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Resumen

RESUMEN

Una de las caracteristicas del linaje Roseobacter es su capacidad para la degradacion de
compuesbs aromaticos. En la presente tesis se ha realizado una aproximacién detallada de la
capacidad para degradar compuestos aromaticos en el linaje Roseobacter determinando la
presencia y organizacidfe 166 genes involucradosn 6 vias de degradacion de coregtos
centrales anteriormenestudiadhs en este grupo (rama del protocatecuato de la via del beta
cetoadipato, benzoiCoA, gentisato, fenilaceffoA, homoprotocatecuato y homogentisato)

asi como en las dos ramas de la via central del catecol, en ladetaaoturameta del anillo
aromatico del protocatecuato y en todas las vias periféricas que convergen en estas rutas
centrales en 61 genomas de Roseobacter.d8grmind que las vias de degradacion mas
detectadas eran la rama del protocatecuato de la déh betacetoadipato y las vias de
degradacién del homogentisato y fenilac&libA. Ademaseobservo una grawariabilidaden

la organizacion de los genes para estas rutas catabdlicas en los diferentes gehiamiign

se analizdé la capacidad de variasslados para crecer a expensas de los compuestos
arométicos estudiados como Unica fuente de carbono y energia y no siempre se cumplieron los
resultados esperados en base a la predicciEémdgiica. Por otra parte, no solo se ha estudiado

el potencial para lecatabolismo de compuestos aromaticsiso también los mecanismos de
toleranciaa dos compuestos aroméaticos (naftaleno y tolueno) que presentan miembros del
linaje Roseobacter. En los cultivos expuestos a naftaleno se detectaron cambios a nivel de
proteinas 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
compuesbs aromaticos descritos en la literatura en otros grupos bacterianos. Por dltimo, se
estudiaron las diferencias a nivel taxonémico y funcional entre las comunidades microbianas
de aguas costeras no contaminadas (control) y aguas contaminadas con hidrosarblbase

a la generacion 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 habia una menor deteccibn de secuenciasadasy a
alfaproteobacterias y cianobacterias y una mayor deteccion 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 expesmdat
microcosmos, también se observaron diferencias a nivel taxonémico, aunque estas fueron
menos evidentes que las del metagenoma de puerto. Estos cambios a nivel taxonémico fueron
acompafados de cambios a nivel funcional, por ejemplo, se observo dos eretagenomas

de aguas contaminadas con hidrocarburos se solian encontrar genes codificantes para enzimas
implicadas sobre todo en la degradacion de compuestos derivados de combustibles fosiles y de
la lignina mientras que en los metagenomas controlesipminaban genes codificantes para
enzimas de las que se desconoce el tipo de compuestos sobre los que actaan.

XI



Resumen

RESUM

Una de les caracteristiques del llinatge Roseobacter és la seva capacitat per a la degradacié de
compostos aromatics. En la present t&siQK | NBF € AGT 4 dzyl | LINRPEAY!
capacitat per degradar compostos aromatics en el llinatge Roseobacter determinant la
preséncia i organitzacié de 166 gens involucrats en 6 vies de degradacié de compostos centrals

gue ja havien estat estudiatsn aquest gruplfranca del protocatecuat de la via del beta

cetoadipat, benzoitCoA, gentisat, fenilacet€oA, homoprotocatecuat homogentisat) aixi

com en les dues branques de la gentral del catecol, en laranca del trencamentneta de

IQnrell aromatic del protocatecuat en totes les vies perifériquegie convergixen enaquestes

rutes centrals en 61 gences de RoseobacteEs va determinar que les vies de degradacio

més detectades eren la branca del protocatecuat de la via deldmtzadipat i ls vies de
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va analitzar la capacitat de diversos aillats pefixer a costa dels composts aromatics

estudiats com a Unica font de carboni i energia i no sempre es oamplic els resultats
esperats a partir de la prediccio g&iA OF ® 5QIF f NI} oFyRIS y2 az2fta aqQ
al catabolisme de compostos arotitd sind també els mecanismes de tolerancia a dos
compostos aromaticangftalé i tolué) que preseren membees del linatge RoseobactelEn els

cultius exposats a naftalé es van detectar canvis a Indeslproteines implicades en el
YIYyGSYAYSyti ARBGt RSatitoNSYONI YL fF NBaLrRadl |
membrana. Per tant, els membres del llinatge Roseobacter presentaven alguns dels
mecanismes implicats en la todercia a compostos aromatics descrits en la literatura en altres

grups lacterians. Finalment, es van estudiar les difigies a nivéltaxonomic i funcional entre
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contaminades amb hidrocarburs a partir de la generacié de vuit metagenomes: dossties
FYOASYGEEAa A aAra | LI NI A NI BesMEtAgonNthey &npidrdals RS YA O
es va poder observar que en el metagenoma de port hi havia una menor deteccié de
sequéncies assignades a alfaproteobacteris i cianobacteris i una majeccifet de
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RQSadGdzRA& | YISNAZ2NRSONSHGASEZYSwWwbRBY ENYAHSE LI
de microcosmos, també es van observar diferéncies a nivel taxen@mcara que aquestes

van ser menys evidents que les del metagenoma de port. Aquests canvisldaxiodmic

van ser acompanyats de canvis a Hifancional, per exemple, es va observar que en els
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enzims implicatsobretot en la degradacié de compostos derivats de combustibles fossils i de
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Resumen

ABSTRACT

One characteristicof the Roseobacter lineage is its capacity for the degradation of aromatic
compounds. Inthis thesis a detailecnalysisof the capacity to degrade aromatic compounds

in the Roseobacter linge has beerdone by determining the presence and organization of
166 genes involved in 6 degradation pathways of central compounds previously studied in this
group (protocatebuate branch of the beteketoadipate pathway, benzoylCoA, gentisat,
phenylacety-CoA, homoprotocatdwate, and homogentisate) as well as in the two branches
of the central catechol pathway, in the branchrogta-cleavageof the protocatehuate ring

and in all peripheral pathways that converge in these central routes in 61 Roseobacter
genomes.The most detected degradation pathways were the protocdigate branch of the
betaketoadipate pathway and the degradation pathways of homogentisate and phenylacetyl
CoA. In addition, a great variability in the organization of the genes for egsdolic routes

was observedn 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 predictia@ne not always fulfilledOn the other

hand, we have also analysedthe mechanisms of tolerance to two aromatic compounds
(naphthalene and toluenepf members of the Roseobacter lineade. cultures exposed to
naphthalene changesin proteins involved inthe maintenance of membrane stability,
response to oxidative stress and membrane transpegte detected Therefore, members of

the Roseobacter lineage presented some of the mechanisms involved in tolerance to aromatic
compounds described in the literaturor 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: tavof environmental samples and six from microcosm experimémts.

the harbor metagenome there was less detection of sequences assigned to
alphaproteobacteria and cyanobacteria and a greater detection of gammaproteobacteria and
flavobacteria with respect tahe control water, confirming the results of previous studies
based on rRNAnN 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 contaminatedaters sequences fogenes coding for enzymes
involved mainly in degradation of compounds derived from fossil fuels and ligene
observed In control metagenome genesencoding enzymewshose substrate are unknown

were more prevalent
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Introduccién

1. El linaje Roseobacter

El linaje Roseobacter periece a la familihodobacteraceaen la clasé\lphaproteobacteria

Es un grupo filogenéticamente coherentelyos miembrogsomparten al menos un 89 % de
identidad en secuencia de 16S ARBlcharet al., 2005). A pesar de que el linaje Roseobacter

es robuso, la filogaia interna del linaje basada en 16S ARMNrestra grupos polifiléticos
(Buchanet al., 2005. En los ultimos afios el desarrollo de las técnicas de secuenciacién de
genomas Y la disponibilidad de genomas del linaje Roseobacter en bases de(ddicss ha
permitido analizar la filogenia del grupo en base a datos genomicos. El primer estudio
filogenémico fue realizado por Newton y colaboradores (2010) utilizaladsecuencia
concatenaad de 70 genes ortdlogos que se encontraban en copia Unicd2egenomas del

linaje Roseobacter. Estos autores definieron la presencia de, al menos, 5 grupos filogenémicos
en el linaje Roseobacter (figura 11). Estudios filogendmicos posteriores con un mayor nimero
de genomas han confirmado esta clasificacion (Lucoyall 2014; Mad.lad6,2017). A pesar

de obtener filogeniasnasrobustas con los estudios filogendémicos, en estas se puede observar
comomicroorganismos dgéneroscomoRuegeriaRoseobactePhaeobactey Oceanicolano
siempre se agrupan con los miembies su géneroLo més probables es que esto se daba

que algunas de las cepas incluidas en estos géneros no han sido bien caracterizadas
taxondmicamente. Por ello la taxonomia actual del grupo esta en desacuerdo con la filogenia
(Newton et al., 2010; Luocet al., 2012; 2013). Esta asignacién de categorias taxonémicas no
coherente con la filogenia causa confusion al interpretar la ecologia y la biologia evolutiva del
grupo (Luo y Moran, 2014).

En relacion asu ecologia, el linaje Roseobacter se encuentrad@rénantemente en
ambientes marinos, llegando a representar mas del 20 % de la comunidad en aguas costeras y
del 3 al 5 % en aguas ocednicas superficiales (Bugthaly 2005; Moranet al., 2007).Los
miembros del linaje Roseobacter son ubicuos en ambgatuaticosmarinos 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
cefaldpodos (Bucharet al, 2005). Algunas pblacionesdel linaje Roseobacter se ven
favorecidas durante lasflorescenciagle fitoplancton, con el que establecen relaciones de
mutualismo que pueden derivar erpatogénesis(Buchanet al, 2014). Las relaciones de
mutualismo entre los miembros del linaje Rosedtiea y el fitoplancton se ven favorecidas por
varias caracteristicade los roseobacterscomo la quimiotaxis hacia compuestos liberados por

el fitoplancton (por ejemplo, ebsmolito dimetilsulfonio propionatdDMSP)y la utilizacién de
componentes de lanateria organica disuelta (MQzomo fuente de carbono, nitrégeno,
azufre y fosforo (Buchaet al., 2014). En este sentiden los genomas del linaje Roseobacter

son abundanteslos genes pardransportadores de tipo TRAP (del inglépartite ATR
independknt periplasmiy, MFS (del inglésajor facilitator superfamily) y ABC (del inglés ATP
adenosine triphosphatbinding cassettd, que probablemente sean especfs para este tipo

de sustratos (Buchaet al., 2014). Ota caracteristicaelevantede bacteriss de este linajes la
produccion de metabolitos secundarios, base de la sefalizacion quimica para la defensa y las
interacciones entre microorganismos. Asi, muchos roseobacters producen una amplia gama de
compuestos bioactivos, incluyendo moléculas deatigécion y compuestos antimicrobianos
(Newtonet al., 2010;Buchanet al.,, 2014). Entre las moléculas de sefializacion producidas por
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Introduccién

los miembros del linaje Roseobacter se encuentesriN-acil homoserina lactonas, moléculas
que participan enquorum sensig, regulando por ejemplo la produccion de compuestos
antimicrobianos dependiendo de la densidad celular (Buaktaal,, 2014). En cuanto a los
compuestos antimicrobiandabricados pomiembros del linaje Roseobaciese encuentran el
acido tropodiiético (TDA) ya indigoidina (Brinkhof€t al., 2004; Newtonet 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 facilitarian las
relacicnes de mutualismo con el fitoplancton y que se exportarian a través de transportadores
de tipo DMT (del inglédruggmetabolite superfamily) (Buchanet al., 2005; WagneiDdbler y

Biebl, 2006 Buchanet al, 2014). Los miembros del linaje Roseobacter tamiséelen
presentar estructuras para facilitar la unién a superficies, ya que muchos de ellos viven
adheridos a particulaB(chanet al.,, 2005; Newtonet al., 2010; Buchanet al., 2014; Luo y
Moran, 2015) e incluso sobre otros organismos, ea@ucede corRiegeriasp. TM1040 que
formabiopeliculasobre dinoflagelados degéneroPfiesteriaBucharet al., 2005.

100 (100) ~ Phaeobacter gallaeciensis 2.10
Phaeobacter gallaeciensis BS107
80 (70) Ruegeria sp. R11
86 (100) Roseobacter sp. MED193 Grupo 1
Roseobacter sp. SK209-2-6
Rhodobacterales bacterium Y4l
Ruegeria sp. TM1040
Ruegeria p yi DSS-3

100 (100)
100 (86)| 100 (100)
100 (100)

100 (100)

100 (100)

100 (100) BN Grupo 2
100 (100)
o7 @) C
100 (77)
100 (100)
100 (100)
100 (100)
Grupo 3
100 (84) 100(60_) 100 (100)
100 (92)
7700 W Loktanella vestfoldensis SKAS3
- 100 (100) Roseobacter sp. CCS2
100 (100) [ Octadecabacter arcticus 238 Grupo 4
2 100 (100) b Octadecabacter antarcticus 307
1000 Oceanicola granulosus HTCC2516
5 b f hit ;"" .
100 (100) Pyt hia sp. CCS1
Maritimibacter alkaliphilus HTCC2654
Rhodobacterales bacterium HTCC2150
Rhodobacterales bacterium HTCC2255 o—'
Escherichia coli K12

Figura 11 Grupos filogenémicos descritos en el linaje Roseobacter. Se muestra un arbol consenso elaborado por
maxima verosimilitud con 32 genomdsl linaje Roseobacter en base al concatenado de 70 genes ortélogos en
copia Unica. Se muestran los valores limtstrap superiores al 50 calculados usando tanto el algoritmo de
maximaverosimilitud (naximum likelihoollcomo el deneighborjoining. La larra de escala representa el 10 % de
divergencia de secuencia. Imagen modificada de Newton y colaboradores (2010).
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Desde el puntode vista genémico, la mayoria de los miembros del linaje Roseobacter
cultivados tienen genomas grandes (entre 3,1 y 4,7 yifon wn alto contenido mol % G+C (60

+ 4 %) en comparacion con otros componentes del bacterioplanatwarino (uo y Moran,
2014). Hay algunas excepciondgntro del linaje Roseobacter con genomas mas pequefos y
con un menor contenidmol %G+Cgcomo la cepaultivada HTCC22%3,3 Mb, 3®omol G+C)

y algunos genomas obtenidake organismos no cultivadasediante secuenciacion de una
Unica célulgentre 2,6 y 4,4 Mb, 39 +%mol G+C)Luoet al., 2013;Zhanget al., 2016).

Otra caracteristica genética impgante en los miembrosultivadosdel linaje Roseobacteass la
presenciade agentes de transferencia génica (GTA) (Luo y Moran, 2014). Los GTA fueron
descubiertos erRhodobacter capsulatug son agrupaciones de genes que se cotranscriben,
algunos de los cles presentan homologia con genes fdgos (Lang y Beatty, 2000).as
particulas GTA swempaguetan ADN bacteriano y son mas importantes para la transferencia
génica entre roseobacters que la transformacién y la transduccion (Luo y Moran, 2014). Sin
embaigo, no esta claréa abundancia y distribuciode los GTAn los ecosistemas marinas

el papel que han tenido da evolucion dklinajeRoseobacter (Luo y Moran, 2014).

Respecto al metabolismdas bacteriascultivadas de este gruposon metabdlicamente
versétiles La mayoria son organismos quimiorganoheterotrofos aunque también pueden
obtener energia mediante fototrofia ldotrofia (WagnefDobler y Bieh 2006; Moran y Miller,
2007). Sehan descritoaislados de Roseobacter filogenéticamente diversos presentan
genes para realizar fototrofia anoxigénica aerdbica (AAnP) o, con menor frecuencia, para
aprovechamiento de Iluz via proteorodopsina (cepa HTCC2255) o xantorodopsinas
(Octadecabacter arcticug38, Octadecabacter antarcticu807 y Loktanella vedobldensisR-

9477) (Newtoret al., 2010; Luo y Morar2014). Estos mecanismos permiten obtener energia a
partir de la luz solar, aunque desacoplados de la fijacion depg@sto que los genes para la
fijacion del carbono del ciclo de Calvino se encuentra en los genomas de Roseobacter
estudiados (Luo y Moran, 2014). Sin embargo, se ha observadBRagenbacter denitrificans
Och114 puede fijar GQ@ niveles bajos a través de vias anapleréticas (€aal, 2009, por lo

que se ha especulado que los roseaters fotoétrofos podriarfijar carbono mediante vias
anapleré6ticaen presencia déuz (uo y Moran, 2014).

La quimiolitotrofia facultativa también es una caracteristica comun entre los miembros
cultivadosdel linaje Roseobacter (Newtat al., 2010). \arios aislados del linaje presentan las
formas | y Il de la deshidrogenasa de mondéxido de carbonog@iiicada por los genesox
(Cunliffe, 2011; Lug Moran, 2014). Se ha demostrado experimentalmente la utilizacion de
monoxido de carbono por ejemplen Ruegeria pomeroyDSS3'. Esta bacteridija CO a

O2y OSYidNI OA2ySa GNLAOIFA RS I|3dzZa YIFINRYLF& &dzLISN
regiones ocednicas) (Moraat al., 2004). La oxidacion del CO es una adaptacion al ecosistema
marino, consideradcen general como oligotréficmue permite obtener energia a partir de un
compuestoinorganico(Moran y Miller, 2007)Ademas,junto a la AAnPtambién afecta a la
eficiencia en la incorporaciéon del carbono orgénico en la cadena tr§ficda produccion y
liberacion de CO y GQgases importantes desde el punto de vista climéatico (Mordiller,
2007).En genomas de Roseobacter también se ha detectado la presencia desgeymsa la
oxidacién de sulfuro o tiosulfato, que junto a la oxidacion del matwdxie carbono puede
proporcionar una fuente de energia adicion®ofan et al., 2007 Luo y Moran, 2014)En
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concreto, la oxidacion del tiosulfato se ha demostrado experimentalment®.epomeroyi
DSS3', organismo en el que se observd un aumento del 48n%a densidad 6ptica de los
cultivos suplementados con tiosulfato 10 mM respecto a los cultivos no suplementados con
tiosulfato (Moranet al., 2004). Cabe destacar que la distribucion taxonémica de los genxes

y soxno concuerda con la filogenia del gau(Luo y Moran, 2014; Zhamg al., 2016). Este
resultado sugiriere que la adquisicion o pérdida de estos genes ha ocurrido en varios episodios
durante la evoluciénlel linajeRoseobacterguyos miembrosan ido explorandy colonizando
nuevos habitats & largo de su historia evolutiva (Luo y Moran, 2014).

Entre la variedad de compuestos organicos utilizados por los miembros del linaje Roseobacter
en su metabolismo quimioorganoheterotrofo vale la pena destacar algunos de ellos por su
relevancia en el furionamiento del ecosistema marino y por el interés particular de esta tesis.
Unafuente de carbono y energimportante para los miembros del linaje Roseobacter es el
dimetil sulfonbpropionato (DMSP) (Gonzaler al., 2000; Reisclet al., 2011). EIl DMSPseun
compuesto osmoprotector que es producido en grandes cantidades por micro y macro algas
marinas y por plantas halofitas (Yoch, 20@3te compuestes liberado al medio por lisis
celular, senescencia e infecciones virigasonstituye uno de los coropentes principales de

la materia organica disueltdel océano(Reischet al., 201). EIDMSP se puede degradar de
dos maneras: mediante la via de la rotura y mediante la via de la
desmetilacion/desmetiolacion (Moraet al., 2003). La via de la rotura daghr a dimetilsulfuro
(DMS), un compuesto volatil del azufre que es importante para el clima global al participar en
la formacién de nubes y contrarrestar el calentamiegtobal Charlsoret al., 1987). Enesta

via de degradacion del DMSP se genera DB&ilato por accion de una DMSP liasa, y se da
tanto en miembros del linaje Roseobacter como en otras bacterias marinas cultivables y en
algas eucariotas (Moragt al. 2003). En cuanto a la via de la desmetilacién/desmetiolacion, el
DMSP es desmetilado an3etil-mercaptopropionato (MMPA) y luego desmetiolado para dar
lugar a metanotiol (MeSH) y acrilato (Morahal., 2003). El MMPA a su vez puede volver ser
desmetilado dando lugar arBercaptopropionato (MPA), aunque esta Ultima desmetilacion no
se ha detetado en los miembros del linaje Roseobacter (Moearal., 2003). La via de la
desmetilacion/desmetiolacion #m se encuentra en bacterigses la via de degradacion del
DMSP mas detectadahora bien, las Unicas bacterias en las que se da tanto la via de
degradacién como la via de la desmetilacion/desmetiolacion son las del linaje Roseobacte
(Moranet al,, 2003).Estoindicaunaadaptacion 6ptimalel linaje Roseobactex utilizacion de
compuestos derivados das algas (Geng y Belas, 20BQchanet al., 2014) tal y como ya se

ha mencionado anteriormente.

Un segundo grupo de compuestgse pueden ser metabolizados pmiembros cultivados del

linaje Roseobactery que constituyen el objeto principal de esta tesis, son compuestos
monoaromaticos. Como seesdarrolla a continuacién en el siguiente apartadmisten
evidencias de que los miembros del linaje Roseobacter participan en la degradacion de
compuestos aromaticos en los ecosistemas marinos (Buchan y Go2g4dley,

En los ultimos afios, con la obtentidel genoma de la cepa HTCC2255 y de representantes no
cultivados del linaje Roseobacter mediante secuenciacion de una Unica déliulag(éssingle-
cell genomics SCE se han detectado diferencias importantes entre los genomas de los
roseobacters cuivados (a excepcion de HTCC2255) y los no cultivedasma evolutivaue
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esta representad por la cepa HTCC2255, a diferencia del resto de roseobacters cultivados,
corresponderia a un microorganismo del bacterioplancida vida libre que se separé del
ancestro comun y sufrié una drastica reduccion génica @twat, 2013). Entre los genes que

se perdieron se encuentran genes conservados en la mayoria de los roseobacters cultivados,
como por ejemplo genes involucrados en la motilidad, quimiotaxis, Ineditano y sintesis de
metabolitos secundarios, transduccién de sefales y varias funciones regulatoriaet @lyo
2013).Con esta pérdida de genes, no esenciales para un estilo de vida libre, el genoma de
roseobacters como la cepa HTCC2255 pasoé a tanpendil funcional mas similar al de SAR11,

el ejemplo tipico de bacteria oligotrofica marina de vida libre, que al de otros roseobacters
(Luoet al,, 2013).En cuanto a los genom&C&e grupos de Roseobacter no cultivados (los
grupos CHABS5, SA@D19, DC580-3 y NACLL; este Ultimo incluye un representante
cultivado, la cepa HTCC2255), estos no solo son mas pequefios y presentan un menor
contenido de mol % G+C sino que, ademtsnen una mayor proporcién deyenes
caracteristicos de bacterias de vidard (por ejemplo, de sistemas de secrecion Sec) y una
disminucion de genegue soncomunes entre los miembros cultivados del linaje Roseobacter
(por ejemplo, genes de produccién de antibidticos, de quimiotaxis y genes de modificacion de
la superficie celalr). También tienen un menor porcentaje de ADN no codificante @tuad.,

2014; Zhanget al, 2016). Estas caracteristicas indican que los roseobacters no cultivados
estudiados hasta el momento tienen genomas mas parecidos a los modelos de
bacterioplancton de vida libre con genomas reducidos (p.e. SAR11 y SAR86) que a los de los
roseobacters cultivados (L@ al., 2014). La excepcion serian los genomas del grupo GBAB

gue se parecen mas a los de los genomas cultivados ya que son relativamente (feindes

Mb) y contienen una elevada fraccion de ADN no codificantel@06) (Zhanet al., 2016).
Respecto a la capacidad de fototrofia presente en los genomas de las bacterias no cultivadas,
se ha detectado la presencia de la ruta completa de genesciajols en AANP en los grupos
SAGO19 y DCB0-3 y la ruta incompleta en el grupo CHAB (Zhanget al., 2016). En cuanto

a la capacidad de quimiolitotrofia facultativa presente en los genomas de las bacterias no
cultivadas, se ha detectado la presencialadormas | de la deshidrogenasa de mond6xido de
carbono en los grupos SA®E 9y DC580-3 y de la forma Il en el grupo CHAB (Zhanget al.,

2016). Ademas, se ha detectado la presencia de los gsoe®n todos los grupos de
roseobacters no cultivados Hang et al., 2016). Por lo tanto la mixotrofia parece ser una
caracteristica comun en todos los miembros del linaje Roseobacter.

2. Degradacioraerdbica de compuestos aromaticos

Los compuestos aromaticos se encuentran ampliamente distribuidos en lealeata puesto

que se producen de forma natural por una gran variedad de procesos biologicos y
biogeoquimicos (PéreRantojaet al., 2010a). La mayor parte de los compuestos aromaticos
derivan de la degradaciéon de la lignina, que es el segundo polimeraiud@siante en la
naturaleza tras la celulosg que comprende hasta el 25 de la biomasa vegetal terrestre (Kirk

y Farrell, 1987). Los productos de degradacion de la lignina, junto a otros compuestos
aromaticos derivados de las plantas y de las algastittoren componentes importantes de la
materia organica disuelta en ambientes marinos, tales como marismas y estuarios costeros
(Moran y Hodson, 1994; Sleighter y Hatcher, 200®s compuestos aromaticosambién
proceden delos aminoacidos aromatico@Pére-Pantojaet al, 2010a) Finalmente, otras
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fuentes de compuestos aromaticos derivea la extraccion y uso de combustibles fosiles
como por ejemplo elrafico maritimo GESAMP2007, derrames producidos en el transporte
maritimo de mercancias peligrosgsomo el petréleo, sus derivados refinados y otros
productos quimicoskl vertidode desechos industriales y aguas residualesuso de pinturas
para barcosRérezPantojaet al., 2010a; Psarro®t al., 2011).

La degradacion deompuestos aromaticos @émportante a nivel de los ciclos biogeoquimicos
globales y la llevan a cabo casi exclusivamente microorganismos, que han desarrollado
diversas estrategias para degradar estos compuegtobtener carbono y energia (Pérez
Pantojaet al., 2010a). Existe ungran variedad de compuestos aromaticos y la estrategia para
degradarlos consiste emansformarestos compuestos mediante una amplia variedad de vias
de degradacién (vias periféricas), que confluyen dando lugar a un menor ndmero de
compuestos centrales (BrezPantoja et al., 20109. Estos compuestos monoaromaticos
centralesson degradados hasta dar lugar a intermediarios del ciclo de Krebs mediante las vias
centrales para la degradacién de compuestoamaticos (PérePantojaet al., 20103.

En todos los mpcesos de degradacid@erdbica de compuestos monoaromaticos hay dos pasos
clave: 1) la activacion del anillo bencénico, en general mediante su oxigenacion y 2) la
posterior rotura del anilloEsta roturgouede ser intradiol, es decir que se produce ertos
grupos hidroxilo (también llamada rotur@to), o puede ser una rotura extradiol, es decir,
adyacente a un grupo hidroxilo (también llamada rotoreta). Una tercera posibilidad es que

la rotura se produzcaentre un carbono portador de un grupo carbloxiy el carbono
adyacente, el cual se encuentra hidroxilado y en posigéra respecto a otro carbono
hidroxilado (roturapara) (PérezPantojaet al., 20109. Sin embargo, en condiciones aerébicas
también se produce un tipo de catabolismo que no se baséag etapas clasicas descritas,
sino en la formaciéon de tioésteres daenzima A CoA y en una rotura no oxigenolitica
(Nogaleset al.,, 2007; PérePantojaet al., 2010a).Clasicamente, se pensaba que la rotura de
anillos arométicos con sustitutos de Ca#lo se daba en vias anaerdbicBérezPantojaet al.,

20109. Sin embargo, se describi6 una nueva via para la degradacibn de compuestos
aromaticos que no implicaba intermediarios aromaticos dihidroxilados para la degradacion de
fenilacetato enEschericka coliW (Ferrandezt al., 1998 y Pseudomonas putidd (Oliveraet

al., 1998).El compuesto alifatico resultante sufre una serie de reacciones parecidas a las de la
beta-oxidaciénde los acidos grasos que implicarfdamacion de tioésteres de CoAalfinal
acabara dando lugar a intermediarios del ciclo de Krebs (Nogads2007, Péreantojaet

al., 2010a) A este tipo de vias como la del fenilacetato se dasoce como vias aerdbicas
hibridas, puesto que combinan caracteristicas de vias anaasibtomo la formacion inicial

de derivados de CoA, con reacciones tipicas de vias aerébicas como la oxigenacién del anillo
aromatico(Diaz, 2004).

En la activacion del anillo bencénico suelen estar invatlass enzimas pertenecientes a tres
superfamilias las oxigenasas Rieske con hierro no hdRieske nofeme iron oxygenases
RieskeNH); las flavoproteinas monooxigenasas flavoprotein monooxygenasgsy las
oxigenasas multicomponente de dihiersoluble §oluble diiron multicomponent oxygenapes
(PérezPantoja et al, 2010b). Las oxigenasas RieskéH normalmente catalizan la
incorporacién de dos atomos de oxigeno al anillo bencénico (aunque algunas solo catalizan
una monooxigenacién) y son enzimas importantes para la activacion y posterior degradacion
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aerObica de compuestos aromaticos tales como benzoato, benceno, tolueno, ftalato, naftaleno
o bifenilo (Péreantojaet al., 2010b).Son enzimas formadas por varias subunidades con un
componente oxigenasa terminal (proteina hieapufre) y proteinas de treporte de
electrones @na ferredoxina y una reductasa o una combinacion de ferredaxiiaH
reductasa (PérezPantojaet al., 2010b) Las proteinas hierrazufre del componente oxigenasa
suelen ser heterodimeros compuestos por una subunidad alfa mayoeaysubunidad beta
pequena PérezPantojaet al, 2010b) La subunidad alfa contiene un grupo de tipo Rieske
[2Fe2S] un hierro no hemo en el centro de activacion del oxigeno y un sitio de unién del
sustrato que determina la especificidad de la enziP@gzPantojaet al.,, 2010b) En cuanto a

la subunidad beta, esta no siempre esta presente puesto que algunas enzimas ctalattas
4,5dioxigenasagontienen solo subunidades alfgrezPantojaet al., 2010b) En base a
andlisis filogenéticos de las sutidades alfa, se han descrito dos grandes linajes de Riidke

uno al que pertenecen las enzimas de la familia de la ftalato oxigenasa y otro al que
pertenecen el resto de familias descritas de Ridskie(Duarteet al., 2014).

Las flavoproteinas monooxigasas estan involucradas la degradacion de compuestos
aromaticos y también en otros procesos bioldgico@mo por ejemplo la sintesis de
antibioticos y sideroforos RérezPantoja et al, 2010b) Muchas de lasflavoproteinas
monooxigenasasontienen una flaina como grupo prostético unida de forma no covalente,
pero hay otras que tienen un grupo FAD o FMN unido de fawowalente (van Berkedt al.,
2006).Las flavoproteinas monooxigenasas se han clasifieadbasea su secuencia en seis
clases distintas: & {an Berkelet al, 2006), siendo las clases A, D y F especialmente
relevantes para la degradacion de compuestos aromatiPésezPantojaet al., 2010b).Las
flavoproteinas monooxigenasasn enzimas importantes para la degradacién de compuestos
aromaticos tales como salicilato-f8droxibenzoato, aminobenze@oA o 2ZaminobenzoiCoA
(PérezPantojaet al., 2010b).

Lasoxigenasas multicomponeate dihierrosoluble estan formadas por una hidroxilasa, que a
su vez puede estar formada hasta por tres sBuRlF RS&4 RAAGAY Gl & 60 3
oxidoreductasa y unéerredoxina(Leahyet al, 2003). Lasoxigenasas multicomponente de
dihierro solublepueden ser divididas en cuatro grupos de enzimas en base a su estructura, y
en menor medida a su especifiai desustrato (Leahyet al., 2003). Este cuatro grupos son:

las monooxigenasas solubles del metano, la alqueno monooxigenas&hddococcus
corallinusB-276, las fenol hidroxilasas y las monooxigenasas de alquarmsAticosde 4
componentes(Leahyet al, 2003). La®xigenasasnulticomponente de dihierrcsoluble son
enzimascapaces de monooxigenar benceno, tolueno y fenol para generar fenol, metilfenol y
catecol, respectivamente (PérPantojaet al., 2010b).Cabe destacar que entre las enzimas
gue pertenecen a las oxigenasas multicomponente de dihiesotuble se encuentran las
enzimas que seencargan de la hidroxilacién de los compuestos aromaéticos que deben
activarse meante la unién de un grupo CoBpmo el fenilacetato y el benzoatdPérez
Pantojaet al., 2010b).

En cuanto a la rotura delnillo bencénico tras la hidroxilacibopmo ya se ha comentado
anteriormente, esta puede ser intradidlica o extradidli@erezPantojaet al, 2010a). Las

intradiol dioxigenasas tienen un centro mononuclear d& Eeordinado con dos tirosinas y
dos histidinas comdigandos Fetzner, 201p Lasintradiol dioxigenasas son practicamente

9
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exclusivas de actinobacterias y proteobacterias, aunque se han detectado algunas excepciones
como la presencia de unarotocatecuato3,4-dioxigenasaen Deinococcus geothermali3SM

11300 (Deinococgi y en Solibacter usitatu€llin6076 (Acidobacteriq (PérezPantojaet al.,
2010bh. Todas las dioxigenasasradidlicas pertenecen a la misma superfamiDauarteet al.,
2014)en la que salistinguen siete grupos: el de las hidroxibenzoquinol dioxiges{@sapo 1),
catecol 1,2dioxigenasa de proteobacterias (grupo 2)catecol 1,2dioxigenasas de
actinobacterias (grupo 3), subunidades alfa de las protocatecuato dioxige(@rsgo 5),
subuwnidadesbeta de las protocatecuato dioxigenasggrupo 7) y finalmente, los grupos 4 y 6
cuyas enzimagodaviano tienen una funcién asignadRérezPantojaet al., 20100. En cuanto

a las extradiol dioxigenasasestassuelen presentaun centro activo pa la catalisis con un

Fé* o menos frecuentemente comin Mr?* (Fetzner, 2012). Laextradiol dioxigenasas
pertenecen al menos a 3 superfamilias distintastradiol dioxigenasas del oxigeno quelado
adyacente éxtradiol dioxygenases of thdcinal oxygen dadlate superfamily)Lig By aupina
(PérezPantojaet al., 20100. Lasextradioldioxigenasas del oxigeno guelado adyacente (tipo I,
EXDO I¥e encargan de la rotura dioxigenolitica de los derivados del catecol en varias vias de
degradacién de compuestos mo y poliaromaticos y participan eta degradacion de
compuestos como benceno, tolueno, bifenilo, naftaleno, catecol y bibenzofurano, entre otros
(PérezPantojaet al,, 2010b).La superfamilia de las extradiol dioxigenasas de tipo (tijgBI1)

estan formadas por dos tipos de subunidages & 1 ¥ &AASyR2 f I &dzmdzyARIR
el centro activo en una hendidura gtmda que queda cubierta por laubunidad alfa
(Sugimotoet al., 1999. Las enzimas de la superfamilia LigB se encargan de la degradacién de
mono y poliaromaticos como ptocatecuato (roturameta), homoprotocatecuato, galato
carbazol (Duarteet al.,, 2014). Finalmente, ds enzimas de la superfamil@pina (extradiol
dioxigenasasipo Ill) se caracterizan por la presencia del dominio cupina que consiste en un
barril beta formado por seis laminas beta y que puede encontrarse en copia Unica
(monocupinas) o duplicadabi€upinas) (Fetzner, 2012). Entre los sustrasobre los que
actian las enzimas de la superfamilia cupina se encuertpampuestos aromaticos como
gentisato,homogentisato y dhidroxiantranilato (PérePantojaet al., 2010b).Recientemente

se ha descubierto otro tipo de dioxigenasas extradidlitas benzoquinol 1;8ioxigenasas,

cuyo origen no esta clarg que también son dependientes de Fé (PérezPantojaet al.,
2010b) Las benzoquinol 1,dioxigenasa son heterotetr®’ S NB 4, €n los que las
subunidRSa h @& i y2 LidREéndialdornyotrds Ridkigehdsas| Bltas enzimas
catalizan la rotura de un amplio rango de benzoquinoles hasta sus correspisdién
hidroximuconico semialdetibs (Péreantojaet al., 2010b).

Por lo tanto,hay una extensa variedad de oxigenasas involucradas tanto en la activacion como
en la rotura de compuestos aromaticdsna de las dificultadgsaraestudiar estos enzimas es

que su clasificacion en las bases de datos no siempreoescta. Estos problemas de
clasificacion se producen porqlee mayoria ddasenzimas que se encuentran en las bases de
datos no se han caracterizado experimentalmers@lo se les hasignado una determinada
funcion en base a estudios de prediccion pomlogia de secuencia (Duargt al., 2014).
Paracorregir los errores de las bases de datos de enzimas y mejorar la clasificacion funcional
de estas Duarte y colaboradores (2014) crearon una nueva base de datos de degradacion,
AromaDeg, que integra datexperimentales comandlisis flogenémicos.
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3. Evidenciagle la degradacion de compuestos aromaticos por bacterias del linaje
Roseobacter

La primera evidencia de la capacidad de los miembros del IRageobactepara degradar
compuestos aromaticos nd del aislamiento de la bacteriagittula stellataE37" de un

cultivo de enriquecimientgreparado con agua de mar de la costa de Georgia (EEUU) y pasta
de papel (Gonzélegt al., 1997). En concreto se observo g8e stellataE-37" se unia a las
particdas de celulosa y lignocelulosg, que podia hidrolizar la celulosa y solubilizar y
mineralizar la lignina (Gonzale# al, 1997). En el afio 2000 Buchan y colaboradores
determinaron la presencia denaenzima clave de la via de degradacién del toet@adpato,

la protocatecuato 3,4lioxigenasaen seisaisladosdel linajeque fueron aislados a partir de

agua de mar y sedimentos de estuarios y zonas costeras del sudeste de Estados unidos. En
concretocincode ellos se aislaron a partir de enriguecimientos lignina y otros compuestos
aromaéticos §. stellataE-37" y las cepas d&ulfitobactersp. EE36, Y3F, IC4 y S25comOE)
sextoaisladq GA}16, se aisl6 directamente de aguas costeras usando un medio no selectivo y
pobre en nutrientes (Buchaat al., 2000). A su vez se demostré que los seis aislados eran
capaces de crecer a expensas de al menos tres de los siguientes compuestos aromaticos:
antranilato, benzoato,p-hidroxibenzoato, salicilato, vanillato, ferulato, protocatecuato y
cumarato. Ademas seios que en cuatro de los aislados la actividade la enzima
protocatecuato 3,4dioxigenasae inducial crecer emp-hidroxibenzoato (Buchaet al., 2000).

En estudios posteriores estos autores ampliaron la lista de aislados marinos de Roseobacter
gue tenian el gen para protecuato 3dioxigenasa y/o eran capaces de crecer con compuestos
aromaticos (Buchaat al., 2001; 2004).

Posteriormente, Brito y colaboradore€006) aislaron ocho cepas de Roseobacter de
sedimentos de un manglar en Brasil (bahia de Ghbarsg, usando agua de mar artificial
suplementada con pireno, naftaleno o fluorantreno como Unicas fuentes de carliEmo.
cultivo puro bdos los aisladogudieron transformar estos hidrocarburos poliaromaticos, con
una capacidad transformacion de entreldl y el 100 % (Britet al., 2006). Un afio después
Harwati y colaboradores obtuvieron 98 aislados lielje Roseobacter de aguas procedentes

del puerto Semarang (Indonesia) y demostraron la capacidad de 43 de ellos para degradar
componentes del crudo (Haati et al., 2007). Estos autores ademas describieron dos nuevas
especiesTranquillimonas alkanivoransTropicibacter naphthalenivoransomo degradadores

de alcanos y compuestos aromaticos policiclicos, respectivamentedtiiat al., 2008; 2009).

En bs ultimos afios se han seguido aislando miembros del linaje Roseobacter implicados en la
degradacién de compuestomonoaromaticos y compuestoaromaticos policiclicosPor
ejemplo, se han obtenido nuevos aislados relacionados con los géDgreisellaMarinovum
Pelagibaca Sulfitobacter ThalassobiusThalassococcug Tropicibactercapaces de degradar
ftalato (waki et al, 2012a; 2012d). En cuanto a los nuevos aislados implicados en la
degradacién de compuestos aromaticos policiclicos se encuentran, emplo, los
degradadores de naftalencCitreicella aestuarii357 GSuérezSuarez et al, 2012 vy
Confluentimicrobium naphthalenivoranéSé (Jeonget al., 2015, Celeribacter indicu®73

capaz de degradar bifdoj nataleno, 2metilnaftaleno, 2,6dimetilnaftaleng acenafteng
antracenq fenantrenqg dibenzotideno, dibenzofuraw, fluorern, 4-metildibenzotideno y
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fluoranteno (Laiet al,, 2014) y el degradador de fenantreno y fluorer@eleribacter persicus

SBUI (Jamiet al., 2016).
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Figura 12 Vias de dgradacion de compuestos monoaromaticos dedelets en genomas tdinaje Roseobacter.

Imagen modificada de Moraet al., 2007 con los datos de Newtast al, 2010. Se indica el nimero de genomas

respecto al totahnalizado(32) que presentan el gen codditte para la enz
seis compuestos, y entre paréntesis, el porcentaje que representan.

imprincipalen la degradacion de estos

Mucha de & informacionde que se diponesobre lacapacidadde los miembros del linaje

Roseobacter para degradar hidrocarburosompuestos aromaticose basa en analisis de
genomas(Buchan y Gonzélez, 20j@rque hay pocos estudios que incluyan analisis quimicos

0 bioguimicos de degradacion. Algunos ejemplos serian los realizados recientemente con
algunos de los aislados degradag®ide compuestos poliaromaticos (Suagsérez, 2013; Lai

et al, 2014 y Jeonegt al., 2015) En estudios basados élomologia de secuencia se describid

gue los miembros del linaje Roseobacter presentaban hasta seis vias para la degradacion
aeroObica de compuestos monoaromaticos: beni:@ oA fenilacetl-CoA, homoprotocatecuato,

homogentisato, gentisato y rama del protocateto de la Wi

R-Betoadipato (Moraret al.,

2007; Newtoret al., 2010; Buchan y Gonzélez, 2010pmo se puede observar en la figl@a
las vias de degradacion mas frecuentemente detectadas en el estudio de Newton y

O2t 1 02N R2NB& o6HnmnL FdzSNP
los genomas analizados), la del homogentisato (69 % de

Y'Y f-tetodiaty (75 9R
los genomas) y laldettiieGoA

LINE (0 2

(56 % de los genomas). Por lo tanto, la presencia de genes implicados en la degradacion de
compuestos monoaromaticose describié comana caracteristicaomun de los miembros
cultivados del linaje Roseobactdra gran variedad de vias imptieas en la degradacion de

compuestos monoarométicos en el linaje Roseobacter escanacteristica mas comun en
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bacterias de suelo (p.®€seudomongsqueen las bacterias marinas (Buchan y Gonzéalez, 2010).

A pesar de que se detecta una gran variedad de dmsdegradacion de compuestos
aromaticos en el conjunto del linaje Roseobacter, en algunas especies la presencia de estas
rutas es mayor. Por ejemplSagittula stellataE-37", Jannaschiap. CCSRuegeria pomeroyi
DSS3'y Maritimibacter alkaliphiluHT@ 2654 presentan genes implicados en la degradacion

de protocatecuato, gentisato, homoprotocatecuato, benzoato y fenilacetato (Buchan y
Gonzalez, 2010). Ademas, estos aislados también tienen genes que presentan homologia con
alcano hidroxilasas y con otrégdroxilasas y dioxigenasas implicadas en la rotura de anillos
aromaticos (Buchan y Gonzalez, 201Dgsde la publicacion en 2010 de los articulos de
Newton y colaboradores y de Buchan y Gonzélez, se han secuenciado una gran cantidad de
genomas, sin embgp, en la mayoria desstos aisladosio se estudiado su capacidad para
degradar hidrocarburo€En los Gltimos afios, uno de los estudios en los que se ha andkzado
capacidad degradadora de hidrocarburos en nuevos genaldalinaje Roseobactees el de
Mas-Llad6 (2017)En concreto, en este estudio se trabajé con nueve genomas de aislados de
puertos deportivos de Mallorca y en siete de ellos se predijo la presencia para alcano
monooxigenasas, (Mddadd, 2017). Por lo tanto, en base a los resultados dedaslios
publicados, sda interesante estudiar la presencia de genes implicados en la degradacion de
compuestos aromaticos en los genomas de Roseobacter cuyo potencial cabatélico aun no ha
sido analizadoDe esta forma, se pofdr comprobar si la presergcide genes catabodlicos es una
caracteristica comun de los genomas del linaje Roseobacter, y por ello, es uno de los objectivos
de la presente tesis.

Por otra parte, 8 han realizado variogstudios sobre la respuesta a hidrocarburos que
presentan los miemios del linaje Roseobacter. La mayor parte de estos estudios demuestran
gue los miembros del linaje Roseobacter responden favorablemente a la presencia de
hidrocarburos 9n embargo no se sabe si presentan preferencia para degradar ciertos
hidrocarburos,ni si la degradacién de estos compuesse ve favorecida por detminadas
condiciones ambientaleBuchan y Gonzale2010Q. Un ejemplo de estos estudi@s el de
Brakstad yladeng (2005) en el que se observaba que la presencia del linaje Roseobacter, en
base al6S ARNraumentaba de un 21 a un 88 tras 21 dias de exposicién al petrdleo en
aguas costeras y de <1 a un &en aguas marinas cercanas a una platafopeteolifera
Ademasvieron quelos miembros del linaje Roseobactgue se veian favorecideen estas
condiciones estaban relacionados con los génedaffitobactery RoseobacterBrakstady
Ladeng 2005).Secuencias afiliadas géneroSulfitobacterfueron tambiénabundantes en las
librerias de pirosecuenciacion generadas a partir de muestreareteadel Golfo de Méjico
contaminadas poel derramede petroleo de la plataformaDeepwater HorizofDWH)(Kostka

et al, 2011). Por otra parte, no todos lariembros del linaje Roseobact@roliferan en
presencia de hidrocarburos (Buchan Gonzéalez,2010. Por ejemplo, en el estudio de
Prabagaran y colaboradores (200r8alizadoen microcosmos de agua de mar de la costa de
Ushuaia suplementados con la fraccion soluble en agua del petrékeogbservd una
disminucion de poblaciones de Roseobacter traselgosicion a petréleo.Mckew y
colaboradores (2007) realizaron experimentos de microcosmos con agua delenana
marisma costera estanfordle-Hope cercana a dos refinerias de petrélen el estario del
TamesisUtilizaronvarios hidrocarburos entre $oque se encontraban alcanesidrocarburos
aromaticos policiclicogste estudiosugeriague ciertas poblaciones de Roseobacter podian ser
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estimuladas por la presencia de alcanos e inhibidas por la presekecideterminados
componentesdel petréleo, como los hidrocarburos arométicos policiclicgMckew et al.,
2007) Ademaés, en el estudio de Pikdlalonga (2012)con agua de mar de la costa de
Mallorca suplementada con diéselambién se observé cémo algumgoblaciones de
Roseobacteproliferaban erpresencia deliéselmientras otra no.

Finalmente, cabe destacar que se han realizado varios estudios de diversidad microbiana en
ambientes crénicamente contaminados con hidrocarburqaueftos), entre los que
encontramos los de Nogales y colaboradores (280PRifiaVillonga (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 detectd la presencia de
miembros del linaje Roseobactdbr lo tanto, el potencial para el catabolismo de compuestos
aromaéticos en el linaje Roseobacter, junto a la respuesta favorakd¢gdaas poblaciones la
exposicién a hidrocarburos, convierten al linaje Roseobacter en uno de los més interesantes
para el estudio de ladegradacion microbiana de compuestos aromaticos en ambientes
marinos. Ademas, la elevada abundancia de microorganismos de este linaje en ambientes
contaminados con hidrocarburos (p.e. puertos) convierte este tipo de ambientes en idéneos
paraestudiar la contribucién de este linaje en la degradacion de hidrocarburos.

4. Potencial parda degradacion de hidrocarburos en el ambiente

Se han realizado numerosos estudios para determinar la composicion de las comunidades
microbianas en ambientes @micamente contaminados y los cambios que se producen<n la
comunidacks en respuesta a la contaminacion (Cappedtoal., 2007; Yakimowet al., 2007,
Nogales, 2010; Berth€orti y Nachtkamp, 2010). La maigode estos estudios se basarmmel
andlisis desecuencias de 16S ARNr, por lo tanto permitian conocer la estructura de las
comunidades microbianas existentes en estos ambientes pero no permitian realizar una
aproximacion al potencial catabdlico de las comunidades. También se han realizado estudios
para estudiar el potencial catabdlico de estas comunidades a partir de la fisagidin
mediante PCR de determinados genes catabdligaa alcano monooxigenasas (AlkB)
dioxigenasas de compuestos aromatigola comparacion de los productos resultantes entr
diversas comunidadg$waiet al., 2010;Guibertet al., 2012 Marcoset al., 2012).

Con la aparicion desaécnicas denetagendémica se pudieron estudiar de forma mas detallada
tanto los variaciones estructurales de la comunidadmo los camios funconales que se
producen cuando esta se expone @n cambioen lascondicionesambientales(Gilbert y
Dupont, 2011; Simon y Daniel, 2011). Se han realizado varios estudios metagendanécos
analizarla respuesta de comunidad microbiana marinas a la expogiion a hidrocarburos
tanto en ambientes cronicamente contaminados como tras vertidos accidentales de petréleo
(Masonet al, 2012; Guterrez et al., 2013; Kimest al,, 2013; Hawleyet al., 2014; Kimet al.,

2014, Bargiel&t al., 2015). < ha observadaomo la diversidad quimica de los componentes
del crudo depetréleo junto con la profundidad, la concentracion @dgeng la temperatura y

el aporte de nutrientes influyen en las poblaciones microbianas y los procesos de
biodegradacion que se producen erspelesta a los derramexcidentalesle petrdleo en agua

de mar y sedimento@viasonet al., 2012; Guterrezet al., 2013; Kimeet al., 2013).
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En base a estudiosle secuencias de 16S ARNr, se habia observado una sucesion de
poblaciones bacterianas tras logertidos de crudq con una predominanciainicial de
poblaciones especializadas en la degradacion de hidrocarburos alif&ticoe los miembros

del orden Oceanospirillalesde géneros comoAlcanivorax Oleispira Thalassolituus
Neptunomonagy Oleiphilusy otrasGammaproteobacterisomoMarinobacter(Yakimowet al.,

2007; Bargielat al., 2015). Con el tiempo se producia una sustitucion de estas poblaciones
por otras especializadas en la degradacién de hidrocarburos aromaticos como las de los
géneros Cyclalasticusy Colwellia acompafiado de un enriguecimiento de los géneros
Halomonas Alteromonasy Pseudoalteromonagyakimowet al., 2007; Gutierrezt al., 2013).

Con los estudios metagendmicos realizados a partir del vertido de crudo de la plataforma
petroliferaDWHen elGolfo de Méjicoen 2010 (McNutet al., 2012) se confirmé también esta
dinamica de poblacione@Masonet al., 2012; Gutierrezt al., 2013). Estos cambios a nivel
taxondmico también fueron acompafiados de cambios a nivel de potencial peaitabolismo

de hidrocarburos en estas aguas @twal.,, 2012; Masoret al., 2012). En el estudio de Mason y
colaboradores (2012) se observé un aumento de la abundancia relativa de los genes
involucrados en la degradaciéon de alcanos tras el vertido defl.[BWcambio,la abundancia
relativa de los genes involucrados en la degradacién de compuestos aromaticos, como el
etilbenceno y el tolueno, era menor que en las muestras no contaminadas (Mzsaln

2012). La mayor abundancia de genes involucrados edetiradacion de alcanpsen
comparacion con aquellos implicados en la degradacién de compuestos aronaii@studio

de Mason y colaboradores (2013s consistente con que los alcanam snasfacilmente
degradables que los compuestos aromatidas y ©mo recogieronDasy Chandrar(2011).En
cambio, en ekstudiode Lu y colaboradores (201&) laesteladel vertido de laDWH, no solo

se observé una mayor abundancia de genes involucrados en la degradacién de alcanos, sino
también degenes involucradosrela degradacion de compuestos aromaticos, entre ellos de
compuestos aromaticos heterociclicos. Ademas, estos cambios a nivel de potencial para el
catabolismo de hidrocarburos también fueron acompafiado de otros cambios funcipnales
como el aumento en la abndancia relativa de genes involucrados en el metabolismo del
carbono,del nitrégenoy del fésforo (Luet al., 2012).Por lo tanto, en l&stela del vertidale la

DWH, en base a los genes detectados por Lu y colaboradores (2012), se veia favorecida la
degradacion de varias fuentes de carbono, entre ellas fuentes de carbono complejas, como
podrian ser varios componentes del petroleo y sus derivados. Adetadabién se veia
favorecidala liberacion de nitrégeno y fosforo al medicsu asimilacion, con lo quee podfa
aumentar la biomasa microbiana, ya que estos d@nentosson elementoslimitantes del
crecimientoen el medio maringLuet al., 2012).

En cuanto a los ambientes cronicamente contaminados con hidrocarburos, en base a estudios
anteriores se sahique la diversidad microbiana en estos ambientes era alta y que ademas
predominaban bacterias déllum Bacteroidetesgammaproteobacterias marinas oligotroficas
(OMG) y miembros del linaje Roseobactiiogales, 2010)Ademas, en estos ambientes las
tipicas bacterias marinas degradadoras de hidrocarbufgakimov et al, 2007) eran
componentes minoritarios de la comunidad (Ber@erti y Nachtkamp, 2010; Nogales, 2010).

En el estudio metagenémico de Kisand y colaboradores (2@b2)}de compararon
comunidades de agua del puerto de Génovaupa zona control cercana a la isla de
Montecristo observaron que en ambos casos predominaban las chdskaproteobacteria
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Gammaproteobacterig FlavobacteriaSin embargo, se observaban diferencias en estas clases

y en b claseActinobacteriaentre el agua contaminada el control En concreto, el agua
control destacaba la claséctinobacteriacomo predominante, mientras queen el agua
contaminada predominabaiGammaproteobacteriay Flavobacteriay practicamente no se
detectabaActinobacteriaKisandet al., 2012).Estos cambios a nivel taxondmico también iban
acompafiados de cambios a nivel funcional, puesto que en las aguas control habia un mayor
potencial genético para la captacion nutrientes a bajas concentraciames,una elevada
presencia de transportadores ABC, mientras que en las aguas contaminadas se detectaban
mas genes parafactores implicados en la respuesta a estrés, la motilidad celetarla
captacion de nutrientes tipicas de organismos copiotroficos ny e metabolismo de
compuestos aromaticos (Kisagtal., 2012).

Para poder profundizar el conocimiento del potenaatabdlico de las aguas de puertos a
partir de estudios metagendémicosn la presente tesis se planted realizar un estudio
metagendmico déas aguas de puerto y su comparacién acoormetagenoma de aguas control
en una zona adyacent&n base a estudios d6S ARNde nuestro grupo de investigacion
(Nogaleset al., 2007; AguiléFerretjanset al., 2008) se sabe que el linaje Roseobacter es un
grupo importante en las aguas cronicamente contaminadiagpuertos aunque se desconoce
la contribucion de bacteriade este linajeal potencial catabdlico de estas aguas. Por lo tanto,
con el presente estudimo solose pretende establecer el potencial cabdlico presente en
estas aguassino tambiérsu posible relacion con los miembros del linaje Roseobacter

5. Mecanismos de tolerancia a compuestos aromaticos

Los compuestos aromaticos pueden ser potencialmente téxicos para los microorganismos
incluso paa aquellos que pueden degradarlos. Barnaturaleza lipofilica se acumulan en las
membranas citoplasmaticas, aumentimsu fluidez ypudiendo llegar alisar la membrana
causando muerte celulgRamoset al., 2002; Bernakt al., 2007b).De hecho, lalegradacién

de compuestos aromaticos ademas de ser utilizezalaofuente de carbono y energia para las
células también podria ser utilizada para reducir la toxicidad de los compuestos aromaticos
cuando estos se encuentran presentes el medio (Rarhak, 2015. Ahora bien, no todos los
microorganismos tienen la capacidad para degradar compuestos aromaticos y ademas, no hay
correlacion entre lacapacidadpara degradar un compuesto aromatico ydapacidadpara
tolerarlo cuando este se encuentra en elevadas eatraciones. Por lo tanto, la capacidad
para degradar un compuesto aromatico no implica que este no sea toxico para la célula
cuando se encuentra en elevadas concentraciones (Ratrals2015).

Una estrategia para sobreviwn presencia de compuestosamaticos potencialmente toxicos

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 (Ramogt al, 2015). Los mecanismos implicados en la tolerancia a compuestos
aromaticos han sido bien estudiados en el géneseudomonagsy especialmenten la cepa
Pseudomonasputida DOTFT1E (figura I3)gue es un degradador &fiente de benceno,
etilbenceno ytolueno entre otros compuestos arométicos (Udaondet al, 2012) Ademas,

esta cepa presenta una alta resistencia a solventes organicos como por ejemplo el octanol,
decanol, benceno y tolueno entre otro&Jdaondo et al., 2012). Entrelos mecanismos
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implicados en la tolerancia@mpuestos aromaticos documentados en la cBpputidaDOF

T1E se encuentran: 1) alteraciones a nivel de permeabilidad de la membrana; 2) expulsion de
los compuestos toxicos mediante bombas; 3) activacion de mecanismos de reparacion del
ADN, chaperonas fespuesta a estrés oxidativo, y 4) cambios en el metabolismo energético
(Udaondcet al., 2012; Ramost al., 2015).
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Figura 13.Mecanismos implicados en la tolerancia a toluenoPseudomonsputida DOFT1E. Imagen modificada
de Udaondeet al., 2012.

Por lo que respecta aos mecanismos implicados en la alteracién de la permeabilidad de la
membranaestosconsisten en cambios en la isomerizaggdcomposiciérde los acidos grasos,

y cambiosen los grupos de las cabezas polares de los fosfolipidos (Ranabs2015). La
isomerizacion de los acidos grasos insaturados es una respuesta a corto plazo tras la exposicion
a compuestos aromaticos y consiste en un cambio de configura@@ntrans de los acidos

grasos insaturados por accién de la isomereisdo-trans (CTI) descrita en varias cepas de
Pseudomonas putidéRamoset al., 2015). En cuanto a los cambios en la composicion de los
acidos grasos, esta es una respuesta a mas largo plazo y consiste en incrementar la proporcion
de acidos grasos saturadoiite a los insaturados de los fosfolipidos. Con estos cambios,
aumenta el empaquetamiento de la membraypaisminuye su fluidez al disminuir la repulsion
estérica (Ramost al., 2015). Otro cambio en los acidos grasos insaturados con configuracion
ciscorsiste en la adicion de un grupo metilean la posiciordel doble enlaceisdando lugar

a &cidos grasos de ciclopropano (QF4se pareceriener un papel importante a la hora de
tolerar solventes organicos (Rames al, 2015. Finalmente, se producecambios en las
cabezas polares de los fosfolipidos que también afectan a la fluidez de membrana @Ramos
al., 2002). En concreto en las cepas RleputidaS12 y DOT1E se observo un aumento del
contenido en cardiolipina tras la exposicion a tolueno (Raet@d, 2015) Estudios realizados

con mutantes deP. putidaDOTFT1E deficientes en cardiolipina sintasa sugirieron gsia
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enzimaprovocaba cambios en la arquitectura de la membrana que mejoraban la eficiencia de
las bombas de expulsion (Berealal., 2007a).

Cabe destacar que los cambi@siivel de membrana asociados a la tolerancia a compuestos
aromaticos no son suficientes para prevenir la entrada de estos al interior celular cuando las
células estdn expuestas a elevadas concentraciones de compuestosticos. Por eso las
células disponen de mecanismos adicionales para la tolerancia a estos compuestosgRamos
al., 2015). Uno de ellos es la expulsion de los compuestos aroméigsoe el citoplasma o el
periplasmaal exterior de la célulanediante bombas de expulsién. Este es un mecanismo
ampliamente estudiado puesto que se considera el mas eficiente para la tolerancia a
compuestos aromaticos ya que evitan que estos se acumulen a concentraciones letales en el
interior celular (Ramost al., 2015). & conocencinco familias de bombas de expulsién en
bacterias: familia de transportadores AR{2l inglésATRbinding cassette transporter,sRND

(del inglésresistancenodulation-cell divisior), MATE (del inglésulti-antimicrobial extrusion
proteins), MFS(del inglésmajor facilitator superfamily) y SMR (del inglésmall multidrug
resistance proteils En la tolerancia a compuestos aromaticosstan implicados
transportadoresde las familiasABC y RND, siendo la familia RND la méas importante para la
tolerancia a estoxompuestosen bacterias Gram negativas (Udaonetoal.,, 2012; Ramogt

al., 2015). Los transportadores de tipo RND utilizan un gradiente protdnico para transportar
sus sustratos desde el citoplasma o la membrana interna al exterior celulan. féstados

por tres componentes: un sistema de expulsidbn en la membrana citoplasmatica que actla
como bomba de expulsién dependiente e fuerza motriz de protonesuna proteina de
fusion a la membrana (MFP) también llamada adaptador periplasmico y ator fde la
membrana externa (OMP) también llamado canal de la membrana externa (Nikaido y
Takatsuka, 2009).

Los compuestos aromaticaambiénprovocancambiosen la cadena de transporte electrénico
(Udaondoet al., 2012; Ramost al., 2015).En concreto, B P. putidaDOTFT1E se ha detectado
una sobreexpresion de varias proteinas de la cadena de transporte Geliectrcomo la
citocromo ¢ oxidasas de tipaaz y cbly y la citocromo de tipdod quinol oxidasa tras la
exposicién a compuestos aromaticos (Rarabal., 2015. El funcionamiento de la cadena de
transporte electrénico se vafectadopor la acumulaciéh de compiestos aromatico®n la
membrana y ademas, en estas condiciones hay una mayor demanda deian&rgparte de
la célula En respusta a esta siiacion, parece que se producenal sobreexpressio de
determinada proteinasde la cadenale transporte electronicRamoset al., 2015).

Por otra parte, @bido a los dafios provocados por la acumulacion de compuestos aromaticos y
al aumento de la demandanergética para poder hacer frente a estos compuestos, se produce
un aumento de la produccion de perdxido de hidrégeno y de especies reactivas del oxigeno
que provocan dafios a nivel de los acidos nucleicos y las proteinas (Udaioatlo2012;
Ramoset al., 2015). En respuesta a estas condiciones de estrés oxidativo, las células activan
sistemas de reparacion del ADN, chaperonas para poder plegar todas aquellas proteinas
desnaturalizadas por la presencia de los compuestos aromaticos y mecanismos quelevitan
estrés oxidativp como el sistema de defensa a las especies reactivas del oxigeno (ROS),
catalasas, peroxidasas, glutaredoxinas o superoxido dismutasa (SOD) (Uda@hgd@012;
Ramoset al., 2015).Todos estos mecanismos implicados en la toleramrsidvantes organicos
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son muy costosos para la célula a nivel energético. Por ello, tras la exposicién a solventes
orgénicos erP. putidaDOTFT1E ademas de cambios en la cadena de transporte electrénico se
observo un aumento del consumo de glucosa y unaidisoon en la expresion de proteinas
implicadas en el almacenamiento de azUcares y la gluconeogénesis (Udetoatio2012;
Ramoset al., 2015).

Losmecanismos de respuesta solventesexpuestos anteriormenteo al menos algunos de
ellos, parecen ser coammes a otras bacterigSramnegativas comd/ibrioo Escherichia colasi

como aGram positivascomo por ejempldClostridium acetobutylicurtBegureet al., 2012). Sin
embargo, la tolerancia a hidrocarburos de miembros del linaje Roseobacter practicanoente n
se ha exploradoSolo contamos corlgunosresultados deolerancig comolos cambios en el
proteomade Ruegeria pomeroydSS3' tras la exposicion a naftaleryodiéselChristieOlezaet

al.,, 2012, y los cambios en el proteoma dsiete aislados de agsade Mallorca tras la
exposicion a diéseMasLladg 2017).En el experimento de Christ@leza y colaboradores
(2012), observaron que tras la exposicion a naftalede Ruegeria pomeroyDSS3' se
detectaba una mayor abundancia de ciertas proteinas quéigro estar implicadas en la
estabilizacion de la membrana, asi como de bombas de expulsion y de una proteina que podia
estar implicada en la dtoxicacién celularEn general, erl experimento de Matladoé (2017),

se observo la respuesta descrita en tarditura, que implicdoala expresion de proteinas para

el mantenimiento dela estabilidadcelular y el transporte & la membrana, proteinas
implicadas en laeduccién del estrés oxidativo y chaperon&m embargo, a pesar de detectar

la respuesta generale tolerancia a compuestos organicos, tambsénobservaroriferencias

en la respuesta ddiferentesaisladosdel linaje RoseobactdMasLlad6, 2017)En el contexto

de esta tesis, y teniendo en cuenta la capacidad para el catabolismo de compuestos
arom&icos (ver apartado 3) de miembros del linaje Roseobacter, resultaba de interés explorar
posibles mecanismos de tolerancia a compuestasnaticos
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Hipotesis y objetivos

El linge Roseobacter es un grupo importante para el funcionamiento de los ecosistemas
marinos por sus caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas. Uno de los ambientes donde
predominan bacterias de este linaje son ambientes cronicamente contaminados por
hidrocarkuros. Esto indicaria, como minimo, su capacidad para tolerar la presencia de estos
contaminantes. A esto se aflade la capacidad para la degradacion de compuestos
monoaromaticos extendida en los miembros cultivados del linaje (basada en prediccién génica
en la mayoria de los casos) y al reciente aislamiento de bacterias de este linaje degradadoras
de hidrocarburos poliarématicos.

En base a esta informacion se planted la hipétesis de que las bacterias del linaje Roseobacter
participarian en la degradacion deompuestos aromaticos en ambientes cronicamente
contaminados como por ejemplo aguas de puertos deportivos. Sin embargo, el hecho de que
no hayan sido reconocidas como bacterias degradadoras de hidrocarburos podria ser debido a
que tendrian estrategias deedradacion, estructuras de genes catabodlicos o de resistencia al
estrés diferentes de los de lh@acterias modelo de degradacién estudiadas hasta el momento

Por lo tanto, en esta tesis se plante6 analizar el potencial para el catabolismo de compuestos
aromaticos de miembros del linaje Roseobacter como base para entender el potencial
catabdlico de comunidades microbianas de ambientes contaminados por hidrocarburos donde
proliferan estas bacterias.

Para comprobar esta hipétesis se propusieron los siguiarigsivos:

1. Determinar la presencia y organizacioniakgenespararutas centrales para la degradacion
aerdbica de compuestos aromaticos, asi como de rutas periféricas que convergen en esas rutas
centrales, en genomas de bacterias del linaje Ros@ebac

2. Analizarlos mecanismos implicados en la tolerancia a compuestos aromaticos que
presentanaisladogdel linaje Roseobacter desde una aproximacion protedmica.

3. Analizar mediante metagendmica el potencial catabdlico para compuestos aromaticos en
muestras ambientales contaminadas crénicamente con hidrocarburos o artificialmente en el
laboratorio y relacionar este potencial catabélico con la presencia de miembros del linaje
Roseobacter.
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Material y métodos

1. Prediccidn de genepara la degradacion y toleraria de compuestos aromaticos en
genomas del linaje Roseobacter

Este estudio se ha realizado con informacion de 61 genomas del linaje Roseobacter (tabla
S1.1). Catorce destos genomas se encontraban cerrados mientras los 47 restantes se
encontraban en boceto. Para determinar el potencial para el catabolismo de compuestos
aromaticos se analiz6 laresencia y organizacion d&66 genes involucrados en rutas
catabdlicas centiles de compuestos monoaromaticos y de vias periféricas que confluyen en
estos metabolitos centrales (taldal y M2, ver detalle en la tabl§1.2). Para determinar
posibles mecanismos de tolerancia a compuestos aromaticos (Ramnad, 2002) se
analizarm genes para 24 proteinas codificantes para las subunidadssisieombas de tipo

RND (tabla MB

Tabla M1.Categorias funcionales de los genes involucrados en la degradacitrs dempuestos aromaticos
estudiados. Las categorias se muestran organizs&fsn los compuestos aromaticos de rutas catabolicas centrales
0 en los que confluyen las rutas periféricas analizadas.

Genes catabdlicos Genes
Compuesto Rutas Rutas Genes Genes para conservados/ Total
o reguladores  transporte .
centrales periféricas accesorio$
Protocatecuato 16 26 9 3 3 57
Catecol 12 6 5 0 1 24
Homogentisato 3 3 3 0 5 14
FenilacetiCoA 11 5 4 2 1 23
Homoprotocatecuato 8 2 2 1 1 14
Gentisato 3 14 1 1 2 21
BenzoHCoA 6 5 1 1 0 13
Total 59 61 25 8 13 166

a: los genegonservads/accesoms songenesque se encuentran conservasljunto a los genes implicados en la degradacién de

un compuesto aromatico guya relacion cofa degradacion de ese compuestosmha estudiado

La prediccién génica se hizo en base iddatidadde seciencia de proteinas con modelos de
degradacién y tolerancia a compuestos organicos descritos en la literatura. Los modelos
usados para el estudio de la degradacion y tolerancia de compuestos aromaticos fueron los
que se muestran en $atablas M2 (para masdetalle ver también la tabl&1.2.)y M3. Se
obtuvieron las secuencia lasproteinasmodelode la base de datos dBlational Center for
Biotechnology InformationNCBI (NCBI Resource Coordinators, 2017). Searea analisis de
identidad de secuenciale estas proteinas con las proteinas codificadas en los genomas de
roseobactersestudiados usando el programa BLASBps{c Local Alignment Search Tool)
(Altschulet al, 1997). De esta manera se localizaron en los genateasoseobacterdas
secuencias gécas codificantes para las proteinas analizadas. El criterio para considerar un
resultado como valido era que al menos presentara un 50 % de identidad con la proteina
modelo en al menos un 50 % de la secuencia yodivaluemenorde 10°.

En algunos asos con este criterio de identidad de secuencia no se pudo detectar ninguna
proteina. En estos casos se utilizé un criterio mas relajado, que las proteinas presentaran al
menos un 30 % de identidad con @Evalue menor de 10 con la proteina modeloSin
embargo, en este caso solo se dieron como positivos aguellos resultados en que la secuencia
detectada erlosgenoma de roseobactergstuviera en un conjunto génico en el que la mayor
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Tabla M2 Organismos modelo para la deteccEmgenomas del linajedRBeobacterde los genes implicados en las rutas centrglpsriféricasdel catabolismo de compuestos aroméaticos

Viascatabélicas

Organismomodelo

Referencias

Betacetoadipato (Roturarto)
Protocatecuato

Catecol
Protocatecuato(Roturameta)
Catecol(Roturameta)

Homogentisato

FenilacetiCoA
Homoprotocatecuato
Gentisato

BenzoiHCoA

3-hidroxibenzoato (Via gentisato)
3-hidroxibenzoato (\& protocatecuato)
3-hidroxifenilacetato (Via homogentisato)
4-hidroxibenzoato (\& benzoHCoA)
4-hidroxibenzoato (\& protocatecu#o)
4-hidroxibenzoHCoA (\4 protocatecuato)
4-hidroxifenilacetato (Via homogentisato)
4-hidroxifenilacetato (Via homoprotatecuato)

Citreicellasp. SE45
Pseudomonas putidgT2449
Rhodococcus opaca€P
Pseudomonas putidBIRB1
Sphingomonasp.KA1
Rhodobacter sphaeides2.4.1"
Pseudomonas putidiat-2
Ruegeria pomeroydSS3'
Pseudomonas putiddT2440
Citreicellaaestuarii357
Escherichia colv

Pseudomonas putidd
Escherichia co

Brevibacterium fuscumar. dextranlyticum
Citreicella aestuarB57
Ralstoniasp.U2

Azoarcus evariskB 740
Polaromonas naphthalenivora]2
Comamonas testosterokiH12-3s
Aspergillus nidulanEGSC A4
Thauera aromatic&172
Citreicella spSE45
Pseudomonasp. CBS3
Citreicella aestuarB57
Escherichia colv

Bucharet al., 2004
Jiménezt al., 2002
Eulberget al., 1998
Matillaet al., 2011
Shintaniet al., 2007
Konturet al., 2012
Veldzquezt al., 2005
Moranet al., 2007
AriasBarrauet al., 2004
SuarezSuarez, 2013
Ferrandezt al., 1998
Oliveraet al., 1998
Diazet al., 2001

Wang y Lipscomb, 1997
SuarezSuarez, 2013
Zhouet al., 2001
Gescheet al., 2005
Parket al., 2007
Hiromotoet al.,, 2006
FerrerSevillano y Fernandezafion, 2007
Breeseet al., 1998
Bucharet al., 2004
Zhuanget al.,, 2002
SuarezSuarez, 2013
Diazet al., 2001




Tabla M2 Organismos modelo para la deteccién genomas del linaje Roseobactir los genes implicados en las rutas centrgleeriféricasdel catabolismo de compuestos aromaticos

(continuacién).

Viascatabélicas

Organsmomodelo

Referencias

4-hidroxifenilpiruvato (Via homogentisato)

Benzoato (Via benzelloA)
Benzoato (Via catecol)

Benzoato (\4 protocatecuato)
Estireno (VidenilacetitCoA
Fenilacetad (ViafenilacetitCoA
Ferulato (VA protocatecuato)

Ftalato (V& protocatecuato)
Isoftalato (V& protocatecuato)
Naftaleno (VA gentisato)
Sdicilato (Via catecol)
Salicilato (Via gentisato)

Tereftalato (VA protocatecuato)
Vanillina(Va protocatecuato)
Vanillato (Vi protocatecuato)

Protocatecuatecatecol (interconversion)

Pseudomonas fluoresceR$13
Azoarcus evafiskB740
Acinetobacteisp.ADP1

Pseudomonas putidglasmido TOL pWWO)

Aspergillus nige€BS 513.88
Pseudomonasp. VLB120
Escherichia collv
AgrobacteriumtumefaciensC58
Pseudomonas fluoresce®<9
Pseudomonas putiddT2440
Pseudomonas putiddBRC 14164
Burkholderia cepaciBB01
Comamonas testosteroNizZWD
Ralstoniasp. U2

Pseudornas stutzeriAN10
Ralstoniasp. U2
Streptomycesp.WA46
Comamonas testosteroNizZWD
Pseudomonas putid€T2440
Pseudomonas putiddBRC 14164
Agrobacterium tumefeiensC58
Micromonospora lupiriiupac 08

RedondeNietoet al., 2012

Gescheet al., 2005
Collieret al.,, 1998
Ramost al., 1997

van Gorconet al., 1990
Panke et al., 1998
Diazet al., 2001
Campilloet al., 2014
Nesemanret al., 2015
Belcnet al., 2016
Ohjiet al,, 2014
Chang y Zylstra, 1998
Wanget al.,, 1995
Zhouet al., 2001
Boschet al., 199%
Zhouet al., 2001
Ishiyameet al., 2004
Wanget al.,, 1995
Nelsonet al., 2002
Ohjiet al,, 2014
Campilloet al., 2014
AlonseVegaet al., 2012
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Tabla M3 Organismos modelo para la deteccién genomas de Roseobactde genes parsbombas de tipo RND
implicadas en toleranciadisolventes organicos

Tipo de bomba Organismo modelo Referencia

AcrABToIC Escherichia coditr. k12 substrMG1655 Aonoet al., 1998

SrpABC Pseudomonas putidg12 Kieboomet al., 1998
TtgABC Pseudomonas putidBOTFT1E Ramost al., 1998

TtgDEF Pseudomonas putidOFT1E Mosqueda y Ramos, 2000
TtgGHI Pseudomonasuytida DOFT1E Rojaset al., 2001
MexABOprM Pseudomonas aerugino§A01 Dreier y Ruggerone, 2015

parte de los genes se hubieran detectado con el criterio mas estricto. También se consideraron
aguellos casos en que elrgdetectado fuera el Unico o urae los pocos genes implicados en

una via de degradacion deompuestos aroméaticosjue no hubiera sido detectado con el
criterio mas estricto, siempre y cuando el resto de genes de la ruta hubiesen sido detectados
con fiabilidad.Una vez detectados los genesn confianza en algin miembro del linaje
Roseobacter, se utilizd esta secuencia proteica para buscar los genes en el resto de genomas
del linaje Roseobacter (véabla S1.2). En caso de no poder detectar con confianza alguno de
los genes buscados en nimginiembro del linaje Roseobacter se siguié utilizando el gen del
modelo externo a Roseobacter para detectar esta proteina en los miembros del linaje
Roseobacter

2. Cultivos de aislados del linaje Roseobacter

2.1. Determinacion dda capacidad de crecimidn concompuestos aromaticosomo fuente
de carbono y energia

Paravarios aisladosle Roseobacter cuyos genomas estaban incluidos en el estediualizé

la capacidad de crecimiento en medio mineral con varios compuestos monoaromaticos como
Unica fuentede carbono y energia. Los cultivos se realizaronmedio mineral marino
(MMMDb) con la siguiente composicidimal: sales marina® { A 3 Y I &l %(FANRA GKNRA a !l / §
0,1 M pH 7,4; N&PQ 6,33 uM, NHCI 56,09 uM; citrato férrico aménico 0,03 pbktracto ce
levadura 0,05 % (pJvSe utilizaron los siguientes compuestos aromaticos: protocatecuato, 4
hidroxibenzoato, salicilato, gentisato, homogentisato, benzoato, fenilacetate, 4
hidroxifenilacetato, homoprotocatecuato y catecol a una concentracion final ceM3 y
dibenzotiofeno y naftaleno a una concentracion final de 0,1 % (p/v). Las disoluciones
concentradas de los compuestos solubles en aguaeiftisato, protocatecuato, 4
hidroxibenzoato, homogentisato, benzoato, salicilatatecoly succinatd se preparaon con

agua milliQ (Millipore) y se esterilizaron por filtracién con filtros de celulosa de @2@ep
tamafio de poro (Nalgene). Las disoluciones concentradas de fenilacetato, 4
hidroxifenilacetato, naftaleno, dibenzotiofeno y homoprotocatecuato se pramar con
acetona y se filtraron con filtros de teflon de 022 (Millipore). En el caso de los compuestos
aromaticos disueltos en acetona se afadio la cantidad necesaria a tubos estériles y se evaporé
el disolvente antes de afiadir el medio de cultivo ynétulo.En todos los casos se realizaron
cultives previos de las bacteriasn medio MMMb con succinato al 0,5 % (p/v) como fuente de
carbono,que se incubarom temperatura ambiente con agitacion ceaste (180 rpm) durante

72 h Una vez se alcanzabaflse exponencial de crecimiento (E60,4¢0,8) se hacia un
in6culo 1/100 en tubos que contenian medio MMMb y cada uno de los compuestos
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arométicos ensayados. También se prepararon controles negativos con medio MMMb y cada
uno de los compuestos ensayadar socularlos con bacterias y tubos con medio MMMb
inoculadospero sin fuente de carbono afiadida. Todos los experimentos se realizaron por
duplicado. Los cultivos se incubaron 3 semanas a temperatura ambiente y en agitacion (180
rpm) tiempo durante el cuase realizaron medidas de densidad éptica a una longitud de onda
de 600 nm.

2.2. Cultivos para el analisigrotedmico preliminar de tolerancia a naftaleng tolueno

Los analisis preliminares de tolerancia a tolueno se realizaron con 9 aislados ptesedien
aguas de MallorcaSlfitobacter mediterraneusFIGIMARO9Sulfitobactersp. 3SOLIMARQ9,
Loktanella sp. 1ANDIMARO9Ruegeria sp. 6PALISEPO8Ihalassobacterstenotrophicus
16PALIMARO9 y 1CONIMAROQ9, Loktanella sp. 5RATIMAR0O9y 3ANDIMAROY9,
Pseudojmaeotacter sp. 11ANDIMAROQ9). También se incluyeashcepasRuegeria pomeroyi
DSS3' y Citreicella aestuariB57, esta Gltima descrita como degradadora de naftaleno y
dibenzotiofeno (Suare8uéarez, 2013). Los analipieliminaresde tolerancia a naftaleno se
realizaron corCitreicella aestuari857 ySulfitobactersp. 3SSOLIMARO9. No se incluyé la cepa
DSS3" porque ya habia evidencias previas de que se producian cambios en su proteoma tras la
exposicion a naftaleno (Christielezaet al., 2012). Estos analigiseliminaresde cambios en el
proteomase realizaron por electroforesis SBAGE (ver apartado 3.1).

Parael estudio detolerancia a tolueno se crecieron las bacterias por triplicado en 50 ml de
caldo marino (MB) (Cultimed) en Erlenmeyers de 100 ml £30¢n agitacion (180 rpm) hasta
alcanzar la fase exponencial ({0,4¢0,8). A continuacion los cultivos se dividieron en
alicuotas de 6 ml en tubos de cristal con tapén de teflon y se hicieron tratamientos con dos
concentraciones distintas de tolueno,10% y 0,3 % v/v, concentracion final). El tolueno fue
previamente esterilizado mediante filtracién con filtros de teflon de U2(Millipore). Estas
concentraciones fueron las utilizadas por Segura y colaboradores (2007) para analizar la
tolerancia a ttueno de varias cepas maas. Tras 30 minutos, 1 y 3de incubacion con
tolueno setomaron 3 ml de los cultivosge recogieron las células por centrifugacion a 15.871 x

g durante 5 minutosisando una centrifuga 5424 R (Eppendpr§e congelaron 20 °Chasta

su posterior analisis.

En los tratamientos con naftaleno las bacterias se crecieron por triplicado en 100 ml de MB en
Erlenmeyers de 300 nsbmo se ha indicado anteriorment@ continuacionse trasvasaron 30

ml del cultivocon MBa Erlenmeyers dd00 mlestérilesque conteniannaftaleno. De esta
forma, tras el pase de recipiente, cada cultivo con MB tenia una concentracio/ éte (p/v)

de naftaleno. Las células se recogieronst@0 minutos, 1, 3, 7 y 24 de exposicion al
naftaleno como se ha nmeionado anteriormente.

2.3. Cultivos pareel andlisis de tolerancia a tolueno y naftalenpor proteGmica masiva
(shot-gun)

En base a los resultados obtenidos en los perfiles proteicos ceRABIS (ver apartado 3.1) se
seleccionaron las bacteriaRuegeia pomeroyi DSS3', Sulfitobacter sp. 3SOLIMAROQ9 'y
Citreicella aestuariB57 para los andlisis de tolerancia a naftaleno y tolueno mediante
proteémicamasiva.En ambos casosg crecieron estas bacterias por duplicado en 120 ml de
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MB en Erlenmeyers de 3081 a 30 °C en agitacion (180 rpm) hasta alcanzar la fase exponencial
(DQw 0,4¢0,8). Se mezclaron los dos cultivos, se dividié el volumen en 6 alicuotas de 30 ml en
botellas de 100 ml con tapon de teflon en el caso del experimento de tolerancia a tgluno
Erlenmeyers de 100 ml en el caso del experimento de tolerancia a naftaleno. A tres de los
cultivos se les afiadi6 el tratamiento [tolueno 0,3 % (v/v) o naftalen@(f/v)] tal y como se

ha descrito anteriormenteSe realizaron incubaciones 8en enel experimentocontolueno y

24 h en el experimentoon naftalena Pasado este tiempse tomaron muestras de 10 ml de
cultivo y se recogieron las células por centrifugacion a 15.871 x g durante 5 misatogo

una centrifuga 5810 R (Eppendorflas muestis secongelarona ¢80 °Cy se enviaron
congeladas en hielo seco a $&hool of Life Sciencde la Universidad de WarwicRé¢ino
Unido) para su posterior analisis.

Durante la incubacién con tolueno y naftaleno se determiné la densidad Optica de les<ult

y se sembré cada cultivo por estria en agar marino (Cultimed) y en agar Luria Bertani (Conda)
para determinar su capacidad de crecimiento tras la exposicion a los hidrocarburos y la pureza
de los cultivos. En el caso Re pomeroyDSS3" tras 24 h deexposicion a naftaleno también se
sembraron diluciones de los cultivos en placas de agar marino para determinar el nUmero de
viables tras la exposicion a naftaleno. Todas las placas se incubaron de 72 a 96 h a 30 °C.

2.4. Cultivos del mutantede R. pomeroyi DSS3' defectivo para el gen codificante de la
proteina SPO2567

Se realizaron cultivos liquiddel mutante defectivo para SPO25&P0256%(ver apartado 5)

y deR. pomeroyDSS3' silvestre (wt) enMB de forma simultanea 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 agitacion (180 rpm) y se realizaron lecturas de
su densidad Optica hasta alcanzar la fase estacionfiimbién seanalizéla viabilidad del
mutante SPO256%n comparacion con la cepa &e pomeroyDSS3' silvestre tras exposicion

a naftaleno (0,1 % p/v). Para ello se crecieron las dos cepas por duplicadmtake detalla

en elapartado 2.3durante 48 h. A las 24 y 48 tie incubaciéon se realizaron medidas de
densidad 6ptica de los cultivos y se recogieron células por centrifugecima se ha descrito
anteriormente (3 ml de cultivo). & determind la biomasa recogida en cada tu@Eeso
humedo)y se hicieron recuentos dealdles en MB.

3. Procesamiento denuestras para analisis proteOmico

3.1 Fraccionamiento y electroforesis SIPRAGE en los experimentos preliminares

Para los andliside proteémicase realizé un experimento preliminar en el que se utilizé un
método de bag resolucion (SDBAGE) para ver cambios en las proteinas expregamta®s
diferentes aislados tras la exposicion a tolueno y naftal&imbjetivo de estos experimentos
era seleccionar las bacterias que mostrasen cambios mas relevantes para un pastaligs

de alta resolucion por proteémicenasiva Para simplificar los patrones de proteinase
estudio el proteoma de los aislados das fracciones: una fraccion enriquecida en proteinas
citoplasméticas y una enriquecida en proteinas de membranaa Bhtener las distintas
fracciones seesuspendieroros precipitados celularede cultivos realizadosomo se detalla

en apartado 2.Z2on 1 ml TrigtHCl 50 mM pH 8,0 y se recogieron las células por centrifugacion a
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15.871 x g durante 5 minutassandouna @ntrifuga 5424 R (Eppendarf)\ continuacion, se
resuspendeadieronlos precipitados en 800 pl T+##Cl 50 mM pH 8,0 y se sonicaron las células
durante 2 minutos usando pulsos de ultrasonidos de 5 segundomisoralosde 10 segundos
(MSE Soniprep 150).nd vez obtenide loslisadas celulaes se centrifugarona 3.381 x ¢
usandouna centrifuga 5424 R (Eppendaif)rante 2 minutos para descartar restos celulares
Los sobrenadants se recogieron ertubos limpios. Finalmente, se centrifugaron estos
sobrenadatesa 15.871 x g durante 30 minutasandouna centrifuga 5424 R (Eppendoifps
precipitades obtenidos contenian la fraccion enriquecida enrgteinas de membrana mientras
los sobrenadants contenian la fraccién enriquecida en proteinas citoplasmaticbsdas las
fracciones se conservaron;d0 °C hasta su procesamiento.

En el caso del estudio de la fraccion enriquecida en proteinas de membmnasuspendio
cadaprecipitado en 15 pl de J@ milliQ estéril y 15 pl de tampon de carga @X25 M Tris

HC] 4 % SDS (p/v), 20 % glicerol (v/v), 100 mM ditiotreitol (DTT), pHE®R8R fraccidn
enriguecida en proteinas citoplasméaticas se mezclaron 15 ul del sobrenadante recogido con 15
pl de tampon de carga 2)X& incubaron las muestras a 100 °C durante Sutois y se
centrifugaron a 15.871 x g durante 5 minutesandouna centrifuga 5424 R (Eppendoips
sobrenadantes se cargaron en gelesSI2SPAGEcon una zona de apilamiento al 5 % y una
zona de resolucién al 10 % de acrilanfiigacrilamida (BioRadpeutilizé el marcador de peso

Y2t SOdzE I NJ t NEBOAaA2Yy tf dza (RioRa&) §as yebectroorddistse / 2 £ 2 NJ
corrieron a una intensidad de corriente de 10 mA pordighnte aproximadamente 3 én el
sistema Mini Protean Tetra Cell (B*ad) con tampén de electroforesig0,025 M TrisHCI,

0,192 M glicina, 0,% SD®/v) pH 8,3. Los geles se tifieron con azul Coomassie [0,125 % (p/v)
Coomassie Brilliant Blue R250 (Fluka)%éBnetanol (v/v) y 10 % &cido acético (v/v) en agua
milliQ] overnight(o/n) y se destifieron mediante varios lavados con decolorante [45 % metanol
(v/v) y 10 % acido acético (v/v) en agua destilada] y finalmente en una disolucién decolorante
al 25 % metanol (v/v) y 7 % acido acético (v/v) en agua destilada.

En el caso del mutanteP®2567 deR. pomeroyiDSS3', los precipitados celulares se
resuspendieron en 2 volimenes (2 pl por cada mg de biopmeso humedpde tampon de

carga 2X. Se lisaron las células con 3 ciclos de incubacién a 90 °C durante 5 minutos seguidos
de 5 minutos desonicacion emn bafio 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 pgel durante aproximadamente 2 h

3.2. Procesamento demuestras para proteémicanasiva

Para el estudio de tolerancia al naftaleno se analiz6 el proteoma total y la fracciéon enriquecida
en proteinas de membrana preparada como se ha descrito anteriormente. En el caso de los
cultivos tratados con toluem se analiz6 solo la fraccion enriquecida en proteinas de
membrana debido a la disponibilidad de tiempo de analisis proteémico &cHaol of Life
Sciencesle la Universidad de Warwick.

Todas las fracciones protek se resuspendieron en 2 volimenes (2ppr cada mg de
biomasa peso humedpde NUPAGE® LDS Sample Buffer (InvitrogergaBsaron3 ciclos de
incubacién a 95 °C durante 5 minutos seguidos de 5 minutos de sonicaciém beiio de
ultrasonidos (Branson 121@TH Ultrasonic Cleanempara asegrar la disolucién de las

33



Material y métodos

fracciones proteicad.os lisados se cargaron directamente en geles NUPAGE® 1Uri% BGid
(Invitrogen) y se corrieron a 200 V en un equipo Mini Protean Tetra CeR@jodurante 10
minutos para una migracion corta. La elefbresis se realiz6 usando el tampén NuUPAGE®
MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen). Se tifieron los geles con Coomassie2Blue G
SimplyBlue SafeStdlh (Invitrogen)para observar las bandas en las que se encontraban las
fracciones proteicasA continuaci@, se cortaron las bandas de los gengss su vezcada
bandafue cortada en fragmentos pequefagie seguardaron ac20 °C hasta su posterior
procesado.

Los fragmentos de gel se descongelaron y se lavaron dos veces durante 20 minutos en
agitacion (600 rm) con bicarbonato de amonio 5@M en etanol 50 % (v/v) a 55 .°@
continuacién se deshidrataron incubandolos en etanol absoluto a 55 °C en agitacion (600 rpm)
durante 5 minutos, repitiendo este proceso varias veces hasta la completa deshidratacion. A
continuacion las muestras se prepararon para la digestion proteica con tripsina. En primer
lugar, para reducir los puentes disulfuro de las cisteinas se afiadié una disoludiiiT tie

mM en bicarbonato de amonio 50 mM a los fragmentos de gel deshidratadesnggaron

entre 30 y 45 minutos a 56 °C con agitacion (600 rpm). A continuacion se alquilaron los
residuos de cisteina mediante incubacion en iodoacetamida 55 mM disuelta en bicarbonato de
amonio 50 mM durante 2(BO minutos a temperatura ambiente y encosidad. Se lavaron y
deshidrataron los fragmentos de los geles tal como ya se ha descrito anteriormente y después
de ello se realiz6 la digestién de las proteinas afiadiendo 100 ng de tripsina-£Séyitia)
disuelta en bicarbonato de amonio 50 mM e inando a 37° C o/n en agitacion (600 rpm). La
digestiéon se par6 afiadiendo 5 % (v/v) de acido formico en acetonitrilo 25 % (v/v) y sonicando
las muestras durante 10 minutos (Fisherbrand FB15062 Ultrasonic Bath) para extraer los
péptidos digeridos de los fragmtos de gel. Se transfirid el sobrenadante a nuevos tubos y se
repitié este procedimientdres veces para poder extraer el mayor nimero de péptidos de los
fragmentos del gel. Los sobrenadantes que contenian los péptidos digeridos se secaron
mediante centifugacion en vacio (miVac Duo Concentrat@n&/ac) durante al menos 5ah

40 °C. Los péptidos se conservarai2@ °C hasta su posterior analisis.

Para el analisis por espectrometria de masas se descongelaron los péptidos, se resuspendieron
en una disalcidon de acetonitrilo 2,5 % v/v con acido trifluoroacético 0,05 % v/v, se sonicaron

en un bafo de ultrasonidos (Fisherbrand FB15062 Ultrasonic Bath) durante 30 minutos para
solubilizar los péptidos y se centrifugaron a 17.000 x g durante 5 minutos (Heesw® 21,

Thermo Scientific). Se analizaron alicuotas de 2fejlbs sobrenadantes, que contenikrs

péptidos digeridosmediante cromatografidiquidaacopladaa espectranetriade masas (L-C
MS/MS) por los técnicos del servicio de protedmica deS¢hod of Life Scienciede la
Universidad de WarwickRgino Unido). Serealizd0 una cromatografia en fase inversa para
separar los péptidos antes de su analisis en el espmetiro de masas utilizando dos
columnas: una precolumna PepMagpfecolumn cartridge 30 xY A ®RD® E p YY p >
una columna Acclaim PepMap RSLC 75 um x 25 cm 2 um 100 A (Thermo Scientific). Las
columnas se instalaron en un sistema Ultimate 3000 RSLCnano system (Dionex). Se utilizaron
dos fases moviles: el tampon de la fase A estaba oestp por acido formico al 0,1 % v/v en

agua mientras que el tampén de la fase B estaba compuesto por &cido formico al 0,1 % v/v en
acetonitrilo. Las muestras se cargaron en la precolumna equilibrada en una disolucién acuosa
de acetonitrilo (2 % v/v) queoatenia &acido trifluoroacético al 0,1 % (v/v) durante 8 minutos y
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un flujo de 10 pl/min. A continuacién se eluyeron los péptidos en la columna analitica
utilizando un flujo 300 nl/min incrementando la concentracion de la fase B del 3 al 25 %
durante 90 mimitos, a continuacién pasando de 25 % a 35 % de B durante 10 minutos, luego se
increment6 hasta el 9% de fase B durante 5 minutos y finalmente se reequilibré6 durante 15
minutos hasta llegar a un 3 % de fase B. Una vez eluidos los péptidos estos senionizar
[Triversa Nanomate nanospray source (Advion Biosciences)] y se resolvieron en un
espectrémetro de masas Thermo Orbitrap FugigrOT-gqIT, Thermo Scientific). Las muestras

de proteoma totd se resolvieron durante 2 mientras las muestras de fraccionamies se
analizaron durante 1 hora.

4. Andlisis de los datode proteGmicamasiva

La identificacién y cuantificacion relativa de las proteinas de cada muestra se oealigh
programa Progenesis QI for proteomics 2.0 (Nonlinear Dynamics). El softwareédaso de

los espectros de masas de cada experimento como espectro de referencia y el resto de
espectros de cada experimento se alinearonreferencia a ese espectrha intensidad de
todos los picos fue normalizada en base a la intensidad total. Ancarionse obtuvo una

lista de picosde péptidoscon sus valores de masa/carga y tiempos de retenc®lo se
seleccionaron aquellos picos que tuvieran una carga entre +2 y +4 descartando asi todos los
péptidos que no habian sido bien digeridos por ilpsina. Todos lopéptidosseleccionados se
identificaron mediante el programa Mascot version 2.5.0 (Matrix Science) en base al espectro
tedrico del proteoma de cada microorganismo obtenido a partir de la digestién virtual con
tripsina de las proteinas atadas en su genoma. Los péptidos identificados se volvieron a
importar a Progenesis, se realiz6 una cuantificacion relativa usando todos los péptidos
identificados con Mascot y se exportaron los resultagas su analisis. A continuacion, se
cribaron losresultados paraonservarsolo aquellas proteinas de las que al menos se habian
detectado dos péptidosio redundantes con un valor de probabilidad ANOVA (p) menor de
0,05 y que al menos presentabanaumariaciénde abundancia relativen un factorigual o
superior a  (mayor o menorkentre la condicién control y el tratamiento con hidrocarburos.
Para poder comparar los valores de abundancia relativa para cada proteina se dividié el valor
de abundancia normalizada que proporcionaba el programa Progendsised tamafio de la
proteinaa la que correspondia cada péptido detectado. Con esta normalizadiéional se
obtuvo el porcentaje de abundancia relativa normalizada de cada péptido en funcién de la
longitud de la proteina a la que se habia asignado.

Para poder determinarsi se producia unaespuesta comuin deR. pomeroyiDSS3,
Sulfitobactersp. 3SOLIMARO09 €. aestuarii357 a la exposicion a naftaleno y tolueno se
realizaron agrupaciones de las proteinas consideradas como significativas con lasscriter
mencionados anteriormenteEstas agrupaciones sgalizaroncon CDHIT (Huangt al., 2010)

en base da identidad de secuenciagenerando asi agrupaciones de proteinas que al menos
presentaran un 506 deidentidaden al menos eb0% de su secuenciblna vez agrupadas las
proteinas se construyé una matriz con la suma de las abundancias relativas normalizadas de
cada grupo de proteinas en cada condiciBe realizé uanalisis de componentes principales
(PCAtilizandoel programa PAST. 3.08(Hammeret al., 2001) paracomparar globalmente

los proteomas yleterminargrupos deproteinas que diferenciaban la respuesta a naftaleno o
tolueno de los 3 organismos estudiadieslas condiiones control
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Por otra parte, todas las proteinasonsideradas estasticamente significativas en cada
experimento se clasificaron en categorias funcionales usando el servidor de anotacion
automatico BlastKOALA de KEGG (Kanedtis#., 2016b) Se compararon las abundancias
relativas normalizadas de las proteinas de cadeegmaia para determinar la respuesta
funcional al naftaleno o tolueno. Ademas de estudiar los cambios funcionales que se daban en
los proteomas de los tres organismos tras la exposicion a naftaleno también se estudiaron en
detalle las proteinas individualeque formaban parte de la respuesta de cada microorganismo

a la exposicion a naftaleno. Para poder entender la funcion de cada una de las proteinas
detectadas que habian pasado los criterios de cribado se utiliz6 la asignaciéon funcional de
KEGG (Kanehis al., 2016a) En el caso déodas aquellas proteinas que rpudieron ser
asignadas funcionalmente por KEGG o bien habian sido asignadas a categorias generales, se
realizéuna busqueda manual de la funcion de estas proteinas en basaianotacion en
genomas

5. Generacién de un mutantde R. pomeroyDSS3' defectivo para el gen codificante
de la proteina SPO2567

ChristieOleza y colaboradores (2012) propusieron que la proteina SPO25B7 glemeroyi
DSS3" podia estar relacionada con la estabitibn de la membrana tras la exposicion a
naftaleno, diésel y elevadas temperatur&ara estudiar el posible papel dstaproteina se
generé un mutante defectivo para el gen codificante de esta proteina mediante el método
Gibson (Gibsost al., 2009).

PREF PRER POSTF POSTR
Check F Check R

—_ <
PRE POST

5P0O2566 SP0O2567 5P0O2568 5P02569

— 100 pb

Figura M1 Esquema del fragmento de cromosoma IaepomeroyiDSSST que contieneel gen codificante para la
proteina SPO256%5e muestran tambiétos fragmentos PRE y POST usados en la clonacién y la posicion donde
hibridan los diferentes cebadores, indios con flechas.

La clonacidmse realizé en el vector pk18SmobSacB (Scledifalr, 1994), portador de un casete

de resistencia a kanamicina (Knara generar el mutante defectiven SP0O2567 d&.
pomeroyi DSS3" se amplificaron por PCR dos fragmentos 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
amplifico también un gen de resistencia a gentanaqGm)del plasmido p34&m (Dennis y
Zylstra, 1998para posteriormentepoder seleccionar el mutantéen cuanto ads cebadores
necesarios para la construccion del mutartigb{a M4) estosse disefiaron con la herramienta
NEBuilder Assembly Tool de NEwgland BioLabsttp://nebuilder.neb.conj.
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Tabla M4 Cebadores utilizados para la construccién del mutsSP©2567de R. pomeroyDSSST.

Tm mol %

Cebador -C) G+C { SOdzSBOX pQ

PRE F 88,2 49,0 TTTCACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCGTCGTCAGAGCT
PRE R 77,9 41,0 AACAGTTTTTATGCAGGTCATTTTGGGTCTCCAGATCAG

GmF 76,5 34,0 AGACCCAAAATGACCTGCATAAAAACTGTTGTAATTCATTAAGC
GmR 87,2 57,1 CTTGCTGCTGCGCTCGGCGGCGTTGTGACAATTTA

POST F 93,0 68,5 TGTCACAACGCCGCCGAGCGCAGCAGGCAAGGGTCG

POSTR 92,8 66,0 ACTCTAGAGGATUGGGTACCGAGCTCGTTCCGCTCCATCCTGCCC
Check F 69,5 65,0 GGGTTCAGTGCTGACCTCGC

Check R 81,8 75,0 AGGCGCGGCAATCGGCGCAG

pk18 F 40,0 50,0 GTTGTGTGGAATTGTGAGCG

pk18R 42,0 58,0 AGTGCCAAGCTTGCATGCC

Los fragmentos PRE, POST y Gm se amplificaron en trepmeaaé® PCR independientes. Las
reacciones de PGRntenian MyTad" Mix (Bioline) y los correspondientes cebadof@svard

y reversg(ver tabla M4)a una concentracion de 0,4 uM.ditlode PCR usado fue: 95 °C 1 min,
seguido de 2 ciclos a 95 °C 15 s?6G85 s, 72 °C 1 min, y a continuacién 30 ciclos a 95 °C 15 s,
70 °C 15 y 72 °C 1 min. Finalmente se realada extension durante 3 mia 72 °C. Para
comprobar que los fragmentos amplificados se correspondian con los tamafios esperados
estos se resolvieon mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % pAR@di Standard
agarose, Geneflow) a 100 V en tampén TBE 1X (concentracion final Tris 0,1M, acido bdérico
0,1M y 0,002M de NE&EDTA en agua destilada) usando el marcador 1 kb DNA Ladder (New
England ®labs) como referencia. Los productos de PCR se purificaron con el QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) y se determind la concentracion de ADN con un edp&ainetro
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). A continuacion se sigui6 el protocolo NEBIHABNA
Assembly Reaction (New England Biolabs) para una realizar una construccion con 4 fragmentos
de ADN: el plasmido pk18SmobSacB (Scldfal, 1994),los fragmentos PRE y POST, y el gen

de resistencia a gentamicina, que se insertaria entre los featps PRE y POST. Esta
construcciéon se denomind pk18mobSd@eBEGMPOST y se clond en células competentes
NEB® flpha competent Escherichia colcells (New England BiolLabs) mediante choque
térmico siguiendo las especificaciones del fabricarta seleccid de los transformantes que
habian adquirido el plasmido pk18mobS&BEGMPOST se realiz6 en placas de agar Luria
Bertani (LB) (Sigma) con gentamicir@ncentracion final en placa d6,01 mg/ml) y
kanamicina ¢oncentracion final en placa de,05 mg/ml). Ademas e comprobd quelos
transformantestuvieran el plasmido pk18mobSaEBREGMPOST amplificando por PCR con

los ®@badores PRE y POSR (igura M1y tabla M4). La reaccion de PCR se realiz6 como se ha
descrito anteriormente. El programa de PCR afilizfue: 95 °C 1 min; 30 ciclos de 95 5G,1

70 °C 15 s, 72 °C 2 mgeguido daina extension final de 3 mm72 °C.

Una vez comprobado que los clones Eecolitenian la construccion correcta se purificé el
plasmido pk18mobSaeBREGMPOST con elitkQIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) y se
transfirid por transformacion a células competentesklecoliS17<;; (Simonet al., 1983). Las
células competentes se prepararon a partir del indculo de una colonia en 30 ml de medio SOB
(triptona 20 g/I, extrato de levadura 5 g/l, NaCl 10 mM, KCI 6,7 mM, MdGhM, MgSQ10

mM) en un Erlenmeyer de 250 ml incubado o/n a 30 °C en agitacién (180 rpm). A continuacion,
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se afiadieron 8 ml de este cultivo a un Erlenmeyer de 2 | que contenia 200 ml de medio SOB y
seincubd a 30 °C en agitacion (180 rpm) hasta alcanzar ugg @00,3. Se dividio 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 4funa centrifuga 5810 ®ppendorfly se elimind

el sobrenadante. Se resuspendio el precipitado de cada tubo en 16 ml del tamp6n de
transformacién 1 (RbCl 100 mM, Mp&l4HO 60 mM,KCHCQ 30 mM, CaGlx 2HO 10,2

mM, glicerol 150 ml/l) que se encontraba refrigerado, se adédorma 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 °éh una centrifuga 5810 Egpendorf) se elimind el sobrenadante y

se resuspendio el precipitado en 4 ml del f@m de transformacion 2 (RbCl 10 mM, MOPS 10
mM, CaGlx 2HO 74,8 mM, glicerol 150 ml/l) el cual también se encontraba refrigerado y
finalmente las alicuotas se guardarorg@0 °C.

La transferencia del plasmido pk18mobS&HEGMPOST a las células comgies E. coli

{ ™ T, se<llevd a cabo siguiendo un protocolo de transformacion por choque térmico. Para
ello, se descongeéluna alicuota con 300 pl @elulas competentes dE. col{ ™ ¥ erchielo y

se afaderon 2 pl del plasmido pk18mobSadBREGmMPOSTpurificada Tras 40 minutos de
incubacion las células se expusieron a un choque térmico de 42 °C durante 45 segundos y se
incubaron en hielo durante 20 minutos. A continuacion, se afiadiil He caldo LB y se
incubaron las células a 30 °C en agitacion (180 rpm) thutama hora. Los transformantes se
seleccionaron en placas de agar LB con gentamicimacéntracion final en placa d&01
mg/ml) y kanamicinacpncentracion final en placa d®05 mg/ml) que se incubaron a 30 °C
o/n. Se seleccionaron 6 colonias de tramefantes y se comprobé por PCR que hubieran
adquirido el plasmido pk1l8mobSaBPBREGMPOST, para lo cual se utilizaron los cebadores
pk18F y pK18R (vémbla M4) Los cebadorepkl18F y pK18Ribridan condos zonasdel
plasmido pk18mobSach por tanto, soldibridan en los transformantes, queos los que han
incorporado el plasmidpk1l8mobSac®REGmMPOSTLas condiciones de reaccion fueron las
mencionadas anteriormente y el ciclo de amplificacion fue: 95 °C 3 min; 30 ciclos de($, °C 3
60 °C 30 s y 72 °Lmin conuna extensién final de 5 mia 72 °C. Para confirmar que el
plasmido pk18mobSaeBREGMPOST se encontrase en las célulag.deol{ ™ F; sepurifico

el plasmido con el kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) y se secuencio por el métgdo San
en los servicios de secuenciacion de la Universidad de Warwick.

Finalmente, se transfirié el plasmido pk18mobSREEGMPOST por conjugacion desde la
cepa E. col{ m F;aR. pomeroyDSS3". La cepa receptorRuegeria pomeroydSs3' se crecio

en MB (Difco) a 30 °C durante 2 dias, mientras que la cepa dondgocali{ ™ g eon el
plasmido pk18mobSaeBREGMPOST se crecid en caldo LB a 30 °C o/n. Una vez crecidos los
dos cultivos se mezclaron 5 ml del cultivo de la cepa donadmrd 0 ml del ctivo de la cepa
receptora en un tubo de 50 ml estéril y se centrifugd a 3.220 x g durante 15 mistosa
centrifuga 5810 REppendorf) Se descartd el sobrenadante por decantacion, y se resuspendio
el precipitado de células con el residuo de sobrenagangue quedaba en el tubo
(aproximadamente 1 ml). Se depositaron las células en el certimd placa de agar marino
(MA), ® dejo secar la placa y se incub6 o/n a 30 °C. El siguiente dia se recogieron las células
del centro de la placa con un asa de siemise resuspendieron en 320 pl dedio mineral

marino (MMM) (Lanfranconét al, 2010) y se sembrarovarios volimenes de muestren

placas de MMM con succinato al 0,5 % (p/v) como fuente de carbono yc@meftracion
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final en placa d®,01 mg/ml). Laplacas se incubaron a 30 °C durante 4 dias. Se seleccionaron
50 colonias crecidas en estas placas y se sembrardviAenon Gm ¢oncentracion final en

placa de0,01 mg/ml)o con Km ¢oncentracion final en placa @05 mg/ml), incubandose a 30

°C durante 3dias. En las placas de agar marino con Gm podia crecer tanto el mutaRte de
pomeroyiDSS3' como la cepa donadora migas que en las placas con Kmospodia crecer

la cepa donadoraE. coli{ Mg <on el plasmido pk18mobSaeBREGMPOST. Por ello
selecionamos todas aquellas colonias que crecian con Gm pero nho con Km. Para comprobar
estos mutantes se amplificé por PCR con los cebadores Check F y Check R (tabla 3.1) la region
donde se habia realizado la mutacion. Las condiciones de reaccion fueronslagtade
anteriormente. El ciclo de PCR usado fue: 95 °C 3 min; 30 ciclos de 95 8230 30sy 72 °C

3 min, conuna extension final de 5 mia 72 °C. Se comprobd mediante electroforesis en gel

de agarosa (1 % p/v en TBE) que el tamafio del fragmengdifcado en los mutantes de.
pomeroyiDSS3' se correspondiese con el esperado, que deberia ser de 2.381 pb. Finalmente,
se secuencid por el método de Sanger el producto de PCR obtenido con los cebadords Check
y Check R para confirmar que se hubiepaseguido generar un mutante ¢k pomeroyDSS

3" defectivo para el gen codificante de la proteina SPO2567.

6. Analisidn silicode lascaracteristicas de la proteina SPO2567

En primer lugares determind laexistenciade homoélogos de la proteina SPO258ilizando la
herramienta de identificacion y anotacion de dominios Simple Modular Architecture Research
Tool (SMART) que se bas6 en la busqueda de homologos de 1.200 dominios de proteinas
curados manualmente en una base de datos de 33 millones de past¢Schultzt al., 1998;
Letunicet al., 2015). A continuacién se realiz6 una filogenia de la proteina SPO2567 y todas las
proteinas homoélogas halladas por SMART. Para ello, se alinearon las secuencias de proteinas
utilizando el programa Clustal X (Thosygn et al,, 1997), se cargd el alineamiento en el
programa Gblocks (Castresana, 2000) para eliminar las regiones poco conservadas y se utilizé
tanto el alineamiento crudo como el pasado por Gblocks para realizar dos filogenias por el
método de parsimoniagck y Dayhoff, 1966) utilizando el paguete PHYLYP (Felsestein, 1989).

A continuacion, se realiz6 una prediccion de estructura de la proteina SPO2567 con el
programa de prediccion de estructuras Phyre2 (Kedlegl., 2015). También se analizaron las
posibks interacciones de la proteina SPO2567 con otras proteinas, utilizando la herramienta
Search Tool for Recurring Instances of Neighbouring Genes, STRING v.10 (Seklaiczyk
2015, von Meringet al., 2003) que permite conocer las asociaciones funcianalieectas e
indirectas que presentan las proteinas de 2.031 organismos. Con esta herramienta se pudo
establecer el tipo de relacién que tenia SPO2567 con el resto de proteifagpdeeroyDSS

3", el grado de confianza de esta interaccién y si estardnt#dn también se encontraba
conservada en otros microorganismos. Entre las proteinas que resultaron estar relacionadas
con SPO2567 se detectaron varias proteinas de funcién desconocida cuya identificacion se
intentd refinar mediante el uso de la herramia Conserved Domain Search del NCBI
(MarchlerBaueret al., 2015).
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7. Generaciorde metagenomas denuestras marinas

7.1. Toma de muestras

Se realizaron cuatro muestreos, uno en abri@43, uno en de marzo 2014 y dos en abril de
2014. Para todos eléose recogieron muestras de agua de la bahia Cala Penyes Rotges (Calvia,

al tf2NDFO F dzyt RA&GFYOAlF FLINREAYFRF RS wm 1Y

previos habian mostrado que las comunidades microbianas en esta zona, considerada control,
tienen la composicion tipica de aguas costeras oligotroficas (Nogalas, 2007; Aguilé
Ferretjanset al., 2008). En el muestreo de marzo de 2014 también se recogieron muestras de

agua desde los pantalanes del interior del puerto attipo de Port Adi Y2 00 dCc HPQH ME
HCHYQ®OUH ® 9y St YdzSaGiNB2 RS YINI2 RS wnmn as

puerto y 100l de agua superficial de la zona control para realizar estudios de metagenémica
de las comunidades microbianas. En los muestreos dd 2013 y 2014 se recogieron
alrededor de 200 de agua superficial de la zona control para realizar experimentos de
microcosmos en el laboratorid.odas las muestras se tomaron tras al memes dias de mar

en calma y con ausencia de precipitaciorigstodos los casos las muestras se tomaron de la
superficie (aproximadamente en losch superiores) con garrafas de plastico previamente
lavadas con HCI ONLy agua destiladd.as muestras de agfizeron trasladadas de inmediato

al laboratorio parasu procesamiento.

En todos los muestreos se determiné la temperatumasitu del agua y la salinidad y
conductividad con CyberScan COND 610 (Eutech InstrumeRtga determinar la
concentracion de clorofilas de las aguas muestreadas se filtrarde 4gua a treés de filtros

GF/F (Whatman) para recoger la biomasa y se guardarQR02C hasta su extraccion. La
extraccion se realiz6 con una solucion del 90 % acetona (v/v) en una disolucion dg MgCO
saturada. Se realizé la determinaciéon de las clorofilas mediasypeatofotometria en base al
método tricromatico de Jeffery y Humphrey (1975).

7.2. Experimentosde microcosmos

7.2.1 Preparacion de los microcosmos

La preparacion de microcosmos se realizé en base a los experimentos descritos por Lanfanconi
y colaboradoes (2010). Los microcosmos se prepararon en dos afios sucesivos, en abril de
2013 y 2014. En el afio 2014 se hicieron dos experimentos independientes de forma sucesiva,
con muestras tomadas en un intervalo de 4 dias. En los tres experimentos realizados se
prepararon cuatro recipientes de plastico con 44 | 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 um, Nalgene). Los microcasriasubaron

con luz natural y a una temperatura de 17°dinilar a la temperatura ambientan el
momento de recogidae las muestras (entre £37° C). Se dejaron edtilizar los microcosmos
durante2 hy se recogio la primera muestrg)(tA continuacia se aplico el tratamiento a cada
microcosmos: se utilizaron dos de ellos como controles (sin aditivos) y se afiadieron 30 mg/l de
diésel y 7,89 mg/l de NaN®@n los otros dos recipientes. Para compensar las posibles pérdidas
de diésel en los microcosmosatados, ya fuera por evaporacion o por adsorcion a las paredes
de los recipientes, cada dia se afiadieron 10 mg/l de diésel y 2,63 mg/| de; Kighiendo el
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protocolo descrito por Lanfanconi y colaboradores (201®ifaVillalonga (2012)Teniendo

en cuerta la informacion previa sobre la dinamica de comunidades en este tipo de
experimentos (Lanfrancomit al., 2010) los microcosmos se incubaron un maximo de 67 h. A
las 24, 42 y 64 de incubacion de los microcosmos (6en el caso de los experimentos de
2013) se tomaron muestras para hacer un seguimiento rapido de los cambios en las
comunidades microbianas mediante polimorfismo de longitud de fragmed#osestriccion
terminales (TRFLP) de amplificados de 16BNk y recuentos de procariotas por DAPI yHFIS
(hibridacionin situcon sondas fluorescentes)

7.2.2 Analisis de polimorfismosle longitud de fragmentos de restriccion terminales-RIFLP)

Se recogieron muestras de 2 | en los tiempos indicados en el apartado ankEgrfmocotolo

para recoger lagélulas por filtracion y parka extraccion de 4cidos nucleices describea
continuaciénen el apartado 7.3. Se analiz6 la diversidad bacteriana en las muestras de cada
microcosmos mediante langplificacion por PCR de 16SMxon los cebadores universal

27F (Lane, 1991) y 1389R (Osb@mnal., Hnnno YI NOlFIR2& Sy adz SEGNE
fluorocromos 6FAM y HEX, respectivamentPara ello se siguieron protocolos descritos
previamente (Nogale®t al, 2007, Pifid/illalonga, 2012)Los fragmentos amplificadose
digirieron separadamente coad enzimas de restricciodhlul y Hhal(New England Biolabs) tal
como se ha descrito (PiAdllalonga, 2012). La separacion electroforética de los fragmentos se
realiz6 en un analizador genético ABI 3130 (Applied Biosg$temlos Servicios Cientifico
Técnicos de la UIEEI andlisis de los perfiles electroforéticos se realizé como se describe en
PifaVillalonga (2012).

7.2.3 Recuentode procariotas totales e hibridaciém situ con sondas fluorescentes (FISH)

En cada mustreo se tomaron 50 ml dagua, se fijaron con formaldetd al 4% (v/v) y se
conservaron a 4 °C durte un tiempo maximo de 16.PA continuacion se filtraron usando
filtros de policarbonato con un tamafio de poro de 0,2 um de diametro (Millipore) y estos
filtros se lavaron dos veces con tampon fosfato salino (PBS) (Samdtral., 2001). Se
NBIFfATIFNRY NBOdz2Syid2a RS LINBOI NR 2 Gdiamidindg2 G f S&a Y
fenilindol) en un microscopio de epifluorescencia Axiophot (Zeiss). Tambié@uaatifico la
abundancia de determinados grupos bacterianos mediante FISH con sondas especificas
marcadas con el fluorocromo Cy3 (Interactiva Biotechnologie y Thermo Scientific). En concreto
se usaron las sondas EUB388BI para determinar la presencia dgacteria(Amam et al.,

1990; Daimset al., 1999), la sonda ROS537 (Eiletsal, 2001) para miembros del linaje
Roseobacter, y la sonda Gam42a (Mahal.,, 1992) paraGammaproteobacterigesta ultima
utilizada con competidor)La tincién de DAPI y l&sbridaciones se realizaron siguiendo el
método descrito por Glockner y colaboradores (1996). Por cada muest@ang& un minimo

de 500 células tefiidas con DAPI.

7.2.4. Andlisis de limitacion de nitrégeno en las aguas de los microcosmos

Dado que los tre muestreos en los que se realizaron experimentos de microcosmos se
trataron con diésel y nitrégeno, se analizé si se producia un incremento en el nimero de
procariotas totales tras la adicion de nitrégeno en un tiempo corto de incubacion. Para ello se
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prepararon 4 botellas estériles con 400 ml de agua, dos de las cuales se suplementaron con
NaNQ a una concentracion final de 16 uM y las otras dos se dejaron como controles. Se
incubaron las botellas durante 24 h en las mismas condiciones que los microcpsseos
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. Extracciénde acidos nucleicos totales para generar metagenomas

Para generar los metagenomas thuestras ambientales se filtraron 100 | de agua de la zona
control y del puerto a través de filtros de membrana de fluoruro de polivinilideno con un
tamafio de poro de 5 um (Millipore) para eliminar los organismos eucariotas y las particulas
presentes erlas muestras. A continuacigse filtraron las muestras por filtros de membrana

de fluoruro de polivinilideno con un tamafio de poro de 0,22 um (Millipore) cambiando los
filtros cada 2 | de agua filtrada. Los filtros se congelarg8@ C hasta la extracei de los
acidos nucleicas

En el caso de las muestras de microcosmos se siguié el mismo procedimiento pero el volumen
total filtrado de cada muestra fueron los 44 | de cada recipiente. Para la preparacion de las
muestras en el experimento realizado enriblle 2013 se procesaron dos microcosmos (un
controly un tratamiento) tras 42 ke incubacion yos dos restantes tras 67de incubacion,

con el fin de obtener 4 metagenomas que proporcionaran informacién sobre variacién
temporal de comunidades. En Ides experimentos realizados en abril de 2014 se procesaron
todos los microcosmos tras 64 h de incubacion. Tras el andlisis de diversidad med&ite T

se determiné que en el primer experimento (M1) habia mayores diferensiie los
microcosmos controy los tratados. Por esta razon se utilizaron Unicamente las muestras del
experimento M1 para generar metagenomas.

Para la extraccion de los acidos nucleicos de cada filtro se siguié el protocolo descrito por
Nogales y colaboradores (2007) el cual fue rmicatio afadiendo 0,05 % (v/v) de RNase
CocktailTM Enzyme Mix (Ambion, Life Technologies) en el mismo paso en el que se afiadia
lisozima. Ademas de comprobar la extraccion de los &cidos nucleicos mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1 % p/v en tampdhE (Sambpok et al., 2001) y su tinciébn con bromuro

de etidio (0,5 pg/ml) se cuantificaron los extractos con un espectofotometro Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific). Se extrajeron &cidos nucleicos de tantos filtros por muesira ftie
necesario para comeguir una concentracion de 4cidos nucleicos en el rango recomendado por

la empresa que realizo la secuenciacion (Macrogen, Corea). En el caso de los metagenomas
generados a partir de los microcosmos de 2014, se decidi6 utilizar muestras de ADN
compuestas d los dos microcosmos contrgltratadosde M1, de manera que se generaron
Unicamente dos metagenomas mezclando los &cidos nucleicos extraidos de los dos
microcosmogeéplicade cada condicion. Las secuencias de los metagenomas se generaron con
la tecnologh Illlumina HiSeg2000 (lecturas pareadas (&0 pb) a partir de librerias
preparadas con el kit TruSeq Nano DNA library preparation (lllumina Inc.) en la empresa
Macrogen (Corea).
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8. Analisis ddos metagenomas

Una vez obtenidas las lecturas crudas @&lac metagenoma se realizé una seleccion de
lecturas de calidad utilizando el programa Trimmomatic (Bagat, 2014). Con este paso se
eliminaron los adaptadores usados para la generacion de las librerias, las lecturas que tuvieran
una longitud inferiora 90 pb (parametro MINLEN:90), un indice de calidad Q medio para toda

la lectura inferior a 20 (AVGQUAL:28uellascuyo limite de indice de calidad Q medio para

una ventana de 4 nucledtidos cayera por debajo de 20 (SLIDINGWINDOW:&g0¢lIss

cuyo ultimo nucledtido tuviesen también un indice de calidad inferior a 20 (TRAILING:20). La
calidad global de las lecturas que habian pasado la criba de Trimmomatic se analizé con el
programa fastQC (Andrews, 2010). Ted@as lecturasconservadas para el amgibs tenian
valoresdef I AGv/ Sy St NI y 3I28)oR&onable {(QeRtle ya@8Jz2Sy 2 0OV X

A continuacion se siguieron varias estrategias para analizar las diferencias taxonémicas y
funcionales existentes entre las comunidades de aguas no contdasinéona 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 analisis de metagenofRAsSVIG
(Meyer et al, 2008). Se analizaron las dos conpsitde lecturas pareadas (R1 y R2), el
conjunto de lecturas desapareadas (R3) y ademas se realizdé un analisis conjunto de todas las
lecturas pareadas de cada metagenoma mediante la oplémpaired endgue permitidunir

todas las lecturas pareadas en mismo conjunto de datos y reducir el nimero de lecturas de
analisis. Estas fueron las lecturas que se analizaron en profundigac la asignacion
taxondmica y funcionalEn primer lugarse evalu6 si el esfuerzo de muestreo habia sido
suficiente mediantecurvas de rarefaccién. Aontinuacion se determinaron las categorias
taxondmicas presentes en cada metagenoma utilizando la base de datos de RefSe@t(Pruitt
al., 2007) que es una base de datos de nucledtidos y proteinas curada y no redundante que
repreenta una elevada diversidad taxon6mica. También seperewon las secuencias de 16S
ADNr de bacterias, arqueas y eucariotas detectadas coFRAST y se analizaron con SILVANngs
(Pruesse et al, 2007) para determinar los grupos taxondémicos presentes en cada
metagenoma. Se obtuvo asi una segunda clasificacion taxonémica que pudiera completar a la
obtenida por MGRAST.S calcularon los indices ddiversidad deShannon (H) y la
equitabilidad (J) de la asignacion taxondmica realizada cofRM&I para cada metagpma

conel programa PAST. 3.08(Hammeret al., 2001).Laasignacion funcional das lecturagie

cada metagenomae realizden base a las bases de datos de COG (Tatisal, 2000)

basada en la agrupacion de proteinas ort6loddé®G (Jenseat al., 2008) basada en grupos

de proteinas ortélogas no supervisad®€ (Kanehisat al., 2016a) basada en la base de
datos de proteinas ortdlogas de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and GéQwatgt

al., 1999) y de subsistemaSEED (Overbeek al., 2005;2014) basada en las agrupaciones de
proteinas relacionadas funcionalmente. El criterioidientidadde secuencia seguido tanto en

el analisis taxondmico como en el funcional fue que los fragmentos de ADN de los
metagenomas presentaran al menos un %0deidentidad en al menos un fragmento de 45
nucleétidos con la proteina/gen modelo y conEmaluemenor de 1F. Ademéasse analizaron

las lecturas de cada metagenoma con la base de datos AromaDeg (Pualte2014) para
completar el analisis funciah de los genes involucrados en el catabolismo de compuestos
arométicos. En concreto se analizaron los dos conjuntos de lecturas pareadas (R1 y R2) por
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separado realizando una comparacion de las lecturas de cada metagenoma contra la base de
datos de AromaBg conel programa BLASTAltschulet al.,, 1997). El criterio de identidad de
secuencia seguidtue deal menos un 3® de identidad en al menos un fragmento de 45
aminoécidos con la proteina modelo de AromaDeg y coBweiuemenor de 1¢. Como los
resultados que se obtenian para las lecturas R1 y R2 de cada metagenoma eran similares se
uso la anotacion obtenida con lecturas R1 de cada metagenoma para analizar la diversidad de
proteinas relacionadas con la degradacidoncdenpuestosaromaticos de cada nagenoma.
Ademas, para estudiar la variabilidad en la presencigatees paraenzimas implicadas en la
degradacion de compuestos aromaticos se realizaron andlisis de componentes principales
(PCA) usando el programa PASB.08(Hammeret al., 2001) a paiit de los resultados de
AromaDeg (Duartet al., 2014).

Finalmente, la Ultimaaproximacionseguida en este trabajéue realizar ensamblajes de las
lecturas de los metagenomas con el fin de obtener fragmentos de secuencia mas largos. Se
ensamblaron las learas con el programa MetaVelvet (Namekial., 2012) usando distintos-k

mers (51, 57, 61, 67, 71, 77, 81, 87 y 91) y se determind el mejor ensamblaje en base al
namero decontigsobtenidos, su longitud, valor N50 y la profundidad de su cobertura media
(Miller et al., 2010. A continuaciénse analizaron losontigsde cada metagenoma con la base

de datos de AromaDeg (Duartet al, 2014) para poder analizar el potencial para el
catabolismo de compuestos aromaticpgpara saber si estos genes se organinatbao en
estructuras supragénicakl criterio de identidad de secuencia seguido también fue de al
menos un 30 % de identidad en al menos un fragmento de 45 aminoacidos con la proteina
modelo de AromaDeg y con &valuemenor de 10.
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Captulo 1: Resultados y discusion

El objetivo principatie esta parte de la tesis era estudiar el potencial para el catabolismo de
compuestos arométicos en los miembros del linReseobacterutilizando la informacion
dispanible en genomas de estos mioganismosHasta la realizacion de esta tesis el estudio
mas exhaustivo sobre la capacidad para degradar compuestos aromaticos en los miembros del
linaje Roseobacter era ektudiode Newton y colaboradores (2010) basado en la busqueda de
laenzima principal de seis vias centrales para la degradacion de compuestos aromaticos (rama
del protocatecuato de la via del betatoadipato, benzoiCoA, gentisato, fenilacef@oA,
homoprotocateuato y homogentisato) en 32 genomas de RoseobaEtefa presente tesis se

ha realizado una aproximaciéon mas detallggi@esto que no solo se ha detectado la presencia

de genes pardas enzima principaks de las seis vias citadaanteriormente en un nunero

mayor de genomassino que seha ampliado tanto el numero de genasalizados como el
namero de rutaestudiadasAsi, seha determinado lgresenda y organizacion d&66 genes
involucrados en las 6 vias centrales anteriormente citadas asi comeoandalel catecol de la

via del betacetoadipatq la degradacion porrotura meta del anillo aromético del
protocatecuatoy el catecqly en las vias periféricas que convergen en estas rutas centiles
estudio se ha realizaden 61 genomas ddinajeRos®bacter. La presencide estos 1& genes

se ha determinado mediante analisis @kentidad de secuencia de las proteinas codificadas

por estos genes (ver apartado 1 material y¥todos). Al ampliar el estudio de las rutas
centrales estudiadas por Newton y laboradores (2010) y afiadir el estudio de las rutas
periféricas que convergen en las rutas centrales se ha obtenido una visibn mas amplia del
espectro de compuestos aromaticos gpedrianser degradados por los miembros del linaje
Roseobacter. Ademas, edtadiode los genes para todos los pasos intermedios de las rutas de
degradacién de los compuestos aromaticos hasta la formacién de intermediarios del ciclo de
Krebs permite postular con mas fiabilidad el potencial para degradar compuestos aromaticos
en les genomas estudiados. Cabe destacar que en esta tesis también se ha analizado la
capacidad de varios aislados para crecer a expensas de los compuestos aromaticos estudiados
como Unica fuente de carbono y energia (ver apart@ddor todo ellogstatesispresenta el
estudio mas detallado del potencial catabdlico de compuestos aromaticos realizado en un
mayor nimero de genomas del linaje Roseobadescritohasta la fecha.

1. Genespara la degradacion de compuestos aromaticos genomas @l linaje
Roseobater

Tal y como puede observarse erntdbla M1 la mayor parte ddos 16 genes estudiadoéver
detalles en latabla suplementariaS1.3 codificaban para proteinas implicadas en las vias
catabdlicas centrales y periféricaBero ambién se estudiaron ges codificantes para
proteinas involucradas en la regulacion de estas rytasatransportadores de compuestos
aromaticosy para varias proteinas cuya funcién no siempre esta clara pero cuyos genes
codificantes suelen estar conservados junto a los germlficantes para las proteinas
catabolicas estudiadas.

En primer lugar se analizé la presencia en los genomas de los genes de rutas centrales de
degradacion Inicialmente & tuvo en cuentasolo la presencia de los genes que codifiaa

para bs enzimas ge catalizanla rotura del anillo aromético (considerados en este trabajo
como genes/enzimas principaleg®n caso de quka enzimaprincipalestuviera codificad por

més de un gen, solo se considerdmo resultado positivei se detectaban todoks genes
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codificantespara las diferentes subunidaddsn base a esteriterio, en latabla 1.1semuestra

una vision generatle la presencia de las rutas centrales de degradaennios genomas
analizadosEn concreto, se observé gles enzimas principales deerama del protocatecuato

de la via del betaetoadipato y las vias de degradacién del homogentisato y fenilkaimAl
eranlasmas detectadas egenomas déos miembros del linajRoseobacte(tabla 1.3 al igual

que se habia mostraden el estudioprevio de Newton y colaboradore2Q10). También se
determind si la presencia de genes pia enzimagrincipalesera homogénea entre los cinco
grupos filogenémicos del linaje Roseobacter descritos por Newton y colaboradores (2010).
Solo en el grupo G3 se detambnlos gerescodificantes para ls enzimas principaksde todas

las rutas estudiadas (tabla 1.1). Cabe destacar que en el grupo G3 se observaron porcentajes
de deteccion elevados del gen para gentisato 1,2 dioxigenasa cuando esta es una de las vias de
degradacién de compuestos monoaromaticos menos detectadas en el linaje Roseobacter (ver
tablas 1.1, 1.2 y tabla suplementaria S1E5tose debid probablementea la presencia en el

grupo filogenémico G3 de cuatro cepasCigreicella aestuaritodas ellaportadoras de genes

para la degradacion del gentisato. Por otra pase pudo observar que los genes codificantes
para las enzimagrincipalesde la rama del protocatecuato de la via del betwoadipato y de

las vias del homogentisato, fenilacefibA yhomoprotocatecuatdambién eran los Unicos que

se observabanen los cinco grupos filogendmicos (tabla 1.1). Ahora bien el porcentaje de
deteccidn en los cinco grupos variaba considerablemente y solo los genes codificantes para la
enzima principal de la rana del protocatecuato de la via del betatoadipato estaban
presentes eral menos el 50 % de los genomas de cada uno de los cinco grupos filogenémicos.

Tabla 1.1Deteccion de los genes codificantes passeiazimas principalesde las vias centralefe la degradacion de
compuestos aromaticos ggenomadel linaje Roseobacter. Los valores entre paréntesis indicezeptajes.

Grupos filogenémicab

Via central Total G1 G2 G3 G4 G5

Betacetoadipato(Roturaorto)

Protocatecuato 41(67,2) 11(786) 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(0,00 3(25,0)
Protocatecuato (roturaneta) 3 (4,9) 0 (0,0) 1(11,1) 1(6,7) 0 (0,0) 1(8,3)
Catecol (roturaneta) 3(4,9) 0 (0,0 1(11,1) 2(13,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
Homogentisato 42 (68,9) 14 (100,00 9(100) 10(66,7) 3(27,3) 6 (50,0)
FenilacetiCoA 28 (45,9) 14(100,0) 6(66,7)  3(20,0) 0(0,00 5(41,7)
Homoprotocatecuato 22(36,1) 12(857) 3(33,3) 3(20,0) 1(9,1) 3(250)
Gentisato 15 (24,6) 1(7,1) 1(11,1)  7(467) 0(0,0) 6(50,0)
BenzoiCoA 7 (11,5) 2(14,3) 2(22,2) 2(13,3) 0 (0,0) 1(8,3)

a: El nimero de genomas incluidos en cada grupo filogenémico es: G1, 14; G2, 9; G3, 15; G4, 11; G5, 12.

Seguidamentese analizé la presencia de todos los genes implisagio las vias degrativas
centrales.Para considerar la presencia de una ruta completa debian detectarse la totalidad de
genes de la ruta con al menos un @0de identidad con uBvaluemenor de 10 respecto al
modelo. En caso de no detectar uno o masegede una ruta se consideraba que la via estaba
inconmpleta en el genoma (tabla 1y detalle en tabla suplementaria S1.2). Este resultado
indicaria que o bien esos microorganismos presentaban rutas degradativas truncadas o bien
gue presentaban enzimas cugacuencia era suficientemente divergente a los modelos usados
para que no se detectasen con los criterios utilizados en este esthdidos genomas de
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ninguno de los grupos filogenémicos se detectarotas completas para la degradacion del
catecol y préocatecuatopor rotura en posiciémeta, del catecol por rotura en posici@mto y

del benzoHCoA (tabla 1.2). Ahotgien, que no se considere una via completa por la falta de
deteccion de al menos uno de sus genesmplica que esta via de degradacidtectruncada

en este organismo. Por ejemplen ninguno de los genomas se pudo deteahgenboxDde

la via de degradacion de benzBibA pero se sabe queSagittula stellataE37" puede
catabolizar el benzoato (Gulvik y Buchan 2013). Por lo tanto teficrutilizadoen esta tesis

para determinar la presencia de rutas complefasdria resultar en ocasiones demasiado
estricto. De hecho los experimentos de crecimiento en compuestos aromaticos realizados en
esta tesis también muestran algunas discrepanci@s la prediccion génica (ver apartado 9).
Ahora bien, al carecer de estudios de crecimiento de los 61 microorganismos estudiados en
presencia de estos compuestos se prefiri6 mantener este criterio estricto para evitar afirmar la
presencia de rutas compghks sin al menos una base genétita. deteccion de las rutas
completas para la degradaciéon del protocatecuato (rotumato), homogentisato,
homoprotocatecuato y fenilacetlCoA era mas alta egenomas ddos grupos G1 y G2 que en

el resto de grupos filogedmicos, sobre todo en el caso de G1. Ademas, en el caso del G3, la
elevada deteccion del gen codificante para la enzipniacipal para la degradacion del
gentisato iba siempre acompafada de la deteccidn de la ruta completa para la degradacion de
este compiesto (tablas 1.1y 1.2). Por otra parte cabe destacar que el grupo filogenémico en el
que se detectdé una menor cantidad de vias degradativas y con unos porcentajes de deteccién
mas bajos fue el grupo G4, en el que solo se detectd la rama del protocatetridd via del
beta-cetoadipato y las vias degradativas del homogentigatmmoprotocatecuato con unos
porcentajes de deteccion claramente inferiores a los que se observaban en los demas grupos
filogendmicos (tablas 1.1y 3.2

Tabla 1.2.Deteccion de s centrales completas para la degradacion de compuestos aromatiogsnemasdel
linaje Roseobacter. Los valores entre paréntesis indican porcentajes.

Grupos filogenémicds No
Via central Total 1 2 4 estructuras
G G G3 G G5 génicas

Betacetoadipato
(Roturaorto)

Protocatecuato 39(63,9) 11(78,6) 7(77,8) 9(60,0) 5(454) 7(5873) 25(24,3)

Catecol 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,00 0(0,0 0(0,0) 8(7,8)
Protocatecuato (rotura
meta) 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,00 0(0,00 0(0,0) 3(2,9)
Gatecol (roturameta) 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(60,00 3(27,3) 5(41,7) 24(23,3)
FenilacetdiCoA 28(45,9) 14(100,0) 6(66,7) 3(20,0) 0(0,0) 5(41,7) 13(12,6)
Homoprotocateuato 22 (36,1) 12(85,7) 3(33,3) 3(20,00 1(91) 3(250) 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)
BenzoHCoA 0 (0,0) 0 (0,0) 0(000) 0(0 0(,0 0(00) 2(1,9)

a: El nimero de genomas incluidos en cgdgo filogenémico es: G1, 14; G2, 9; G3, 15; G4, 11; G5, 12

A continuacidrse analizé diipo de organizacidgue presentabamstos geneen los genomas
estudiados. Este andlisis permiti6 determinar si habia sintenia entre los miembros del linaje
Roseobater y si estos genes se encontraban organizados en operones o en estructuras
supraoperénicas como en algunos de los modelos de degradacion desetdosobdy
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Parales, 1996Parke 1997).Cabe destacar quse estudié la organizacién de estos genes en
todos los genomas en los que se habia detectado la enaimeipal independientemente de

que se hubiera podido detectar la via de degradacion completa dPacatodas las vias
centralesestudiadas se detectdé mas de un tipo de estructura génica exceptoreturameta

del catecol (tabla 1.2)a via degradativa en la que se observaba una mayor variabilidad en
cuanto a laorganizacion génica fuen los genes déa rama del protocatecuato de la via del
beta-cetoadipato (tabla 2). En los siguientes apartaglee detalla la organizacién de los genes
codificantes paraak enzimas de las diferentes vias de degradacion de compuestos aroméaticos
en los genomas de bacterias del linaje Roseobauatalizados

2. Vias dedegradacion de protocatecuato y catecol

Comose comentd en la introducciéragartado 2 d protocatecuato y el catecol pueden
degradarse tanto a partir de la rotura del anillo aromético en posigitmcomo a partir de la
rotura en posiciommeta (figura 11). En el primer caso la ruta de degradaciécibe el nombre
devia del betacetoadipato.

2.1.Roturaorto (Viadel beta-cetoadipato

La via de degradacion del betatoadipato estd presente en muchos grupos bacterianos, en
concreto ha sido principalmente estudiada en bacterias de suelo, y esvian@entral
convergente para degradacion de compuestosnaticos (Harwood Yarales, 1996). La via

del betacetoadipato tiene dos ramas: la rama del protocatecuata sama del catecofigura

1.1). Ambos compuestoson metabolitos centrales derivado® da oxigenacion de diversos
compuestos fendlicos, de mondmeros de lignina y de hidrocarburos aromaticos (Harwood y
Parales, 1996). En la via del bewoadipato la rotura del anillo bencénico se produce en
posicionorto y es catalizadg@or intradiol dioxgenasasjue contienen un grupo hierro Il no
hemo (Harwood y Parales, 1998érezPantojaet al., 20109. Una vez roto el anillo bencénico

las siguientes reacciones de cada rama condadargeneracion de intermediarios del ciclo de
Krebs (Harwood y Pdes, 1996). La via del betetoadipato suele estar codificada en el
cromosoma y se encuentra muy conservada en diversos grupos bacterianos aunque hay una
gran diversidad en cuanto a su regulacién y a la forma en que se encuentran organizados y
agrupadodosgenes(Harwoody Parales, 1996).

2.1.1. Rama del protocatecuatde la via del betacetoadipato

Como se ha mencionado anteriormenta fama del protocatecuato de la via del beta
cetoadipatofue la mas detectada en los genomas lilehje Roseobacterdblas 1.1y 1.2. En

esta rutala degradacion de protocatecuato se lleva a cabo por la accion de seis enzimas
codificadas por ocho gengga(figura 11). Laenzimaprincipalque se encarga de la rotura del
protocatecuato en posicidrorto es la protocatecato 3,4 dioxigenasa (EC 1.13.11.3)aun
enzima con dos subunidades que se encuentran codificadas por los pea€sy pcaH
Ademas se han documentado otras proteinas relacionadas con estajuatactiancomo
reguladores (PcaQ y PcaRps genegpca normaimente se encuentran agrupadopero la
organizacion génica dasagrupaciones no se mantiene entre los organismos gpedsentan
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Figura 11. Rutas centrales de degradacide protocatecuato y catecol: via del betatoadipato (roturaorto) y
rutas de degradacion por roturameta. Abreviaturas PobA, 4hidroxibenzoato hidroxilasa PcaGH (P3,40),
protocatecuato 3,4dioxigenasa; PcaBs-carboxiciscismuconato cicloisomerasa; Pca&carboximuconolactona
descarboxilasa; Pcal3;oxoadipatoenotlactona hdrolasa; PcalB-oxoadipato CoAransferasd t édetﬁaﬁipih’
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hidroximucénicesemialdehido hidrolasa; XylG, hidroximucérsemialdehido dshidrogenasa; XylH, -4
oxalocrotonato isomerasa; Xyll-okalocrotonato decarboxilasa; XylJ,-@o-4-pentanoato hidratasa; XylK4-
hidroxi2-oxovaleratoaldolasa XylQ, acetaldehido dhidrogenasa; LigAB (P4,50), protocatecuatedioXigenasa;
LigC, zhidroxi4-carboximuconates-semialdelido deshidrogenasa; Ligl,-girona4,6-dicarboxilato hidrolasa; LigJ,
4-oxalomesaconato hidratasa; LigK;carboxi4-hidroxi2-oxoadipato aldolasa. Figura elaborada a partir de
informaciéon de Harwood y Parales, 1998asaiet al., 1999 Haraet al, 2003 Penget al,, 2008y Bastardet al.,
2014.
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a excepcion deab parejas degenespcaGHy pcalJ] codificantespara suburdades de las
mismasenzimas, y que siempre se encuentran juntoslgrwood y Parales, 1986Por otra
parte, se ha observado que en algunos microorganismos dacimetobacter calcoaceticys
Agrobacterium tumefaciensos genespca se encuentran formando pagt de estructuras
supraoperonicas (Harwood y Parales, 1996), como por ejemplo con losgEne®mopobA
codificante para la enzimatidroxibenzoato hidroxilasancargado de la transformacion del 4
hidroxibenzoato a protocatecuatgiarwood y Parales, 98).

El primer trabajo en el que se estudié la organizacién de los genes para la cdudel
protocatecuato en el linaje Roseobacter fue el de Buchan y colaboradores (2004) en el cual
analizaron las secuencias que flanqueaban a los gec&®Sy pcaHen ocho miembros del
linaje Roseobacter. En ese estudio observaron hasta 5 estructuras distintas para lopagenes
en todas las cualese encontraban los genesca junto a un gen conservado, que se
cotranscribia con los gengsaen Ruegeria pomeroyDSS3', y al que denominarochp del
inglésconserved hypothetical proteifBuchanet al., 2004). Buchan y colaboradores (2004)
postularon quda presencia de este gen era una caracteristeldinaje Roseobactgra que la
presencia de genes homologoglap en asociacion a los gengsano habia sido descrita en
otros organismosHarwood y Parales, 1996; Jiméraizal,, 2002) Se observé tambiégque
cepas que podian pertenecer a la misma especie tenian la misma organizaciongeciem

et al, 2004) Por ota parte, el gerpobA se encontr6 adyacente a los germEsaen algunas
cepas (Buchamet al, 2004).Enun estudio posterior Gulvick y Buchar2013) se estudié la
organizacion de los genpsaen 3 cepas maRRpseobactesp. GAll01l)Jannaschiap. CCS1y
Ruegeriasp. KLH11)pbservandaesultados similares.

En la figura 1.2 se muestrdws resultados de la deteccién de los diferentes genes de la rama
del protocatecuato de la ruta del betztoadipato en los genomas analizados en estudio
usando el critericestandardel 50% de identidad con uiEvalue menor de 1F. Como se
observa en la figurae pudieron detectar los geng@eaG pcaH pcaC pcal pcaJ pcaFy chp

en la mayoria de los genomas estudiados. En el cagzal® pcal y los reguladorepcaQy
pobR la mayoria de genes fueron detectados usando el criterio di 8@ identidad con ug
value menor de 10. Ahora biensolo se dieron como validas las identificaciones de estos
genes cuando se encontraban adyacentes a los otros garaas algenpobA, o biencuando

eran el Unico gen de la ruta que no habia sido detectado mediante el criterio mas estricto.

Como se puede observar en la figura 1.2des de los genomafoseobactesp. MED193 y
Loktanella vestfoldensiSKA53, se pudieron identificar slcopias distintas de genggaGH
estando ambas flanqueadamr distintos genegpca Como se ha descrito generalmente en
otras bacterias (Harwood y Parales, 19963, denegpcaGy pcaHse encontraron juntos en 41
genomas (6®0) de los microorganismos edtados, en 39 de los cuales también se pudieron
detectar los otros 6 genes codificantes pasa énzimas involucrad en la degradacion de
protocatecuato (figura 2). En Roseobactesp. CCS&e observain posible gen de fusion entre

de pcaCy pcaDque seha descrito comgcalLen Rhodococcus opacd<CP (Eulbergt al.,
1998)y en la alfaproteobacteri€aulobactercrescentugJiménezet al., 2002). En cuanta la
presencia depcaB este gen se pudo detectar en todos los microorganismos en los que se
habia deéectadadopcaGHaunque en la mayoria de casos aplicando el criterio de deteccion
mas relajado (30 % de identidad de secuencia coBwalue< 10). Buchan y colaboradores

52



Captulo 1: Resultados y discusion

(2004) comentaron la posible ausencia deaB en los miembros del linaje Roseobacter
aungue en el estudio de Gulvick y Buchan 8@k mostrola presencia del gepcaBen el
genoma deRuegeriasp.KLH11La escasa deteccion geaBera extrafia si se tenia en cuenta
que el sustrato para Ol . Sard®xicis¢éismuconato es muy toxico gue, por tanto debia
ser procesado para permitir el crecimiento en prodiecuaio (Parkeet al., 2000. @n el
presente estudio se confirmé la presencia generalizadpaEBen los miembros del linaje
Roseobacter (figura 2). En cuanto a los gengsal pcaldy pcaFestos fueron detectados en la
mayoria de loggenomasestudiados independientemente o no de la presencigpdaGHen
ellos

De acuerdo coltposresultadosde esta tesiveinte miembros del linaje Roseobacter estudiados
podrian presentarla rama dé protocatecuato de la via del betatoadipato incompleta
puesto queen la mayoria de ellosl primer gen detectado fupcal pcal o pcal (figura 1.2)
Esto significaria que solo podrian realizar las Ultireasciones de esta via de degradaciéon. En
el caso deK. vulgareVSHOO1 laviaestaria incompleta porque solo se encontraios genes
pcaGHBCIpara convertir el protocatecuato en betetoadipato pero ndos genegpcalJfpara
canalizar el betaetoadipato hacia el ciclo de Krebs (figurd) 1.Tambiérestaria incompleta la
via enK. vulgareY25 al no detectgpcaD(figura 12).

En cuarenta y cuatro de los genomas analizados se detect6 ethyeffigura 1.2). Estos
resultados confirmaban la evidencia de Buchan y colaboradores (2004) de que la prdsencia
este gen en asociacion con los genpsa es caracteristica del linaje Roseobacter.
Recientementastard y colaboradores (201d@mostraron que las proteinas de la famdia

que pertenece la proteina codificada por el gdmp (DUF849 catalizan unaeaccion genérica
RS 02y RS y &dto@cidasyton REBHTIA para producir un éster de CoA y acetoacetato
Estos autorehian denominadd-  S&adl FlLF YAt Al O2Y2 Seofchdddst a LI NI
(BKACEEStos autores diferenciaron hasta siete grupestd de la familia BKACE (GY) y
determinaron la presencia de gemecodificantes para BKACE G4 ganomas de
alfaproteobacteria en asociacion con los gengsa Ademas, probaron que las proteinas
BKACE G4, incluyendo proteinas clonadabat¢erias delinaje Roseobactertransformaban
preferentemente betacetoadipato y betacetoglutarato (Bastarét al., 2014). En base a esta
informacién se confirmé que los genebp que se habian predicho en I&. genomas de
Roseobacteccomunes entre nuestro estudip el estudio de Bastard y colaboradores (2014)
habian sido clasificados como BKACE G4gios autoresleniendo en cuenta la identidad de
secuencia inter e intragrupo para las BKACE (Bastaatl, 2014) se consideré que todos los
geneschpque se habianletectado en nuestro estudio (figura2).codificaban para proteinas
del grupo G4 de BKACE. Por lo tanto, los miembros del linaje Roseotsaxtdgan dos
maneras distintas dé&ransformarel betacetoadipato:mediantela betacetoadipato succinil
CoA trasferasa (PcalJ)wediantela proteinaconservada codificada por el gehp.

En cuanto algen pobA que codifica para la enzima que transformdidroxibenzoato a
protocatecuato, (figura 1.1.), estse detecté en 42 genomas (690 de los genomas
estudiados) En ellos estaban incluidos laggenomas de Rhodobacteraceaebacterium
HTCC2083 Waritimibacter alkaliphilusHTCC2654en los que no se habia podido detectar
pcaGHpero sise habia podido detectar la protocatecuato-4ljxigenasa que catalizarala

53



Captulo 1: Resultados y discusion

pcaG
pcaH
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pcaQ
pcaR
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Ruegeria pomeroydSs3"
Sulfitobactersp. EE36
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Citreicella aestuarB28

Citreicella aestuarihD8

Citreicella aestuarB29

Citreicella aestuarB57

Citreicellasp. SE45

Pelagibaca bermudensi$TCC2601
Sagittula stellateE-37"

G3 | Tropicibacter naphthalenivorai®SM 19561
Puniceibacteriunsp. IMCC21224
Roseovariusp. 217

Roseovariusp. TM1035

Roseovarius nubinhibetSM’
Roseobactesp. Azwk3b

Oceanicolasp. S124

Pseudooceanicola batsensi§ CC2597
Loktanellasp. 5SRATIMAROQ9
Loktanellasp.1ANDIMARO9

Loktanella vestfoldensBKA53
Loktanellasp. 3BANDIMARO9
Roseobactesp. CCS2

G4 Octadecabacter arcticua3g’
Octadecabacter antarctictd07"
Thalassolum sp. R2A62
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Oceanicola granulosusTCC2516
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Maritimibacter aIkaIiphiquHTCCZBgél
Celeribacter indicuB73
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ConfluentimicrobiunmaphthalenivoranNS6
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G5

Figura 12. Deteccién de genesodificantesparalas proteinas involucradas ¢arama del protocatecuato de la via
del betacetoadipato en genomas delinaje Roseobacter. Se incluyen también los genes implicegtosla
transformacioén de 4idroxibenzoato a protocatecuatoLos genomas estan ordenadoshase a su filogenig.uo y
Moran, 2014; Mad lado, 2017)Cédigo de color: g 50 % de identidad de secuencminimacon la proteina
modelo, Evalue<10™; gris 30% de identidad de secuenaiinimacon la proteina modelcE-value <107 blanca
no detectados
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rotura meta del protocatecuato Yer apartado 2.2 El resto de gengsobAse detectaroren
40 de los 41genomas en los que se habia detectado los ggressH(no se detecté en
Roseovariusp.217)(figura 1.2).

Por otra parte cabe destacar que la mayorée 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 observgue los genes implicados en la randel protocatecuato de la via

del betacetoadipato se encontrabageneralmenteen el cromosomalasexcepobnes fueron
Ruegeria pomeroydSS3', en el que los geneshp pcaCHGpobAy pcaQse encontraban en

un megaplasmidaal y como ya habia descritmi@riormente Buchan y colaboradores (2004),

y en las cepas industrialé& vulgareY25 yK. vulgareWSH001, en las que la totalidad de
genespcadetectados senmntrabanen un plasmidoRespecto a la organizacide los genes

se observauna gran variahiflad de tipos de agrupaciones génicas (figur8)1Tal y como ya
habian descritdHarwood y Parales (1996) para microorganismos aislados del suelo, los genes
pcaGH codificantes parala enzima principal de la via se encontraban siempre juntos y
orientados @ el mismo sentido. Ademas, juntopaaGHse solia encontrapcaCformando la
estructuracore pcaCHGQGfigura 13) que ya habia sidobservadapor Buchan y colaboradores
(2004) en ocho roseobacters. Los dos Unicos genomas en los que no se encontré esta
estructura fueron Roseobactersp. CCS2 (en el que en cambio se encontré el mpah
adyacente apcaGH y Sulfitobactermediterraneus1FIGIMARQO9 en el que el gpoaCse
encontr6 agrupado copcaBYy pcaD(figura 14). Partiendode estecore pcaCHGe pudieron
establecer hat 25 estructuras génicas Unicas con diversos grados de complejielgah la
disposicion del resto de gene3an solo7 de estas estructuragran comunes en varios
genomas, que generalmenmorrespondian a bacterias queertenecian al nsmo gdero o a
géneros cercanos. Un ejemplo, seldaestructura que presentan los miembros del género
Phaeobacter(figura 13). Aunque también se encontraron excepcionesmo bacterias
filogenéticamente distantes que tenian la misma estructura génica. Un ejeswmiaR.
pomeroyiDSS3" del grupo G1 de Roseobactgue compartia lamisma organizacion de los
genespcaque S. stellataE-37" y Tropicibacter naphthalenivorar3SM 19561del grupo G3 'y

gue Jannaschiasp. CSS1 del grupo G5 (figur8).1Cabe destacarug también se observo
diferente organizacién génica en las dos agrupaciones de geraSHCGque presentaban
Roseobactesp. MED193 . vestfoldensiSKAS53 (figura 3).

Por lo que respecta lalocalizacionde otros genes de la ruta en relacion al grugnico
pcaCHGen 29 genomas, incluyendo las dos agrupaciaieegenes alrededor dpcaCHGle
Roseobactesp. MED193 1. vestfoldensiSKA53se observé el gen reguladpcaQjunto a los
genespcaCHGPcaQ es un regulador de la familia LysR que activaniscripcion de los genes
pca en alfaproteobacterias comd\grobacterium tumefacien#\348 y varias especies de
Rhizobium(Parke, 1996). En 2&structuras génicapcaQse encontraba corriente arriba y en
sentido contrario a los genepcaCHG,en concordanciacon los resultados descritos
anteriormente (Buchanteal., 2004; Gulvik y Buchan, 2013).

El genchp se detectéjunto a los genepcaGH en concreto junto gpcaG y en la misma
orientacion en 3@enomas (figura 1.3). Esto sugegiee en todos estos roseatters este gen
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Sulfitobacter mediterraneus 1FIGIMARD9 (G2)

Roseobacter denitrificans Och1147 (G2),

Roseobacter litoralis Och1497 (G2)

Sulfitobactersp. NAS-14.1(G2), Suifitobacter sp. EE-36 (G2),
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Roseovarius sp. 217 (G3)

ada b,
b

-

Puniceibacterium sp. IMCC21224 (G3)
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Pseudooceanicola batsensis HTCC2597T (G3),
Oceanicolasp. 5124 (G3)

Roseovarius nubinhibens 1SMT (G3)

Confiluentimicrobium naphtholenivorans NSET(G5)
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Ruegerig sp. TrichCH4B (G1),
Ruegerio sp. TM1040 (G1)

chasa.antt®

Loktanella vestfoldensis SKAS3 (G4,
Loktanellasp. IANDIMARQI (G4)

Oceanicola sp. MCTG156(1a) (G5)

Celeribacter baekdonensis B30 (G5)
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Ketogulonicigenium vulgare WSH-001 (G4)

!
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Pelagibaca bermudensis HTCC2601T (G3), Citreicella sp. SE45 (G3)

Loktanella vestfoldensis SKAS3 (G4)

¥
|

Roseobactersp. MED193 (G1)

Celeribacter indicus P73T (G5)
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Ketogulonicigenium vulgare Y25 (G4)

— 1lkb

. pobA peaG peaH pcaB . peaC . pcaD
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Figura 13. Organizacién de los genes de la ruta del protocatecuato de la via detd&ei@dipato en los genomas
del linaje Roseobacter. Labreviaturasson las mismas que las de la figurd junto a: pcal, gen para3-
oxodadipato enclactona hidrolasa/4arboximuconolactona dearboxilasa;chp, gen paraproteina hipotética
conservada (BKACE GpggaQ pcaR pobRy pcaR genes paraeguladores transcripcionaleenE gen para un
transportador de benzoato @RF1 Poroteina codificantgara unaesterasa C.os genesle colorblancoy contorno
negrocodifican para proteinas hipotéticdsl texto entre paréntesis indica los grupos genémicos
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probablementese transcribia a la vez que los gepes tal y como ya habian descrito Buchan

y cohboradores (2004) efR. pomeroyiDSS3". En otras ocasiones el gehp se encontro
separado de los gengeaCHGgomopor ejemplo eren Oceanicolasp. MCTG158a)y en una

de las dos agrupaciones de genesRimseobactesp. MED193 (figura 3). También seletectd

el gen chp en regiones diferentes del genoma, sobre todo en aquellos genomas que
presentaban la rama del protocatecuato de la via del foet@adipato incompleta, como por
ejemplo enO. guishaninsuldLT2003

En cuanto gcal) este se encontré ela misma agrupacion génica quecekepcaCHGn 14

de las estructuras génicas detectadas en 16 genomas de roseobacters, y en 13 de estos
genomas se encontro corriente arriba delre pcaCHG en la misma orientacion (figura3).
Respecto apcaB se encaotrd junto en la misma agrupacién quecaCHGen 19 de las
estructuras génicas detectadas en 21 genomas de roseobacters. En copce®@se localizé
corrienteabajo de los genepcaCH&@n 20 genomas y, en la mayoria de casos, orientado en el
mismo sentidoque los genes detore pcaCHGy junto achp (en caso de que estuviera
presente) Enalgunos genomas se encontraron uno o varios genes @By chp,como por
ejemplopcaDo los genegob (figura 13). Por otra parteJos genegpcaDy pcaBtambién se
podian encontrar separados de los gempeCHGbien juntos o con un gen entre ellos que
podia ser un gen panana esterasao incluso pompcaC,como enSulfitobactermediterraneus
1FIGIMAROSfigura 1.4.

Otra estructura génicdetectada erlos genomas d&oseobacter fue la formada por los genes
pcaly pcaJcodificantes para la beteetoadipato succifiCoA transferasa, que casi siempre se
encontraban separados debre pcaCHGa excepciéon dé&. vulgareY25,Celeribacter indicus
P73 y en una de las dos cas de genepcade L. vestfoldensiSKA53 yRoseobactesp.
MED193 (figura B). La presencia de la agrupacipcalJen una region distinta acaCHGen

los genomas de nuestro estudio ya habia sido descritalipginezy colaboradores (2002n
genomasde bacterias no marinasEn los genomas analizadosta agrupaciéonpcalJpodia
encontrarseen una region del genoma separada del resto de g@uma junto a los genes
pcaFy pcaR formando las agrupacionepcaRIJFpcaRl] pcalJFy pcaFlJ(figura 14). La
agruyacion pcaRIJFno habia sido descrita anteriormente en los miembros del linaje
Roseobacter pero si se habia encontrado en otras alfaproteobacterias Agnobacterium
tumefaciensC58 y en el megaplasmido pSymBSitleorhizobium melilo{diménezt al., 20Q2;
MacLearet al.,, 2006). PcaR es un regulador de la familia IcIR que puede actuar como activador
de la transcripcion de varios gengsaen Pseudomonagliménezt al., 2002; Tropel yan der
Meer, 2004). Por lo tanto, al encontrar la agrupacgmaRIJEen algunosgenomasdel linaje
Roseobacter se puede hipotetizar que los gepeslJFse encontrarian regulados por PcaR en
dichas bacterias. En concreto, se detectd la agrupgeo@hFprecedida por el gen regulador
pcaRorientado en sentido contrario en atro genomas deoseobacters (figura 4). Cabe
destacar que la agrupaci@raRIJEambién pudo ser identificada en el plasmidokevulgare
Y25, aunque en este case encontraba junto da agupacion génica que conteniacelre
pcaCHQGfigura 13). Por b tanto, enbase a los resultados obtenidos, las dos estrategias que
presentaian los miembros del linaje Roseobactesira degradar betaetoadipato, mediante
PcalJ y mediantel producto del gerchp, no estarianbajo el mismo control regulatoridd gen
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Roseobactersp. SK209-2-6 (G1), Roseobactersp. MED193 (G1), Rhodobacterales bacterium Y4l (G1),
Phaeobacterinhibens 2.10 (G1), Phaeobacterinhibens DSM 17395 (G1), Nautellaitalica R11 (G1),
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Roseobactersp. MED193 (G1), Ruegeria pomeroyiDSS-37 (G1), Sulfitebacter sp. NAS-14.1(G2),

o @ __ Suffitobacter sp. EE-36 (G2), Roseobacter denitrificans Och114™ (G2), Roseobacter litoralis Och1497 (G2),
Sagittula stellata E-377 (G3), Sulfitobacter sp. 350LIMAROS (G2),

Pseudophoeobactersp. 1IANDIMAROS (G1), Puneicibacterium sp. IMCC21224 (G3),

Tropicibacternaphthalenivorans DSM 195617 (G3)
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—’.—G—G—G—D—’ Citreicello aestuarii ADST (G3)

ﬂ Oceanicola sp. $124 (G3)
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W Celeribacter baekdonensis B30 (G5)

M Pelagibaca bermudensis HTCC2601T (G3), Citreicella sp. SE45 (G3),
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. pobA . pcaC pcal pcaD . pecal . pcal . pcoF
pobR . pcaR @ ORF1P

Figura 1.4.Organizacionde los genespca en regiones separadas debre pcaCHGen los genomas ddinaje
Roseobacter. Laabreviaturasson las mismas que las de la figurd.3. 13. Los genes de color de blanco con
contorno azul hacen referencia a gangue se observan ocasionalmente, pero que no se encuentran conservados

ni codifican para proteinas implicadas en la degradacién de compuestos arométicos. El texto entre paréntesis indica
los grupoggendmicos.

chpsuele encontrarse junto a&lorepcaCHG bajo el control de Pca@nientras quelos genes
pcalJsuelen encontrarse en una region distinta del genoma, en muchas ocasiones sin un
regulador cercano y en otras bajo el control de P¢aRagrupaciorde losgenes pcall junto a

pcaF se encontréen tres gnomas deRoseobacteren cada uno de los cuales la organizacion
génica fue diferenteEnC. aestuaridD8 (figura 1.4)los genespcallse encontrdan corriente

arriba depcaFy separadosle estepor cuatro genes implicados en la sintesis de aminoacidos y
en el transporé de membrana (figura 4). Eh Oceanicolasp. S124 yOceanicolasp.
MCTG156la) estos tres genes se encontraban juntos aunque la posiciopcaé diferia
respecto apcald(figura 1.4). En cuant@a la presencia de la agrupaciptaRJ de C.
baekdonensiB30 y de la agrupaciopcalJFen Oceanicolasp. S124, cabe destacar que se
encontraban al final de uoontigcon lo cual no se puede confirmarf@imabanparte o node

una agrupacion génica mastensa(figura 14). En cuanto gcaF si no etaba formando parte

de agrupaciones anteriormente comentadas siempre se encontraba en otras regiones del
genoma. Ademas, aunque la mayor parte pimFidentificados en nuestro estudio tuvieron
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mas de un 506 de identidad con la proteina PcaF modeloCdegestuarii SE45, todogllos
también presentarondentidad suficiente corel genpaaJd,codificante para @xoadipiFCoA

tiolasa de la via de degradaciénldenilacetitCoA (ver apartado 4). Esta situaciérse dio

porque hayuna alta identidadde secuencia dére PcaF y PaaJ (>%t), ya que son isoenzimas
(Nogaleset al., 2007). De hecho24 de los genegpcaFseparados de los gengsaque se han
observado en este estudige encontraban agrupados con los genes para la degradacion del
fenilacetilCoA S ha protado experimentalmente que el producto gmalden E. colipuede
complementar aun mutante depcaFde P. putidaKT2440 (Nogalest al., 2007).Es por ello

que en esta tesis se ha considerado en estos 24 genomas de Roseobacter habria potencial
génico para gbaso final de la ruta de roturarto del protocatecuato

En cuanto a la presencia del geobA encaso de encontrarse en la misma estructura génica
que pcaHG,este se localizé corriente arriba de estos genes en 19 genomas del linaje
Roseobacter y adyacemta pcaQ cuando este Ultimo estaba presente (figura3)l.Esto
sugeririaque, tanto los genepcacomopobAse enontrarian regulados por PcaQ beacterias

con este tipo de agrupaciones génicas. En seis genomas de Roseobacter se pudo observar
como el genpobA se encontraba corrient@bajo de los genegpcaCHGy junto a otro gen
regulador, pobR (figura 13). En estos casos podria postularse gquabAno se encontraria
regulado por PcaQ sino por PobR. En dpm®madel linaje RoseobactgrobAse encontraba

junto al reguladompobRpero alejado de la agrupaciéon de genes alrededorcdet pcaCHG
(figura 14). Por lo tanto, se puederoponer que los miembros del linaje Roseobacter
presentarian dos estrategias distintas para regplaibA La primera consistiria docalizar el

gen pobAentre el gen reguladopcaQy los genegpca(D)CHGe forma quepobA estuviera
regulado por Pca(De esta manera, se aseguraria wndresion coordinada de la proteina
implicada en la degradacion dethidroxibenzoato (PobA) y las pednas implicadas en la
degradacién de su producto, el protocatecuato. En la segunda estrategia se podria
potencialmente ajustar la expresion gebAy de los genepca(D)CH@e forma diferente al

estar controlada por dos reguladores distintos, PcaQ y PlobdRie podria dar como resultado

una mayor flexibilidad metabdlica.

Con los resultados de este estudia quedadopatente que en los miembros del linaje
Roseobacter los genggano se organian en una sola estructura génica tal y como se habia
descrito en Acinetobacter calcoaceticus Agrobacterium tumefaciengHarwood y Parales,

1996; Parke, 1997) sino que se organizabawagiasagrupaciones distintas. Esta variabilidad a

la hora de organizar los genpsaes comun en bacterias puesto que las distinpresiones
selectivas han dado lugar a diferencias en la organizacién génica, en las moléculas inductoras,
en los reguladores y en los sistemas de transporte involucrados en la rama del protocatecuato
de la via del betaetoadipato (Harwood y Parales, 98 Jiméneet al., 2002). Ahora bien, no

se pudo establecer una relacion entre el tipo de organizaciéon de los geass los cinco

grupos filogendmicos de Roseobacter (figur@).1Por lo tanto, se puede presuponer que
mecanismos genéticos como la tramsfncia génica horizontal (TGH) o reordenamientos del
ADN han podido contribuir a la aparicion de las diferentes agrupaciones génicas observadas
(figuras 1.3y 1.4).

Finalmente, & presenciale genes codificantes para las enzimas de la rama del protadtec
de la via del betaetoadipato también se analiz6 en cuatro genomas de roseobacters no
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cultivados obtenidos por tecnologia de secuenciacion SCG: A/ANEB6AAA01D19,
AAA298K06, y AAA30004, cuyos genomas tenian una cobertura del 76, 55, 48 % 23
respectivamente (Swaet al., 2013; Lucet al., 2014). Solo se pudieron detectar con el criterio
del 30% de identidad con uBvaluemenor de 10 los genegcaG pcaH pcal pca pcaFy
chpen AAA018D19 y en AAA29R06 (en el cual no se deteqtéal, y los genepcaFy chpen
AAAQ076C03. Posibles explicaciones al hecho de no detectar con certeza estosegesss

tipo de genomasson por un lado que los miembros no cultivados del linaje Roseobacter
podrianposeer genes divergentes respecto a las gresentaban los miembros cultivados del
linaje y, por ello, no se pudieron detectar clms criterios utilizados en este estudi@or otro

lado, estos resultados también llema hipotetizar que la rama del protocatecuato de la via del
beta-cetoadipato noseriatan relevante en las poblaciones no cultivadas de este grupo. Por lo
tanto ambas posibilidades pen en evidencia que hay diferencias a nivel de potencial
catabdlico entre los miembros del linaje Roseobacter cultivados y no cultivados, tal y como ya
se habian descrito anteriormenteara otras caracteristicas del linglauoet al., 2014; Zhangt

al., 2016), lo que redunda en la necesidad de realizar mas estudios sobre ello.

2.1.2. Rama del catecol de la via del batatoadipato

La rama del catecale lavia del betacetoadipato (figura 1) ha sido bien caracterizada en
bacterias de los géneroBseudomonasBurkholderia Cupriavidusy Ralstonia(Harwood y
Parales, 1996; Jiménet al., 2002; PérePantojaet al,, 2012, pero se consideraba que no
edaba presente en las bacterias del linaje Roseobacter (Buchan y Gonzalez E20d4 0ama
est4 formada poreacciones catalizadas ptes enzimas:catecol 1,2dioxigenasgCatA, una
muconato cicloisomerasgCatB y muconolactona isomerasgCat(. Los genes que codifican
para esas enzimas erPseudomonasuelen encontrarse agrupados formando la agrupacion
génicacatRBCAjunto con elgen catR codificante para umegulador transcripcional de tipo
LysR Camaraet al, 2007) también llamadocatM (Cosperet a., 2000). El producto de
degradacién que se origina, betatoadipato enclactona, puede ser transformado por accién
de CatD, Catl, CatJ y CatF hasta intermediarios del ciclo de Krebs @ospe2000). Las
proteinas CatD, Catl, CatJ y CatF presamtanelevadadentidadde secuencia con PcaD, Pcal,
PcalJ y PcaF pertenecientes a la rama del protocatecuato de la via dektmatdipato figura
1.1) y su funcién puede ser substituida por la accién de estas proteinas de la rama del
protocatecuato (GoObekt al., 2002). En varios microorganismos, cof@apriavidus necator
JMP134 (PéreRantojaet al, 2008) yAcinetobactersp. ADP1 (Cospet al., 2000), se ha
detectado la presencia de los genes codificantes para las proteinas implicadas en la
degradacion d benzoato junto a los gengsra la degradacion de catecbh degradacion del
benzoato a catecade producemediante dos reacciones: el paso de benzoato a &cislb,6-
dihidroxi2,4-ciclohexadienel-carboxilico mediante la accion deabenzoato 1,2ioxigenasa
(BenABC) y el paso de &cidis1,6-dihidroxi2,4-ciclohexadienel-carboxilico a catecol
mediante la benzoateis-diol deshidrogenasa (BenD) (Cospsral., 2000).

En este estudio se pudo determinar la presencia de los gea#sy catB en nueve @ los
genomasdel linaje Roseobactegstudiados,pero en ninguno de ellos se pudo determinar la
presencia decatCcon los criterios de busquedailizados (tabla S1.2). Estos nueyenomas
fueron: Roseobactesp. MED193 (G1Rhodobacteralebacterium Y4(G1),Sagittula stellata
E-37"(G3),Roseovariusp. 217 (G3)Roseovariusp. TM1035 (G3)Pseudooceanicola batsensis
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HTCC2597 (G3), Celeribacter indicu?73 (G5), Celeribacter baekdonensiB30 (G5) y
ConfluentimicrobiurmaphthalenivoransNS6 (G5. Adenas en estos nuevgenomas también

se habian detectado los genpsal pcal pcaly pcaF(figura 12), por lo que las reacciones de

la parte final de la ruta desde bet@&toadipato enclactona (el producto de PcaC y CatC)
serian posibles. En algunas baizte se ha descrito la confluencia de las dos ramas de la ruta
del betacetoadipato (protocatecuato y catecol), pero esta confluencia se produce con
posterioridad a la reaccion catalizada por CatC (Harwood y P&k@88), Por lo tanto, en base

a los resitados de esta tesis ninguno de los genomas de Roseobacter estudiados presentaba
la via completa para la degradacion del catecol a partir de su rotura en positicatebido a

la falta de deteccion del gen codificante para la proteina (Egtno sdo podia serdebido a

la ausencia del gen sino que también podia deberse a que la proteina fuera divergente a la
proteina modelo usada y no pudiera ser detectada con los criterios de deteccion seguidos. Por
lo tanto, se deberia realizar un estudio mas exhauspara confirmar si los miembros del
linaje Roseobacter pueden o no presentar una via completa para la degradacion del catecol a
partir de su rotura en posiciéorto. Tal y como se puede observar en la figlfaen los nueve
genomasmencionados anteriorente catA y catB se encontraban en la misma agrupacion
génica y en ocho de estasganismos (excepto e8. stellataE-37") también se encontrd un

gen codificante para el regulador transcripcio@altR Se observaronocho tipos de estructuras
génicas que atenian el gencatAy solo en el caso d€eleribacter baekdonensB30 vy
Celeribacter indicu®73 se pudo considerar que presentaran la misma estructura génica
catABR (figura 1.5). Ademas, enestos dos genomase observd la presencia de genes
codificantespara una proteina hipotética y una alfa/beta hidrold§&RE O entre los genes

catRy catB (figura 15). El gen para lalfa/beta hidrolasa (ORF1 C) también fue detectado
junto a los genesat en PseudoceanicolabatsensiHTCC259Roseobactesp. MED19 y en
ConfluentimicrobiunmaphthalenivorandNS8 (figura 1.5)La estructura mas sencilla observada

fue la deRhodobacterale®acterium Y4len la que solo se pudo detectar un grupo génico
formado porcatABRmientras que en las estructuras mas complejaseseontraron estos
genesjunto a genes implicados en otras vias para la degradacion de compuestos aromaticos
(figura 15). En Roseovariusp. 217,Roseovariusp. TM1035,Roseobacteisp. MED193 y
ConfluentimicrobiummaphthalenivoransNS6 se detectaron logienespara la degradacion de
benzoato a catecobgn) corriente abajo degencatA (figura 1.5).La presencia de genégn

en genomas del linaje Roseobacter no habia sido descrita hasta la fecha de realizacion de esta
tesis. Por lo tanten d linaje Rosebacter habriados estrategias para degradar el benzoato,
mediantela via del benzoiCoA tal y como ya se habia descrito anteriormente (Newgbml.,

2010), ymediante ladegradaciora catecol En base a los resultados obtenidBaseovariusp.
217,Raseovariussp. TM1035 yRoseobactesp. MED193 podrian degradar potencialmente el
benzoato hasta catecol. En el casoQtnfluentimicrobiunmaphthalenivorandNS6 no se pudo
determinar si potencialmente podia degradar el benzoato hasta catecol puesto que
presentda un genbenAtruncado entrecatBy benB(figura 15), cuyo producto presenta

menos de un 306 de identidad de secuencia con la proteina BenA mo&glesto es asi, no
tendria sentido que en estas bacterias se produjese la degradacién de bewniaatatecol

para después tener una via truncada de degradacion del catecol por falta dehtfe(no
detectado en este estudio). Por lo tanto, lo mas probable es que estas bacterias tengan una
enzima gue realice la funcién de CatC, aunque no se hayatdétecon los criterios utilizados

en este estudio.
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Figura 15. Organizacion de los gends la roturaorto del catecolen los genomas del linaje Roseobacter. dlagviaturasson las mismas que las de la figura 1.3, junto a:catR regulador
transcripcional del operértat; benABChenzoato 1,2ioxigenasapenD 1,6-dihidroxiciclohexe?,4-dieno-1-carboxilato dehidrogenasabenE proteina de membrana transportadora de
benzoato de la superfaitta MFSbenR regulador transcripcional ORF1 (alfa/beta hidrolasalas abreviaturas de los genes codificantes para las enzimas de la via del feitifacéfgenes
paa) y gentisato (genesag) se encuentran en &figuras 1.13y 1.20 respectivamerg. Los genesle colorde blanco y contorno negro codidis para proteinas hipotéticaslos genesie color
blanco con contorno azul sEbservaronocasionalmente, pero no se encuentran conservados, ni codifican para proteinas implicadas en la degradacion de compuéstus &fotexto

entre paréntesis indiclbs grupogendémicos.
























































































































































































































































































































































































































