘[A'ITT cc ATACAGAAGGTGLTGET
) IIIlIIIIIIIIIIJIIIIJIIIIIIIIIIIIIIIIIII 111 IIIIIIlIIIIIIIII
Shict 1867383 GATACAATCAATGCCATCGATGGCCETGTTATTCATATTTTCCATACAGAAGETG
Query 841 GETGEACACGCGCCTEACCAGCTAGTAATGECATCTTTA CCAAATnTTTTGCCiGCCTCG
) R
Sbjct 1867443 GETGEACACGCGCCTGATCAGCTAGTAATGECATCTTTACCAAATATTITGLCAGLCTLG
Query 381 ACGARACCATTTACGACGAACACGATTGATGAGCATTTAGATATGCTEATG
) III[IIIIIIIIIIJIIIIJIIIIIIIII||IIIIIIIIIIIIJIIIIII[IIIIIIIII
Sbict 1967582 ACGAACCCTACGAAACCATTTACGACGAACACGATTGATGAGCATTTAGATATGLTGATG
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Figura 9: Alineamiento para localizacion del gen ureB

Lysinibacillus sphaericus C3-41, complete genome
Sequence ID: CP000817.1 Length: 4639821 Number of Matches: 1

Range 1: 2672746 to 2673111 GenBank Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

204 bits(518) 5e-58 Compositional matrix adjust. 122/122(100%) 122/122(100%) 0/122(0%) +1

Query 1 MIPGEIRPKKGVIEINVGRATKKVLVANTGDRPIQVGSHFHFIEVNRFLEFNREDAIGMH 60
MIPGEIRPKKGVIEINVGRATKKVLVANTGDRPIQVGSHFHFIEVNRFLEFNREDAIGMH

Sbject 2672746 MIPGEIRPKKGVIEINVGRATKKVLVANTGDRPIQVGSHFHFIEVNRFLEFNREDAIGMH 2672925

Query 61 LNIPSGTAVRfepgeekevelvefgekQHVFGLNKLTEGSTHHKDEILDKAIEGGFKGAE 120
LNIPSGTAVRFEPGEEKEVELVEFGGKQHVFGLNKLTEGSTHHKDEILDKATEGGFKGAE

Sbject 2672926 LNIPSGTAVRFEPGEEKEVELVEFGGKQHVFGLNKLTEGSTHHKDEILDKAIEGGFKGAE 2673105

Query 121 EK 122

EK
Sbjct 2673106 EK 2673111

Figura 10: Alineamiento para localizacion del gen ureA

Lysinibacillus sphaericus strain KCCM 35418 chromosome, complete genome
Sequence ID: NZ CP026120.1 Length: 4785706 Number of Matches: 1

Range 1: 1065921 to 1066223 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
532 bits(288) 3e-151 298/303(98%) 0/303(0%) Plus/Plus
Query 1 TTGAAGCTATCACCAGTAGAA ACTCCTCCATGTGGCAGGAGAACTTGCG 6@

, III]IHI[HIIIIIIIHII\IIHIII IIIII]IIHHIHIIIIIIIIII\IH
Sbjct 1065921 TTGAAGCTATCACCAGTAGAACAAGAAAAAATACTCCTCCATGTGGCAGGAGAACTTGCG 1@6598@
Query 61 CTGAAAAGAAAAGCTCGCGGTTTAAAGCTAAATTATCCAGAAGCTGTTGCCCTTATTAGT 120

) III]|\II[HIIIIIIIHIHII\|IIIIIIIII]IIHHHIIIIIIIIIIHIH
Sbjct 1065981 CGGTTTAAAGCT. TCCAGAAGCTGTTGCCCTTATTAGT  l@esede
Query 121 AGTTTCATCATGGAGGGTGCTAGAGATGGAAAAACTGTCGCACAGCTAATGAGTGAAGCT 180

. IIH|\||HHIIIIIIIHIHIHIIIIIIIIIH HHHIIIIIIIII]IHH
Sbjct 1066041 AGTTTCATCATGGAGGGTGCTAGAG GCACAGCTAATGAGTGAAGC leeblee
o MO T T T, 2
Sbjct 1066101 AAGCATGTTCTGACAGCAGAGGACGTAATGGAAGGTGTCGGTGACATGGTTTCAGATGTA 1066160
Query 241 CAGGTGGAATGTACCTTCCCAGATGGGACAAAACTTGTCACAGTCCACCGTCCAATTCAG 3@8

_ III]I COLCLERLLLE LT L L L E L TEELLLLLEL L]
Sbjct 1066161 CAGGTAGAATGTACCTTCCCAGATGGGACAAAACTTGTCACAGTTCACCGTCCAATTCAG 1066220

Query 301 TAA 383
Sbjct 1066221 TAA 1066223
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Figura 11: Alineamiento para localizacion del gen ureE

Lysinibacillus sphaericus strain KCCM 35418 chromosome, complete genome
Sequence ID: NZ_CP026120.1 Length: 4785706 Number of Matches: 1

Range 1: 1068371 to 1068817 GenBank Graphics

Score

798 bits(432)

Query
Sbjct
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
Sbjct

1

1068371

61

1068431

121

1068491

181

1068551

241

1668611

3e1

1068671

361

1868731

421

1068791

Expect Identities Gaps Strand
0.0 442/447(99%) 0/447(0%) Plus/Plus
GGAATATTG GAAGAAGAACATCAGCAAAAGACA
|||III||I||IIIIIIII|||I||||I|||||II||||||||||||||| I||||||I|
GGGAATATTGCCCA ATCAACAAAAGA

ACAGAATGGATTGAGCTAGAATGGGAGGAATTAAGCAAACGAATTCTTCGCACAGAAACA

CAGAATGGATTGAGCTAGAATGGGA! TCTTCGCACAGAAA

GATCAAGGTACAGACATTGCTTTACGACTAGAAGGCGATGAACCATTAAAATATGGTG,

ATCAAGGTACAGACATTGCTTTACGACTAGAAGGTGATG

TTATTATTTGAGGATGATCACCTTCGTATAGCAATTCGTACAAAATTAGAGCCTGTCATT

TTATTATTTGAGGATGATCACCTTCGTATAGCAATTCGTACAAAATTAGAGACTGTCATT
TTATTACGCCCAAAGACA TCGAATTAGGAAA

I||I|I||I|I||I|II|I|I|I||I|I||II[||||I||||I||||||||I|II|I|I

GTTATTACGCCCAAAGA CGAATTAGGAAA

CATACGCCTTGCCTAATTGAAAACAATGAAATCATCGTACGAGCAGATCATACGATAAAT

CATACGCCTTGCCTCA TCGTACGAGCAGATCATACGATAAA

CCATTATTAGATGAAATAGGGGTGCACTATGAAACAACAGAAAGACGTTTCAAGCAGCCA

CCATTATTAGATGAAATAGGGGTGCACTATGAAACAACAGAAAGACGTTTCAAGCAGCCA
TTCAAATACCGTGGACACTCTCACTAA 447

TCAAATACCGTGGACACTCTCACTAA 1068817

36
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Figura 12: Alineamiento para localizacion del gen urel’

Lysinibacillus sphaericus strain KCCM 35418 chromosome, complete genome
sequence ID: NZ_CP026120.1 Length: 4785706 Number of Matches: 1

Range 1: 1068891 to 1069499 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1075 bits(582) 0.0 600/609(99%) 0/609(0%) Plus/Plus

Query 1 ATGG»\AACGTATATTCMGAAGATCTCATTTGCACAAAGGAACAATTMTCG’\ATTTTGT

) IIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIII I IIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIII
Sbjct 1068891 ATGGAAACGTATATTCAAGAAGATTTCATTC

Query 61 GGGCTATTTATTTCATAATTTAGTGCACGGAGATGCGATTCTTATTCAAGAAGC

. II||IIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIII[|IIIIIIII
sbjct 1868951 CAGGGCTATTTATTTCATAATTTAGTGCACGGAGATGCGATTCTTATTCAAGAAGCATTC

Query 121 CATGCAGCAAAAGACAGAGATATTGCTCGTCTTACAGAGCTCGATGAACTTTGTGGGGCT

) III|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIII[|IIIIIIII
Sbjct 1069011 CATGCAGCAAAAGACAGAGATATTGCTCGTCTTACAGAGCTCGATGAACTTTGTGGGGCT

Query 181 AGTGTCAATGT!

ACGA
) IIIII ||III|||I|l|IIIII||III||lIIIII||III||II|III[IIIII| [l
sbjct 1069871 ATGAAGCTTGCTAAGGAATCTAAAGAGGCGAGTGTCAATGTAGGGAAGCAATTTGTGCGA

Query 241 ACTGTGACACCGCTTATGGAATACCCCTTTTTATCGCAGTGGAAGGAGAGAATCGAGCGT

) EELELEELLEEELE L EEE e ER i e e e et e e et eerenl
sbjct 1069131 ACTGTGACACCGCTTATGGAATACCCTTTTTTATCGCAGTGGAAGGAGAGAATCGAGCGT

Query 3e1 AAAGGGACATTACGCCGTGCTTTATGGAATCTATTGCGAGGCGCTAGGTGTC

. IIIIIIII TLLLLETLEETLELLLL IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIII
sbjct 1069191 GTGAAGGGACATTACGCCGTGATTTATGGAATCTATTGCGAGGCGCTAGGTGTC

Query 361 AATGTCTTTCACGCAGTGATGACCTTTATGTATGCATCAATTAGCGGCCTAGTACAAAAT

. FELEL TELEEELEE e e e e e e e ere e e e eererererentl
Sbjct 1069251 AATGTTTTTCACGCAGTGATGACCTTTATGTATGCATCAATTAGCGGCCTAGTACAAAAT

Query 421 GCTGTACGTGCAGTACCGTTTGETCAGAATACAGGTGTCCAAGCATTGAATGAGCTAT
||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIII

Sbjct 1069311 TGTACGTGCAGTACCGTTTGETCAGAATACAGGTGTCCAAGCATTGAATGAGCTA

Query 481 ATTTCGGTAGAAGAAGCAGCGCAAACAGTGATGTCATTAACGATGGATGATTTAACGAA

. II|IIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIII
sbjct 1069371 CGGTAGAAGAAGCAGCGCAAACAGTGATGTCATTAACGATGGATGAT TTAACGAAT

Query 541 TGCGTTAGGGATTGAATTGGCATCCATGAAACATGAGTTTTTATATTCCAGATTATTT

. IIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIII
Sbjct 1069431 AATGCGTTAGGGATTGAATTGGCATCCATGAAACATGAGTTTTTATATTCCAGATTATTT

Query &el ATTTCATAG 602

ILLETTLT
Sbjct 1269491 ATTTCATAG 1869499
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Figura 13: Alineamiento para localizacion del gen ureG

Lysinibacillus sphaericus strain KCCM 35418 chromosome, complete genome
Sequence ID: NZ_CP026120.1 Length: 4785706 Number of Matches: 1

Range 1: 1069517 to 1070146 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1125 bits(609) 0.0 623/FEN(99%) 0/630(0%) Plus/Plus
Query 1 AAACCAATCCGTATTGGTATCGGCGGCCCAGTTGGGTCAGGAAAAACA

II|II|II|II IIIIIIII]I\II\[IIIIIII[IIIIIIIIIIIIII|II|IIIIIII
Sbjct 1069517 ATGAAACCAATACGTATTGGTATCGGCGGCCCAGTTGGGTCAGGAAAAACATCTTTAGTA

Query 61 GATCAATTAACACGTGTGATGCATGAGCATTATCATGTAGCCGTTATCACAAATGATATT
IIIIIIIIIII|II|II|IHI\II\[IIIIIII[IIIIIII|II|II|II[IIIIHI
Sbjct 1669577 GATCAATTAACACGTGTGATGCATGAGCATTATCATGTAGCGGTTATCACAAATGATAT
Query 121 TATACAAGGGAAGACGCTCAATATTTAATAACGAATGGTGTTTTAGAGGAAGAGCGTATT
) I||I||I| | ||I||I||I|]I][I\[II|Il||[|||||||||II|II|I||I||I||I
Sbjct 1069637 TATACAAGAGAAGACGCTCAATATTTAATAACGAATGGTGTTTTAGAGGAAGAGCGTATT
Query 181 ATTGGGGTGGAAACAGGTGGTTGTCCTCATACAGCTAT TCGTGAGGATGCATCGATGAAT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII\II\[IIII|IIIIIIIIIII|II|II|II|IIIIII
Sbjct 1069697 ATTGGGGTGGAAACAGGTGGTTGTCCTCATACAGCTATTCGTGAGGATGCATCGATGAAT
Query 241 TTTGCAGCGATTGATGATT TAAATAAACGCTTCCAAGATTTAGATATTATTTTCATTGAA
II|II|II|II|II|II|II]I]II\[II I|II[IIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIII
Sbjct 1069757 TTTGCAGCGATTGATGATTTAAATAAACGTTTCCAAGATTTAGATATTATTTTCATTGAA
Query 301 AGTGGTGGCGATAATCTATCTGCAACATTTAGTCCTGAGCTAGTGCATGGCTATATTTAC

CLLCLLELEETE L DLt
Sbjct 1069817 AGTGGTGGCGATAATTTATCTGCAACATTTAGTCCTGAGCTAGTGCATGGCTATATTTAC

Query 361 GTAATTGATGTGGCAGAAGGACAGGATATCCCACGTAAAGGCGGTCCAGCGCTAACGCGT

FLCCEEEERLEELEE TR L et L e e e LR EEL Lt rry
Sbjct 1069877 GTAATTGATGTGGCAGAAGGACAGGATATCCCACGTAAAGGTGGTCCAGCGCTAACGCGT

Query 421 TCAGACTTACTACTAATCAATAARACATCATTGGCGCCTCATGTTGGGETTGATCTAGAA

I||I||I||I||I||I||I|l|][I\[IIII[II[|I||I|II|II|IIlI|[I|II||I
Sbjct 1069937 TCAGACTTACTACTAA TCATTGGCGCCTCATGTTGGGETTGATCTAGAA
Query 481 ATAATGGATCAGGATGTGaaaaaaaTGCGTGGTGGCCGTCCCTATATTTTTGCAGATGTT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIHI\II\[IIIIIIIIIIIIIII|II|II|II|IIIIHI
Sbjct 1069997 ATAATGGATCAGGATGTGAAAAAAATGCGTGGTGGCCGTCCATATATTTTTGCAGATGTT

Query 541 CGTTCACAAACGAATGTAGATAAGGTGGTTGAATGGATTCAGCACCATATGCTACTTGAA

II|II|II|II|II||I|IIIIWII\[IIIIIII[IIIIIIII|II|II|I|lI||II|I
Sbjct 1078657 CGTTCACAAACGAATGTAGATAAGGTGGTTGAATGGATTCAGCACCATATGCTACTTGAA
Query 601 GGTGCCGAAGCTGTTGACAACCATGCTTAA 630

CLLCLLE T L
Sbjct 1070117 GGTGCCGAAGCTGTTGACAACCATGCTTAA 1070146

38
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Figura 14: Alineamiento para localizacion del gen ureD

Lysinibacillus sphaericus strain KCCM 35418 chromosome, complete genome
quence ID: NZ_CP026120.1 Length: 4785706 Number of Matches: 1

Range 1: 1070129 to 1070945 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

1358 bits(735) 0.0 783/807(97%) 0/807(0%) Plus/Plus

Query 1 ATGCTTAATCAACAAAA CATTTCGGCAAATTAGAAATGGCCTTTGAGCCTAGG 6@
IlIII[IIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 1@7e139 ATGCTTAATCAACC AAATGGCCTTTGAGCCTAGG  1@72198

Query &1 AGGGGCTATACACGACTAGTTCATGTGTATCAGCAGCCTCCCTTAAAGGCTAGCCGTGAA 120
IlIII[IIIIII [LLELLEETINTEL| IIIIlIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Ssbjct 1e7e199 TATACAAGACTAGTTCATGTGTACCAGCAGCCTCCCTTAAAGGCTAG 1072258

Query 121 TTATATGAAGGTAGTGATCCAACTGCCACAGTATTTTTGATGGAATCCTCTGGCGGAATG  18@
IlIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIII[IIIIIIIIIIIIII [l

sbjct 1e7e2s59 TATATGAAGGTAGTGATCCAACTGCCACAGTATTTTTGATGGAATCCTCTGGTGGGATG  1@7e3218

Query 181 TAGCGGGAGACCGC AATGTCAAACTGGCACCCGAAAGCCGAGTAAGECTT 240
IlIII[IIIIIIIIIIIIIIIIII FEULEERCEERREEEr PRt 1l

Sbjct 1078319 GTAGCGGGAGACCGCAATGAAATCGATGTCAAACTGGCACCAGAAAGCCGAGTAAGACTT 1872378

Query 241 GCAACAATCAGCATTGAAAATCTACCCTTCGCATACAGGTGATCATTGTACCCAGGCT 202
IlIII[IIIIIIlIIIIIIIIIIIII FLLELEEELEEEERE Tt eerreirtl

Sbjct 1070379 AAGCAACAATCAGCATTGAAAATCTATCCTTCGCATACAGGTGATCATTGTACCCAGGCT 1872438

Query 3e1 ATTACGGTTGAAATTGCTGATAAGGCACGGCTAGAATGECTTCCTGAAGTGACTATTCCT  36@
IlIII[IIIIIIlIIIIIIII IIIIIIII IIIlIII[IIIIIIIIIIIIII [1111

sbjct 1e7e439 CGGTTGAAATT! ATGAGGCACG AATGGCTTCCTGAAGTGACCATTCCA  1e7e498

Query 361 TTTGAACGAGCCAAGTTTCAAACGGATACAACTATTCACATGAAGGAGAGCTCGACATTA 420
IlIII[IIIIIIIIIIIIIII LLEEELELLLnn I[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 1e7e499 TCAAGCGTATACAACTATTTACATGAAGGAGAGCTCGACAT 1070558

Query 421 ATTTGGGGTGAAATTATCGCACCTGGCCGAGAAATGCGGGGAGAAGTCTTTGATTATCAA 488
IlIII[IIIIIIlIIIIIIIIII FEECDPETEELEEELTE T e reirt

sbjct 1e7essg TTGGGGTGAAATTATCGCACCAGGCCGAGAAATGLGGGGAGAAGTCTTTGATTATCAA 1@7e618

Query 481 CCAATCTAAATATAAGGTTTATET CTTATTGCATTTGATTCCATC  54@
IlIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IlIII[IIIII [0 LEEELEEL

Sbjct 1279612 GACTACCAATCTAAATATAAGGTTTATGTAGAGAATAAACTTATAGCGTTTGATTCCATC 1872678

Query 541 TTTTAAACCACAGGAAATGAATTTTGCAGCACTTGGCTTGCTCGAAAAGGLACT cee
IlIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IlIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 1e7e679 TTTTAAACCACAGGAAATGAATTTTGCAGCGCTTGGLT CGAAAAGGCAC 107e738

Query &e1 ATCGGETTCCTTATGGATTGTGTCACCACTTGTGAATAATATAAACATGAGAGATTTACAG 668
IlIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIl II[II IIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 107873% ATCGGTTCCTTATGGATTGTGTCACCACT ATGAGAGATTTALC 1072798

Query 661 GCTTTGATTCAACAGGAGCAATCTCTTCAGGCAAGCGTAACAAAGCTAACAGATCAGGCG 72@
LELEECEEEEEE e et etk e e e e e e rEn Ll

sbjct 1878792 GCTTTGATTCAACAGGAGCAATCTCTTCAGGCAAGCGTAACAAAGCTAACAGATCAGGCG 1072858

Query 721 ATTCATTGTAGATGGCTCGCCAAAGAGCAACGAACACTTCACAAGGAAATARACCGTATG 78
FLCCELLEERE R EEE e e e eeE e e e en e et eirel

Sbjct 1870859 ATTCATTGTAGATGGCTCGCCAAAGAGCAACGAACACTTCACAAGGAAATAAATCGTATG 107918

Query 781 TTTGAACATATGACAGCATTACTGTAA @7
PELEEETEETELERTEr  nianynl

Sbjct 1878919 TTTGAACATATGACAGCATTACTGTAA 178945
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Figura 15: Alineamiento para localizacion del gen nikE

Lysinibacillus sphaericus strain KCCM 35418 chromosome, complete genome
Sequence ID: NZ_CP026120.1 Length: 4785706 MNumber of Matches: 1

Range 1: 1334086 to 1334892 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

1363 bits(738) 0.0 784/807(97%) 0/807(0%) Plus/Minus

Query 1 GTGAAAAGATTGAAGCTACTAGAAGTGAGAAATATTGAGAAGAACTATGCACATAGACCG 60
Shict 1334892 CHUMMMANTTOMGCTALTAMGTCACATATATHAGMBMACTATEACATAGALL 1334833
Query 61 TTCATATTCAAGCGAAGACAGGAAACTCCTGTATTACAGAAAGTATCATTTTCACTTCAG 120
Sbict 1334832 TCATATTAGCAAGACAGATGLCLCTUTATTACACMARGTATAT AL TAG 1334773
Query 121 GAGGGGGAATGCTTAGGGAT TGTTGGACAAAGTGGCTCAGGAAAAAGCACATTGGGCCGA 180
Soict 1330772 GALGAGLAMTEHTAGSATTHSAAME I ASAMAMR AT A 1320715
Query 181 ATTATATTAGGGATGGAAAGGCCAACAGCCGGTGAGCTTCTATTTCAAGGGGTTAATCTT 240
Shice 1334712 AHATAHTAGOAMGCMASAAC TG HETAT TSR HAAIH 1332653
Query 241 TATGATGCCACTAGCCAACAGaaaaaaa TGATACGOAGAGATTTACAAGCAGTCTTTCAA 300
Shict 1330652 TAIGATGUAL AWCACACAMMARATCATALCEACACATHTACAAGLAGLH AR 133450
Query 301 AATAGCTATCATTCATTAAATCCAAAGCACAACATTTTTCAAATTTTAGAGGAACCATAC 360
gyttt e
Query 361 TAAATTTCGAGCATTATAGCTCAGCTGAGAGACATTATAAGGTAAAGGAATTACTTGAT 420
BN vt sty iAoyt s
Query 421 CATGTAGAGT TAGAAAAATCTATTGCTGAARAGTATCCTTCCCAGCTAAGTGGGGGACAA 480
Shice 1334472 (ATGTAGALTTABACAMTCTAT AL CCAMAGTATEHHAGH ThdctbabtAlAn 1338213
Query 481 GCGTGTTAACATTGCAAGAGCGCTTGCCTTACATCCAAAATTAATAGTTTTAGAT 548
SO iyt vl i .
Query 541 GAAGCCATTAGTAGTTTAGATATGATTTTGCAAAAACATATCATTCAATTACTACAGACA 600
Shict 1334352 GAMGLCATTAGTAGT HTAGATATOA T 6CAMACATMATTCAAHACALAGAA 133420
Query 601 CTACAAAAGGATTTGCAACTTGCCTACATTTTCATCTCTCATGACCTACAGGCTACACGC 660

Figura 16: Alineamiento para localizacion del gen ytiB

Lysinibacillus sphaericus €3-41, complete genome
Sequence ID: CP000817.1 Length: 4639821 Number of Matches: 1

Range 1: 311704 to 312264 GenBank Graphics

Score

Expect Method Identities Positives Gaps Frame

375 bits(963) 9e-121 Compositional matrix adjust. 183/187(98%) 185/187(98%) 0/187(0%) -1

Query
Sbjct
Query
Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Shbjct

1 MTMLQDILEFNKEFVQEKKYEPFITTKYPDKRIVVLSCMDTRLVELLPKAMNLRNGDVKI 6@
MTMLQDIL FNKEFVQEKKYEPFITTKYPDKRIVVLSCMDTRLVELLPKAMNLRNGDVKI
312264 MTMLQDILGFNKEFVQEKKYEPFITTKYPDKRIVVLSCMDTRLVELLPKAMNLRNGDVKI 312085

61 VKSAGALVSHPFGAVMRSLLVAVYGLQADEVYVVGHYDCGMSAVDPDAMLSEMVQRGIDP 128
VKSAGALVSHPFGAVMRSLLVAVYGLQADEVYVVGHYDCGMSAVDPDAMLSEMV4+RGI+P

312084 VKSAGALVSHPFGAVMRSLLVAVYGLQADEVYVVGHYDCGMSAVDPDAMLSEMVKRGINP 311985

121 ETIKMLEYSGFDLKEFLRGFGDVATSVKKSVDTIRNHPLMVKDVPVHGLIIDPNTGHLDL 180
ETIKMLEYSGFDLKEFLRGFGDVATSVKKSVDTIRNHPLMVKDVPVHGLIIDPNTGHLDL

311904 ETIKMLEYSGFDLKEFLRGFGDVATSVKKSVDTIRNHPLMVKDVPVHGLIIDPNTGHLDL 311725

181 IEDGNKQ 187

IEDGN Q
311724 1IEDGNHQ 311704
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11.3. Reconstruccion de la ruta metabdlica para precipitacion
de calcita

Figura 17: Metabolismo del nitrégeno de L. sphaericus involucrado en la produccién de calcita

NITROGEN METABOLISM

Cyanoarnino acid Formamide
e
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L1s62] —— O — — — — &> Glyoxylate metabolism
Fosy e
020 4211 O HCCe-
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]

Cuadro 10: Codificacién de metabolitos en grafo de hidrolisis de urea para precipitacion de calcita
en L. sphaericus

Nombre del compuesto Férmula Cédigo

Urea CH4N»O 0
Amoniaco NH; 1
Carbamato NH,COOH 2

Acido carbénico H,COj5 3
Bicarbonato HCOj3" 4
Amonio NH, " 5
Carbonato CO3% 6
Dioxido de Carbono COq 7
Carbamoil fosfato CH,NO5P* 8
Ortofosfato PO,* 9

Cuadro 11: Codificacién de rutas metabdlicas en grafo de hidroélisis de urea para precipitacién de
calcita en L. sphaericus

Codigo Reaccion Enzima
rl CH4N,O + H,O —>NH;3; + NH,COOH Ureasa
r2 NH>,COOH + H50 —>NHj3 + HyCOs3 -
3 H;CO3 <==>HCO3 + H -
r4 HCOs_ + HT + 20H" *>CO32_ + 2H20 -
) CO, + H,O —>HCO3 + HT Proteina similar a la anhidrasa carbonica
r6 NHj3; + HyO <77>NH4jL + OH" -
7 NH; " + COy + H,O <==>P0O,* + CH,NOsP? Carbamoil-P sintasa
r8 CH,NO5P%* + H,0 <==>NH3 + HCOj3" Carbamato quinasa
r9 NH,COOH —>CO5 + NHj -
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Figura 18: Representacion grafica de la ruta P1

b3
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Figura 20: Representacion gréfica de la ruta P3

Figura 21: Representacion grafica de la ruta P4
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Figura 22: Representacion gréafica de la ruta P5
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Figura 24: Representacion grafica de la ruta P7
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Figura 26: Representacion gréafica de la ruta P9
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