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RESUMEN 

Una de las características del linaje Roseobacter es su capacidad para la degradación de 

compuestos aromáticos. En la presente tesis se ha realizado una aproximación detallada de la 

capacidad para degradar compuestos aromáticos en el linaje Roseobacter determinando la 

presencia y organización de 166 genes involucrados en 6 vías de degradación de compuestos 

centrales anteriorment estudiadas en este grupo (rama del protocatecuato de la vía del beta-

cetoadipato, benzoil-CoA, gentisato, fenilacetil-CoA, homoprotocatecuato y homogentisato) 

así como en las dos ramas de la vía central del catecol, en la rama de la rotura meta del anillo 

aromático del protocatecuato y en todas las vías periféricas que convergen en estas rutas 

centrales en 61 genomas de Roseobacter. Se determinó que las vías de degradación más 

detectadas eran la rama del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato y las vías de 

degradación del homogentisato y fenilacetil-CoA. Además, se observó una gran variabilidad en 

la organización de los genes para estas rutas catabólicas en los diferentes genomas. También 

se analizó la capacidad de varios aislados para crecer a expensas de los compuestos 

aromáticos estudiados como única fuente de carbono y energía y no siempre se cumplieron los 

resultados esperados en base a la predicción genómica. Por otra parte, no solo se ha estudiado 

el potencial para el catabolismo de compuestos aromáticos sino también los mecanismos de 

tolerancia a dos compuestos aromáticos (naftaleno y tolueno) que presentan miembros del 

linaje Roseobacter. En los cultivos expuestos a naftaleno se detectaron cambios a nivel de 

proteínas implicadas en el mantenimiento de la estabilidad de la membrana, la respuesta al 

estrés oxidativo y el transporte de membrana. Por lo tanto, los miembros del linaje 

Roseobacter presentaban algunos de los mecanismos implicados en la tolerancia a 

compuestos aromáticos descritos en la literatura en otros grupos bacterianos. Por último, se 

estudiaron las diferencias a nivel taxonómico y funcional entre las comunidades microbianas 

de aguas costeras no contaminadas (control) y aguas contaminadas con hidrocarburos en base 

a la generación de ocho metagenomas: dos de muestras ambientales y seis a partir de 

experimentos de microcosmos. A nivel de los metagenomas ambientales se pudo observar que 

en el metagenoma de puerto había una menor detección de secuencias asignadas a 

alfaproteobacterias y cianobacterias y una mayor detección de gammaproteobacterias y 

flavobacterias respecto al agua control, confirmando los resultados de anteriores estudios 

basados en ARNr. A nivel de metagenomas generados a partir de experimentos de 

microcosmos, también se observaron diferencias a nivel taxonómico, aunque estas fueron 

menos evidentes que las del metagenoma de puerto. Estos cambios a nivel taxonómico fueron 

acompañados de cambios a nivel funcional, por ejemplo, se observó que en los metagenomas 

de aguas contaminadas con hidrocarburos se solían encontrar genes codificantes para enzimas 

implicadas sobre todo en la degradación de compuestos derivados de combustibles fósiles y de 

la lignina mientras que en los metagenomas controles predominaban genes codificantes para 

enzimas de las que se desconoce el tipo de compuestos sobre los que actúan. 
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RESUM 
 
Una de les característiques del llinatge Roseobacter és la seva capacitat per a la degradació de 

compostos aromàtics. En la present tesi ǎΩƘŀ ǊŜŀƭƛǘȊŀǘ ǳƴŀ ŀǇǊƻȄƛƳŀŎƛƽ ŘŜǘŀƭƭŀŘŀ ŘŜ ƭŀ 

capacitat per degradar compostos aromàtics en el llinatge Roseobacter determinant la 

presència i organització de 166 gens involucrats en 6 vies de degradació de compostos centrals 

que ja havien estat estudiats en aquest grup (branca del protocatecuat de la via del beta-

cetoadipat, benzoil-CoA, gentisat, fenilacetil-CoA, homoprotocatecuat i homogentisat) així 

com en les dues branques de la via central del catecol, en la branca del trencament meta de 

lΩanell aromàtic del protocatecuat i en totes les vies perifèriques que convergeixen en aquestes 

rutes centrals en 61 genomes de Roseobacter. Es va determinar que les vies de degradació 

més detectades eren la branca del protocatecuat de la via del beta-cetoadipat i les vies de 

ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽ ŘŜ ƭΩƘƻƳƻƎŜƴǘƛǎŀǘ ƛ Ŝƭ ŦŜƴƛƭŀŎŜǘƛƭ-CoA. A més, es va observar una gran variabilitat en 

ƭΩƻǊƎŀƴƛǘȊŀŎƛƽ ŘŜƭǎ ƎŜƴǎ ǇŜǊ ŀ ŀǉǳŜǎǘŜǎ ǊǳǘŜǎ ŎŀǘŀōƼƭƛǉǳŜǎ Ŝƴ Ŝƭǎ ŘƛŦŜǊŜƴǘǎ ƎŜƴƻƳŜǎΦ També es 

va analitzar la capacitat de diversos aïllats per créixer a costa dels composts aromàtics 

estudiats com a única font de carboni i energia i no sempre es van complir els resultats 

esperats a partir de la predicció genòƳƛŎŀΦ 5ΩŀƭǘǊŀ ōŀƴŘŀΣ ƴƻ ǎƻƭǎ ǎΩƘŀ ŜǎǘǳŘƛŀǘ Ŝƭ ǇƻǘŜƴŎƛŀƭ ǇŜǊ 

al catabolisme de compostos aromàtics sinó també els mecanismes de tolerància a dos 

compostos aromàtics (naftalè i toluè) que presenten membres del llinatge Roseobacter. En els 

cultius exposats a naftalè es van detectar canvis a nivell de proteïnes implicades en el 

ƳŀƴǘŜƴƛƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩŜǎǘŀōƛƭƛǘŀǘ ŘŜ ƭŀ ƳŜƳōǊŀƴŀΣ ƭŀ ǊŜǎǇƻǎǘŀ ŀ ƭΩŜǎǘǊŝǎ ƻȄƛŘŀǘƛǳ ƛ Ŝƭ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘ ŘŜ 

membrana. Per tant, els membres del llinatge Roseobacter presentaven alguns dels 

mecanismes implicats en la tolerància a compostos aromàtics descrits en la literatura en altres 

grups bacterians. Finalment, es van estudiar les diferències a nivell taxonòmic i funcional entre 

ƭŜǎ ŎƻƳǳƴƛǘŀǘǎ ƳƛŎǊƻōƛŀƴŜǎ ŘΩŀƛƎǸŜǎ ŎƻǎǘŀƴŜǊŜǎ ƴƻ ŎƻƴǘŀƳƛƴŀŘŜǎ όŎƻƴǘǊƻƭύ ƛ ŀƛƎǸŜǎ 

contaminades amb hidrocarburs a partir de la generació de vuit metagenomes: dos de mostres 

ŀƳōƛŜƴǘŀƭǎ ƛ ǎƛǎ ŀ ǇŀǊǘƛǊ ŘΩŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘǎ ŘŜ ƳƛŎǊƻŎƻǎƳƻǎΦ ! ƴƛǾŜll dels metagenomes ambientals 

es va poder observar que en el metagenoma de port hi havia una menor detecció de 

seqüències assignades a alfaproteobacteris i cianobacteris i una major detecció de 

ƎŀƳƳŀǇǊƻǘŜƻōŀŎǘŜǊƛǎ ƛ ŦƭŀǾƻōŀŎǘŜǊƛǎ ǊŜǎǇŜŎǘŜ ŀ ƭΩŀƛƎǳŀ ŎƻƴǘǊƻƭΣ ŎƻƴŦƛǊƳŀƴǘ Ŝƭǎ ǊŜǎǳƭǘŀǘǎ 

ŘΩŜǎǘǳŘƛǎ ŀƴǘŜǊƛƻǊǎ ōŀǎŀǘǎ Ŝƴ !wbǊΦ ! ƴƛǾŜƭl ŘŜ ƳŜǘŀƎŜƴƻƳŜǎ ƎŜƴŜǊŀǘǎ ŀ ǇŀǊǘƛǊ ŘΩŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘǎ 

de microcosmos, també es van observar diferències a nivel taxonòmic, encara que aquestes 

van ser menys evidents que les del metagenoma de port. Aquests canvis a nivell taxonòmic 

van ser acompanyats de canvis a nivell funcional, per exemple, es va observar que en els 

ƳŜǘŀƎŜƴƻƳŜǎ ŘΩŀƛƎǸŜǎ ŎƻƴǘŀƳƛƴŀŘŜǎ ŀƳō ƘƛŘǊƻŎŀǊōǳǊǎ Ŝǎ ǎolien trobar gens codificants per a 

enzims implicats sobretot en la degradació de compostos derivats de combustibles fòssils i de 

la lignina mentre que en els metagenomes control predominàven gens codificants per a 

enzims dels quals es desconeix el tipus de substrat sobre el qual actuen.    
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ABSTRACT 

One characteristic of the Roseobacter lineage is its capacity for the degradation of aromatic 

compounds. In this thesis a detailed analysis of the capacity to degrade aromatic compounds 

in the Roseobacter lineage has been done by determining the presence and organization of 

166 genes involved in 6 degradation pathways of central compounds previously studied in this 

group (protocatechuate branch of the beta-ketoadipate pathway, benzoyl-CoA, gentisate, 

phenylacetyl-CoA, homoprotocatechuate, and homogentisate) as well as in the two branches 

of the central catechol pathway, in the branch of meta-cleavage of the protocatechuate ring 

and in all peripheral pathways that converge in these central routes in 61 Roseobacter 

genomes. The most detected degradation pathways were the protocatechuate branch of the 

beta-ketoadipate pathway and the degradation pathways of homogentisate and phenylacetyl-

CoA. In addition, a great variability in the organization of the genes for these catabolic routes 

was observed in the different genomes. The ability of several isolates to grow at the expense 

of the aromatic compounds studied as the sole source of carbon and energy was also analyzed 

and the expected results based on genomic prediction were not always fulfilled. On the other 

hand, we have also analysed the mechanisms of tolerance to two aromatic compounds 

(naphthalene and toluene) of members of the Roseobacter lineage. In cultures exposed to 

naphthalene, changes in proteins involved in the maintenance of membrane stability, 

response to oxidative stress and membrane transport were detected. Therefore, members of 

the Roseobacter lineage presented some of the mechanisms involved in tolerance to aromatic 

compounds described in the literature for other bacterial groups. Finally, differences at 

taxonomic and functional level between microbial communities of unpolluted coastal waters 

(control) and waters contaminated with hydrocarbons were studied based on the generation 

of eight metagenomes: two of environmental samples and six from microcosm experiments. In 

the harbor metagenome there was less detection of sequences assigned to 

alphaproteobacteria and cyanobacteria and a greater detection of gammaproteobacteria and 

flavobacteria with respect to the control water, confirming the results of previous studies 

based on rRNA. In the metagenomes generated from microcosm experiments, differences at 

taxonomic level were also observed, although these were less evident than those of the harbor 

metagenome. The changes at taxonomic level were accompanied by changes at functional 

level. In metagenomes from contaminated waters sequences for genes coding for enzymes 

involved mainly in degradation of compounds derived from fossil fuels and lignin were 

observed. In control metagenomes genes encoding enzymes whose substrates are unknown 

were more prevalent.  
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1. El linaje Roseobacter 

 
El linaje Roseobacter pertenece a la familia Rhodobacteraceae en la clase Alphaproteobacteria. 

Es un grupo filogenéticamente coherente cuyos miembros comparten al menos un 89 % de 

identidad en secuencia de 16S ARNr (Buchan et al., 2005). A pesar de que el linaje Roseobacter 

es robusto, la filogenia interna del linaje basada en 16S ARNr muestra grupos polifiléticos 

(Buchan et al., 2005). En los últimos años el desarrollo de las técnicas de secuenciación de 

genomas y la disponibilidad de genomas del linaje Roseobacter en bases de datos públicas ha 

permitido analizar la filogenia del grupo en base a datos genómicos. El primer estudio 

filogenómico fue realizado por Newton y colaboradores (2010) utilizando la secuencia 

concatenada de 70 genes ortólogos que se encontraban en copia única en 32 genomas del 

linaje Roseobacter. Estos autores definieron la presencia de, al menos, 5 grupos filogenómicos 

en el linaje Roseobacter (figura I1). Estudios filogenómicos posteriores con un mayor número 

de genomas han confirmado esta clasificación (Luo y Moran, 2014; Mas-Lladó, 2017). A pesar 

de obtener filogenias más robustas con los estudios filogenómicos, en estas se puede observar 

como microorganismos de géneros como Ruegeria, Roseobacter, Phaeobacter y Oceanicola no 

siempre se agrupan con los miembros de su género. Lo más probables es que esto se deba a 

que algunas de las cepas incluidas en estos géneros no han sido bien caracterizadas 

taxonómicamente. Por ello la taxonomía actual del grupo está en desacuerdo con la filogenia 

(Newton et al., 2010; Luo et al., 2012; 2013). Esta asignación de categorías taxonómicas no 

coherente con la filogenia causa confusión al interpretar la ecología y la biología evolutiva del 

grupo (Luo y Moran, 2014).  

En relación a su ecología, el linaje Roseobacter se encuentra predominantemente en 

ambientes marinos, llegando a representar más del 20 % de la comunidad en aguas costeras y 

del 3 al 5 % en aguas oceánicas superficiales (Buchan et al., 2005; Moran et al., 2007). Los 

miembros del linaje Roseobacter son ubicuos en ambientes acuáticos marinos y también se 

encuentran en sedimentos marinos, hielo polar, nieve marina, tapetes microbianos 

hipersalinos y asociados a microalgas, macroalgas y animales como esponjas, corales y 

cefalópodos (Buchan et al., 2005). Algunas poblaciones del linaje Roseobacter se ven 

favorecidas durante las eflorescencias de fitoplancton, con el que establecen relaciones de 

mutualismo que pueden derivar en patogénesis (Buchan et al., 2014). Las relaciones de 

mutualismo entre los miembros del linaje Roseobacter y el fitoplancton se ven favorecidas por 

varias características de los roseobacters, como la quimiotaxis hacia compuestos liberados por 

el fitoplancton (por ejemplo, el osmolito dimetilsulfonio propionato, DMSP), y la utilización de 

componentes de la materia orgánica disuelta (MOD) como fuente de carbono, nitrógeno, 

azufre y fósforo (Buchan et al., 2014). En este sentido, en los genomas del linaje Roseobacter 

son abundantes los genes para transportadores de tipo TRAP (del inglés tripartite ATP-

independent periplasmic), MFS (del inglés major facilitator superfamily) y ABC (del inglés ATP 

adenosine triphosphate-binding cassette), que probablemente sean específicos para este tipo 

de sustratos (Buchan et al., 2014). Otra característica relevante de bacterias de este linaje es la 

producción de metabolitos secundarios, base de la señalización química para la defensa y las 

interacciones entre microorganismos. Así, muchos roseobacters producen una amplia gama de 

compuestos bioactivos, incluyendo moléculas de señalización y compuestos antimicrobianos 

(Newton et al., 2010; Buchan et al., 2014). Entre las moléculas de señalización producidas por 
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los miembros del linaje Roseobacter se encuentran las N-acil homoserina lactonas, moléculas 

que participan en quorum sensing, regulando por ejemplo la producción de compuestos 

antimicrobianos dependiendo de la densidad celular (Buchan et al., 2014). En cuanto a los 

compuestos antimicrobianos fabricados por miembros del linaje Roseobacter, se encuentran el 

ácido tropoditiético (TDA) y la indigoidina (Brinkhoff et al., 2004; Newton et al., 2010; Buchan 

et al., 2014). También se ha descrito que los miembros del linaje Roseobacter producen 

compuestos promotores del crecimiento como auxinas y vitaminas, que facilitarían las 

relaciones de mutualismo con el fitoplancton y que se exportarían a través de transportadores 

de tipo DMT (del inglés drugςmetabolite superfamily) (Buchan et al., 2005; Wagner-Döbler y 

Biebl, 2006; Buchan et al., 2014). Los miembros del linaje Roseobacter también suelen 

presentar estructuras para facilitar la unión a superficies, ya que muchos de ellos viven 

adheridos a partículas (Buchan et al., 2005; Newton et al., 2010; Buchan et al., 2014; Luo y 

Moran, 2015) e incluso sobre otros organismos, como sucede con Ruegeria sp. TM1040 que 

forma biopelículas sobre dinoflagelados del género Pfiesteria (Buchan et al., 2005).  

 

Figura I1. Grupos filogenómicos descritos en el linaje Roseobacter. Se muestra un árbol consenso elaborado por 
máxima verosimilitud con 32 genomas del linaje Roseobacter en base al concatenado de 70 genes ortólogos en 
copia única. Se muestran los valores de bootstrap superiores al 50 % calculados usando tanto el algoritmo de 
máxima verosimilitud (maximum likelihood) como el de neighbor-joining. La barra de escala representa el 10 % de 
divergencia de secuencia. Imagen modificada de Newton y colaboradores (2010). 
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Desde el punto de vista genómico, la mayoría de los miembros del linaje Roseobacter 

cultivados tienen genomas grandes (entre 3,1 y 4,7 Mb) y con un alto contenido mol % G+C (60 

± 4 %) en comparación con otros componentes del bacterioplancton marino (Luo y Moran, 

2014). Hay algunas excepciones dentro del linaje Roseobacter con genomas más pequeños y 

con un menor contenido mol % G+C, como la cepa cultivada HTCC2255 (2,3 Mb, 37 % mol G+C) 

y algunos genomas obtenidos de organismos no cultivados mediante secuenciación de una 

única célula (entre 2,6 y 4,4 Mb, 39 ± 1 % mol G+C) (Luo et al., 2013; Zhang et al., 2016).  

Otra característica genética importante en los miembros cultivados del linaje Roseobacter es la 

presencia de agentes de transferencia génica (GTA) (Luo y Moran, 2014). Los GTA fueron 

descubiertos en Rhodobacter capsulatus y son agrupaciones de genes que se cotranscriben, 

algunos de los cuales presentan homología con genes de fagos (Lang y Beatty, 2000). Las 

partículas GTA solo empaquetan ADN bacteriano y son más importantes para la transferencia 

génica entre roseobacters que la transformación y la transducción (Luo y Moran, 2014). Sin 

embargo, no está clara la abundancia y distribución de los GTA en los ecosistemas marinos, ni 

el papel que han tenido en la evolución del linaje Roseobacter (Luo y Moran, 2014). 

Respecto al metabolismo, las bacterias cultivadas de este grupo son metabólicamente 

versátiles. La mayoría son organismos quimiorganoheterótrofos aunque también pueden 

obtener energía mediante fototrofía o litotrofía (Wagner-Döbler y Biebl, 2006; Moran y Miller, 

2007). Se han descrito aislados de Roseobacter filogenéticamente diversos que presentan 

genes para realizar fototrofía anoxigénica aeróbica (AAnP) o, con menor frecuencia, para 

aprovechamiento de luz vía proteorodopsina (cepa HTCC2255) o xantorodopsinas 

(Octadecabacter arcticus 238, Octadecabacter antarcticus 307 y Loktanella vestfoldensis R-

9477) (Newton et al., 2010; Luo y Moran, 2014). Estos mecanismos permiten obtener energía a 

partir de la luz solar, aunque desacoplados de la fijación de CO2, puesto que los genes para la 

fijación del carbono del ciclo de Calvin no se encuentran en los genomas de Roseobacter 

estudiados (Luo y Moran, 2014). Sin embargo, se ha observado que Roseobacter denitrificans 

Och114 puede fijar CO2 a niveles bajos a través de vías anapleróticas (Tang et al., 2009), por lo 

que se ha especulado que los roseobacters fotótrofos podrían fijar carbono mediante vías 

anapleróticas en presencia de luz (Luo y Moran, 2014).   

La quimiolitotrofía facultativa también es una característica común entre los miembros 

cultivados del linaje Roseobacter (Newton et al., 2010). Varios aislados del linaje presentan las 

formas I y II de la deshidrogenasa de monóxido de carbono (CO) codificada por los genes cox 

(Cunliffe, 2011; Luo y Moran, 2014). Se ha demostrado experimentalmente la utilización de 

monóxido de carbono por ejemplo en Ruegeria pomeroyi DSS-3T. Esta bacteria fija CO a 

ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƻƴŜǎ ǘƝǇƛŎŀǎ ŘŜ ŀƎǳŀǎ ƳŀǊƛƴŀǎ ǎǳǇŜǊŦƛŎƛŀƭŜǎ όмл ƴa Ŝƴ ŀƎǳŀǎ ŎƻǎǘŜǊŀǎ ȅ н ƴa Ŝƴ 

regiones oceánicas) (Moran et al., 2004). La oxidación del CO es una adaptación al ecosistema 

marino,  considerado en general como oligotrófico, que permite obtener energía a partir de un 

compuesto inorgánico (Moran y Miller, 2007). Además, junto a la AAnP, también afecta a la 

eficiencia en la incorporación del carbono orgánico en la cadena trófica, y a la producción y 

liberación de CO y CO2, gases importantes desde el punto de vista climático (Moran y Miller, 

2007). En genomas de Roseobacter también se ha detectado la presencia de genes sox, para la 

oxidación de sulfuro o tiosulfato, que junto a la oxidación del monóxido de carbono puede 

proporcionar una fuente de energía adicional (Moran et al., 2007; Luo y Moran, 2014). En 
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concreto, la oxidación del tiosulfato se ha demostrado experimentalmente en R. pomeroyi 

DSS-3T, organismo en el que se observó un aumento del 45 % en la densidad óptica de los 

cultivos suplementados con tiosulfato 10 mM respecto a los cultivos no suplementados con 

tiosulfato (Moran et al., 2004). Cabe destacar que la distribución taxonómica de los genes cox 

y sox no concuerda con la filogenia del grupo (Luo y Moran, 2014; Zhang et al., 2016). Este 

resultado sugiriere que la adquisición o pérdida de estos genes ha ocurrido en varios episodios 

durante la evolución del linaje Roseobacter, cuyos miembros han ido explorando y colonizando 

nuevos hábitats a lo largo de su historia evolutiva (Luo y Moran, 2014). 

Entre la variedad de compuestos orgánicos utilizados por los miembros del linaje Roseobacter 

en su metabolismo quimioorganoheterótrofo vale la pena destacar algunos de ellos por su 

relevancia en el funcionamiento del ecosistema marino y por el interés particular de esta tesis. 

Una fuente de carbono y energía importante para los miembros del linaje Roseobacter es el 

dimetil sulfoniopropionato (DMSP) (González et al., 2000; Reisch et al., 2011). El DMSP es un 

compuesto osmoprotector que es producido en grandes cantidades por micro y macro algas 

marinas y por plantas halófitas (Yoch, 2002). Este compuesto es liberado al medio por lisis 

celular, senescencia e infecciones víricas, y constituye uno de los componentes principales de 

la materia orgánica disuelta del océano (Reisch et al., 2011). El DMSP se puede degradar de 

dos maneras: mediante la vía de la rotura y mediante la vía de la 

desmetilación/desmetiolación (Moran et al., 2003). La vía de la rotura da lugar a dimetilsulfuro 

(DMS), un compuesto volátil del azufre que es importante para el clima global al participar en 

la formación de nubes y contrarrestar el calentamiento global (Charlson et al., 1987). En esta 

vía de degradación del DMSP se genera DMS y acrilato por acción de una DMSP liasa, y se da 

tanto en miembros del linaje Roseobacter como en otras bacterias marinas cultivables y en 

algas eucariotas (Moran et al. 2003). En cuanto a la vía de la desmetilación/desmetiolación, el 

DMSP es desmetilado a 3-metil-mercaptopropionato (MMPA) y luego desmetiolado para dar 

lugar a metanotiol (MeSH) y acrilato (Moran et al., 2003). El MMPA a su vez puede volver ser 

desmetilado dando lugar a 3-mercaptopropionato (MPA), aunque esta última desmetilación no 

se ha detectado en los miembros del linaje Roseobacter (Moran et al., 2003). La vía de la 

desmetilación/desmetiolación solo se encuentra en bacterias y es la vía de degradación del 

DMSP más detectada. Ahora bien, las únicas bacterias en las que se da tanto la vía de 

degradación como la vía de la desmetilación/desmetiolación son las del linaje Roseobacter 

(Moran et al., 2003). Esto indica una adaptación óptima del linaje Roseobacter a utilización de 

compuestos derivados de las algas (Geng y Belas, 2010; Buchan et al., 2014) tal y como ya se 

ha mencionado anteriormente.   

Un segundo grupo de compuestos que pueden ser metabolizados por miembros cultivados del 

linaje Roseobacter, y que constituyen el objeto principal de esta tesis, son compuestos 

monoaromáticos. Como se desarrolla a continuación en el siguiente apartado existen 

evidencias de que los miembros del linaje Roseobacter participan en la degradación de 

compuestos aromáticos en los ecosistemas marinos (Buchan y González, 2010). 

En los últimos años, con la obtención del genoma de la cepa HTCC2255 y de representantes no 

cultivados del linaje Roseobacter mediante secuenciación de una única célula (del inglés single-

cell genomics, SCG), se han detectado diferencias importantes entre los genomas de los 

roseobacters cultivados (a excepción de HTCC2255) y los no cultivados. La rama evolutiva que 
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está representada por la cepa HTCC2255, a diferencia del resto de roseobacters cultivados, 

correspondería a un microorganismo del bacterioplancton, de vida libre, que se separó del 

ancestro común y sufrió una drástica reducción génica (Luo et al., 2013). Entre los genes que 

se perdieron se encuentran genes conservados en la mayoría de los roseobacters cultivados, 

como por ejemplo genes involucrados en la motilidad, quimiotaxis, metabolismo y síntesis de 

metabolitos secundarios, transducción de señales y varias funciones regulatorias (Luo et al., 

2013). Con esta pérdida de genes, no esenciales para un estilo de vida libre, el genoma de 

roseobacters como la cepa HTCC2255 pasó a tener un perfil funcional más similar al de SAR11, 

el ejemplo típico de bacteria oligotrófica marina de vida libre, que al de otros roseobacters 

(Luo et al., 2013). En cuanto a los genomas SCG de grupos de Roseobacter no cultivados (los 

grupos CHAB-I-5, SAG-O19, DC5-80-3 y NAC11-7; este último incluye un representante 

cultivado, la cepa HTCC2255), estos no solo son más pequeños y presentan un menor 

contenido de mol % G+C sino que, además, tienen una mayor proporción de genes 

característicos de bacterias de vida libre (por ejemplo, de sistemas de secreción Sec) y una 

disminución de genes que son comunes entre los miembros cultivados del linaje Roseobacter 

(por ejemplo, genes de producción de antibióticos, de quimiotaxis y genes de modificación de 

la superficie celular). También tienen un menor porcentaje de ADN no codificante (Luo et al., 

2014; Zhang et al., 2016). Estas características indican que los roseobacters no cultivados 

estudiados hasta el momento tienen genomas más parecidos a los modelos de 

bacterioplancton de vida libre con genomas reducidos (p.e. SAR11 y SAR86) que a los de los 

roseobacters cultivados (Luo et al., 2014). La excepción serían los genomas del grupo CHAB-I-5, 

que se parecen más a los de los genomas cultivados ya que son relativamente grandes (4,1ς4,4 

Mb) y contienen una elevada fracción de ADN no codificante (10ς12 %) (Zhang et al., 2016). 

Respecto a la capacidad de fototrofía presente en los genomas de las bacterias no cultivadas, 

se ha detectado la presencia de la ruta completa de genes implicados en AAnP en los grupos 

SAG-O19 y DC5-80-3 y la ruta incompleta en el grupo CHAB-I-5 (Zhang et al., 2016). En cuanto 

a la capacidad de quimiolitotrofía facultativa presente en los genomas de las bacterias no 

cultivadas, se ha detectado la presencia de la formas I de la deshidrogenasa de monóxido de 

carbono en los grupos SAG-O19 y DC5-80-3 y de la forma II en el grupo CHAB-I-5 (Zhang et al., 

2016). Además, se ha detectado la presencia de los genes sox en todos los grupos de 

roseobacters no cultivados (Zhang et al., 2016). Por lo tanto la mixotrofía parece ser una 

característica común en todos los miembros del linaje Roseobacter.  

2. Degradación aeróbica de compuestos aromáticos  

 
Los compuestos aromáticos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza puesto 

que se producen de forma natural por una gran variedad de procesos biológicos y 

biogeoquímicos (Pérez-Pantoja et al., 2010a). La mayor parte de los compuestos aromáticos 

derivan de la degradación de la lignina, que es el segundo polímero más abundante en la 

naturaleza tras la celulosa, y que comprende hasta el 25 % de la biomasa vegetal terrestre (Kirk 

y Farrell, 1987). Los productos de degradación de la lignina, junto a otros compuestos 

aromáticos derivados de las plantas y de las algas, constituyen componentes importantes de la 

materia orgánica disuelta en ambientes marinos, tales como marismas y estuarios costeros 

(Moran y Hodson, 1994; Sleighter y Hatcher, 2008). Los compuestos aromáticos también 

proceden de los aminoácidos aromáticos (Pérez-Pantoja et al., 2010a). Finalmente, otras 
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fuentes de compuestos aromáticos derivan de la extracción y uso de combustibles fósiles 

como por ejemplo el tráfico marítimo (GESAMP, 2007), derrames producidos en el transporte 

marítimo de mercancías peligrosas (como el petróleo, sus derivados refinados y otros 

productos químicos), el vertido de desechos industriales y aguas residuales o el uso de pinturas 

para barcos (Pérez-Pantoja et al., 2010a; Psarros et al., 2011).  

La degradación de compuestos aromáticos es importante a nivel de los ciclos biogeoquímicos 

globales y la llevan a cabo casi exclusivamente microorganismos, que han desarrollado 

diversas estrategias para degradar estos compuestos y obtener carbono y energía (Pérez-

Pantoja et al., 2010a). Existe una gran variedad de compuestos aromáticos y la estrategia para 

degradarlos consiste en transformar estos compuestos mediante una amplia variedad de vías 

de degradación (vías periféricas), que confluyen dando lugar a un menor número de 

compuestos centrales (Pérez-Pantoja et al., 2010a). Estos compuestos monoaromáticos 

centrales son degradados hasta dar lugar a intermediarios del ciclo de Krebs mediante las vías 

centrales para la degradación de compuestos aromáticos (Pérez-Pantoja et al., 2010a). 

En todos los procesos de degradación aeróbica de compuestos monoaromáticos hay dos pasos 

clave: 1) la activación del anillo bencénico, en general mediante su oxigenación y 2) la 

posterior rotura del anillo. Esta rotura puede ser intradiol, es decir que se produce entre dos 

grupos hidroxilo (también llamada rotura orto), o puede ser una rotura extradiol, es decir, 

adyacente a un grupo hidroxilo (también llamada rotura meta). Una tercera posibilidad es que 

la rotura se produzca entre un carbono portador de un grupo carboxilo y el carbono 

adyacente, el cual se encuentra hidroxilado y en posición para respecto a otro carbono 

hidroxilado (rotura para) (Pérez-Pantoja et al., 2010a). Sin embargo, en condiciones aeróbicas 

también se produce un tipo de catabolismo que no se basa en las etapas clásicas descritas, 

sino en la formación de tioésteres de Coenzima A (CoA) y en una rotura no oxigenolítica 

(Nogales et al., 2007; Pérez-Pantoja et al., 2010a). Clásicamente, se pensaba que la rotura de 

anillos aromáticos con sustitutos de CoA solo se daba en vías anaeróbicas (Pérez-Pantoja et al., 

2010a). Sin embargo, se describió una nueva vía para la degradación de compuestos 

aromáticos que no implicaba intermediarios aromáticos dihidroxilados para la degradación de 

fenilacetato en Escherichia coli W (Ferrández et al., 1998) y Pseudomonas putida U (Olivera et 

al., 1998). El compuesto alifático resultante sufre una serie de reacciones parecidas a las de la 

beta-oxidación de los ácidos grasos que implican la formación de tioésteres de CoA y al final 

acabará dando lugar a intermediarios del ciclo de Krebs (Nogales et al., 2007, Pérez-Pantoja et 

al., 2010a). A este tipo de vías como la del fenilacetato se las conoce como vías aeróbicas 

híbridas, puesto que combinan características de vías anaeróbicas, como la formación inicial 

de derivados de CoA, con reacciones típicas de vías aeróbicas como la oxigenación del anillo 

aromático (Díaz, 2004).  

En la activación del anillo bencénico suelen estar involucradas enzimas pertenecientes a tres 

superfamilias: las oxigenasas Rieske con hierro no hemo (Rieske non-heme iron oxygenases, 

Rieske-NH); las flavoproteínas monooxigenasas (flavoprotein monooxygenases) y las 

oxigenasas multicomponente de dihierro soluble (soluble diiron multicomponent oxygenases) 

(Pérez-Pantoja et al., 2010b). Las oxigenasas Rieske-NH normalmente catalizan la 

incorporación de dos atomos de oxígeno al anillo bencénico (aunque algunas solo catalizan 

una monooxigenación) y son enzimas importantes para la activación y posterior degradación 



Introducción 

9 
 

aeróbica de compuestos aromáticos tales como benzoato, benceno, tolueno, ftalato, naftaleno 

o bifenilo (Pérez-Pantoja et al., 2010b). Son enzimas formadas por varias subunidades con un 

componente oxigenasa terminal (proteína hierro-azufre) y proteínas de transporte de 

electrones (una ferredoxina y una reductasa o una combinación de ferredoxina-NADH 

reductasa) (Pérez-Pantoja et al., 2010b). Las proteínas hierro-azufre del componente oxigenasa 

suelen ser heterodímeros compuestos por una subunidad alfa mayor y una subunidad beta 

pequeña (Pérez-Pantoja et al., 2010b). La subunidad alfa contiene un grupo de tipo Rieske 

[2Fe-2S], un hierro no hemo en el centro de activación del oxígeno y un sitio de unión del 

sustrato que determina la especificidad de la enzima (Pérez-Pantoja et al., 2010b). En cuanto a 

la subunidad beta, esta no siempre esta presente puesto que algunas enzimas como las ftalato 

4,5-dioxigenasas contienen solo subunidades alfa (Pérez-Pantoja et al., 2010b). En base a 

análisis filogenéticos de las subunidades alfa, se han descrito dos grandes linajes de Rieske-NH, 

uno al que pertenecen las enzimas de la familia de la ftalato oxigenasa y otro al que 

pertenecen el resto de familias descritas de Rieske-NH (Duarte et al., 2014).  

Las flavoproteínas monooxigenasas están involucradas la degradación de compuestos 

aromáticos y también en otros procesos biológicos como por ejemplo la síntesis de 

antibióticos y sideróforos (Pérez-Pantoja et al., 2010b). Muchas de las flavoproteínas 

monooxigenasas contienen una flavina como grupo prostético unida de forma no covalente, 

pero hay otras que tienen un grupo FAD o FMN unido de forma covalente (van Berkel et al., 

2006). Las flavoproteínas monooxigenasas se han clasificado en base a su secuencia en seis 

clases distintas: A-F (van Berkel et al., 2006), siendo las clases A, D y F especialmente 

relevantes para la degradación de compuestos aromáticos (Pérez-Pantoja et al., 2010b). Las 

flavoproteínas monooxigenasas son enzimas importantes para la degradación de compuestos 

aromáticos tales como salicilato, 3-hidroxibenzoato, aminobenzoil-CoA o 2-aminobenzoil-CoA 

(Pérez-Pantoja et al., 2010b).  

Las oxigenasas multicomponente de dihierro soluble están formadas por una hidroxilasa, que a 

su vez puede estar formada hasta por tres subuƴƛŘŀŘŜǎ Řƛǎǘƛƴǘŀǎ όʰΣ ʲ ȅ ʴύΣ Ƨǳƴǘƻ ŀ ǳƴŀ 

oxidoreductasa y una ferredoxina (Leahy et al., 2003). Las oxigenasas multicomponente de 

dihierro soluble pueden ser divididas en cuatro grupos de enzimas en base a su estructura, y 

en menor medida a su especificidad de sustrato (Leahy et al., 2003). Estos cuatro grupos son: 

las monooxigenasas solubles del metano, la alqueno monooxigenasa de Rhodococcus 

corallinus B-276, las fenol hidroxilasas y las monooxigenasas de alquenos/aromáticos de 4 

componentes (Leahy et al., 2003). Las oxigenasas multicomponente de dihierro soluble son 

enzimas capaces de monooxigenar benceno, tolueno y fenol para generar fenol, metilfenol y 

catecol, respectivamente (Pérez-Pantoja et al., 2010b). Cabe destacar que entre las enzimas 

que pertenecen a las oxigenasas multicomponente de dihierro soluble se encuentran las 

enzimas que se encargan de la hidroxilación de los compuestos aromáticos que deben 

activarse mediante la unión de un grupo CoA, como el fenilacetato y el benzoato (Pérez-

Pantoja et al., 2010b). 

En cuanto a la rotura del anillo bencénico tras la hidroxilación, como ya se ha comentado 

anteriormente, esta puede ser intradiólica o extradiólica (Pérez-Pantoja et al., 2010a). Las 

intradiol dioxigenasas tienen un centro mononuclear de Fe3+ coordinado con dos tirosinas y 

dos histidinas como ligandos (Fetzner, 2012). Las intradiol dioxigenasas son prácticamente 
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exclusivas de actinobacterias y proteobacterias, aunque se han detectado algunas excepciones 

como la presencia de una protocatecuato 3,4-dioxigenasa en Deinococcus geothermalis DSM 

11300 (Deinococci) y en Solibacter usitatus Ellin6076 (Acidobacteria) (Pérez-Pantoja et al., 

2010b). Todas las dioxigenasas intradiólicas pertenecen a la misma superfamilia (Duarte et al., 

2014) en la que se distinguen siete grupos: el de las hidroxibenzoquinol dioxigenasas (grupo 1), 

catecol 1,2-dioxigenasas de proteobacterias (grupo 2), catecol 1,2-dioxigenasas de 

actinobacterias (grupo 3), subunidades alfa de las protocatecuato dioxigenasas (grupo 5), 

subunidades beta de las protocatecuato dioxigenasas (grupo 7) y finalmente, los grupos 4 y 6 

cuyas enzimas todavía no tienen una función asignada (Pérez-Pantoja et al., 2010b). En cuanto 

a las extradiol dioxigenasas, estas suelen presentar un centro activo para la catálisis con un 

Fe2+ o menos frecuentemente con un Mn2+ (Fetzner, 2012). Las extradiol dioxigenasas 

pertenecen al menos a 3 superfamilias distintas: extradiol dioxigenasas del oxígeno quelado 

adyacente (extradiol dioxygenases of the vicinal oxygen chelate superfamily), Lig B y cupina 

(Pérez-Pantoja et al., 2010b). Las extradiol dioxigenasas del oxígeno quelado adyacente (tipo I, 

EXDO I) se encargan de la rotura dioxigenolítica de los derivados del catecol en varias vías de 

degradación de compuestos mono y poliaromáticos y participan en la degradación de 

compuestos como benceno, tolueno, bifenilo, naftaleno, catecol y bibenzofurano, entre otros 

(Pérez-Pantoja et al., 2010b). La superfamilia de las extradiol dioxigenasas de tipo LigB (tipo II) 

estan formadas por dos tipos de subunidades, ʰ ȅ ʲΣ ǎƛŜƴŘƻ ƭŀ ǎǳōǳƴƛŘŀŘ ōŜǘŀ ƭŀ ǉǳŜ ŎƻƴǘƛŜƴŜ 

el centro activo en una hendidura profunda que queda cubierta por la subunidad alfa 

(Sugimoto et al., 1999). Las enzimas de la superfamilia LigB se encargan de la degradación de 

mono y poliaromáticos como protocatecuato (rotura meta), homoprotocatecuato, galato o 

carbazol (Duarte et al., 2014). Finalmente, las enzimas de la superfamilia cupina (extradiol 

dioxigenasas tipo III)  se caracterizan por la presencia del dominio cupina que consiste en un 

barril beta formado por seis láminas beta y que puede encontrarse en copia única 

(monocupinas) o duplicado (bicupinas) (Fetzner, 2012). Entre los sustratos sobre los que 

actúan las enzimas de la superfamilia cupina se encuentran compuestos aromáticos como 

gentisato, homogentisato y 3-hidroxiantranilato (Pérez-Pantoja et al., 2010b). Recientemente 

se ha descubierto otro tipo de dioxigenasas extradiólicas, las benzoquinol 1,2-dioxigenasas, 

cuyo origen no está claro y que también son dependientes de Fe2+ (Pérez-Pantoja et al., 

2010b). Las benzoquinol 1,2-dioxigenasas son heterotetráƳŜǊƻǎ ʰ2 2̡, en los que las 

subunidaŘŜǎ ʰ ȅ ʲ ƴƻ ǇǊŜǎŜƴǘŀƴ ƛŘŜƴǘƛŘŀŘ de secuencia con otras dioxigenasas. Estas enzimas 

catalizan la rotura de un amplio rango de benzoquinoles hasta sus correspondientes 4-

hidroximucónico semialdehídos (Pérez-Pantoja et al., 2010b).  

Por lo tanto, hay una extensa variedad de oxigenasas involucradas tanto en la activación como 

en la rotura de compuestos aromáticos. Una de las dificultades para estudiar estos enzimas es 

que su clasificación en las bases de datos no siempre es correcta. Estos problemas de 

clasificación se producen porque la mayoría de las enzimas que se encuentran en las bases de 

datos no se han caracterizado experimentalmente, solo se les ha asignado una determinada 

función en base a estudios de predicción por homología de secuencia (Duarte et al., 2014). 

Para corregir los errores de las bases de datos de enzimas y mejorar la clasificación funcional 

de estas, Duarte y colaboradores (2014) crearon una nueva base de datos de degradación, 

AromaDeg, que integra datos experimentales con análisis filogenómicos.  
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3. Evidencias de la degradación de compuestos aromáticos por bacterias del linaje 

Roseobacter   

 
La primera evidencia de la capacidad de los miembros del linaje Roseobacter para degradar 

compuestos aromáticos vino del aislamiento de la bacteria Sagittula stellata E-37T de un 

cultivo de enriquecimiento preparado con agua de mar de la costa de Georgia (EEUU) y pasta 

de papel (González et al., 1997). En concreto se observó que S. stellata E-37T se unía a las 

partículas de celulosa y lignocelulosa, y que podía hidrolizar la celulosa y solubilizar y 

mineralizar la lignina (González et al., 1997). En el año 2000 Buchan y colaboradores 

determinaron la presencia de una enzima clave de la vía de degradación del beta-cetoadipato, 

la protocatecuato 3,4-dioxigenasa, en seis aislados del linaje que fueron aislados a partir de 

agua de mar y sedimentos de estuarios y zonas costeras del sudeste de Estados unidos. En 

concreto cinco de ellos se aislaron a partir de enriquecimientos con lignina y otros compuestos 

aromáticos (S. stellata E-37T y las cepas de Sulfitobacter sp. EE-36, Y3F, IC4 y S25com04). El  

sexto aislado, GAI-16, se aisló directamente de aguas costeras usando un medio no selectivo y 

pobre en nutrientes (Buchan et al., 2000). A su vez se demostró que los seis aislados eran 

capaces de crecer a expensas de al menos tres de los siguientes compuestos aromáticos: 

antranilato, benzoato, p-hidroxibenzoato, salicilato, vanillato, ferulato, protocatecuato y 

cumarato. Además se vio que en cuatro de los aislados la actividad de la enzima 

protocatecuato 3,4-dioxigenasa se inducía al crecer en p-hidroxibenzoato (Buchan et al., 2000). 

En estudios posteriores estos autores ampliaron la lista de aislados marinos de Roseobacter 

que tenían el gen para protecuato 3,4-dioxigenasa y/o eran capaces de crecer con compuestos 

aromáticos (Buchan et al., 2001; 2004). 

Posteriormente, Brito y colaboradores (2006) aislaron ocho cepas de Roseobacter de 

sedimentos de un manglar en Brasil (bahía de Guanabara), usando agua de mar artificial 

suplementada con pireno, naftaleno o fluorantreno como únicas fuentes de carbono. En 

cultivo puro todos los aislados pudieron transformar estos hidrocarburos poliaromáticos, con 

una capacidad transformación de entre el 10 y el 100 % (Brito et al., 2006). Un año después 

Harwati y colaboradores obtuvieron 98 aislados del linaje Roseobacter de aguas procedentes 

del puerto Semarang (Indonesia) y demostraron la capacidad de 43 de ellos para degradar 

componentes del crudo (Harwati et al., 2007). Estos autores además describieron dos nuevas 

especies, Tranquillimonas alkanivorans y Tropicibacter naphthalenivorans, como degradadores 

de alcanos y compuestos aromáticos policíclicos, respectivamente (Harwati et al., 2008; 2009). 

En los últimos años se han seguido aislando miembros del linaje Roseobacter implicados en la 

degradación de compuestos monoaromáticos y compuestos aromáticos policíclicos. Por 

ejemplo, se han obtenido nuevos aislados relacionados con los géneros Citreicella, Marinovum, 

Pelagibaca, Sulfitobacter, Thalassobius, Thalassococcus y Tropicibacter capaces de degradar 

ftalato (Iwaki et al., 2012a; 2012b). En cuanto a los nuevos aislados implicados en la 

degradación de compuestos aromáticos policíclicos se encuentran, por ejemplo, los 

degradadores de naftaleno Citreicella aestuarii 357 (Suárez-Suárez et al., 2012) y 

Confluentimicrobium naphthalenivorans NS6T (Jeong et al., 2015), Celeribacter indicus P73T 

capaz de degradar bifenilo, naftaleno, 2-metilnaftaleno, 2,6-dimetilnaftaleno, acenafteno, 

antraceno, fenantreno, dibenzotiofeno, dibenzofurano, fluoreno, 4-metildibenzotiofeno y 
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fluoranteno (Lai et al., 2014), y el degradador de fenantreno y fluoreno Celeribacter persicus 

SBU1T (Jami et al., 2016). 

 

Figura I2. Vías de degradación de compuestos monoaromáticos detectadas en genomas del linaje Roseobacter. 
Imagen modificada de Moran et al., 2007 con los datos de Newton et al., 2010. Se indica el número de genomas 
respecto al total analizado (32) que presentan el gen codificante para la enzima principal en la degradación de estos 
seis compuestos, y entre paréntesis, el porcentaje que representan.  

Mucha de la información de que se dipone sobre la capacidad de los miembros del linaje 

Roseobacter para degradar hidrocarburos y compuestos aromáticos se basa en análisis de 

genomas (Buchan y González, 2010) porque hay pocos estudios que incluyan análisis químicos 

o bioquímicos de degradación. Algunos ejemplos serían los realizados recientemente con 

algunos de los aislados degradadores de compuestos poliaromáticos (Suárez-Suárez, 2013; Lai 

et al., 2014 y Jeong et al., 2015). En estudios basados en homología de secuencia se describió 

que los miembros del linaje Roseobacter presentaban hasta seis vías para la degradación 

aeróbica de compuestos monoaromáticos: benzoil-CoA, fenilacetil-CoA, homoprotocatecuato, 

homogentisato, gentisato y rama del protocatecuato de la víŀ ŘŜƭ ʲ-cetoadipato (Moran et al., 

2007; Newton et al., 2010; Buchan y González, 2010). Como se puede observar en la figura I2 

las vías de degradación más frecuentemente detectadas en el estudio de Newton y 

ŎƻƭŀōƻǊŀŘƻǊŜǎ όнлмлύ ŦǳŜǊƻƴΥ ƭŀ ǊŀƳŀ ŘŜƭ ǇǊƻǘƻŎŀǘŜŎǳŀǘƻ ŘŜ ƭŀ ǾƝŀ ŘŜƭ ʲ-cetodipato (75 % de 

los genomas analizados), la del homogentisato (69 % de los genomas) y la del fenilacetil-CoA 

(56 % de los genomas). Por lo tanto, la presencia de genes implicados en la degradación de 

compuestos monoaromáticos se describió como una característica común de los miembros 

cultivados del linaje Roseobacter. La gran variedad de vías implicadas en la degradación de 

compuestos monoaromáticos en el linaje Roseobacter es una característica más común en 
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bacterias de suelo (p.e. Pseudomonas) que en las bacterias marinas (Buchan y González, 2010). 

A pesar de que se detecta una gran variedad de vías de degradación de compuestos 

aromáticos en el conjunto del linaje Roseobacter, en algunas especies la presencia de estas 

rutas es mayor. Por ejemplo, Sagittula stellata E-37T, Jannaschia sp. CCS1, Ruegeria pomeroyi 

DSS-3T y Maritimibacter alkaliphilus HTCC2654T presentan genes implicados en la degradación 

de protocatecuato, gentisato, homoprotocatecuato, benzoato y fenilacetato (Buchan y 

González, 2010). Además, estos aislados también tienen genes que presentan homología con 

alcano hidroxilasas y con otras hidroxilasas y dioxigenasas implicadas en la rotura de anillos 

aromáticos (Buchan y González, 2010). Desde la publicación en 2010 de los artículos de 

Newton y colaboradores y de Buchan y González, se han secuenciado una gran cantidad de 

genomas, sin embargo, en la mayoría de estos aislados no se estudiado su capacidad para 

degradar hidrocarburos. En los últimos años, uno de los estudios en los que se ha analizado la 

capacidad degradadora de hidrocarburos en nuevos genomas del linaje Roseobacter es el de 

Más-Lladó (2017). En concreto, en este estudio se trabajó con nueve genomas de aislados de 

puertos deportivos de Mallorca y en siete de ellos se predijo la presencia para alcano 

monooxigenasas, (Más-Lladó, 2017). Por lo tanto, en base a los resultados de los estudios 

publicados, sería interesante estudiar la presencia de genes implicados en la degradación de 

compuestos aromáticos en los genomas de Roseobacter cuyo potencial cabatólico aún no ha 

sido analizado. De esta forma, se podría comprobar si la presencia de genes catabólicos es una 

característica común de los genomas del linaje Roseobacter, y por ello, es uno de los objectivos 

de la presente tesis. 

Por otra parte, se han realizado varios estudios sobre la respuesta a hidrocarburos que 

presentan los miembros del linaje Roseobacter. La mayor parte de estos estudios demuestran 

que los miembros del linaje Roseobacter responden favorablemente a la presencia de 

hidrocarburos. Sin embargo, no se sabe si presentan preferencia para degradar ciertos 

hidrocarburos, ni si la degradación de estos compuestos se ve favorecida por determinadas 

condiciones ambientales (Buchan y González, 2010). Un ejemplo de estos estudios es el de 

Brakstad y Lødeng (2005) en el que se observaba que la presencia del linaje Roseobacter, en 

base a 16S ARNr, aumentaba de un 21 a un 89 % tras 21 días de exposición al petróleo en 

aguas costeras y de <1 a un 86 % en aguas marinas cercanas a una plataforma petrolífera. 

Además vieron que los miembros del linaje Roseobacter que se veían favorecidos en estas 

condiciones estaban relacionados con los géneros Sulfitobacter y Roseobacter (Brakstad y 

Lødeng, 2005). Secuencias afiliadas al género Sulfitobacter fueron también abundantes en las 

librerías de pirosecuenciación generadas a partir de muestras de arena del Golfo de Méjico 

contaminadas por el derrame de petróleo de la plataforma Deepwater Horizon (DWH) (Kostka 

et al., 2011). Por otra parte, no todos los miembros del linaje Roseobacter proliferan en 

presencia de hidrocarburos (Buchan y González, 2010). Por ejemplo, en el estudio de 

Prabagaran y colaboradores (2007), realizado en microcosmos de agua de mar de la costa de 

Ushuaia suplementados con la fracción soluble en agua del petróleo, se observó una 

disminución de poblaciones de Roseobacter tras la exposición a petróleo. Mckew y 

colaboradores (2007) realizaron experimentos de microcosmos con agua de mar de una 

marisma costera en Stanford-le-Hope, cercana a dos refinerías de petróleo en el estuario del 

Támesis. Utilizaron varios hidrocarburos entre los que se encontraban alcanos e hidrocarburos 

aromáticos policíclicos. Este estudio sugería que ciertas poblaciones de Roseobacter podían ser 
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estimuladas por la presencia de alcanos e inhibidas por la presencia de determinados 

componentes del petróleo, como los hidrocarburos aromáticos policíclicos (Mckew et al., 

2007). Además, en el estudio de Piña-Villalonga (2012), con agua de mar de la costa de 

Mallorca suplementada con diésel, también se observó cómo algunas poblaciones de 

Roseobacter proliferaban en presencia de diésel mientras otras no.  

Finalmente, cabe destacar que se han realizado varios estudios de diversidad microbiana en 

ambientes crónicamente contaminados con hidrocarburos (puertos), entre los que 

encontramos los de Nogales y colaboradores (2007) y Piña-Villonga (2012) en varios puertos 

de Mallorca, Zhang y colaboradores (2007) en Puerto Victoria (Hong Kong) y el de Ma y 

colaboradores (2009) en Puerto Xiamen (Singapur). En todos ellos, se detectó la presencia de 

miembros del linaje Roseobacter. Por lo tanto, el potencial para el catabolismo de compuestos 

aromáticos en el linaje Roseobacter, junto a la respuesta favorable de algunas poblaciones a la 

exposición a hidrocarburos, convierten al linaje Roseobacter en uno de los más interesantes 

para el estudio de la degradación microbiana de compuestos aromáticos en ambientes 

marinos. Además, la elevada abundancia de microorganismos de este linaje en ambientes 

contaminados con hidrocarburos (p.e. puertos) convierte este tipo de ambientes en idóneos 

para estudiar la contribución de este linaje en la degradación de hidrocarburos.  

4. Potencial para la degradación de hidrocarburos en el ambiente 

 
Se han realizado numerosos estudios para determinar la composición de las comunidades 

microbianas en ambientes crónicamente contaminados y los cambios que se producen en las 

comunidades en respuesta a la contaminación (Cappello et al., 2007; Yakimov et al., 2007; 

Nogales, 2010; Berthe-Corti y Nachtkamp, 2010). La mayoría de estos estudios se basaron en el 

análisis de secuencias de 16S ARNr, por lo tanto permitían conocer la estructura de las 

comunidades microbianas existentes en estos ambientes pero no permitían realizar una 

aproximación al potencial catabólico de las comunidades. También se han realizado estudios 

para estudiar el potencial catabólico de estas comunidades a partir de la amplificación 

mediante PCR de determinados genes catabólicos para alcano monooxigenasas (AlkB) o 

dioxigenasas de compuestos aromáticos y la comparación de los productos resultantes entre 

diversas comunidades (Iwai et al., 2010; Guibert et al., 2012; Marcos et al., 2012).  

Con la aparición de las técnicas de metagenómica se pudieron estudiar de forma más detallada 

tanto los variaciones estructurales de la comunidad, como los cambios funcionales que se 

producen cuando esta se expone a un cambio en las condiciones ambientales (Gilbert y 

Dupont, 2011; Simon y Daniel, 2011). Se han realizado varios estudios metagenómicos para 

analizar la respuesta de comunidades microbianas marinas a la exposición a hidrocarburos 

tanto en ambientes crónicamente contaminados como tras vertidos accidentales de petróleo 

(Mason et al., 2012; Gutierrez et al., 2013; Kimes et al., 2013; Hawley et al., 2014; Kim et al., 

2014, Bargiela et al., 2015). Se ha observado como la diversidad química de los componentes 

del crudo de petróleo junto con la profundidad, la concentración de oxígeno, la temperatura y 

el aporte de nutrientes influyen en las poblaciones microbianas y los procesos de 

biodegradación que se producen en respuesta a los derrames accidentales de petróleo en agua 

de mar y sedimentos (Mason et al., 2012; Gutierrez et al., 2013; Kimes et al., 2013).  
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En base a estudios de secuencias de 16S ARNr, se había observado una sucesión de 

poblaciones bacterianas tras los vertidos de crudo, con una predominancia inicial de 

poblaciones especializadas en la degradación de hidrocarburos alifáticos, como los miembros 

del orden Oceanospirillales de géneros como Alcanivorax, Oleispira, Thalassolituus, 

Neptunomonas y Oleiphilus, y otras Gammaproteobacteria como Marinobacter (Yakimov et al., 

2007; Bargiela et al., 2015). Con el tiempo se producía una sustitución de estas poblaciones 

por otras especializadas en la degradación de hidrocarburos aromáticos como las de los 

géneros Cycloclasticus y Colwellia, acompañado de un enriquecimiento de los géneros 

Halomonas, Alteromonas y Pseudoalteromonas (Yakimov et al., 2007; Gutierrez et al., 2013). 

Con los estudios metagenómicos realizados a partir del vertido de crudo de la plataforma 

petrolífera DWH en el Golfo de Méjico en 2010 (McNutt et al., 2012) se confirmó también esta 

dinámica de poblaciones (Mason et al., 2012; Gutierrez et al., 2013). Estos cambios a nivel 

taxonómico también fueron acompañados de cambios a nivel de potencial para el catabolismo 

de hidrocarburos en estas aguas (Lu et al., 2012; Mason et al., 2012). En el estudio de Mason y 

colaboradores (2012) se observó un aumento de la abundancia relativa de los genes 

involucrados en la degradación de alcanos tras el vertido del DWH. En cambio, la abundancia 

relativa de los genes involucrados en la degradación de compuestos aromáticos, como el 

etilbenceno y el tolueno, era menor que en las muestras no contaminadas (Mason et al., 

2012). La mayor abundancia de genes involucrados en la degradación de alcanos, en 

comparación con aquellos implicados en la degradación de compuestos aromáticos del estudio 

de Mason y colaboradores (2012), es consistente con que los alcanos son más fácilmente 

degradables que los compuestos aromáticos, tal y como recogieron Das y Chandran (2011). En 

cambio, en el estudio de Lu y colaboradores (2012) en la estela del vertido de la DWH, no solo 

se observó una mayor abundancia de genes involucrados en la degradación de alcanos, sino 

también de genes involucrados en la degradación de compuestos aromáticos, entre ellos de 

compuestos aromáticos heterocíclicos. Además, estos cambios a nivel de potencial para el 

catabolismo de hidrocarburos también fueron acompañado de otros cambios funcionales, 

como el aumento en la abundancia relativa de genes involucrados en el metabolismo del 

carbono, del nitrógeno y del fósforo (Lu et al., 2012). Por lo tanto, en la estela del vertido de la 

DWH, en base a los genes detectados por Lu y colaboradores (2012), se veía favorecida la 

degradación de varias fuentes de carbono, entre ellas fuentes de carbono complejas, como 

podrían ser varios componentes del petróleo y sus derivados. Además, también se veía 

favorecida la liberación de nitrógeno y fosforo al medio y su asimilación, con lo que se podría 

aumentar la biomasa microbiana, ya que estos dos elementos son elementos limitantes del 

crecimiento en el medio marino (Lu et al., 2012). 

En cuanto a los ambientes crónicamente contaminados con hidrocarburos, en base a estudios 

anteriores se sabía que la diversidad microbiana en estos ambientes era alta y que además 

predominaban bacterias del fílum Bacteroidetes, gammaproteobacterias marinas oligotróficas 

(OMG) y miembros del linaje Roseobacter (Nogales, 2010). Además, en estos ambientes las 

típicas bacterias marinas degradadoras de hidrocarburos (Yakimov et al., 2007) eran 

componentes minoritarios de la comunidad (Berthe-Corti y Nachtkamp, 2010; Nogales, 2010). 

En el estudio metagenómico de Kisand y colaboradores (2012) donde compararon 

comunidades de agua del puerto de Génova y una zona control cercana a la isla de 

Montecristo observaron que en ambos casos predominaban las clases Alphaproteobacteria, 
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Gammaproteobacteria y Flavobacteria. Sin embargo, se observaban diferencias en estas clases 

y en la clase Actinobacteria entre el agua contaminada y el control. En concreto, en el agua 

control destacaba la clase Actinobacteria como predominante, mientras que, en el agua 

contaminada predominaban Gammaproteobacteria y Flavobacteria, y prácticamente no se 

detectaba Actinobacteria (Kisand et al., 2012). Estos cambios a nivel taxonómico también iban 

acompañados de cambios a nivel funcional, puesto que en las aguas control había un mayor 

potencial genético para la captación nutrientes a bajas concentraciones, con una elevada 

presencia de transportadores ABC, mientras que en las aguas contaminadas se detectaban 

más genes para factores implicados en la respuesta a estrés, la motilidad celular, en la 

captación de nutrientes típicas de organismos copiotróficos y en el metabolismo de 

compuestos aromáticos (Kisand et al., 2012). 

Para poder profundizar el conocimiento del potencial catabólico de las aguas de puertos a 

partir de estudios metagenómicos en la presente tesis se planteó realizar un estudio 

metagenómico de las aguas de puerto y su comparación con un metagenoma de aguas control 

en una zona adyacente. En base a estudios de 16S ARNr de nuestro grupo de investigación 

(Nogales et al., 2007; Aguiló-Ferretjans et al., 2008) se sabe que el linaje Roseobacter es un 

grupo importante en las aguas crónicamente contaminadas de puertos, aunque se desconoce 

la contribución de bacterias de este linaje al potencial catabólico de estas aguas. Por lo tanto, 

con el presente estudio no solo se pretende establecer el potencial catabólico presente en 

estas aguas, sino también su posible relación con los miembros del linaje Roseobacter. 

5. Mecanismos de tolerancia a compuestos aromáticos 
 
Los compuestos aromáticos pueden ser potencialmente tóxicos para los microorganismos, 

incluso para aquellos que pueden degradarlos. Por su naturaleza lipofílica se acumulan en las 

membranas citoplasmáticas, aumentando su fluidez y pudiendo llegar a lisar la membrana 

causando muerte celular (Ramos et al., 2002; Bernal et al., 2007b). De hecho, la degradación 

de compuestos aromáticos además de ser utilizada como fuente de carbono y energía para las 

células también podría ser utilizada para reducir la toxicidad de los compuestos aromáticos 

cuando estos se encuentran presentes el medio (Ramos et al., 2015). Ahora bien, no todos los 

microorganismos tienen la capacidad para degradar compuestos aromáticos y además, no hay 

correlación entre la capacidad para degradar un compuesto aromático y la capacidad para 

tolerarlo cuando este se encuentra en elevadas concentraciones. Por lo tanto, la capacidad 

para degradar un compuesto aromático no implica que este no sea tóxico para la célula 

cuando se encuentra en elevadas concentraciones (Ramos et al., 2015).  

Una estrategia para sobrevivir en presencia de compuestos aromáticos potencialmente tóxicos 

para la célula, independientemente de su capacidad para degradar estos compuestos, consiste 

en desarrollar mecanismos de tolerancia a estos compuestos de forma que pueda mantener su 

viabilidad (Ramos et al., 2015). Los mecanismos implicados en la tolerancia a compuestos 

aromáticos han sido bien estudiados en el género Pseudomonas, y especialmente en la cepa 

Pseudomonas putida DOT-T1E (figura I3), que es un degradador eficiente de benceno, 

etilbenceno y tolueno entre otros compuestos aromáticos (Udaondo et al., 2012). Además, 

esta cepa presenta una alta resistencia a solventes orgánicos como por ejemplo el octanol, 

decanol, benceno y tolueno entre otros (Udaondo et al., 2012). Entre los mecanismos 
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implicados en la tolerancia a compuestos aromáticos documentados en la cepa P. putida DOT-

T1E se encuentran: 1) alteraciones a nivel de permeabilidad de la membrana; 2) expulsión de 

los compuestos tóxicos mediante bombas; 3) activación de mecanismos de reparación del 

ADN, chaperonas y respuesta a estrés oxidativo, y 4) cambios en el metabolismo energético 

(Udaondo et al., 2012; Ramos et al., 2015).  

 

Figura I3. Mecanismos implicados en la tolerancia a tolueno en Pseudomonas putida DOT-T1E. Imagen modificada 
de Udaondo et al., 2012.  

Por lo que respecta a los mecanismos implicados en la alteración de la permeabilidad de la 

membrana estos consisten en cambios en la isomerización y composición de los ácidos grasos, 

y cambios en los grupos de las cabezas polares de los fosfolípidos (Ramos et al., 2015). La 

isomerización de los ácidos grasos insaturados es una respuesta a corto plazo tras la exposición 

a compuestos aromáticos y consiste en un cambio de configuración cis a trans de los ácidos 

grasos insaturados por acción de la isomerasa cis-to-trans (CTI) descrita en varias cepas de 

Pseudomonas putida (Ramos et al., 2015). En cuanto a los cambios en la composición de los 

ácidos grasos, esta es una respuesta a más largo plazo y consiste en incrementar la proporción 

de ácidos grasos saturados frente a los insaturados de los fosfolípidos. Con estos cambios, 

aumenta el empaquetamiento de la membrana y disminuye su fluidez al disminuir la repulsión 

estérica (Ramos et al., 2015). Otro cambio en los ácidos grasos insaturados con configuración 

cis consiste en la adición de un grupo metileno en la posición del doble enlace cis dando lugar 

a ácidos grasos de ciclopropano (CFAs), que parecen tener un papel importante a la hora de 

tolerar solventes orgánicos (Ramos et al., 2015). Finalmente, se producen cambios en las 

cabezas polares de los fosfolípidos que también afectan a la fluidez de membrana (Ramos et 

al., 2002). En concreto en las cepas de P. putida S12 y DOT-T1E se observó un aumento del 

contenido en cardiolipina tras la exposición a tolueno (Ramos et al., 2015). Estudios realizados 

con mutantes de P. putida DOT-T1E deficientes en cardiolipina sintasa sugirieron que esta 
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enzima provocaba cambios en la arquitectura de la membrana que mejoraban la eficiencia de 

las bombas de expulsión (Bernal et al., 2007a).  

Cabe destacar que los cambios a nivel de membrana asociados a la tolerancia a compuestos 

aromáticos no son suficientes para prevenir la entrada de estos al interior celular cuando las 

células están expuestas a elevadas concentraciones de compuestos aromáticos. Por eso las 

células disponen de mecanismos adicionales para la tolerancia a estos compuestos (Ramos et 

al., 2015). Uno de ellos es la expulsión de los compuestos aromáticos desde el citoplasma o el 

periplasma al exterior de la célula mediante bombas de expulsión. Este es un mecanismo 

ampliamente estudiado puesto que se considera el más eficiente para la tolerancia a 

compuestos aromáticos ya que evitan que estos se acumulen a concentraciones letales en el 

interior celular (Ramos et al., 2015). Se conocen cinco familias de bombas de expulsión en 

bacterias: familia de transportadores ABC (del inglés ATP-binding cassette transporters), RND 

(del inglés resistance-nodulation-cell division), MATE (del inglés multi-antimicrobial extrusion 

proteins), MFS (del inglés major facilitator superfamily) y SMR (del inglés small multidrug 

resistance proteins). En la tolerancia a compuestos aromáticos están implicados 

transportadores de las familias ABC y RND, siendo la familia RND la más importante para la 

tolerancia a estos compuestos en bacterias Gram negativas (Udaondo et al., 2012; Ramos et 

al., 2015). Los transportadores de tipo RND utilizan un gradiente protónico para transportar 

sus sustratos desde el citoplasma o la membrana interna al exterior celular. Están formados 

por tres componentes: un sistema de expulsión en la membrana citoplasmática que actúa 

como bomba de expulsión dependiente de la fuerza motriz de protones, una proteína de 

fusión a la membrana (MFP) también llamada adaptador periplásmico y un factor de la 

membrana externa (OMP) también llamado canal de la membrana externa (Nikaido y 

Takatsuka, 2009). 

Los compuestos aromáticos también provocan cambios en la cadena de transporte electrónico 

(Udaondo et al., 2012; Ramos et al., 2015). En concreto, en P. putida DOT-T1E se ha detectado 

una sobreexpresión de varias proteínas de la cadena de transporte electrónico como las 

citocromo c oxidasas de tipo aa3 y cbb3 y la citocromo de tipo bd quinol oxidasa tras la 

exposición a compuestos aromáticos (Ramos et al., 2015). El funcionamiento de la cadena de 

transporte electrónico se ve afectado por la acumulación de compuestos aromáticos en la 

membrana y, además, en estas condiciones hay una mayor demanda de energía por parte de 

la célula. En respuesta a esta situación, parece que se produce una sobreexpressión de 

determinadas proteínas de la cadena de transporte electrónico (Ramos et al., 2015).  

Por otra parte, debido a los daños provocados por la acumulación de compuestos aromáticos y 

al aumento de la demanda energética para poder hacer frente a estos compuestos, se produce 

un aumento de la producción de peróxido de hidrógeno y de especies reactivas del oxígeno 

que provocan daños a nivel de los ácidos nucleicos y las proteínas (Udaondo et al., 2012; 

Ramos et al., 2015). En respuesta a estas condiciones de estrés oxidativo, las células activan 

sistemas de reparación del ADN, chaperonas para poder plegar todas aquellas proteínas 

desnaturalizadas por la presencia de los compuestos aromáticos y mecanismos que evitan el 

estrés oxidativo, como el sistema de defensa a las especies reactivas del oxígeno (ROS), 

catalasas, peroxidasas, glutaredoxinas o superóxido dismutasa (SOD) (Udaondo et al., 2012; 

Ramos et al., 2015).Todos estos mecanismos implicados en la tolerancia a solventes orgánicos 
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son muy costosos para la célula a nivel energético. Por ello, tras la exposición a solventes 

orgánicos en P. putida DOT-T1E además de cambios en la cadena de transporte electrónico se 

observó un aumento del consumo de glucosa y una disminución en la expresión de proteínas 

implicadas en el almacenamiento de azúcares y la gluconeogénesis (Udaondo et al., 2012; 

Ramos et al., 2015).  

Los mecanismos de respuesta a solventes expuestos anteriormente, o al menos algunos de 

ellos, parecen ser comunes a otras bacterias Gram negativas como Vibrio o Escherichia coli, así 

como a Gram positivas como por ejemplo Clostridium acetobutylicum (Segura et al., 2012). Sin 

embargo, la tolerancia a hidrocarburos de miembros del linaje Roseobacter prácticamente no 

se ha explorado. Solo contamos con algunos resultados de tolerancia, como los cambios en el 

proteoma de Ruegeria pomeroyi DSS-3T tras la exposición a naftaleno y diésel (Christie-Oleza et 

al., 2012), y los cambios en el proteoma de siete aislados de aguas de Mallorca tras la 

exposición a diésel (Mas-Lladó, 2017). En el experimento de Christie-Oleza y colaboradores 

(2012), observaron que tras la exposición a naftaleno de Ruegeria pomeroyi DSS-3T se 

detectaba una mayor abundancia de ciertas proteínas que podían estar implicadas en la 

estabilización de la membrana, así como de bombas de expulsión y de una proteína que podía 

estar implicada en la destoxicación celular. En general, en el experimento de Mas-Lladó (2017), 

se observó la respuesta descrita en la literatura, que implicaba la expresión de proteínas para 

el mantenimiento de la estabilidad celular y el transporte de la membrana, proteínas 

implicadas en la reducción del estrés oxidativo y chaperonas. Sin embargo, a pesar de detectar 

la respuesta general de tolerancia a compuestos orgánicos, también se observaron diferencias 

en la respuesta de diferentes aislados del linaje Roseobacter (Mas-Lladó, 2017). En el contexto 

de esta tesis, y teniendo en cuenta la capacidad para el catabolismo de compuestos 

aromáticos (ver apartado 3) de miembros del linaje Roseobacter, resultaba de interés explorar 

posibles mecanismos de tolerancia a compuestos aromáticos.  
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El linaje Roseobacter es un grupo importante para el funcionamiento de los ecosistemas 

marinos por sus características fisiológicas y metabólicas. Uno de los ambientes donde 

predominan bacterias de este linaje son ambientes crónicamente contaminados por 

hidrocarburos. Esto indicaría, como mínimo, su capacidad para tolerar la presencia de estos 

contaminantes. A esto se añade la capacidad para la degradación de compuestos 

monoaromáticos extendida en los miembros cultivados del linaje (basada en predicción génica 

en la mayoría de los casos) y al reciente aislamiento de bacterias de este linaje degradadoras 

de hidrocarburos poliarómaticos.  

En base a esta información se planteó la hipótesis de que las bacterias del linaje Roseobacter 

participarían en la degradación de compuestos aromáticos en ambientes crónicamente 

contaminados como por ejemplo aguas de puertos deportivos. Sin embargo, el hecho de que 

no hayan sido reconocidas como bacterias degradadoras de hidrocarburos podría ser debido a 

que tendrían estrategias de degradación, estructuras de genes catabólicos o de resistencia al 

estrés diferentes de los de las bacterias modelo de degradación estudiadas hasta el momento. 

Por lo tanto, en esta tesis se planteó analizar el potencial para el catabolismo de compuestos 

aromáticos de miembros del linaje Roseobacter como base para entender el potencial 

catabólico de comunidades microbianas de ambientes contaminados por hidrocarburos donde 

proliferan estas bacterias.  

Para comprobar esta hipótesis se propusieron los siguientes objetivos:  

1. Determinar la presencia y organización de los genes para rutas centrales para la degradación 

aeróbica de compuestos aromáticos, así como de rutas periféricas que convergen en esas rutas 

centrales, en genomas de bacterias del linaje Roseobacter.  

2. Analizar los mecanismos implicados en la tolerancia a compuestos aromáticos que 

presentan aislados del linaje Roseobacter desde una aproximación proteómica. 

3. Analizar mediante metagenómica el potencial catabólico para compuestos aromáticos en 

muestras ambientales contaminadas crónicamente con hidrocarburos o artificialmente en el 

laboratorio y relacionar este potencial catabólico con la presencia de miembros del linaje 

Roseobacter. 
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1. Predicción de genes para la degradación y tolerancia de compuestos aromáticos en 

genomas del linaje Roseobacter 

 
Este estudio se ha realizado con información de 61 genomas del linaje Roseobacter (tabla 

S1.1). Catorce de estos genomas se encontraban cerrados mientras los 47 restantes se 

encontraban en boceto. Para determinar el potencial para el catabolismo de compuestos 

aromáticos se analizó la presencia y organización de 166 genes involucrados en rutas 

catabólicas centrales de compuestos monoaromáticos y de vías periféricas que confluyen en 

estos metabolitos centrales (tablas M1 y M2, ver detalle en la tabla S1.2). Para determinar 

posibles mecanismos de tolerancia a compuestos aromáticos (Ramos et al., 2002) se 

analizaron genes para 24 proteínas codificantes para las subunidades de seis bombas de tipo 

RND (tabla M3).  

Tabla M1. Categorías funcionales de los genes involucrados en la degradación de los compuestos aromáticos 
estudiados. Las categorías se muestran organizadas según los compuestos aromáticos de rutas catabólicas centrales 
o en los que confluyen las rutas periféricas analizadas. 

Compuesto 

Genes catabólicos 
Genes 

reguladores 
Genes para 
transporte 

Genes 
conservados/ 
accesorios

a
 

Total Rutas 
centrales 

Rutas 
periféricas 

Protocatecuato 16 26 9 3 3 57 

Catecol 12 6 5 0 1 24 

Homogentisato 3 3 3 0 5 14 

Fenilacetil-CoA 11 5 4 2 1 23 

Homoprotocatecuato 8 2 2 1 1 14 

Gentisato 3 14 1 1 2 21 

Benzoil-CoA 6 5 1 1 0 13 

Total 59 61 25 8 13 166 

a: Los genes conservados/accesorios son genes que se encuentran conservados junto a los genes implicados en la degradación de 
un compuesto aromático y cuya relación con la degradación de ese compuesto no se ha estudiado. 

La predicción génica se hizo en base a la identidad de secuencia de proteínas con modelos de 

degradación y tolerancia a compuestos orgánicos descritos en la literatura. Los modelos 

usados para el estudio de la degradación y tolerancia de compuestos aromáticos fueron los 

que se muestran en las tablas M2 (para más detalle ver también la tabla S1.2.) y M3. Se 

obtuvieron las secuencias de las proteínas modelo de la base de datos del National Center for 

Biotechnology Information, NCBI (NCBI Resource Coordinators, 2017). Se realizaron análisis de 

identidad de secuencia de estas proteínas con las proteínas codificadas en los genomas de 

roseobacters estudiados usando el programa BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool) 

(Altschul et al., 1997). De esta manera se localizaron en los genomas de roseobacters las 

secuencias génicas codificantes para las proteínas analizadas. El criterio para considerar un 

resultado como válido era que al menos presentara un 50 % de identidad con la proteína 

modelo en al menos un 50 % de la secuencia y con un E-value menor de 10-5.  

En algunos casos con este criterio de identidad de secuencia no se pudo detectar ninguna 

proteína. En estos casos se utilizó un criterio más relajado, que las proteínas presentaran al 

menos un 30 % de identidad con un E-value menor de 10-5 con la proteína modelo. Sin 

embargo, en este caso solo se dieron como positivos aquellos resultados en que la secuencia 

detectada en los genomas de roseobacters estuviera en un conjunto génico en el que la mayor 



 

 
 

 

 

Tabla M2. Organismos modelo para la detección en genomas del linaje Roseobacter de los genes implicados en las rutas centrales y periféricas del catabolismo de compuestos aromáticos.  

Vías catabólicas Organismo modelo Referencias 

Beta-cetoadipato (Rotura orto)   

Protocatecuato Citreicella sp. SE45 
Pseudomonas putida KT2440 
Rhodococcus opacus 1CP 

Buchan et al., 2004 
Jiménez et al., 2002 
Eulberg et al., 1998 

Catecol Pseudomonas putida BIRD-1 Matilla et al., 2011 
Protocatecuato (Rotura meta) Sphingomonas sp. KA1 Shintani et al., 2007 
Catecol (Rotura meta) Rhodobacter sphaeroides 2.4.1.

T
 

Pseudomonas putida mt-2 
Kontur et al., 2012 
Velázquez et al., 2005 

Homogentisato Ruegeria pomeroyi DSS-3
T
 

Pseudomonas putida KT2440
 

Citreicella aestuarii 357 

Moran et al., 2007 
Arias-Barrau et al., 2004 
Suárez-Suárez, 2013 

Fenilacetil-CoA Escherichia coli W 
Pseudomonas putida U 

Ferrández et al., 1998 
Olivera et al., 1998 

Homoprotocatecuato Escherichia coli W 
Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum 

Díaz et al., 2001 
Wang y Lipscomb, 1997 

Gentisato Citreicella aestuarii 357 
Ralstonia sp. U2 

Suárez-Suárez, 2013 
Zhou et al., 2001  

Benzoil-CoA Azoarcus evansii KB 740
T
 Gescher et al., 2005 

3-hidroxibenzoato (Vía gentisato) Polaromonas naphthalenivorans CJ2  Park et al., 2007 
3-hidroxibenzoato (Vía protocatecuato) Comamonas testosteroni KH122-3s Hiromoto et al., 2006 
3-hidroxifenilacetato (Vía homogentisato) Aspergillus nidulans FGSC A4 Ferrer-Sevillano y Fernández-Cañón, 2007 
4-hidroxibenzoato (Vía benzoil-CoA) Thauera aromatica K172 Breese et al., 1998 
4-hidroxibenzoato (Vía protocatecuato) Citreicella sp. SE45 Buchan et al., 2004 
4-hidroxibenzoil-CoA (Vía protocatecuato) Pseudomonas sp. CBS3 Zhuang et al., 2002 
4-hidroxifenilacetato (Vía homogentisato) Citreicella aestuarii 357 Suárez-Suárez, 2013 
4-hidroxifenilacetato (Vía homoprotocatecuato) Escherichia coli W Díaz et al., 2001 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

Tabla M2. Organismos modelo para la detección en genomas del linaje Roseobacter de los genes implicados en las rutas centrales y periféricas del catabolismo de compuestos aromáticos 
(continuación). 

Vías catabólicas Organismo modelo Referencias 

4-hidroxifenilpiruvato (Vía homogentisato) Pseudomonas fluorescens F113 Redondo-Nieto et al., 2012 
Benzoato (Vía benzoil-CoA) Azoarcus evansii KB740

T
 Gescher et al., 2005 

Benzoato (Vía catecol) Acinetobacter sp. ADP1 
Pseudomonas putida (plásmido TOL pWW0) 

Collier et al., 1998 
Ramos et al., 1997 

Benzoato (Vía protocatecuato)  Aspergillus niger CBS 513.88 van Gorcom et al., 1990 
Estireno (Vía fenilacetil-CoA) Pseudomonas sp. VLB120 Panke et al., 1998 
Fenilacetato (Vía fenilacetil-CoA) Escherichia coli W Díaz et al., 2001 
Ferulato (Vía protocatecuato) Agrobacterium tumefaciens C58 

Pseudomonas fluorescens 2-79 
Pseudomonas putida KT2440 
Pseudomonas putida NBRC 14164

T
 

Campillo et al., 2014 
Nesemann et al., 2015 
Belda et al., 2016 
Ohji et al., 2014 

Ftalato (Vía protocatecuato) Burkholderia cepacia DB01 Chang y Zylstra, 1998 
Isoftalato (Vía protocatecuato) Comamonas testosteroni YZW-D Wang et al., 1995 
Naftaleno (Vía gentisato) Ralstonia sp. U2 Zhou et al., 2001 
Salicilato (Vía catecol) Pseudomonas stutzeri AN10 Bosch et al., 1999a 
Salicilato (Vía gentisato) Ralstonia sp. U2 

Streptomyces sp. WA46 
Zhou et al., 2001 
Ishiyama et al., 2004 

Tereftalato (Vía protocatecuato) Comamonas testosteroni YZW-D Wang et al., 1995 
Vanillina (Vía protocatecuato) Pseudomonas putida KT2440 Nelson et al., 2002 
Vanillato (Vía protocatecuato) Pseudomonas putida NBRC 14164

T 

Agrobacterium tumefaciens C58 
Ohji et al., 2014 
Campillo et al., 2014 

Protocatecuato-catecol (interconversión) Micromonospora lupini Lupac 08 Alonso-Vega et al., 2012 
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Tabla M3. Organismos modelo para la detección en genomas de Roseobacter de genes para bombas de tipo RND 
implicadas en tolerancia a disolventes orgánicos. 

Tipo de bomba Organismo modelo Referencia 

AcrAB-TolC Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 Aono et al., 1998 
SrpABC Pseudomonas putida S12 Kieboom et al., 1998 
TtgABC Pseudomonas putida DOT-T1E Ramos et al., 1998 
TtgDEF Pseudomonas putida DOT-T1E Mosqueda y Ramos, 2000 
TtgGHI Pseudomonas putida DOT-T1E Rojas et al., 2001 
MexAB-OprM Pseudomonas aeruginosa PAO1 Dreier y Ruggerone, 2015 

 

parte de los genes se hubieran detectado con el criterio más estricto. También se consideraron 

aquellos casos en que el gen detectado fuera el único o uno de los pocos genes implicados en 

una vía de degradación de compuestos aromáticos que no hubiera sido detectado con el 

criterio más estricto, siempre y cuando el resto de genes de la ruta hubiesen sido detectados 

con fiabilidad. Una vez detectados los genes con confianza en algún miembro del linaje 

Roseobacter, se utilizó esta secuencia proteica para buscar los genes en el resto de genomas 

del linaje Roseobacter (ver tabla S1.2). En caso de no poder detectar con confianza alguno de 

los genes buscados en ningún miembro del linaje Roseobacter se siguió utilizando el gen del 

modelo externo a Roseobacter para detectar esta proteína en los miembros del linaje 

Roseobacter. 

2. Cultivos de aislados del linaje Roseobacter 

2.1. Determinación de la capacidad de crecimiento con compuestos aromáticos como fuente 

de carbono y energía 

 
Para varios aislados de Roseobacter cuyos genomas estaban incluidos en el estudio se analizó 

la capacidad de crecimiento en medio mineral con varios compuestos monoaromáticos como 

única fuente de carbono y energía. Los cultivos se realizaron en medio mineral marino 

(MMMb) con la siguiente composición final: sales marinas ό{ƛƎƳŀπ!ƭŘǊƛŎƘύ 4 % (p/v)Τ ¢ǊƛǎπI/ƭ 

0,1 M pH 7,4; Na2HPO4 6,33 µM, NH4Cl 56,09 µM; citrato férrico amónico 0,03 µM; extracto de 

levadura 0,05 % (p/v). Se utilizaron los siguientes compuestos aromáticos: protocatecuato, 4-

hidroxibenzoato, salicilato, gentisato, homogentisato, benzoato, fenilacetato, 4-

hidroxifenilacetato, homoprotocatecuato y catecol a una concentración final de 3 mM; y 

dibenzotiofeno y naftaleno a una concentración final de 0,1 % (p/v). Las disoluciones 

concentradas de los compuestos solubles en agua (gentisato, protocatecuato, 4-

hidroxibenzoato, homogentisato, benzoato, salicilato, catecol y succinato) se prepararon con 

agua milliQ (Millipore) y se esterilizaron por filtración con filtros de celulosa de 0,22 µm de 

tamaño de poro (Nalgene). Las disoluciones concentradas de fenilacetato, 4-

hidroxifenilacetato, naftaleno, dibenzotiofeno y homoprotocatecuato se prepararon con 

acetona y se filtraron con filtros de teflón de 0,22 µm (Millipore). En el caso de los compuestos 

aromáticos disueltos en acetona se añadió la cantidad necesaria a tubos estériles y se evaporó 

el disolvente antes de añadir el medio de cultivo y el inóculo. En todos los casos se realizaron 

cultivos previos de las bacterias en medio MMMb con succinato al 0,5 % (p/v) como fuente de 

carbono, que se incubaron a temperatura ambiente con agitación constante (180 rpm) durante 

72 h. Una vez se alcanzaba la fase exponencial de crecimiento (DO600 0,4ς0,8) se hacía un 

inóculo 1/100 en tubos que contenían medio MMMb y cada uno de los compuestos 
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aromáticos ensayados. También se prepararon controles negativos con medio MMMb y cada 

uno de los compuestos ensayados sin inocularlos con bacterias y tubos con medio MMMb 

inoculados pero sin fuente de carbono añadida. Todos los experimentos se realizaron por 

duplicado. Los cultivos se incubaron 3 semanas a temperatura ambiente y en agitación (180 

rpm) tiempo durante el cual se realizaron medidas de densidad óptica a una longitud de onda 

de 600 nm.  

2.2. Cultivos para el análisis proteómico preliminar de tolerancia a naftaleno y tolueno  

 
Los análisis preliminares de tolerancia a tolueno se realizaron con 9 aislados procedentes de 

aguas de Mallorca (Sulfitobacter mediterraneus 1FIGIMAR09, Sulfitobacter sp. 3SOLIMAR09, 

Loktanella sp. 1ANDIMAR09, Ruegeria sp. 6PALISEP08, Thalassobacter stenotrophicus 

16PALIMAR09 y 1CONIMAR09, Loktanella sp. 5RATIMAR09 y 3ANDIMAR09, 

Pseudophaeobacter sp. 11ANDIMAR09). También se incluyeron las cepas Ruegeria pomeroyi 

DSS-3T y Citreicella aestuarii 357, esta última descrita como degradadora de naftaleno y 

dibenzotiofeno (Suárez-Suárez, 2013). Los análisis preliminares de tolerancia a naftaleno se 

realizaron con Citreicella aestuarii 357 y Sulfitobacter sp. 3SOLIMAR09. No se incluyó la cepa 

DSS-3T porque ya había evidencias previas de que se producían cambios en su proteoma tras la 

exposición a naftaleno (Christie-Oleza et al., 2012). Estos análisis preliminares de cambios en el 

proteoma se realizaron por electroforesis SDS-PAGE (ver apartado 3.1). 

Para el estudio de tolerancia a tolueno se crecieron las bacterias por triplicado en 50 ml de 

caldo marino (MB) (Cultimed) en Erlenmeyers de 100 ml a 30 °C y en agitación (180 rpm) hasta 

alcanzar la fase exponencial (DO600 0,4ς0,8). A continuación los cultivos se dividieron en 

alícuotas de 6 ml en tubos de cristal con tapón de teflón y se hicieron tratamientos con dos 

concentraciones distintas de tolueno (0,1 % y 0,3 % v/v, concentración final). El tolueno fue 

previamente esterilizado mediante filtración con filtros de teflón de 0,22 µm (Millipore). Estas 

concentraciones fueron las utilizadas por Segura y colaboradores (2007) para analizar la 

tolerancia a tolueno de varias cepas marinas. Tras 30 minutos, 1 y 3 h de incubación con 

tolueno se tomaron 3 ml de los cultivos, se recogieron las células por centrifugación a 15.871 x 

g durante 5 minutos usando una centrífuga 5424 R (Eppendorf) y se congelaron a ς20 °C hasta 

su posterior análisis.  

En los tratamientos con naftaleno las bacterias se crecieron por triplicado en 100 ml de MB en 

Erlenmeyers de 300 ml como se ha indicado anteriormente. A continuación, se trasvasaron 30 

ml del cultivo con MB a Erlenmeyers de 100 ml estériles que contenían naftaleno. De esta 

forma, tras el pase de recipiente, cada cultivo con MB tenia una concentración de 0,1 % (p/v) 

de naftaleno. Las células se recogieron tras 30 minutos, 1, 3, 7 y 24 h de exposición al 

naftaleno como se ha mencionado anteriormente.  

2.3. Cultivos para el análisis de tolerancia a tolueno y naftaleno por proteómica masiva 

(shot-gun) 

 
En base a los resultados obtenidos en los perfiles proteicos con SDS-PAGE (ver apartado 3.1) se 

seleccionaron las bacterias Ruegeria pomeroyi DSS-3T, Sulfitobacter sp. 3SOLIMAR09 y 

Citreicella aestuarii 357 para los análisis de tolerancia a naftaleno y tolueno mediante 

proteómica masiva. En ambos casos, se crecieron estas bacterias por duplicado en 120 ml de 



Material y métodos 

32 
 

MB en Erlenmeyers de 300 ml a 30 °C en agitación (180 rpm) hasta alcanzar la fase exponencial 

(DO600 0,4ς0,8). Se mezclaron los dos cultivos, se dividió el volumen en 6 alícuotas de 30 ml en 

botellas de 100 ml con tapón de teflón en el caso del experimento de tolerancia a tolueno y en 

Erlenmeyers de 100 ml en el caso del experimento de tolerancia a naftaleno. A tres de los 

cultivos se les añadió el tratamiento [tolueno 0,3 % (v/v) o naftaleno 0,1 % (p/v)] tal y como se 

ha descrito anteriormente. Se realizaron incubaciones de 3 h en el experimento con tolueno y 

24 h en el experimento con naftaleno. Pasado este tiempo se tomaron muestras de 10 ml de 

cultivo y se recogieron las células por centrifugación a 15.871 x g durante 5 minutos usando 

una centrífuga 5810 R (Eppendorf). Las muestras se congelaron a ς80 °C y se enviaron 

congeladas en hielo seco a la School of Life Sciences de la Universidad de Warwick (Reino 

Unido) para su posterior análisis.  

Durante la incubación con tolueno y naftaleno se determinó la densidad óptica de los cultivos 

y se sembró cada cultivo por estría en agar marino (Cultimed) y en agar Luria Bertani (Conda) 

para determinar su capacidad de crecimiento tras la exposición a los hidrocarburos y la pureza 

de los cultivos. En el caso de R. pomeroyi DSS-3T tras 24 h de exposición a naftaleno también se 

sembraron diluciones de los cultivos en placas de agar marino para determinar el número de 

viables tras la exposición a naftaleno. Todas las placas se incubaron de 72 a 96 h a 30 °C. 

2.4. Cultivos del mutante de R. pomeroyi DSS-3T defectivo para el gen codificante de la 

proteína SPO2567 

 
Se realizaron cultivos líquidos del mutante defectivo para SPO2567, SPO2567ς (ver apartado 5) 

y de R. pomeroyi DSS-3T silvestre (wt) en MB de forma simultánea para determinar posibles 

diferencias en el crecimiento en este medio. Las dos cepas se crecieron por duplicado en 120 

ml de MB en Erlenmeyers de 300 ml a 30 °C en agitación (180 rpm) y se realizaron lecturas de 

su densidad óptica hasta alcanzar la fase estacionaria. También se analizó la viabilidad del 

mutante SPO2567ς en comparación con la cepa de R. pomeroyi DSS-3T silvestre tras exposición 

a naftaleno (0,1 % p/v). Para ello se crecieron las dos cepas por duplicado tal como se detalla 

en el apartado 2.3 durante 48 h. A las 24 y 48 h de incubación se realizaron medidas de 

densidad óptica de los cultivos y se recogieron células por centrifugación como se ha descrito 

anteriormente (3 ml de cultivo). Se determinó la biomasa recogida en cada tubo (peso 

húmedo) y se hicieron recuentos de viables en MB.  

3. Procesamiento de muestras para análisis proteómico 

3.1. Fraccionamiento y electroforesis SDS-PAGE en los experimentos preliminares  

 
Para los análisis de proteómica se realizó un experimento preliminar en el que se utilizó un 

método de baja resolución (SDS-PAGE) para ver cambios en las proteínas expresadas por los 

diferentes aislados tras la exposición a tolueno y naftaleno. El objetivo de estos experimentos 

era seleccionar las bacterias que mostrasen cambios más relevantes para un posterior análisis 

de alta resolución por proteómica masiva. Para simplificar los patrones de proteínas, se 

estudió el proteoma de los aislados en dos fracciones: una fracción enriquecida en proteínas 

citoplasmáticas y una enriquecida en proteínas de membrana. Para obtener las distintas 

fracciones se resuspendieron los precipitados celulares de cultivos realizados como se detalla 

en apartado 2.2 con 1 ml Tris-HCl 50 mM pH 8,0 y se recogieron las células por centrifugación a 
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15.871 x g durante 5 minutos usando una centrífuga 5424 R (Eppendorf). A continuación, se 

resuspendendieron los precipitados en 800 µl Tris-HCl 50 mM pH 8,0 y se sonicaron las células 

durante 2 minutos usando pulsos de ultrasonidos de 5 segundos con intervalos de 10 segundos 

(MSE Soniprep 150). Una vez obtenidos los lisados celulares, se centrifugaron a 3.381 x g 

usando una centrífuga 5424 R (Eppendorf) durante 2 minutos para descartar restos celulares.  

Los sobrenadantes se recogieron en tubos limpios. Finalmente, se centrifugaron estos 

sobrenadantes a 15.871 x g durante 30 minutos usando una centrífuga 5424 R (Eppendorf). Los 

precipitados obtenidos contenían la fracción enriquecida en proteínas de membrana mientras 

los sobrenadantes contenían la fracción enriquecida en proteínas citoplasmáticas. Todas las 

fracciones se conservaron a ς20 °C hasta su procesamiento.  

En el caso del estudio de la fracción enriquecida en proteínas de membrana, se resuspendió 

cada precipitado en 15 µl de H2O milliQ estéril y 15 µl de tampón de carga 2X [0,125 M Tris-

HCl, 4 % SDS (p/v), 20 % glicerol (v/v), 100 mM ditiotreitol (DTT), pH 6.8]. En la fracción 

enriquecida en proteínas citoplasmáticas se mezclaron 15 µl del sobrenadante recogido con 15 

µl de tampón de carga 2X. Se incubaron las muestras a 100 °C durante 5 minutos y se 

centrifugaron a 15.871 x g durante 5 minutos usando una centrífuga 5424 R (Eppendorf). Los 

sobrenadantes se cargaron en geles de SDS-PAGE con una zona de apilamiento al 5 % y una 

zona de resolución al 10 % de acrilamida/bisacrilamida (BioRad). Se utilizó el marcador de peso 

ƳƻƭŜŎǳƭŀǊ tǊŜŎƛǎƛƻƴ tƭǳǎ tǊƻǘŜƛƴϰ 5ǳŀƭ /ƻƭƻǊ {ǘŀƴŘŀǊŘǎ (BioRad). Las electroforesis se 

corrieron a una intensidad de corriente de 10 mA por gel durante aproximadamente 3 h en el 

sistema Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad) con tampón de electroforesis [0,025 M Tris-HCl, 

0,192 M glicina, 0,1 % SDS (p/v) pH 8,3]. Los geles se tiñeron con azul Coomassie [0,125 % (p/v) 

Coomassie Brilliant Blue R250 (Fluka), 45 % metanol (v/v) y 10 % ácido acético (v/v) en agua 

milliQ] overnight (o/n) y se destiñeron mediante varios lavados con decolorante [45 % metanol 

(v/v) y 10 % ácido acético (v/v) en agua destilada] y finalmente en una disolución decolorante 

al 25 % metanol (v/v) y 7 % ácido acético (v/v) en agua destilada.  

En el caso del mutante SPO2567¯de R. pomeroyi DSS-3T, los precipitados celulares se 

resuspendieron en 2 volúmenes (2 µl por cada mg de biomasa, peso húmedo) de tampón de 

carga 2X. Se lisaron las células con 3 ciclos de incubación a 90 °C durante 5 minutos seguidos 

de 5 minutos de sonicación en un baño de ultrasonidos (Selecta P 3000513 Ultrasonic Cleaning 

Bath). Los lisados se cargaron directamente en geles de poliacrilamida como se ha indicado 

anteriormente y se corrieron a 10 mA por gel durante aproximadamente 2 h. 

3.2. Procesamiento de muestras para proteómica masiva 

 
Para el estudio de tolerancia al naftaleno se analizó el proteoma total y la fracción enriquecida 

en proteínas de membrana preparada como se ha descrito anteriormente. En el caso de los 

cultivos tratados con tolueno se analizó solo la fracción enriquecida en proteínas de 

membrana debido a la disponibilidad de tiempo de análisis proteómico en la School of Life 

Sciences de la Universidad de Warwick.  

Todas las fracciones proteicas se resuspendieron en 2 volúmenes (2 µl por cada mg de 

biomasa, peso húmedo) de NuPAGE® LDS Sample Buffer (Invitrogen). Se realizaron 3 ciclos de 

incubación a 95 °C durante 5 minutos seguidos de 5 minutos de sonicación en un baño de 

ultrasonidos (Branson 1210E-MTH Ultrasonic Cleaner) para asegurar la disolución de las 
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fracciones proteicas. Los lisados se cargaron directamente en geles NuPAGE® 10 % Bis-Tris Gel 

(Invitrogen) y se corrieron a 200 V en un equipo Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad) durante 10 

minutos para una migración corta. La electroforesis se realizó usando el tampón NuPAGE® 

MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen). Se tiñeron los geles con Coomassie Blue G-250 

SimplyBlue SafeStainTM (Invitrogen) para observar las bandas en las que se encontraban las 

fracciones proteicas. A continuación, se cortaron las bandas de los genes, y a su vez, cada 

banda fue cortada en fragmentos pequeños que se guardaron a ς20 °C hasta su posterior 

procesado.  

Los fragmentos de gel se descongelaron y se lavaron dos veces durante 20 minutos en 

agitación (600 rpm) con bicarbonato de amonio 50 mM en etanol 50 % (v/v) a 55 °C. A 

continuación se deshidrataron incubándolos en etanol absoluto a 55 °C en agitación (600 rpm) 

durante 5 minutos, repitiendo este proceso varias veces hasta la completa deshidratación. A 

continuación las muestras se prepararon para la digestión proteica con tripsina. En primer 

lugar, para reducir los puentes disulfuro de las cisteínas se añadió una disolución de DTT 10 

mM en bicarbonato de amonio 50 mM a los fragmentos de gel deshidratados y se incubaron 

entre 30 y 45 minutos a 56 °C con agitación (600 rpm). A continuación se alquilaron los 

residuos de cisteína mediante incubación en iodoacetamida 55 mM disuelta en bicarbonato de 

amonio 50 mM durante 20ς30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se lavaron y 

deshidrataron los fragmentos de los geles tal como ya se ha descrito anteriormente y después 

de ello se realizó la digestión de las proteínas añadiendo 100 ng de tripsina (Sigma-Aldrich) 

disuelta en bicarbonato de amonio 50 mM e incubando a 37° C o/n en agitación (600 rpm). La 

digestión se paró añadiendo 5 % (v/v) de ácido fórmico en acetonitrilo 25 % (v/v) y sonicando 

las muestras durante 10 minutos (Fisherbrand FB15062 Ultrasonic Bath) para extraer los 

péptidos digeridos de los fragmentos de gel. Se transfirió el sobrenadante a nuevos tubos y se 

repitió este procedimiento tres veces para poder extraer el mayor número de péptidos de los 

fragmentos del gel. Los sobrenadantes que contenían los péptidos digeridos se secaron 

mediante centrifugación en vacío (miVac Duo Concentrator, GeneVac) durante al menos 5 h a 

40 °C. Los péptidos se conservaron a ς20 °C hasta su posterior análisis.  

Para el análisis por espectrometría de masas se descongelaron los péptidos, se resuspendieron 

en una disolución de acetonitrilo 2,5 % v/v con ácido trifluoroacético 0,05 % v/v, se sonicaron 

en un baño de ultrasonidos (Fisherbrand FB15062 Ultrasonic Bath) durante 30 minutos para 

solubilizar los péptidos y se centrifugaron a 17.000 x g durante 5 minutos (Heraus Fresco 21, 

Thermo Scientific). Se analizaron alícuotas de 20 µl de los sobrenadantes, que contenían los 

péptidos digeridos, mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-

MS/MS) por los técnicos del servicio de proteómica de la School of Life Sciencies de la 

Universidad de Warwick (Reino Unido). Se realizó una cromatografía en fase inversa para 

separar los péptidos antes de su análisis en el espectrómetro de masas utilizando dos 

columnas: una precolumna PepMap µ-precolumn cartridge 30л ҡƳ ƛΦŘΦ Ȅ р ƳƳ р ˃Ƴ млл ) ȅ 

una columna Acclaim PepMap RSLC 75 µm x 25 cm 2 µm 100 Å (Thermo Scientific). Las 

columnas se instalaron en un sistema Ultimate 3000 RSLCnano system (Dionex). Se utilizaron 

dos fases móviles: el tampón de la fase A estaba compuesto por ácido fórmico al 0,1 % v/v en 

agua mientras que el tampón de la fase B estaba compuesto por ácido fórmico al 0,1 % v/v en 

acetonitrilo. Las muestras se cargaron en la precolumna equilibrada en una disolución acuosa 

de acetonitrilo (2 % v/v) que contenía ácido trifluoroacético al 0,1 % (v/v) durante 8 minutos y 
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un flujo de 10 µl/min. A continuación se eluyeron los péptidos en la columna analítica 

utilizando un flujo 300 nl/min incrementando la concentración de la fase B del 3 al 25 % 

durante 90 minutos, a continuación pasando de 25 % a 35 % de B durante 10 minutos, luego se 

incrementó hasta el 90 % de fase B durante 5 minutos y finalmente se reequilibró durante 15 

minutos hasta llegar a un 3 % de fase B. Una vez eluídos los péptidos estos se ionizaron 

[Triversa Nanomate nanospray source (Advion Biosciences)] y se resolvieron en un 

espectrómetro de masas Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-qIT, Thermo Scientific). Las muestras 

de proteoma total se resolvieron durante 2 h mientras las muestras de fraccionamientos se 

analizaron durante 1 hora. 

4. Análisis de los datos de proteómica masiva 

 
La identificación y cuantificación relativa de las proteínas de cada muestra se realizó con el 

programa Progenesis QI for proteomics 2.0 (Nonlinear Dynamics). El software designó uno de 

los espectros de masas de cada experimento como espectro de referencia y el resto de 

espectros de cada experimento se alinearon en referencia a ese espectro. La intensidad de 

todos los picos fue normalizada en base a la intensidad total. A continuación se obtuvo una 

lista de picos de péptidos con sus valores de masa/carga y tiempos de retención. Solo se 

seleccionaron aquellos picos que tuvieran una carga entre +2 y +4 descartando así todos los 

péptidos que no habían sido bien digeridos por la tripsina. Todos los péptidos seleccionados se 

identificaron mediante el programa Mascot versión 2.5.0 (Matrix Science) en base al espectro 

teórico del proteoma de cada microorganismo obtenido a partir de la digestión virtual con 

tripsina de las proteínas anotadas en su genoma. Los péptidos identificados se volvieron a 

importar a Progenesis, se realizó una cuantificación relativa usando todos los péptidos 

identificados con Mascot y se exportaron los resultados para su análisis. A continuación, se 

cribaron los resultados para conservar solo aquellas proteínas de las que al menos se habían 

detectado dos péptidos no redundantes, con un valor de probabilidad ANOVA (p) menor de 

0,05 y que al menos presentaban una variación de abundancia relativa en un factor igual o 

superior a 2x (mayor o menor) entre la condición control y el tratamiento con hidrocarburos. 

Para poder comparar los valores de abundancia relativa para cada proteína se dividió el valor 

de abundancia normalizada que proporcionaba el programa Progenesis entre el tamaño de la 

proteína a la que correspondia cada péptido detectado. Con esta normalización adicional se 

obtuvo el porcentaje de abundancia relativa normalizada de cada péptido en función de la 

longitud de la proteína a la que se había asignado.   

Para poder determinar si se producía una respuesta común de R. pomeroyi DSS-3T, 

Sulfitobacter sp. 3SOLIMAR09 y C. aestuarii 357 a la exposición a naftaleno y tolueno se 

realizaron agrupaciones de las proteínas consideradas como significativas con los criterios 

mencionados anteriormente. Estas agrupaciones se realizaron con CD-HIT (Huang et al., 2010) 

en base a la identidad de secuencia, generando así agrupaciones de proteínas que al menos 

presentaran un 50 % de identidad en al menos el 50 % de su secuencia. Una vez agrupadas las 

proteínas se construyó una matriz con la suma de las abundancias relativas normalizadas de 

cada grupo de proteínas en cada condición. Se realizó un análisis de componentes principales 

(PCA) utilizando el programa PAST v. 3.08 (Hammer et al., 2001) para comparar globalmente 

los proteomas y determinar grupos de proteínas que diferenciaban la respuesta a naftaleno o 

tolueno de los 3 organismos estudiados de las condiciones control.   
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Por otra parte, todas las proteínas consideradas estadísticamente significativas en cada 

experimento se clasificaron en categorías funcionales usando el servidor de anotación 

automático BlastKOALA de KEGG (Kanehisa et al., 2016b). Se compararon las abundancias 

relativas normalizadas de las proteínas de cada categoría para determinar la respuesta 

funcional al naftaleno o tolueno. Además de estudiar los cambios funcionales que se daban en 

los proteomas de los tres organismos tras la exposición a naftaleno también se estudiaron en 

detalle las proteínas individuales que formaban parte de la respuesta de cada microorganismo 

a la exposición a naftaleno. Para poder entender la función de cada una de las proteínas 

detectadas que habían pasado los criterios de cribado se utilizó la asignación funcional de 

KEGG (Kanehisa et al., 2016a). En el caso de todas aquellas proteínas que no pudieron ser 

asignadas funcionalmente por KEGG o bien habían sido asignadas a categorías generales, se 

realizó una búsqueda manual de la función de estas proteínas en base a a su anotación en los 

genomas.  

5. Generación de un mutante de R. pomeroyi DSS-3T defectivo para el gen codificante 

de la proteína SPO2567 

 
Christie-Oleza y colaboradores (2012) propusieron que la proteína SPO2567 de R. pomeroyi 

DSS-3T podía estar relacionada con la estabilización de la membrana tras la exposición a 

naftaleno, diésel y elevadas temperaturas. Para estudiar el posible papel de esta proteína se 

generó un mutante defectivo para el gen codificante de esta proteína mediante el método 

Gibson (Gibson et al., 2009).  

 

Figura M1. Esquema del fragmento de cromosoma de R. pomeroyi DSS-3
T
 que contiene el gen codificante para la 

proteína SPO2567. Se muestran también los fragmentos PRE y POST usados en la clonación y la posición donde 
hibridan los diferentes cebadores, indicados con flechas.  

La clonación se realizó en el vector pk18SmobSacB (Schäfer et al., 1994), portador de un casete 

de resistencia a kanamicina (Km). Para generar el mutante defectivo en SPO2567 de R. 

pomeroyi DSS-3T se amplificaron por PCR dos fragmentos de aproximadamente 700 pb 

corriente arriba (fragmento PRE) y corriente abajo del gen de interés (fragmento POST), que 

solapaban 5 pb con el principio y 44 pb con el final del gen SPO2567 (ver figura M1). Se 

amplificó también un gen de resistencia a gentamicina (Gm) del plásmido p34S-Gm (Dennis y 

Zylstra, 1998) para posteriormente poder seleccionar el mutante. En cuanto a los cebadores 

necesarios para la construcción del mutante (tabla M4), estos se diseñaron con la herramienta 

NEBuilder Assembly Tool de New England BioLabs (http://nebuilder.neb.com). 
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Tabla M4. Cebadores utilizados para la construcción del mutante SPO2567
ς
 de R. pomeroyi DSS-3

T
. 

Cebador 
Tm 
(°C) 

mol % 
G+C 

{ŜŎǳŜƴŎƛŀ рΩĄ оΩ 

PRE F 88,2 49,0 TTTCACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCGTCGTCAGAGCTGTTGGGC 

PRE R 77,9 41,0 AACAGTTTTTATGCAGGTCATTTTGGGTCTCCAGATCAG 

Gm F 76,5 34,0 AGACCCAAAATGACCTGCATAAAAACTGTTGTAATTCATTAAGC 

Gm R 87,2 57,1 CTTGCTGCTGCGCTCGGCGGCGTTGTGACAATTTA 

POST F 93,0 68,5 TGTCACAACGCCGCCGAGCGCAGCAGGCAAGGGTCG 

POST R 92,8 66,0 ACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGTTCCGCTCCATCCTGCCCGC 

Check F 69,5 65,0 GGGTTCAGTGCTGACCTCGC 

Check R 81,8 75,0 AGGCGCGGCAATCGGCGCAG 

pk18 F 40,0 50,0 GTTGTGTGGAATTGTGAGCG 

pk18 R 42,0 58,0 AGTGCCAAGCTTGCATGCC 

 

Los fragmentos PRE, POST y Gm se amplificaron en tres reacciones de PCR independientes. Las 

reacciones de PCR contenían: MyTaqTM Mix (Bioline) y los correspondientes cebadores forward 

y reverse (ver tabla M4) a una concentración de 0,4 µM. El ciclo de PCR usado fue: 95 °C 1 min, 

seguido de 2 ciclos a 95 °C 15 s, 58 °C 15 s, 72 °C 1 min, y a continuación 30 ciclos a 95 °C 15 s, 

70 °C 15 s y 72 °C 1 min. Finalmente se realizó una extensión durante 3 min a 72 °C. Para 

comprobar que los fragmentos amplificados se correspondían con los tamaños esperados 

estos se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % p/v (Hi-Res Standard 

agarose, Geneflow) a 100 V en tampón TBE 1X (concentración final Tris 0,1M, ácido bórico 

0,1M y 0,002M de Na2EDTA en agua destilada) usando el marcador 1 kb DNA Ladder (New 

England Biolabs) como referencia. Los productos de PCR se purificaron con el QIAquick PCR 

Purification Kit (Qiagen) y se determinó la concentración de ADN con un espectrofotómetro 

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). A continuación se siguió el protocolo NEBuilder HiFi DNA 

Assembly Reaction (New England Biolabs) para una realizar una construcción con 4 fragmentos 

de ADN: el plásmido pk18SmobSacB (Schäfer et al., 1994), los fragmentos PRE y POST, y el gen 

de resistencia a gentamicina, que se insertaría entre los fragmentos PRE y POST. Esta 

construcción se denominó pk18mobSacB-PRE-Gm-POST y se clonó en células competentes 

NEB® 5-alpha competent Escherichia coli cells (New England BioLabs) mediante choque 

térmico siguiendo las especificaciones del fabricante. La selección de los transformantes que 

habían adquirido el plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST se realizó en placas de agar Luria 

Bertani (LB) (Sigma) con gentamicina (concentración final en placa de 0,01 mg/ml) y 

kanamicina (concentración final en placa de 0,05 mg/ml). Además se comprobó que los 

transformantes tuvieran el plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST amplificando por PCR con 

los cebadores PRE F y POST R (figura M1 y tabla M4). La reacción de PCR se realizó como se ha 

descrito anteriormente. El programa de PCR utilizado fue: 95 °C 1 min; 30 ciclos de 95 °C 15 s, 

70 °C 15 s, 72 °C 2 min, seguido de una extensión final de 3 min a 72 °C.   

Una vez comprobado que los clones de E. coli tenían la construcción correcta se purificó el 

plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST con el kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) y se 

transfirió por transformación a células competentes de E. coli S17 ˂ pir (Simon et al., 1983). Las 

células competentes se prepararon a partir del inóculo de una colonia en 30 ml de medio SOB 

(triptona 20 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 mM, KCl 6,7 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 

mM) en un Erlenmeyer de 250 ml incubado o/n a 30 °C en agitación (180 rpm). A continuación, 
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se añadieron 8 ml de este cultivo a un Erlenmeyer de 2 l que contenía 200 ml de medio SOB y 

se incubó a 30 °C en agitación (180 rpm) hasta alcanzar una DO600 de 0,3. Se dividió el cultivo 

en 4 tubos estériles de 50 ml y se incubaron en hielo durante 15 minutos. Se centrifugaron los 

tubos a 3.000 x g durante 15 minutos a 4 °C en una centrífuga 5810 R (Eppendorf) y se eliminó 

el sobrenadante. Se resuspendió el precipitado de cada tubo en 16 ml del tampón de 

transformación 1 (RbCl 100 mM, MnCl2 x 4H2O 60 mM, KCH3CO2 30 mM, CaCl2 x 2H2O 10,2 

mM, glicerol 150 ml/l) que se encontraba refrigerado, se agitó de forma suave cada tubo y se 

incubaron en hielo durante 15 minutos. Se volvieron a centrifugar los tubos a 3.000 x g 

durante 15 minutos a 4 °C en una centrífuga 5810 R (Eppendorf), se eliminó el sobrenadante y 

se resuspendió el precipitado en 4 ml del tampón de transformación 2 (RbCl 10 mM, MOPS 10 

mM, CaCl2 x 2H2O 74,8 mM, glicerol 150 ml/l) el cual también se encontraba refrigerado y 

finalmente las alícuotas se guardaron a ς80 °C. 

La transferencia del plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST a las células competentes E. coli 

{мт ˂pir se llevó a cabo siguiendo un protocolo de transformación por choque térmico. Para 

ello, se descongeló una alícuota con 300 µl de células competentes de E. coli {мт ˂pir en hielo y 

se añadieron 2 µl del plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST purificado. Tras 40 minutos de 

incubación las células se expusieron a un choque térmico de 42 °C durante 45 segundos y se 

incubaron en hielo durante 20 minutos. A continuación, se añadió 1 ml de caldo LB y se 

incubaron las células a 30 °C en agitación (180 rpm) durante una hora. Los transformantes se 

seleccionaron en placas de agar LB con gentamicina (concentración final en placa de 0,01 

mg/ml) y kanamicina (concentración final en placa de 0,05 mg/ml) que se incubaron a 30 °C 

o/n. Se seleccionaron 6 colonias de transformantes y se comprobó por PCR que hubieran 

adquirido el plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST, para lo cual se utilizaron los cebadores 

pk18F y pK18R (ver tabla M4). Los cebadores pk18F y pK18R hibridan con dos zonas del 

plásmido pk18mobSacB, y por tanto, solo hibridan en los transformantes, que son los que han 

incorporado el plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST. Las condiciones de reacción fueron las 

mencionadas anteriormente y el ciclo de amplificación fue: 95 °C 3 min; 30 ciclos de 95 °C 30 s, 

60 °C 30 s y 72 °C 1 min, con una extensión final de 5 min a 72 °C. Para confirmar que el 

plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST se encontrase en las células de E. coli {мт ˂pir se purificó 

el plásmido con el kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) y se secuenció por el método Sanger 

en los servicios de secuenciación de la Universidad de Warwick. 

Finalmente, se transfirió el plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST por conjugación desde la 

cepa E. coli {мт ˂pir a R. pomeroyi DSS-3T. La cepa receptora Ruegeria pomeroyi DSS-3T se creció 

en MB (Difco) a 30 °C durante 2 días, mientras que la cepa donadora E. coli {мт˂pir con el 

plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST se creció en caldo LB a 30 °C o/n. Una vez crecidos los 

dos cultivos se mezclaron 5 ml del cultivo de la cepa donadora con 10 ml del cultivo de la cepa 

receptora en un tubo de 50 ml estéril y se centrifugó a 3.220 x g durante 15 minutos en una 

centrífuga 5810 R (Eppendorf). Se descartó el sobrenadante por decantación, y se resuspendió 

el precipitado de células con el residuo de sobrenadante que quedaba en el tubo 

(aproximadamente 1 ml). Se depositaron las células en el centro de una placa de agar marino 

(MA), se dejó secar la placa y se incubó o/n a 30 °C. El siguiente día se recogieron las células 

del centro de la placa con un asa de siembra, se resuspendieron en 320 µl de medio mineral 

marino (MMM) (Lanfranconi et al., 2010) y se sembraron varios volúmenes de muestra en 

placas de MMM con succinato al 0,5 % (p/v) como fuente de carbono y Gm (concentración 



Material y métodos 

39 
 

final en placa de 0,01 mg/ml). Las placas se incubaron a 30 °C durante 4 días. Se seleccionaron 

50 colonias crecidas en estas placas y se sembraron en MA con Gm (concentración final en 

placa de 0,01 mg/ml) o con Km (concentración final en placa de 0,05 mg/ml), incubándose a 30 

°C durante 3 días. En las placas de agar marino con Gm podía crecer tanto el mutante de R. 

pomeroyi DSS-3T como la cepa donadora mientras que en las placas con Km solo podía crecer 

la cepa donadora E. coli {мт˂pir con el plásmido pk18mobSacB-PRE-Gm-POST. Por ello 

seleccionamos todas aquellas colonias que crecían con Gm pero no con Km. Para comprobar 

estos mutantes se amplificó por PCR con los cebadores Check F y Check R (tabla 3.1) la región 

donde se había realizado la mutación. Las condiciones de reacción fueron las descritas 

anteriormente. El ciclo de PCR usado fue: 95 °C 3 min; 30 ciclos de 95 °C 30 s, 64 °C 30 s y 72 °C 

3 min, con una extensión final de 5 min a 72 °C. Se comprobó mediante electroforesis en gel 

de agarosa (1 % p/v en TBE) que el tamaño del fragmento amplificado en los mutantes de R. 

pomeroyi DSS-3T se correspondiese con el esperado, que debería ser de 2.381 pb. Finalmente, 

se secuenció por el método de Sanger el producto de PCR obtenido con los cebadores Check F 

y Check R para confirmar que se hubiera conseguido generar un mutante de R. pomeroyi DSS-

3T defectivo para el gen codificante de la proteína SPO2567. 

6. Análisis in silico de las características de la proteína SPO2567 

 
En primer lugar se determinó la existencia de homólogos de la proteína SPO2567 utilizando la 

herramienta de identificación y anotación de dominios Simple Modular Architecture Research 

Tool (SMART) que se basó en la búsqueda de homólogos de 1.200 dominios de proteínas 

curados manualmente en una base de datos de 33 millones de proteínas (Schultz et al., 1998; 

Letunic et al., 2015). A continuación se realizó una filogenia de la proteína SPO2567 y todas las 

proteínas homólogas halladas por SMART. Para ello, se alinearon las secuencias de proteínas 

utilizando el programa Clustal X (Thompson et al., 1997), se cargó el alineamiento en el 

programa Gblocks (Castresana, 2000) para eliminar las regiones poco conservadas y se utilizó 

tanto el alineamiento crudo como el pasado por Gblocks para realizar dos filogenias por el 

método de parsimonia (Eck y Dayhoff, 1966) utilizando el paquete PHYLYP (Felsestein, 1989). 

A continuación, se realizó una predicción de estructura de la proteína SPO2567 con el 

programa de predicción de estructuras Phyre2 (Kelley et al., 2015). También se analizaron las 

posibles interacciones de la proteína SPO2567 con otras proteínas, utilizando la herramienta 

Search Tool for Recurring Instances of Neighbouring Genes, STRING v.10 (Szklarczyk et al., 

2015, von Mering et al., 2003) que permite conocer las asociaciones funcionales directas e 

indirectas que presentan las proteínas de 2.031 organismos. Con esta herramienta se pudo 

establecer el tipo de relación que tenía SPO2567 con el resto de proteínas de R. pomeroyi DSS-

3T, el grado de confianza de esta interacción y si esta interacción también se encontraba 

conservada en otros microorganismos. Entre las proteínas que resultaron estar relacionadas 

con SPO2567 se detectaron varias proteínas de función desconocida cuya identificación se 

intentó refinar mediante el uso de la herramienta Conserved Domain Search del NCBI 

(Marchler-Bauer et al., 2015). 
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7. Generación de metagenomas de muestras marinas  

7.1. Toma de muestras  

 
Se realizaron cuatro muestreos, uno en abril de 2013, uno en de marzo 2014 y dos en abril de 

2014. Para todos ellos se recogieron muestras de agua de la bahía Cala Penyes Rotges (Calvià, 

aŀƭƭƻǊŎŀύ ŀ ǳƴŀ ŘƛǎǘŀƴŎƛŀ ŀǇǊƻȄƛƳŀŘŀ ŘŜ м ƪƳ ŘŜ ƭŀ Ŏƻǎǘŀ όофϲнфΩлрέ bΣ нϲнуΩмсέ 9ύΦ 9ǎǘǳŘƛƻǎ 

previos habían mostrado que las comunidades microbianas en esta zona, considerada control, 

tienen la composición típica de aguas costeras oligotróficas (Nogales et al., 2007; Aguiló-

Ferretjans et al., 2008). En el muestreo de marzo de 2014 también se recogieron muestras de 

agua desde los pantalanes del interior del puerto deportivo de Port Adriŀƴƻ όофϲнфΩнмέ bΣ 

нϲнуΩппέ 9ύΦ 9ƴ Ŝƭ ƳǳŜǎǘǊŜƻ ŘŜ ƳŀǊȊƻ ŘŜ нлмп ǎŜ ǊŜŎƻƎƛŜǊƻƴ ŀƭǊŜŘŜŘƻǊ ŘŜ млл ƭ ŘŜ ŀƎǳŀ ŘŜ 

puerto y 100 l de agua superficial de la zona control para realizar estudios de metagenómica 

de las comunidades microbianas. En los muestreos de abril 2013 y 2014 se recogieron 

alrededor de 200 l de agua superficial de la zona control para realizar experimentos de 

microcosmos en el laboratorio. Todas las muestras se tomaron tras al menos tres días de mar 

en calma y con ausencia de precipitaciones. En todos los casos las muestras se tomaron de la 

superficie (aproximadamente en los 5 cm superiores) con garrafas de plástico previamente 

lavadas con HCl 0,1 N y agua destilada. Las muestras de agua fueron trasladadas de inmediato 

al laboratorio para su procesamiento.  

En todos los muestreos se determinó la temperatura in situ del agua y la salinidad y 

conductividad con CyberScan COND 610 (Eutech Instruments). Para determinar la 

concentración de clorofilas de las aguas muestreadas se filtraron 4 l de agua a través de filtros 

GF/F (Whatman) para recoger la biomasa y se guardaron a ς20°C hasta su extracción. La 

extracción se realizó con una solución del 90 % acetona (v/v) en una disolución de MgCO3 

saturada. Se realizó la determinación de las clorofilas mediante espectofotometría en base al 

método tricromático de Jeffery y Humphrey (1975). 

7.2. Experimentos de microcosmos 

7.2.1. Preparación de los microcosmos 

 
La preparación de microcosmos se realizó en base a los experimentos descritos por Lanfanconi 

y colaboradores (2010). Los microcosmos se prepararon en dos años sucesivos, en abril de 

2013 y 2014. En el año 2014 se hicieron dos experimentos independientes de forma sucesiva, 

con muestras tomadas en un intervalo de 4 días. En los tres experimentos realizados se 

prepararon cuatro recipientes de plástico con 44 l de agua de la zona control cubiertos con 

tapas de metacrilato y oxigenados mediante bombas de acuario (Ehem Air pump 400) que 

expulsaban aire filtrado (filtro de jeringa de 0,2 µm, Nalgene). Los microcosmos se incubaron 

con luz natural y a una temperatura de 17° C, similar a la temperatura ambiental en el 

momento de recogida de las muestras (entre 15ς17° C). Se dejaron estabilizar los microcosmos 

durante 2 h y se recogió la primera muestra (t0). A continuación se aplicó el tratamiento a cada 

microcosmos: se utilizaron dos de ellos como controles (sin aditivos) y se añadieron 30 mg/l de 

diésel y 7,89 mg/l de NaNO3 en los otros dos recipientes. Para compensar las posibles pérdidas 

de diésel en los microcosmos tratados, ya fuera por evaporación o por adsorción a las paredes 

de los recipientes, cada día se añadieron 10 mg/l de diésel y 2,63 mg/l de NaNO3 siguiendo el 
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protocolo descrito por Lanfanconi y colaboradores (2010) y Piña-Villalonga (2012). Teniendo 

en cuenta la información previa sobre la dinámica de comunidades en este tipo de 

experimentos (Lanfranconi et al., 2010) los microcosmos se incubaron un máximo de 67 h. A 

las 24, 42 y 64 h de incubación de los microcosmos (67 h en el caso de los experimentos de 

2013) se tomaron muestras para hacer un seguimiento rápido de los cambios en las 

comunidades microbianas mediante polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción 

terminales (T-RFLP) de amplificados de 16S ADNr y recuentos de procariotas por DAPI y FISH 

(hibridación in situ con sondas fluorescentes).  

7.2.2. Análisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción terminales (T-RFLP) 

 
Se recogieron muestras de 2 l en los tiempos indicados en el apartado anterior. El procotolo 

para recoger las células por filtración y para la extracción de ácidos nucleicos se describe a 

continuación en el apartado 7.3. Se analizó la diversidad bacteriana en las muestras de cada 

microcosmos mediante la amplificación por PCR de 16S ADNr con los cebadores universales 

27F (Lane, 1991) y 1389R (Osborn et al., нлллύ ƳŀǊŎŀŘƻǎ Ŝƴ ǎǳ ŜȄǘǊŜƳƻ рΩ Ŏƻƴ ƭƻǎ 

fluorocromos 6-FAM y HEX, respectivamente. Para ello se siguieron protocolos descritos 

previamente (Nogales et al., 2007, Piña-Villalonga, 2012). Los fragmentos amplificados se 

digirieron separadamente con las enzimas de restricción AluI y HhaI (New England Biolabs) tal 

como se ha descrito (Piña-Villalonga, 2012). La separación electroforética de los fragmentos se 

realizó en un analizador genético ABI 3130 (Applied Biosystems) en los Servicios Científico-

Técnicos de la UIB. El análisis de los perfiles electroforéticos se realizó como se describe en 

Piña-Villalonga (2012). 

7.2.3. Recuento de procariotas totales e hibridación in situ con sondas fluorescentes (FISH) 

 
En cada muestreo se tomaron 50 ml de agua, se fijaron con formaldehído al 4 % (v/v) y se 

conservaron a 4 °C durante un tiempo máximo de 16 h. A continuación se filtraron usando 

filtros de policarbonato con un tamaño de poro de 0,2 µm de diámetro (Millipore) y estos 

filtros se lavaron dos veces con tampón fosfato salino (PBS) (Sambrook et al., 2001). Se 

ǊŜŀƭƛȊŀǊƻƴ ǊŜŎǳŜƴǘƻǎ ŘŜ ǇǊƻŎŀǊƛƻǘŀǎ ǘƻǘŀƭŜǎ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ǘƛƴŎƛƽƴ Ŏƻƴ 5!tL όпΩΣсΩ-diamidino-2-

fenilindol) en un microscopio de epifluorescencia Axiophot (Zeiss). También se cuantificó la 

abundancia de determinados grupos bacterianos mediante FISH con sondas específicas 

marcadas con el fluorocromo Cy3 (Interactiva Biotechnologie y Thermo Scientific). En concreto 

se usaron las sondas EUB338 IςIII para determinar la presencia de Bacteria (Amann et al., 

1990; Daims et al., 1999), la sonda ROS537 (Eilers et al., 2001) para miembros del linaje 

Roseobacter, y la sonda Gam42a (Manz et al., 1992) para Gammaproteobacteria (esta última 

utilizada con competidor). La tinción de DAPI y las hibridaciones se realizaron siguiendo el 

método descrito por Glöckner y colaboradores (1996). Por cada muestra se contó un mínimo 

de 500 células teñidas con DAPI.  

7.2.4. Análisis de limitación de nitrógeno en las aguas de los microcosmos 

 
Dado que los tres muestreos en los que se realizaron experimentos de microcosmos se 

trataron con diésel y nitrógeno, se analizó si se producía un incremento en el número de 

procariotas totales tras la adición de nitrógeno en un tiempo corto de incubación. Para ello se 
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prepararon 4 botellas estériles con 400 ml de agua, dos de las cuales se suplementaron con 

NaNO3 a una concentración final de 16 µM y las otras dos se dejaron como controles. Se 

incubaron las botellas durante 24 h en las mismas condiciones que los microcosmos y se 

tomaron muestras para realizar tinciones DAPI con las que poder hacer un recuento de 

procariotas totales como se ha descrito en el apartado anterior. 

7.3. Extracción de ácidos nucleicos totales para generar metagenomas 

 
Para generar los metagenomas de muestras ambientales se filtraron 100 l de agua de la zona 

control y del puerto a través de filtros de membrana de fluoruro de polivinilideno con un 

tamaño de poro de 5 µm (Millipore) para eliminar los organismos eucariotas y las partículas 

presentes en las muestras. A continuación, se filtraron las muestras por filtros de membrana 

de fluoruro de polivinilideno con un tamaño de poro de 0,22 µm (Millipore) cambiando los 

filtros cada 2 l de agua filtrada. Los filtros se congelaron a ς80° C hasta la extracción de los 

ácidos nucleicos.  

En el caso de las muestras de microcosmos se siguió el mismo procedimiento pero el volumen 

total filtrado de cada muestra fueron los 44 l de cada recipiente. Para la preparación de las 

muestras en el experimento realizado en abril de 2013 se procesaron dos microcosmos (un 

control y un tratamiento) tras 42 h de incubación y los dos restantes tras 67 h de incubación, 

con el fin de obtener 4 metagenomas que proporcionaran información sobre variación 

temporal de comunidades. En los dos experimentos realizados en abril de 2014 se procesaron 

todos los microcosmos tras 64 h de incubación. Tras el análisis de diversidad mediante T-RFLP 

se determinó que en el primer experimento (M1) había mayores diferencias entre los 

microcosmos control y los tratados. Por esta razón se utilizaron únicamente las muestras del 

experimento M1 para generar metagenomas.  

Para la extracción de los ácidos nucleicos de cada filtro se siguió el protocolo descrito por 

Nogales y colaboradores (2007) el cual fue modificado añadiendo 0,05 % (v/v) de RNase 

CocktailTM Enzyme Mix (Ambion, Life Technologies) en el mismo paso en el que se añadía 

lisozima. Además de comprobar la extracción de los ácidos nucleicos mediante electroforesis 

en gel de agarosa al 1 % p/v en tampón TAE (Sambrook et al., 2001) y su tinción con bromuro 

de etidio (0,5 µg/ml) se cuantificaron los extractos con un espectofotómetro Nanodrop 2000c 

(Thermo Scientific). Se extrajeron ácidos nucleicos de tantos filtros por muestra como fue 

necesario para conseguir una concentración de ácidos nucleicos en el rango recomendado por 

la empresa que realizó la secuenciación (Macrogen, Corea). En el caso de los metagenomas 

generados a partir de los microcosmos de 2014, se decidió utilizar muestras de ADN 

compuestas de los dos microcosmos control y tratados de M1, de manera que se generaron 

únicamente dos metagenomas mezclando los ácidos nucleicos extraídos de los dos 

microcosmos réplica de cada condición. Las secuencias de los metagenomas se generaron con 

la tecnología Illumina HiSeq2000 (lecturas pareadas 250ς300 pb) a partir de librerías 

preparadas con el kit TruSeq Nano DNA library preparation (Illumina Inc.) en la empresa 

Macrogen (Corea).  
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8. Análisis de los metagenomas 

 
Una vez obtenidas las lecturas crudas de cada metagenoma se realizó una selección de 

lecturas de calidad utilizando el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Con este paso se 

eliminaron los adaptadores usados para la generación de las librerías, las lecturas que tuvieran 

una longitud inferior a 90 pb (parámetro MINLEN:90), un índice de  calidad Q medio para toda 

la lectura inferior a 20 (AVGQUAL:20), aquellas cuyo límite de índice de calidad Q medio para 

una ventana de 4 nucleótidos cayera por debajo de 20 (SLIDINGWINDOW:4:20), y aquellas 

cuyo último nucleótido tuviesen también un índice de calidad inferior a 20 (TRAILING:20). La 

calidad global de las lecturas que habían pasado la criba de Trimmomatic se analizó con el 

programa fastQC (Andrews, 2010). Todas las lecturas conservadas para el análisis tenían 

valores de Ŧŀǎǘv/ Ŝƴ Ŝƭ ǊŀƴƎƻ ŘŜ ŎŀƭƛŘŀŘ ōǳŜƴƻ όv җ 28) o razonable (Q entre 20 y 28). 

A continuación se siguieron varias estrategias para analizar las diferencias taxonómicas y 

funcionales existentes entre las comunidades de aguas no contaminadas (zona control y 

microcosmos no tratados) y aguas contaminadas (agua del puerto y de microcosmos tratados). 

En primer lugar se analizaron las lecturas con el servidor de análisis de metagenomas MG-RAST 

(Meyer et al., 2008). Se analizaron las dos conjuntos de lecturas pareadas (R1 y R2), el 

conjunto de lecturas desapareadas (R3) y además se realizó un análisis conjunto de todas las 

lecturas pareadas de cada metagenoma mediante la opción Join paired ends que permitió unir 

todas las lecturas pareadas en un mismo conjunto de datos y reducir el número de lecturas del 

análisis. Estas fueron las lecturas que se analizaron en profundidad para la asignación 

taxonómica y funcional. En primer lugar se evaluó si el esfuerzo de muestreo había sido 

suficiente mediante curvas de rarefacción. A continuación, se determinaron las categorías 

taxonómicas presentes en cada metagenoma utilizando la base de datos de RefSeq (Pruitt et 

al., 2007) que es una base de datos de nucleótidos y proteínas curada y no redundante que 

representa una elevada diversidad taxonómica. También se recuperaron las secuencias de 16S 

ADNr de bacterias, arqueas y eucariotas detectadas con MG-RAST y se analizaron con SILVAngs 

(Pruesse et al., 2007) para determinar los grupos taxonómicos presentes en cada 

metagenoma. Se obtuvo así una segunda clasificación taxonómica que pudiera completar a la 

obtenida por MG-RAST. Se calcularon los índices de diversidad de Shannon (H) y la 

equitabilidad (J) de la asignación taxonómica realizada con MG-RAST para cada metagenoma 

con el programa PAST v. 3.08 (Hammer et al., 2001). La asignación funcional de las lecturas de 

cada metagenoma se realizó en base a las bases de datos de COG (Tatusov et al., 2000), 

basada en la agrupación de proteínas ortólogas; NOG (Jensen et al., 2008), basada en grupos 

de proteínas ortólogas no supervisados; KO (Kanehisa et al., 2016a), basada en la base de 

datos de proteínas ortólogas de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Ogata et 

al., 1999); y de subsistemas SEED (Overbeek et al., 2005; 2014), basada en las agrupaciones de 

proteínas relacionadas funcionalmente. El criterio de identidad de secuencia seguido tanto en 

el análisis taxonómico como en el funcional fue que los fragmentos de ADN de los 

metagenomas presentaran al menos un 30 % de identidad en al menos un fragmento de 45 

nucleótidos con la proteína/gen modelo y con un E-value menor de 10-5. Además se analizaron 

las lecturas de cada metagenoma con la base de datos AromaDeg (Duarte et al., 2014) para 

completar el análisis funcional de los genes involucrados en el catabolismo de compuestos 

aromáticos. En concreto se analizaron los dos conjuntos de lecturas pareadas (R1 y R2) por 



Material y métodos 

44 
 

separado realizando una comparación de las lecturas de cada metagenoma contra la base de 

datos de AromaDeg con el programa BLASTx (Altschul et al., 1997). El criterio de identidad de 

secuencia seguido fue de al menos un 30 % de identidad en al menos un fragmento de 45 

aminoácidos con la proteína modelo de AromaDeg y con un E-value menor de 10-5. Como los 

resultados que se obtenían para las lecturas R1 y R2 de cada metagenoma eran similares se 

usó la anotación obtenida con lecturas R1 de cada metagenoma para analizar la diversidad de 

proteínas relacionadas con la degradación de compuestos aromáticos de cada metagenoma. 

Además, para estudiar la variabilidad en la presencia de genes para enzimas implicadas en la 

degradación de compuestos aromáticos se realizaron análisis de componentes principales 

(PCA) usando el programa PAST v. 3.08 (Hammer et al., 2001) a partir de los resultados de 

AromaDeg (Duarte et al., 2014).  

Finalmente, la última aproximación seguida en este trabajo fue realizar ensamblajes de las 

lecturas de los metagenomas con el fin de obtener fragmentos de secuencia más largos. Se 

ensamblaron las lecturas con el programa MetaVelvet (Namiki et al., 2012) usando distintos k-

mers (51, 57, 61, 67, 71, 77, 81, 87 y 91) y se determinó el mejor ensamblaje en base al 

número de contigs obtenidos, su longitud, valor N50 y la profundidad de su cobertura media 

(Miller et al., 2010). A continuación, se analizaron los contigs de cada metagenoma con la base 

de datos de AromaDeg (Duarte et al., 2014) para poder analizar el potencial para el 

catabolismo de compuestos aromáticos y para saber si estos genes se organizaban o no en 

estructuras supragénicas. El criterio de identidad de secuencia seguido también fue de al 

menos un 30 % de identidad en al menos un fragmento de 45 aminoácidos con la proteína 

modelo de AromaDeg y con un E-value menor de 10-5. 
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El objetivo principal de esta parte de la tesis era estudiar el potencial para el catabolismo de 

compuestos aromáticos en los miembros del linaje Roseobacter utilizando la información 

disponible en genomas de estos microoganismos. Hasta la realización de esta tesis el estudio 

más exhaustivo sobre la capacidad para degradar compuestos aromáticos en los miembros del 

linaje Roseobacter era el estudio de Newton y colaboradores (2010) basado en la búsqueda de 

la enzima principal de seis vías centrales para la degradación de compuestos aromáticos (rama 

del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato, benzoil-CoA, gentisato, fenilacetil-CoA, 

homoprotocatecuato y homogentisato) en 32 genomas de Roseobacter. En la presente tesis se 

ha realizado una aproximación más detallada, puesto que no solo se ha detectado la presencia 

de genes para las enzimas principales de las seis vías citadas anteriormente en un número 

mayor de genomas, sino que se ha ampliado tanto el número de genes analizados como el 

número de rutas estudiadas. Así, se ha determinado la presencia y organización de 166 genes 

involucrados en las 6 vías centrales anteriormente citadas así como en la rama del catecol de la 

vía del beta-cetoadipato, la degradación por rotura meta del anillo aromático del 

protocatecuato y el catecol, y en las vías periféricas que convergen en estas rutas centrales. El 

estudio se ha realizado en 61 genomas del linaje Roseobacter. La presencia de estos 166 genes 

se ha determinado mediante análisis de identidad de secuencia de las proteínas codificadas 

por estos genes (ver apartado 1 material y métodos). Al ampliar el estudio de las rutas 

centrales estudiadas por Newton y colaboradores (2010) y añadir el estudio de las rutas 

periféricas que convergen en las rutas centrales se ha obtenido una visión más amplia del 

espectro de compuestos aromáticos que podrían ser degradados por los miembros del linaje 

Roseobacter. Además, el estudio de los genes para todos los pasos intermedios de las rutas de 

degradación de los compuestos aromáticos hasta la formación de intermediarios del ciclo de 

Krebs permite postular con más fiabilidad el potencial para degradar compuestos aromáticos 

en los genomas estudiados. Cabe destacar que en esta tesis también se ha analizado la 

capacidad de varios aislados para crecer a expensas de los compuestos aromáticos estudiados 

como única fuente de carbono y energía (ver apartado 9). Por todo ello, esta tesis presenta el 

estudio más detallado del potencial catabólico de compuestos aromáticos realizado en un 

mayor número de genomas del linaje Roseobacter descrito hasta la fecha.  

1. Genes para la degradación de compuestos aromáticos en genomas del linaje 

Roseobacter  

 
Tal y como puede observarse en la tabla M1 la mayor parte de los 166 genes estudiados (ver 

detalles en la tabla suplementaria S1.2) codificaban para proteínas implicadas en las vías 

catabólicas centrales y periféricas. Pero también se estudiaron genes codificantes para 

proteínas involucradas en la regulación de estas rutas, para transportadores de compuestos 

aromáticos y para varias proteínas cuya función no siempre está clara pero cuyos genes 

codificantes suelen estar conservados junto a los genes codificantes para las proteínas 

catabólicas estudiadas.  

En primer lugar se analizó la presencia en los genomas de los genes de rutas centrales de 

degradación. Inicialmente se tuvo en cuenta solo la presencia de los genes que codificaban 

para las enzimas que catalizan la rotura del anillo aromático (considerados en este trabajo 

como genes/enzimas principales). En caso de que la enzima principal estuviera codificada por 

más de un gen, solo se consideró como resultado positivo si se detectaban todos los genes 
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codificantes para las diferentes subunidades. En base a este criterio, en la tabla 1.1 se muestra 

una visión general de la presencia de las rutas centrales de degradación en los genomas 

analizados. En concreto, se observó que las enzimas principales de la rama del protocatecuato 

de la vía del beta-cetoadipato y las vías de degradación del homogentisato y fenilacetil-CoA 

eran las más detectadas en genomas de los miembros del linaje Roseobacter (tabla 1.1) al igual 

que se había mostrado en el estudio previo de Newton y colaboradores (2010). También se 

determinó si la presencia de genes para las enzimas principales era homogénea entre los cinco 

grupos filogenómicos del linaje Roseobacter descritos por Newton y colaboradores (2010). 

Solo en el grupo G3 se detectaron los genes codificantes para las enzimas principales de todas 

las rutas estudiadas (tabla 1.1). Cabe destacar que en el grupo G3 se observaron porcentajes 

de detección elevados del gen para gentisato 1,2 dioxigenasa cuando esta es una de las vías de 

degradación de compuestos monoaromáticos menos detectadas en el linaje Roseobacter (ver 

tablas 1.1, 1.2 y tabla suplementaria S1.2). Esto se debió probablemente a la presencia en el 

grupo filogenómico G3 de cuatro cepas de Citreicella aestuarii, todas ellas portadoras de genes 

para la degradación del gentisato. Por otra parte, se pudo observar que los genes codificantes 

para las enzimas principales de la rama del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato y de 

las vías del homogentisato, fenilacetil-CoA y homoprotocatecuato también eran los únicos que 

se observaban en los cinco grupos filogenómicos (tabla 1.1). Ahora bien el porcentaje de 

detección en los cinco grupos variaba considerablemente y solo los genes codificantes para la 

enzima principal de la rama del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato estaban 

presentes en al menos el 50 % de los genomas de cada uno de los cinco grupos filogenómicos.  

Tabla 1.1. Detección de los genes codificantes para las enzimas principales de las vías centrales de la degradación de 
compuestos aromáticos en genomas del linaje Roseobacter. Los valores entre paréntesis indican porcentajes. 

 
Vía central 

 
Total 

Grupos filogenómicosa 

G1 G2 G3 G4 G5 

Beta-cetoadipato (Rotura orto)       

Protocatecuato 41 (67,2) 11 (78,6) 7 (77,8) 9 (60,0) 7 (63,6) 7 (58,3) 

Catecol 9 (14,8) 2 (14,3) 0(0,0) 4 (26,7) 0 (0,0) 3 (25,0) 

Protocatecuato (rotura meta) 3 (4,9) 0 (0,0) 1 (11,1) 1 (6,7) 0 (0,0) 1 (8,3) 

Catecol (rotura meta) 3 (4,9) 0 (0,0) 1 (11,1) 2 (13,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Homogentisato 42 (68,9) 14 (100,0) 9 (100) 10 (66,7) 3 (27,3) 6 (50,0) 

Fenilacetil-CoA 28 (45,9) 14 (100,0) 6 (66,7) 3 (20,0) 0 (0,0) 5 (41,7) 

Homoprotocatecuato 22 (36,1) 12 (85,7) 3 (33,3) 3 (20,0) 1 (9,1) 3 (25,0) 

Gentisato 15 (24,6) 1 (7,1) 1 (11,1) 7 (46,7) 0 (0,0) 6 (50,0) 

Benzoil-CoA 7 (11,5) 2 (14,3) 2 (22,2) 2 (13,3) 0 (0,0) 1 (8,3) 

a: El número de genomas incluidos en cada grupo filogenómico es: G1, 14; G2, 9; G3, 15; G4, 11; G5, 12. 

Seguidamente se analizó la presencia de todos los genes implicados en las vías degrativas 

centrales. Para considerar la presencia de una ruta completa debían detectarse la totalidad de 

genes de la ruta con al menos un 30 % de identidad con un E-value menor de 10-5 respecto al 

modelo. En caso de no detectar uno o más genes de una ruta se consideraba que la vía estaba 

incompleta en el genoma (tabla 1.2 y detalle en tabla suplementaria S1.2). Este resultado 

indicaría que o bien esos microorganismos presentaban rutas degradativas truncadas o bien 

que presentaban enzimas cuya secuencia era suficientemente divergente a los modelos usados 

para que no se detectasen con los criterios utilizados en este estudio. En los genomas de 
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ninguno de los grupos filogenómicos se detectaron rutas completas para la degradación del 

catecol y protocatecuato por rotura en posición meta, del catecol por rotura en posición orto y 

del benzoil-CoA (tabla 1.2). Ahora bien, que no se considere una vía completa por la falta de 

detección de al menos uno de sus genes no implica que esta vía de degradación este truncada 

en este organismo. Por ejemplo, en ninguno de los genomas se pudo detectar el gen boxD de 

la vía de degradación de benzoil-CoA pero se sabe que Sagittula stellata E-37T puede 

catabolizar el benzoato (Gulvik y Buchan 2013). Por lo tanto, el criterio utilizado en esta tesis 

para determinar la presencia de rutas completas podría resultar en ocasiones demasiado 

estricto. De hecho los experimentos de crecimiento en compuestos aromáticos realizados en 

esta tesis también muestran algunas discrepancias con la predicción génica (ver apartado 9). 

Ahora bien, al carecer de estudios de crecimiento de los 61 microorganismos estudiados en 

presencia de estos compuestos se prefirió mantener este criterio estricto para evitar afirmar la 

presencia de rutas completas sin al menos una base genética. La detección de las rutas 

completas para la degradación del protocatecuato (rotura orto), homogentisato, 

homoprotocatecuato y fenilacetil-CoA era más alta en genomas de los grupos G1 y G2 que en 

el resto de grupos filogenómicos, sobre todo en el caso de G1. Además, en el caso del G3, la 

elevada detección del gen codificante para la enzima principal para la degradación del 

gentisato iba siempre acompañada de la detección de la ruta completa para la degradación de 

este compuesto (tablas 1.1 y 1.2). Por otra parte cabe destacar que el grupo filogenómico en el 

que se detectó una menor cantidad de vías degradativas y con unos porcentajes de detección 

más bajos fue el grupo G4, en el que solo se detectó la rama del protocatecuato de la vía del 

beta-cetoadipato y las vías degradativas del homogentisato y homoprotocatecuato con unos 

porcentajes de detección claramente inferiores a los que se observaban en los demás grupos 

filogenómicos (tablas 1.1 y 1.2). 

Tabla 1.2. Detección de vías centrales completas para la degradación de compuestos aromáticos en genomas del 
linaje Roseobacter. Los valores entre paréntesis indican porcentajes.  

 
Vía central 

 
Total 

Grupos filogenómicos
a
 Nº 

estructuras 
génicas G1 G2 G3 G4 G5 

Beta-cetoadipato 
(Rotura orto) 

       

Protocatecuato 39 (63,9) 11 (78,6) 7 (77,8) 9 (60,0) 5 (45,4) 7 (58,3) 25 (24,3) 

Catecol 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 8 (7,8) 

Protocatecuato (rotura 
meta) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (2,9) 

Catecol (rotura meta) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,0) 

Homogentisato 38 (62,3) 14 (100,0) 7 (77,8) 9 (60,0) 3 (27,3) 5 (41,7) 24 (23,3) 

Fenilacetil-CoA 28 (45,9) 14 (100,0) 6 (66,7) 3 (20,0) 0 (0,0) 5 (41,7) 13 (12,6) 

Homoprotocatecuato 22 (36,1) 12 (85,7) 3 (33,3) 3 (20,0) 1 (9,1) 3 (25,0) 13 (12,6) 

Gentisato 15 (24,6) 1 (7,1) 1 (11,1) 7 (46,7) 0 (0,0) 6 (50,0) 14 (13,6) 

Benzoil-CoA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (1,9) 

a: El número de genomas incluidos en cada grupo filogenómico es: G1, 14; G2, 9; G3, 15; G4, 11; G5, 12 

A continuación se analizó el tipo de organización que presentaban estos genes en los genomas 

estudiados. Este análisis permitió determinar si había sintenia entre los miembros del linaje 

Roseobacter y si estos genes se encontraban organizados en operones o en estructuras 

supraoperónicas como en algunos de los modelos de degradación descritos (Harwood y 
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Parales, 1996; Parke, 1997). Cabe destacar que se estudió la organización de estos genes en 

todos los genomas en los que se había detectado la enzima principal, independientemente de 

que se hubiera podido detectar la via de degradación completa o no. Para todas las vías 

centrales estudiadas se detectó más de un tipo de estructura génica excepto en la rotura meta 

del catecol (tabla 1.2). La vía degradativa en la que se observaba una mayor variabilidad en 

cuanto a la organización génica fue en los genes de la rama del protocatecuato de la vía del 

beta-cetoadipato (tabla 1.2). En los siguientes apartados se detalla la organización de los genes 

codificantes para las enzimas de las diferentes vías de degradación de compuestos aromáticos 

en los genomas de bacterias del linaje Roseobacter analizados.  

2. Vías de degradación de protocatecuato y catecol  

 
Como se comentó en la introducción (apartado 2) el protocatecuato y el catecol pueden 

degradarse tanto a partir de la rotura del anillo aromático en posición orto como a partir de la 

rotura en posición meta (figura 1.1). En el primer caso la ruta de degradación recibe el nombre 

de vía del beta-cetoadipato. 

2.1. Rotura orto (Vía del beta-cetoadipato) 

 
La vía de degradación del beta-cetoadipato está presente en muchos grupos bacterianos, en 

concreto ha sido principalmente estudiada en bacterias de suelo, y es una vía central 

convergente para degradación de compuestos aromáticos (Harwood y Parales, 1996). La vía 

del beta-cetoadipato tiene dos ramas: la rama del protocatecuato y la rama del catecol (figura 

1.1). Ambos compuestos son metabolitos centrales derivados de la oxigenación de diversos 

compuestos fenólicos, de monómeros de lignina y de hidrocarburos aromáticos (Harwood y 

Parales, 1996). En la vía del beta-cetoadipato la rotura del anillo bencénico se produce en 

posición orto y es catalizada por intradiol dioxigenasas que contienen un grupo hierro III no 

hemo (Harwood y Parales, 1996; Pérez-Pantoja et al., 2010a). Una vez roto el anillo bencénico 

las siguientes reacciones de cada rama conducen a la generación de intermediarios del ciclo de 

Krebs (Harwood y Parales, 1996). La vía del beta-cetoadipato suele estar codificada en el 

cromosoma y se encuentra muy conservada en diversos grupos bacterianos aunque hay una 

gran diversidad en cuanto a su regulación y a la forma en que se encuentran organizados y 

agrupados los genes (Harwood y Parales, 1996).  

2.1.1. Rama del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato  

 
Como se ha mencionado anteriormente la rama del protocatecuato de la vía del beta-

cetoadipato fue la más detectada en los genomas del linaje Roseobacter (tablas 1.1 y 1.2). En 

esta ruta la degradación de protocatecuato se lleva a cabo por la acción de seis enzimas 

codificadas por ocho genes pca (figura 1.1). La enzima principal que se encarga de la rotura del 

protocatecuato en posición orto es la protocatecuato 3,4 dioxigenasa (EC 1.13.11.3), una 

enzima con dos subunidades que se encuentran codificadas por los genes pcaG y pcaH. 

Además se han documentado otras proteínas relacionadas con esta ruta que actúan como 

reguladores (PcaQ y PcaR). Los genes pca normalmente se encuentran agrupados, pero la 

organización génica en las agrupaciones no se mantiene entre los organismos que la presentan 
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Figura 1.1. Rutas centrales de degradación de protocatecuato y catecol: vía del beta-cetoadipato (rotura orto) y 
rutas de degradación por rotura meta. Abreviaturas: PobA, 4-hidroxibenzoato hidroxilasa; PcaGH (P3,4O), 
protocatecuato 3,4-dioxigenasa; PcaB, 3-carboxi-cis,cis-muconato cicloisomerasa; PcaC, 4-carboximuconolactona 
descarboxilasa; PcaD, 3-oxoadipato enol-lactona hidrolasa; PcaIJ, 3-oxoadipato CoA-transferasaΤ tŎŀCΣ ʲ-cetoadipil-
/ƻ! ǘƛƻƭŀǎŀΤ .Y!/9 DпΣ ŜƴȊƛƳŀ ŘŜ ǊƻǘǳǊŀ ŘŜ ʲ-cetoácidos del grupo G4; CatA (C1,2O), catecol 1,2-dioxigenasa; CatB, 
ƳǳŎƻƴŀǘƻ ŎƛŎƭƻƛǎƻƳŜǊŀǎŀΤ /ŀǘ/Σ ƳǳŎƻƴƻƭŀŎǘƻƴŀ ʵ-isomerasa; XylE (C2,3O), catecol 2,3-dioxigenasa; XylF, 
hidroximucónico-semialdehído hidrolasa; XylG, hidroximucónico-semialdehído deshidrogenasa; XylH, 4-
oxalocrotonato isomerasa; XylI, 4-oxalocrotonato descarboxilasa; XylJ, 2-oxo-4-pentanoato hidratasa; XylK, 4-
hidroxi-2-oxovalerato aldolasa;  XylQ, acetaldehído deshidrogenasa; LigAB (P4,5O), protocatecuato 4,5-dioxigenasa; 
LigC, 2-hidroxi-4-carboximuconato-6-semialdehído deshidrogenasa; LigI, 2-pirona-4,6-dicarboxilato hidrolasa; LigJ, 
4-oxalomesaconato hidratasa; LigK, 4-carboxi-4-hidroxi-2-oxoadipato aldolasa. Figura elaborada a partir de 
información de Harwood y Parales, 1996; Masai et al., 1999; Hara et al., 2003; Peng et al., 2008 y Bastard et al., 
2014. 
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a excepción de las parejas de genes pcaGH y pcaIJ, codificantes para subunidades de las 

mismas enzimas, y que siempre se encuentran juntos (Harwood y Parales, 1996). Por otra 

parte, se ha observado que en algunos microorganismos como Acinetobacter calcoaceticus y 

Agrobacterium tumefaciens los genes pca se encuentran formando parte de estructuras 

supraoperónicas (Harwood y Parales, 1996), como por ejemplo con los genes pob, como pobA, 

codificante para la enzima 4-hidroxibenzoato hidroxilasa encargado de la transformación del 4-

hidroxibenzoato a protocatecuato (Harwood y Parales, 1996). 

El primer trabajo en el que se estudió la organización de los genes para la rotura orto del 

protocatecuato en el linaje Roseobacter fue el de Buchan y colaboradores (2004) en el cual 

analizaron las secuencias que flanqueaban a los genes pcaG y pcaH en ocho miembros del 

linaje Roseobacter. En ese estudio observaron hasta 5 estructuras distintas para los genes pca, 

en todas las cuales se encontraban los genes pca junto a un gen conservado, que se 

cotranscribía con los genes pca en Ruegeria pomeroyi DSS-3T, y al que denominaron chp, del 

inglés conserved hypothetical protein (Buchan et al., 2004). Buchan y colaboradores (2004) 

postularon que la presencia de este gen era una característica del linaje Roseobacter ya que la 

presencia de genes homólogos a chp en asociación a los genes pca no había sido descrita en 

otros organismos (Harwood y Parales, 1996; Jiménez et al., 2002). Se observó también que 

cepas que podían pertenecer a la misma especie tenían la misma organización génica (Buchan 

et al., 2004). Por otra parte, el gen pobA, se encontró adyacente a los genes pca en algunas 

cepas (Buchan et al., 2004). En un estudio posterior (Gulvick y Buchan, 2013) se estudió la 

organización de los genes pca en 3 cepas más (Roseobacter sp. GAI101, Jannaschia sp. CCS1 y 

Ruegeria sp. KLH11), observando resultados similares.  

En la figura 1.2 se muestran los resultados de la detección de los diferentes genes de la rama 

del protocatecuato de la ruta del beta-cetoadipato en los genomas analizados en estudio 

usando el criterio estándar del 50 % de identidad con un E-value menor de 10-5. Como se 

observa en la figura se pudieron detectar los genes pcaG, pcaH, pcaC, pcaD, pcaJ, pcaF y chp 

en la mayoría de los genomas estudiados. En el caso de pcaB, pcaI, y los reguladores pcaQ y 

pobR, la mayoría de genes fueron detectados usando el criterio de 30 % de identidad con un E-

value menor de 10-5. Ahora bien, solo se dieron como válidas las identificaciones de estos 

genes cuando se encontraban adyacentes a los otros genes pca o al gen pobA, o bien cuando 

eran el único gen de la ruta que no había sido detectado mediante el criterio más estricto. 

Como se puede observar en la figura 1.2, en dos de los genomas, Roseobacter sp. MED193 y 

Loktanella vestfoldensis SKA53, se pudieron identificar dos copias distintas de genes pcaGH 

estando ambas flanqueadas por distintos genes pca. Como se ha descrito generalmente en 

otras bacterias (Harwood y Parales, 1996), los genes pcaG y pcaH se encontraron juntos en 41 

genomas (67 %) de los microorganismos estudiados, en 39 de los cuales también se pudieron 

detectar los otros 6 genes codificantes para las enzimas involucradas en la degradación de 

protocatecuato (figura 1.2). En Roseobacter sp. CCS2 se observó un posible gen de fusión entre 

de pcaC y pcaD que se ha descrito como pcaL en Rhodococcus opacus 1CP (Eulberg et al., 

1998) y en la alfaproteobacteria Caulobacter crescentus (Jiménez et al., 2002). En cuanto a la 

presencia de pcaB, este gen se pudo detectar en todos los microorganismos en los que se 

había detectadado pcaGH aunque en la mayoría de casos aplicando el criterio de detección 

más relajado (30 % de identidad de secuencia con un E-value < 105). Buchan y colaboradores 
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(2004) comentaron la posible ausencia de pcaB en los miembros del linaje Roseobacter 

aunque en el estudio de Gulvick y Buchan (2013) se mostró la presencia del gen pcaB en el 

genoma de Ruegeria sp. KLH11. La escasa detección de pcaB era extraña si se tenía en cuenta 

que el sustrato para tŎŀ.Σ Ŝƭ ʲ-carboxi-cis-cis-muconato es muy tóxico y que, por tanto debía 

ser procesado para permitir el crecimiento en protocatecuato (Parke et al., 2000). Con el 

presente estudio se confirmó la presencia generalizada de pcaB en los miembros del linaje 

Roseobacter (figura 1.2). En cuanto a los genes pcaI, pcaJ y pcaF estos fueron detectados en la 

mayoría de los genomas estudiados independientemente o no de la presencia de pcaGH en 

ellos. 

De acuerdo con los resultados de esta tesis veinte miembros del linaje Roseobacter estudiados 

podrían presentar la rama del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato incompleta 

puesto que en la mayoría de ellos el primer gen detectado fue pcaD, pcaI o pcaJ (figura 1.2). 

Esto significaría que solo podrían realizar las últimas reacciones de esta vía de degradación. En 

el caso de K. vulgare WSH-001 la vía estaría incompleta porque solo se encontraron los genes 

pcaGHBCD para convertir el protocatecuato en beta-cetoadipato pero no los genes pcaIJF para 

canalizar el beta-cetoadipato hacia el ciclo de Krebs (figura 1.2). También estaría incompleta la 

vía en K. vulgare Y25 al no detectar pcaD (figura 1.2).  

En cuarenta y cuatro de los genomas analizados se detectó el gen chp (figura 1.2). Estos 

resultados confirmaban la evidencia de Buchan y colaboradores (2004) de que la presencia de 

este gen en asociación con los genes pca es característica del linaje Roseobacter. 

Recientemente Bastard y colaboradores (2014) demostraron que las proteínas de la familia a la 

que pertenece la proteína codificada por el gen chp (DUF849) catalizan una reacción genérica 

ŘŜ ŎƻƴŘŜƴǎŀŎƛƽƴ ŘŜ ʲ-cetoácidos con acetil-CoA para producir un éster de CoA y acetoacetato. 

Estos autores han denominado ŀ Ŝǎǘŀ ŦŀƳƛƭƛŀ ŎƻƳƻ ŜƴȊƛƳŀǎ ǇŀǊŀ ƭŀ ǊƻǘǳǊŀ ŘŜ ʲ-cetoácidos 

(BKACE). Estos autores diferenciaron hasta siete grupos dentro de la familia BKACE (G1-G7) y 

determinaron la presencia de genes codificantes para BKACE G4 en genomas de 

alfaproteobacterias en asociación con los genes pca. Además, probaron que las proteínas 

BKACE G4, incluyendo proteínas clonadas de bacterias del linaje Roseobacter, transformaban 

preferentemente beta-cetoadipato y beta-cetoglutarato (Bastard et al., 2014). En base a esta 

información se confirmó que los genes chp que se habían predicho en los 31 genomas de 

Roseobacter comunes entre nuestro estudio y el estudio de Bastard y colaboradores (2014) 

habían sido clasificados como BKACE G4 por estos autores.Teniendo en cuenta la identidad de 

secuencia inter e intragrupo para las BKACE (Bastard et al., 2014) se consideró que todos los 

genes chp que se habían detectado en nuestro estudio (figura 1.2) codificaban para proteínas 

del grupo G4 de BKACE. Por lo tanto, los miembros del linaje Roseobacter tendrían dos 

maneras distintas de transformar el beta-cetoadipato: mediante la beta-cetoadipato succinil-

CoA transferasa (PcaIJ) y mediante la proteína conservada codificada por el gen chp. 

En cuanto al gen pobA, que codifica para la enzima que transforma 4-hidroxibenzoato a 

protocatecuato, (figura 1.1.), este se detectó en 42 genomas (69 % de los genomas 

estudiados). En ellos estaban incluidos los genomas de Rhodobacteraceae bacterium 

HTCC2083 y Maritimibacter alkaliphilus HTCC2654T, en los que no se había podido detectar 

pcaGH, pero sí se había podido detectar la protocatecuato 4,5-dioxigenasa que cataliza para la  
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G1 

Pseudophaeobacter sp. 11ANDIMAR09               

Roseobacter sp. MED193               

Roseobacter sp. SK209-2-6               

Rhodobacterales bacterium Y4I               

Phaeobacter inhibens 2.10               

Phaeobacter inhibens DSM 17395               

Nautella italica R11               

Ruegeria sp. TM1040               

Ruegeria sp. TrichCH4B               

Ruegeria sp. KLH11               

Ruegeria conchae TW15
T
               

Ruegeria sp. 6PALISEP08               

Ruegeria lacuscaerulensis ITI-1157
T 

              

Ruegeria pomeroyi DSS-3T               

G2 

Sulfitobacter sp. EE-36               

Sulfitobacter sp. 3SOLIMAR09               

Sulfitobacter sp. NAS-14.1               

Sulfitobacter mediterraneus 1FIGIMAR09               

Oceanibulbus indolifex HEL-45T               

Roseobacter sp. GAI101               

Roseobacter denitrificans Och114T               

Roseobacter litoralis Och149T               

Rhodobacteraceae bacterium HTCC2083               

G3 

Citreicella aestuarii 328               

Citreicella aestuarii AD8T               

Citreicella aestuarii 329               

Citreicella aestuarii 357               

Citreicella sp. SE45               

Pelagibaca bermudensis HTCC2601T 
              

Sagittula stellata E-37T 
              

Tropicibacter naphthalenivorans DSM 19561T               

Puniceibacterium sp. IMCC21224               

Roseovarius sp. 217               

Roseovarius sp. TM1035               

Roseovarius nubinhibens ISMT               

Roseobacter sp. Azwk-3b               

Oceanicola sp. S124               

Pseudooceanicola batsensis HTCC2597T               

G4 

Loktanella sp. 5RATIMAR09               

Loktanella sp. 1ANDIMAR09               

Loktanella vestfoldensis SKA53               

Loktanella sp. 3ANDIMAR09               

Roseobacter sp. CCS2               

Octadecabacter arcticus 238
T 

              

Octadecabacter antarcticus 307
T 

              

Thalassobium sp. R2A62               

Ketogulonicigenium vulgare Y25               

Ketogulonicigenium vulgare WSH-001               

Oceanicola granulosus HTCC2516
T 

              

G5 

Oceaniovalibus guishaninsula JLT2003
T 

              

Thalassobacter stenotrophicus 16PALIMAR09               

Thalassobacter stenotrophicus 1CONIMAR09               

Jannaschia sp. CCS1               

Dinoroseobacter shibae DFL 12T 
              

Rhodobacteraceae bacterium HTCC2150               

Rhodobacterales bacterium HTCC2255               

Oceanicola sp. MCTG156(1a)               

Maritimibacter alkaliphilus HTCC2654T 
              

Celeribacter indicus P73T               

Celeribacter baekdonensis B30               

Confluentimicrobium naphthalenivorans NS6T               

Figura 1.2. Detección de genes codificantes para las proteínas involucradas en la rama del protocatecuato de la vía 
del beta-cetoadipato en genomas del linaje Roseobacter. Se incluyen también los genes implicados en la 
transformación de 4-hidroxibenzoato a protocatecuato. Los genomas están ordenados en base a su filogenia (Luo y 
Moran, 2014; Mas-Lladó, 2017). Código de color: Negro 50 % de identidad de secuencia mínima con la proteína 
modelo, E-value <10

ҍ5
; gris 30 % de identidad de secuencia mínima con la proteína modelo, E-value <10

ҍ5
; blanco, 

no detectados. 
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rotura meta del protocatecuato (ver apartado 2.2.1). El resto de genes pobA se detectaron en 

40 de los 41 genomas en los que se había detectado los genes pcaGH (no se detectó en 

Roseovarius sp. 217) (figura 1.2). 

Por otra parte, cabe destacar que la mayoría de genomas estudiados se encontraban en 

estado de boceto, pero si se tienen en cuenta los 14 genomas que estaban completos (ver 

tabla S1.1) se pudo observar que los genes implicados en la rama del protocatecuato de la vía 

del beta-cetoadipato se encontraban generalmente en el cromosoma. Las excepciones fueron 

Ruegeria pomeroyi DSS-3T, en el que los genes chp, pcaCHG, pobA y pcaQ se encontraban en 

un megaplásmido, tal y como ya había descrito anteriormente Buchan y colaboradores (2004), 

y en las cepas industriales K. vulgare Y25 y K. vulgare WSH-001, en las que la totalidad de 

genes pca detectados se encontraban en un plásmido. Respecto a la organización de los genes 

se observó una gran variabilidad de tipos de agrupaciones génicas (figura 1.3). Tal y como ya 

habían descrito Harwood y Parales (1996) para microorganismos aislados del suelo, los genes 

pcaGH codificantes para la enzima principal de la vía se encontraban siempre juntos y 

orientados en el mismo sentido. Además, junto a pcaGH se solía encontrar pcaC formando la 

estructura core pcaCHG (figura 1.3) que ya había sido observada por Buchan y colaboradores 

(2004) en ocho roseobacters. Los dos únicos genomas en los que no se encontró esta 

estructura fueron Roseobacter sp. CCS2 (en el que en cambio se encontró el gen pcaL 

adyacente a pcaGH) y Sulfitobacter mediterraneus 1FIGIMAR09 en el que el gen pcaC se 

encontró agrupado con pcaB y pcaD (figura 1.4). Partiendo de este core pcaCHG se pudieron 

establecer hasta 25 estructuras génicas únicas con diversos grados de complejidad según la 

disposición del resto de genes. Tan solo 7 de estas estructuras eran comunes en varios 

genomas, que generalmente correspondían a bacterias que pertenecían al mismo género o a 

géneros cercanos. Un ejemplo, sería la estructura que presentan los miembros del género 

Phaeobacter (figura 1.3). Aunque también se encontraron excepciones como bacterias 

filogenéticamente distantes que tenían la misma estructura génica. Un ejemplo sería R. 

pomeroyi DSS-3T del grupo G1 de Roseobacter que compartía la misma organización de los 

genes pca que S. stellata E-37T y Tropicibacter naphthalenivorans DSM 19561T del grupo G3 y 

que Jannaschia sp. CSS1 del grupo G5 (figura 1.3). Cabe destacar que también se observó 

diferente organización génica en las dos agrupaciones de genes pcaCHG que presentaban 

Roseobacter sp. MED193 y L. vestfoldensis SKA53 (figura 1.3).  

Por lo que respecta a la localización de otros genes de la ruta en relación al grupo génico 

pcaCHG, en 29 genomas, incluyendo las dos agrupaciones de genes alrededor de pcaCHG de 

Roseobacter sp. MED193 y L. vestfoldensis SKA53, se observó el gen regulador pcaQ junto a los 

genes pcaCHG. PcaQ es un regulador de la familia LysR que activa la transcripción de los genes 

pca en alfaproteobacterias como Agrobacterium tumefaciens A348 y varias especies de 

Rhizobium (Parke, 1996). En 25 estructuras génicas pcaQ se encontraba corriente arriba y en 

sentido contrario a los genes pcaCHG, en concordancia con los resultados descritos 

anteriormente (Buchan et al., 2004; Gulvik y Buchan, 2013).  

El gen chp se detectó junto a los genes pcaGH, en concreto junto a pcaG, y en la misma 

orientación en 30 genomas (figura 1.3). Esto sugería que en todos estos roseobacters este gen 
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Figura 1.3. Organización de los genes de la ruta del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato en los genomas 
del linaje Roseobacter. Las abreviaturas son las mismas que las de la figura 1.1 junto a: pcaL, gen para 3-
oxodadipato enol-lactona hidrolasa/4-carboximuconolactona descarboxilasa; chp, gen para proteína hipotética 
conservada (BKACE G4); pcaQ, pcaR, pobR y pcaR, genes para reguladores transcripcionales; benE, gen para un 
transportador de benzoato y ORF1 P, proteína codificante para una esterasa C. Los genes de color blanco y contorno 
negro codifican para proteínas hipotéticas. El texto entre paréntesis indica los grupos genómicos. 
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probablemente se transcribía a la vez que los genes pca, tal y como ya habían descrito Buchan 

y colaboradores (2004) en R. pomeroyi DSS-3T. En otras ocasiones el gen chp se encontró 

separado de los genes pcaCHG, como por ejemplo en en Oceanicola sp. MCTG156(1a) y en una 

de las dos agrupaciones de genes de Roseobacter sp. MED193 (figura 1.3). También se detectó 

el gen chp en regiones diferentes del genoma, sobre todo en aquellos genomas que 

presentaban la rama del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato incompleta, como por 

ejemplo en O. guishaninsula JLT2003T.  

En cuanto a pcaD, este se encontró en la misma agrupación génica que el core pcaCHG en 14 

de las estructuras génicas detectadas en 16 genomas de roseobacters, y en 13 de estos 

genomas se encontró corriente arriba del core pcaCHG y en la misma orientación (figura 1.3). 

Respecto a pcaB, se encontró junto en la misma agrupación que pcaCHG en 19 de las 

estructuras génicas detectadas en 21 genomas de roseobacters. En concreto, pcaB se localizó 

corriente abajo de los genes pcaCHG en 20 genomas y, en la mayoría de casos, orientado en el 

mismo sentido que los genes del core pcaCHG y junto a chp (en caso de que estuviera 

presente). En algunos genomas se encontraron uno o varios genes entre pcaB y chp, como por 

ejemplo pcaD o los genes pob (figura 1.3). Por otra parte, los genes pcaD y pcaB también se 

podían encontrar separados de los genes pcaCHG, bien juntos o con un gen entre ellos que 

podía ser un gen para una esterasa, o incluso por pcaC, como en Sulfitobacter mediterraneus 

1FIGIMAR09 (figura 1.4).  

Otra estructura génica detectada en los genomas de Roseobacter fue la formada por los genes 

pcaI y pcaJ codificantes para la beta-cetoadipato succinil-CoA transferasa, que casi siempre se 

encontraban separados del core pcaCHG a excepción de K. vulgare Y25, Celeribacter indicus 

P73T y en una de las dos copias de genes pca de L. vestfoldensis SKA53 y Roseobacter sp. 

MED193 (figura 1.3). La presencia de la agrupación pcaIJ en una región distinta a pcaCHG en 

los genomas de nuestro estudio ya había sido descrita por Jiménez y colaboradores (2002) en 

genomas de bacterias no marinas. En los genomas analizados esta agrupación pcaIJ podía 

encontrarse en una región del genoma separada del resto de genes pca o junto a los genes 

pcaF y pcaR formando las agrupaciones pcaRIJF, pcaRIJ, pcaIJF y pcaFIJ (figura 1.4). La 

agrupación pcaRIJF no había sido descrita anteriormente en los miembros del linaje 

Roseobacter pero sí se había encontrado en otras alfaproteobacterias como Agrobacterium 

tumefaciens C58 y en el megaplásmido pSymB de Sinorhizobium meliloti (Jiménez et al., 2002; 

MacLean et al., 2006). PcaR es un regulador de la familia IclR que puede actuar como activador 

de la transcripción de varios genes pca en Pseudomonas (Jiménez et al., 2002; Tropel y van der 

Meer, 2004). Por lo tanto, al encontrar la agrupación pcaRIJF en algunos genomas del linaje 

Roseobacter se puede hipotetizar que los genes pcaIJF se encontrarían regulados por PcaR en 

dichas bacterias. En concreto, se detectó la agrupación pcaIJF precedida por el gen regulador 

pcaR orientado en sentido contrario en cuatro genomas de roseobacters (figura 1.4). Cabe 

destacar que la agrupación pcaRIJF también pudo ser identificada en el plásmido de K. vulgare 

Y25, aunque en este caso se encontraba junto a la agupación génica que contenía el core 

pcaCHG (figura 1.3). Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos, las dos estrategias que 

presentarían los miembros del linaje Roseobacter para degradar beta-cetoadipato, mediante 

PcaIJ y mediante el producto del gen chp, no estarían bajo el mismo control regulatorio. El gen  
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Figura 1.4. Organización de los genes pca en regiones separadas del core pcaCHG en los genomas del linaje 
Roseobacter. Las abreviaturas son las mismas que las de la figura 1.1. y 1.3. Los genes de color de blanco con 
contorno azul hacen referencia a genes que se observan ocasionalmente, pero que no se encuentran conservados 
ni codifican para proteínas implicadas en la degradación de compuestos aromáticos. El texto entre paréntesis indica 
los grupos genómicos. 

chp suele encontrarse junto al core pcaCHG y bajo el control de PcaQ, mientras que, los genes 

pcaIJ suelen encontrarse en una región distinta del genoma, en muchas ocasiones sin un 

regulador cercano y en otras bajo el control de PcaR. La agrupación de los genes pcaIJ junto a 

pcaF se encontró en tres genomas de Roseobacter, en cada uno de los cuales la organización 

génica fue diferente. En C. aestuarii AD8T (figura 1.4) los genes pcaIJ se encontraban corriente 

arriba de pcaF y separados de este por cuatro genes implicados en la síntesis de aminoácidos y 

en el transporte de membrana (figura 1.4). En Oceanicola sp. S124 y Oceanicola sp. 

MCTG156(1a) estos tres genes se encontraban juntos aunque la posición de pcaF difería 

respecto a pcaIJ (figura 1.4). En cuanto a la presencia de la agrupación pcaRIJ de C. 

baekdonensis B30 y de la agrupación pcaIJF en Oceanicola sp. S124, cabe destacar que se 

encontraban al final de un contig con lo cual no se puede confirmar si formaban parte o no de 

una agrupación génica más extensa (figura 1.4). En cuanto a pcaF, si no estaba formando parte 

de agrupaciones anteriormente comentadas siempre se encontraba en otras regiones del 

genoma. Además, aunque la mayor parte de pcaF identificados en nuestro estudio tuvieron 
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más de un 50 % de identidad con la proteína PcaF modelo de C. aestuarii SE45, todos ellos 

también presentaron identidad suficiente con el gen paaJ, codificante para 3-oxoadipil-CoA 

tiolasa de la vía de degradación del fenilacetil-CoA (ver apartado 4). Esta situación se dio 

porque hay una alta identidad de secuencia entre PcaF y PaaJ (>50 %), ya que son isoenzimas 

(Nogales et al., 2007). De hecho, 24 de los genes pcaF separados de los genes pca que se han 

observado en este estudio se encontraban agrupados con los genes para la degradación del 

fenilacetil-CoA. Se ha probado experimentalmente que el producto de paaJ en E. coli puede 

complementar a un mutante de pcaF de P. putida KT2440 (Nogales et al., 2007). Es por ello 

que en esta tesis se ha considerado en estos 24 genomas de Roseobacter habría potencial 

génico para el paso final de la ruta de rotura orto del protocatecuato. 

En cuanto a la presencia del gen pobA, en caso de encontrarse en la misma estructura génica 

que pcaHG, este se localizó corriente arriba de estos genes en 19 genomas del linaje 

Roseobacter y adyacente a pcaQ cuando este último estaba presente (figura 1.3). Esto 

sugeriría que, tanto los genes pca como pobA se encontrarían regulados por PcaQ en bacterias 

con este tipo de agrupaciones génicas. En seis genomas de Roseobacter se pudo observar 

como el gen pobA se encontraba corriente abajo de los genes pcaCHG y junto a otro gen 

regulador, pobR (figura 1.3). En estos casos podría postularse que pobA no se encontraría 

regulado por PcaQ sino por PobR. En doce genomas del linaje Roseobacter pobA se encontraba 

junto al regulador pobR pero alejado de la agrupación de genes alrededor del core pcaCHG 

(figura 1.4). Por lo tanto, se puede proponer que los miembros del linaje Roseobacter 

presentarían dos estrategias distintas para regular pobA. La primera consistiría en localizar el 

gen pobA entre el gen regulador pcaQ y los genes pca(D)CHG de forma que pobA estuviera 

regulado por PcaQ. De esta manera, se aseguraría una expresión coordinada de la proteína 

implicada en la degradación del 4-hidroxibenzoato (PobA) y las proteínas implicadas en la 

degradación de su producto, el protocatecuato. En la segunda estrategia se podría 

potencialmente ajustar la expresión de pobA y de los genes pca(D)CHG de forma diferente al 

estar controlada por dos reguladores distintos, PcaQ y PobR, lo que podría dar como resultado 

una mayor flexibilidad metabólica.  

Con los resultados de este estudio ha quedado patente que en los miembros del linaje 

Roseobacter los genes pca no se organizan en una sola estructura génica tal y como se había 

descrito en Acinetobacter calcoaceticus o Agrobacterium tumefaciens (Harwood y Parales, 

1996; Parke, 1997) sino que se organizaban en varias agrupaciones distintas. Esta variabilidad a 

la hora de organizar los genes pca es común en bacterias puesto que las distintas presiones 

selectivas han dado lugar a diferencias en la organización génica, en las moléculas inductoras, 

en los reguladores y en los sistemas de transporte involucrados en la rama del protocatecuato 

de la vía del beta-cetoadipato (Harwood y Parales, 1996; Jiménez et al., 2002). Ahora bien, no 

se pudo establecer una relación entre el tipo de organización de los genes pca y los cinco 

grupos filogenómicos de Roseobacter (figura 1.3). Por lo tanto, se puede presuponer que 

mecanismos genéticos como la transferencia génica horizontal (TGH) o reordenamientos del 

ADN han podido contribuir a la aparición de las diferentes agrupaciones génicas observadas 

(figuras 1.3 y 1.4).  

Finalmente, la presencia de genes codificantes para las enzimas de la rama del protocatecuato 

de la vía del beta-cetoadipato también se analizó en cuatro genomas de roseobacters no 
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cultivados obtenidos por tecnología de secuenciación SCG: AAA076-C03, AAA015-O19, 

AAA298-K06, y AAA300-J04, cuyos genomas tenían una cobertura del 76, 55, 48 y 23 % 

respectivamente (Swan et al., 2013; Luo et al., 2014). Solo se pudieron detectar con el criterio 

del 30 % de identidad con un E-value menor de 10-5 los genes pcaG, pcaH, pcaI, pcaJ, pcaF y 

chp en AAA015-O19 y en AAA298-K06 (en el cual no se detectó pcaJ), y los genes pcaF y chp en 

AAA076-C03. Posibles explicaciones al hecho de no detectar con certeza estos genes en este 

tipo de genomas son por un lado que los miembros no cultivados del linaje Roseobacter 

podrían poseer genes divergentes respecto a las que presentaban los miembros cultivados del 

linaje y, por ello, no se pudieron detectar con los criterios utilizados en este estudio. Por otro 

lado, estos resultados también llevan a hipotetizar que la rama del protocatecuato de la vía del 

beta-cetoadipato no sería tan relevante en las poblaciones no cultivadas de este grupo. Por lo 

tanto ambas posibilidades ponen en evidencia que hay diferencias a nivel de potencial 

catabólico entre los miembros del linaje Roseobacter cultivados y no cultivados, tal y como ya 

se habían descrito anteriormente para otras características del linaje (Luo et al., 2014; Zhang et 

al., 2016), lo que redunda en la necesidad de realizar más estudios sobre ello. 

2.1.2. Rama del catecol de la vía del beta-cetoadipato  

 
La rama del catecol de la vía del beta-cetoadipato (figura 1.1) ha sido bien caracterizada en 

bacterias de los géneros Pseudomonas, Burkholderia, Cupriavidus y Ralstonia (Harwood y 

Parales, 1996; Jiménez et al., 2002; Pérez-Pantoja et al., 2012), pero se consideraba que no 

estaba presente en las bacterias del linaje Roseobacter (Buchan y González, 2010). Esta rama 

está formada por reacciones catalizadas por tres enzimas: catecol 1,2-dioxigenasa (CatA), una 

muconato cicloisomerasa (CatB) y muconolactona isomerasa (CatC). Los genes que codifican 

para estas enzimas en Pseudomonas suelen encontrarse agrupados formando la agrupación 

génica catRBCA, junto con el gen catR codificante para un regulador transcripcional de tipo 

LysR (Cámara et al., 2007) también llamado catM (Cosper et al., 2000). El producto de 

degradación que se origina, beta-cetoadipato enol-lactona, puede ser transformado por acción 

de CatD, CatI, CatJ y CatF hasta intermediarios del ciclo de Krebs (Cosper et al., 2000). Las 

proteínas CatD, CatI, CatJ y CatF presentan una elevada identidad de secuencia con PcaD, PcaI, 

PcaJ y PcaF pertenecientes a la rama del protocatecuato de la vía del beta-cetoadipato (figura 

1.1) y su función puede ser substituida por la acción de estas proteínas de la rama del 

protocatecuato (Göbel et al., 2002). En varios microorganismos, como Cupriavidus necator 

JMP134 (Pérez-Pantoja et al., 2008) y Acinetobacter sp. ADP1 (Cosper et al., 2000), se ha 

detectado la presencia de los genes codificantes para las proteínas implicadas en la 

degradación de benzoato junto a los genes para la degradación de catecol. La degradación del 

benzoato a catecol se produce mediante dos reacciones: el paso de benzoato a ácido cis-1,6-

dihidroxi-2,4-ciclohexadieno-1-carboxílico mediante la acción de una benzoato 1,2-dioxigenasa 

(BenABC) y el paso de ácido cis-1,6-dihidroxi-2,4-ciclohexadieno-1-carboxílico a catecol 

mediante la benzoato cis-diol deshidrogenasa (BenD) (Cosper et al., 2000). 

En este estudio se pudo determinar la presencia de los genes catA y catB en nueve de los 

genomas del linaje Roseobacter estudiados, pero en ninguno de ellos se pudo determinar la 

presencia de catC con los criterios de búsqueda utilizados (tabla S1.2). Estos nueve genomas 

fueron: Roseobacter sp. MED193 (G1), Rhodobacterales bacterium Y4I (G1), Sagittula stellata 

E-37T (G3), Roseovarius sp. 217 (G3), Roseovarius sp. TM1035 (G3), Pseudooceanicola batsensis 
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HTCC2597T (G3), Celeribacter indicus P73T (G5), Celeribacter baekdonensis B30 (G5) y 

Confluentimicrobium naphthalenivorans NS6T (G5). Además en estos nueve genomas también 

se habían detectado los genes pcaD, pcaI, pcaJ y pcaF (figura 1.2), por lo que las reacciones de 

la parte final de la ruta desde beta-cetoadipato enol-lactona (el producto de PcaC y CatC) 

serían posibles. En algunas bacterias se ha descrito la confluencia de las dos ramas de la ruta 

del beta-cetoadipato (protocatecuato y catecol), pero esta confluencia se produce con 

posterioridad a la reacción catalizada por CatC (Harwood y Parales, 1996). Por lo tanto, en base 

a los resultados de esta tesis ninguno de los genomas de Roseobacter estudiados presentaba 

la vía completa para la degradación del catecol a partir de su rotura en posición orto debido a 

la falta de detección del gen codificante para la proteína CatC. Esto no solo podía ser debido a 

la ausencia del gen sino que también podía deberse a que la proteína fuera divergente a la 

proteína modelo usada y no pudiera ser detectada con los criterios de detección seguidos. Por 

lo tanto, se debería realizar un estudio más exhaustivo para confirmar si los miembros del 

linaje Roseobacter pueden o no presentar una vía completa para la degradación del catecol a 

partir de su rotura en posición orto. Tal y como se puede observar en la figura 1.5 en los nueve 

genomas mencionados anteriormente catA y catB se encontraban en la misma agrupación 

génica y en ocho de estos organismos (excepto en S. stellata E-37T) también se encontró un 

gen codificante para el regulador transcripcional CatR. Se observaron ocho tipos de estructuras 

génicas que contenían el gen catA y solo en el caso de Celeribacter baekdonensis B30 y 

Celeribacter indicus P73T se pudo considerar que presentaran la misma estructura génica 

catABR (figura 1.5). Además, en estos dos genomas se observó la presencia de genes 

codificantes para una proteína hipotética y una alfa/beta hidrolasa (ORF1 C) entre los genes 

catR y catB (figura 1.5). El gen para la alfa/beta hidrolasa (ORF1 C) también fue detectado 

junto a los genes cat en Pseudooceanicola batsensis HTCC2597, Roseobacter sp. MED193 y en 

Confluentimicrobium naphthalenivorans NS6T (figura 1.5). La estructura más sencilla observada 

fue la de Rhodobacterales bacterium Y4I en la que solo se pudo detectar un grupo génico 

formado por catABR mientras que en las estructuras más complejas se encontraron estos 

genes junto a genes implicados en otras vías para la degradación de compuestos aromáticos 

(figura 1.5). En Roseovarius sp. 217, Roseovarius sp. TM1035, Roseobacter sp. MED193 y 

Confluentimicrobium naphthalenivorans NS6T se detectaron los genes para la degradación de 

benzoato a catecol (ben) corriente abajo del gen catA (figura 1.5). La presencia de genes ben 

en genomas del linaje Roseobacter no había sido descrita hasta la fecha de realización de esta 

tesis. Por lo tanto en el linaje Roseobacter habría dos estrategias para degradar el benzoato, 

mediante la vía del benzoil-CoA, tal y como ya se había descrito anteriormente (Newton et al., 

2010), y mediante la degradación a catecol. En base a los resultados obtenidos, Roseovarius sp. 

217, Roseovarius sp. TM1035 y Roseobacter sp. MED193 podrían degradar potencialmente el 

benzoato hasta catecol. En el caso de Confluentimicrobium naphthalenivorans NS6T no se pudo 

determinar si potencialmente podía degradar el benzoato hasta catecol puesto que 

presentaba un gen benA truncado entre catB y benB (figura 1.5), cuyo producto presentaba 

menos de un 30 % de identidad de secuencia con la proteína BenA modelo. Si esto es así, no 

tendría sentido que en estas bacterias se produjese la degradación de benzoato vía catecol 

para después tener una vía truncada de degradación del catecol por falta del gen catC (no 

detectado en este estudio). Por lo tanto, lo más probable es que estas bacterias tengan una 

enzima que realice la función de CatC, aunque no se haya detectado con los criterios utilizados 

en este estudio.  



 

 
 

 

Figura 1.5. Organización de los genes de la rotura orto del catecol en los genomas del linaje Roseobacter. Las abreviaturas son las mismas que las de la figura 1.1 y 1.3, junto a: catR, regulador 
transcripcional del operón cat; benABC, benzoato 1,2-dioxigenasa; benD, 1,6-dihidroxiciclohexa-2,4-dieno-1-carboxilato deshidrogenasa; benE, proteína de membrana transportadora de 
benzoato de la superfamilia MFS; benR, regulador transcripcional y ORF1 C, alfa/beta hidrolasa. Las abreviaturas de los genes codificantes para las enzimas de la vía del fenilacetatil-CoA (genes 
paa) y gentisato (genes nag) se encuentran en las figuras 1.13 y 1.20, respectivamente. Los genes de color de blanco y contorno negro codifican para proteínas hipotéticas y los genes de color 
blanco con contorno azul se observaron ocasionalmente, pero no se encuentran conservados, ni codifican para proteínas implicadas en la degradación de compuestos aromáticos. El texto 
entre paréntesis indica los grupos genómicos. 
















































































































































































































































































