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Abstract

There is a current environmental crisis due to the accumulation of plastics in the environment since
they are recalcitrant and there are no efficient management and recycling mechanisms. In addition,
their natural degradation is extremely slow, and they tend to fragment into microplastics. These
cause significant impacts on marine and terrestrial ecosystems, but also on human health. One of
the most produced and commercialized plastics is polyethylene terephthalate (PET). It is mainly
used for packaging products due to its malleability and resistance.

Because of this, new biotechnological methods have been developed to degrade it using
microorganisms and enzymes. These enzymes are mainly esterases, lipases and cutinases capable
of hydrolyzing the ester bonds of PET, converting it into monomers (bis-2-hydroxyethyl
terephthalate (BHET), terephthalic acid (TPA) and ethylene glycol (EG)) that can be used to
synthesize virgin PET. In 2016, an enzyme was discovered that exhibits a higher affinity for PET
than for substrates, such as aliphatic para-nitrophenols, which prefer the other enzymes, and was
therefore assigned the name PETase. Although the mechanism of action of this enzyme and its
structure have been elucidated, important aspects such as its distribution and expression still need
to be studied.

To address this lack of knowledge, a strategy combining bioinformatic analysis of putative
PETases with experimental validation of their differential expression in the presence of was
implemented. The enzymes identified as potential PETases were classified according to their
structure, identifying the presence of key catalytic motifs, such as the catalytic triad (serine,
aspartate and histidine), aromatic clamps and disulfide bridges, essential features for their function.
Phylogenetic trees were constructed to assess the evolutionary relationship between the sequences
found, and genomic context analysis was performed to infer possible regulatory mechanisms.
Once the most promising sequences were selected, specific oligonucleotides were designed for the
detection of their expression by quantitative PCR (RT-gPCR), to evaluate their expression in
bacterial cultures in the presence of BHET.

The results obtained allowed us to demonstrate the feasibility of the analysis of PETase distribution
and expression. This study represents an advance in the understanding of the diversity and
functionality of PETases in different ecosystems and lays the foundation for future studies on the

expression of these enzymes.



Resumen

Existe una presente crisis ambiental debido a la acumulacion de pléasticos en el medio ambiente,
ya que son recalcitrantes y no existen mecanismos de manejo y reciclaje eficientes. Sumado a que
su degradacion natural es extremadamente lenta y tiende a fragmentarse en microplésticos. Estos
causan afectaciones importantes en ecosistemas marinos y terrestres, pero también en la salud
humana. Uno de los plasticos mas producidos y comercializados es el tereftalato de polietileno
(PET). Este principalmente se usa para envasar productos por su maleabilidad y resistencia.
Debido a esto, se han desarrollado nuevos métodos biotecnoldgicos para degradarlo usando
microorganismos y enzimas. Estas enzimas principalmente son esterasas, lipasas y cutinasas
capaces de hidrolizar los enlaces éster del PET, convirtiéndolo en mondmeros (bis-2-
hidroxietiltereftalato (BHET), acido tereftalico (TPA) y etilenglicol (EG)) que pueden ser
utilizados para sintetizar PET virgen. En 2016 se descubrié una enzima que presenta una mayor
afinidad por el PET que por sustratos, como para-nitrofenoles alifaticos, que prefieren las otras
enzimas, por lo que se le asigno el nombre de PETasa. Aunque ya se ha elucidado el mecanismo
de accién de esta enzima y su estructura, ain hace falta estudiar aspectos importantes como su
distribucion y expresion.

Para abordar esta falta de conocimiento, se implementd una estrategia que combina analisis
bioinformaticos de posibles PETasas con una validacion experimental de su expresién diferencial
ante la presencia de BHET. Las enzimas identificadas como posibles PETasas fueron clasificadas
en funcidn de su estructura, identificando la presencia de motivos cataliticos clave, como la triada
catalitica (serina, aspartato e histidina), las pinzas aromaticas y los puentes disulfuro,
caracteristicas esenciales para su funcion. Se construyeron arboles filogenéticos para evaluar la
relacion evolutiva entre las secuencias encontradas, y se realizé un analisis de contexto genémico
para inferir posibles mecanismos de regulacién. Una vez seleccionadas las secuencias mas
prometedoras, se disefiaron oligonucleotidos especificos para la deteccion de su expresion
mediante PCR cuantitativa (RT-qPCR), con el fin de evaluar su expresion en cultivos bacterianos
en presencia del BHET. Los resultados obtenidos permitieron demostrar la viabilidad del analisis
de distribucion de PETasas y de su expresion. Este estudio representa un avance en la comprension
de la diversidad y funcionalidad de PETasas en distintos ecosistemas y sienta las bases para futuros

estudios referentes a la expresién de estas enzimas.



1. INTRODUCCION

1.1. La problematica del plastico

Los plasticos son polimeros organicos sintéticos de alta masa molecular, derivados de
hidrocarburos obtenidos del petroleo crudo y del gas natural (Rhodes, 2018). Desde su invencion
y comercializacion en el siglo XX, estos se han convertido en materiales esenciales en multiples
sectores industriales, debido a propiedades como su resistencia, durabilidad y versatilidad
(Andrady y Neal, 2009; Thompson et al., 2009). Sin embargo, debido a estas mismas propiedades,
no se degradan facilmente en la naturaleza, provocando su acumulacion (Pathak y Navneet, 2017).
Como resultado de la creciente dependencia de la humanidad hacia estos compuestos, su
produccidn ha aumentado en los ultimos afios. Actualmente se producen alrededor de 413.8 Mt de
plasticos anualmente (Plastic Europe, 2024). A pesar de esto, los mecanismos de gestion no han
sido capaces de satisfacer la demanda y el 72% de estos productos se terminan acumulando en
vertederos (40%) o siendo liberados en ecosistemas (32%), donde impactan negativamente en la
red trofica y en la supervivencia de la fauna (Ali et al. 2021). Por otro lado, los plasticos que
terminan siendo incinerados (14%) liberan contaminantes a la atmosfera como metano, mono- y
dioxido de carbono, furano, etc., lo que causa contaminacion y acidificacion de suelos y cuerpos
de agua (Ali et al. 2021; Evode et al., 2021). Por ultimo, los que llegan a ser reciclados son
Unicamente el 14%, de los cuales Unicamente el 8% termina siendo un nuevo producto, 2% se
convierte en una resina virgen y el 4% restante se pierde durante el proceso de reciclaje (Ali et al.
2021). Las principales dificultades para su reciclaje son la colecta y separacion de estos residuos,
las dificultades del proceso, como la separacion de contaminantes y los requisitos fisicoquimicos
para su despolimerizacion (Vogt et al. 2021).

Considerando lo anterior, es indispensable enfocarse en mejorar y disefiar nuevas estrategias para
su gestion, especialmente porque se prevé que para el afio 2050 se habra producido un total

histdrico de 26 mil millones de toneladas métricas (Guglielmi, 2017).



1.2. El plastico en los ecosistemas

Ademas de los métodos de gestion de residuos mencionados anteriormente, el plastico también
suele ser depositado en el ambiente, donde se acumula indefinidamente (Guglielmi, 2017). Cada
afio, alrededor de catorce millones de toneladas llegan a los océanos, representando el 80% de los
residuos marinos (Marine plastic pollution - resource | IUCN, s/f). Al flotar en los cuerpos de agua
oceanicos, la concentracion de estos materiales aumenta en las superficies y areas costeras,
ocasionando impactos adversos en la fauna (Ghaffar et al., 2022), como bloqueo de su tracto
intestinal o impedimento de movimiento (Duis y Coors, 2016). Por otro lado, existen pocos
estudios relacionados a los efectos que los plasticos puedan causar en los suelos (Duis y Coors,
2016). El interés por estudiar los efectos en los ecosistemas acuéticos, aunque la presencia de los
microplasticos sea hasta 23 veces menor que en los terrestres, se debe a que estos se encuentran
suspendidos en el medio, lo que hace mas probable que ingresen a la red tréfica, causando
biomagnificacion (de Souza Machado et al. 2018). A pesar de los pocos estudios al respecto, se
sabe que la presencia de microplésticos puede afectar el suelo al causar cambios en su
fisicoquimica, textura y estructura, perturbando los ciclos biogeoquimicos (de Souza Machado et
al. 2018). Ademas, se debe considerar que estos residuos también tienen impactos negativos sobre
la salud humana, ya sean los aditivos del plastico que actGan como disruptores enddcrinos (Seewoo
et al. 2024), como los microplasticos que pueden acumularse en tejidos como el higado, rifiones o
el cerebro, donde producen inflamacién (Dick Vethaak y Heather, 2016; Nihart et al. 2025).

Como es de esperarse, la flora y la fauna no son los Unicos organismos que interactan con este
material, ya que se ha observado la recurrencia de ciertas bacterias adheridas a los plasticos. A
estas comunidades se las ha acufiado el término “plastisferas” (Zettler et al., 2013). Durante los
estudios de esta, se ha demostrado que la presencia del plastico influye en la composicién de las
comunidades microbianas, reportandose un enriquecimiento de bacterias pertenecientes a los filos:
Bdellovibrionota, Bacteroidota, Actinomycetota, y Patescibacteria (Xia et al., 2022). Su
adaptacion a esta fuente de energia es consistente con la idea del “principio de la infalibilidad
microbiana”, un concepto que sugiere que, con el tiempo suficiente, los microorganismos pueden
desarrollar la capacidad de metabolizar casi cualquier fuente de energia (O’malley y Walsh, 2021).

Asimismo, se han encontrado tendencias que indican coémo los microorganismos y su potencial



para degradar plasticos se correlaciona con sitios de muestreo en donde ha aumentado la
contaminacion por este tipo de polimeros (Zrimec et al., 2021).

De estos polimeros pléasticos, dentro de los mas producidos (Tabla 1), en quinto lugar, se encuentra
el tereftalato de polietileno (PET) (Plastics Europe, 2024). Este constituye el 30% del plastico

encontrado en ecosistemas marinos.

Tabla 1. Porcentaje de los plasticos producidos (> 5%) a nivel mundial y su abreviatura (Plastics
Europe, 2024).

Pléastico Abreviacion Porcentaje %

Polipropileno PP 19
Polietileno de baja densidad PE-LD 14
Cloruro de polivinilo PVC 12.8
Polietileno de alta densidad PE-HD 12.2
Tereftalato de polietileno PET 6.2
Poliuretano PU 5.3
Poliestireno PS 5.2

Total: 74.7

1.3.Tereftalato de polietileno y su biodegradacion

El tereftalato de polietileno (PET) (Figura 1) es un polimero que se obtiene mediante la
condensacion de acido tereftalico (TPA) y el etilenoglicol (EG). Su versatilidad lo ha convertido
en uno de los plésticos mas producidos y comercializados, principalmente en la industria de
contenedores desechables (Urbanek et al., 2021).
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Figura 1. Estructura del tereftalato de polietileno. Imagen usada bajo la licencia: CC BY-SA 4.0.




Desde una perspectiva biotecnoldgica, se han identificado y caracterizado enzimas capaces de
degradar el PET hasta sus mondmeros constitutivos. Estas enzimas pertenecen a cuatro familias
estructuralmente similares (Buchholz et al., 2022). Todas ellas pertenecen al grupo de las
hidrolasas del grupo de las carboxilesterasas, segun el codigo de la Comisién Internacional de
Estdndares de Enzimas (EC 3.1.1). Estructuralmente, estas enzimas capaces de degradar PET se
encuentran familia de las lipasas (SCOP ID: 4000727) en la base de datos de clasificacion
estructural SCOP (Andreeva et al. 2014).

1.3.1. Carboxilesterasas (EC 3.1.1.1, EC 3.1.1.2)

Las carboxilesterasas son enzimas pertenecientes a la familia de las alfa y beta hidrolasas,
responsables de la hidrolisis de carboxiésteres en acido carboxilico y alcohol. Estas enzimas tienen
como sustratos preferidos compuestos con ésteres de acido carboxilico, amidas y tioésteres
(Mojtabavi y Amin, 2024). Un ejemplo es la arilesterasa de la bacteria Pseudomonas

pseudoalcaligenes que es capaz de degradar diferentes poliésteres ftalicos (Haernvall et al., 2017).

1.3.2. Lipasas (EC 3.1.1.3)

Las lipasas son enzimas que hidrolizan los enlaces éster de los triglicéridos para producir acidos
grasos libres y glicerol, por lo que estan presentes en forma natural en el metabolismo de los seres
vivos, principalmente en la digestion de grasas (Pirahanchi y Sharma, 2023). Son estructuralmente
analogas a las cutinasas, pero contienen una especie de tapa en el sitio activo. Esta interfiere con
la hidrdlisis de la molécula de PET, debido a que es un poliéster polimérico (Maurya et al., 2020).
Ronkvist et al. (2009) encontraron que la lipasa Pseudomonas mendocina logré un 5% de
degradacion total de PET en condiciones Optimas. En contraste, Wang et al. (2008) reportaron que
la lipasa de Aspergillus oryzae mejoro la hidrofobicidad de la superficie del PET, reduciendo el
angulo de contacto con el agua, pero con poca pérdida de peso de aproximadamente 0.5-1%. La
prueba de disminucién de hidrofobicidad empleada en estos estudios evidencia como la estructura
hidrofobica de los polimeros plasticos pierde esta propiedad conforme se reduce la cantidad de

enlaces presentes, lo que indica una descomposicion de la matriz polimérica.



1.3.3. Cutinasas (EC 3.1.1.74)

Las cutinasas son enzimas pertenecientes a la familia de las alfa/beta hidrolasas que fueron
descubiertas inicialmente en hongos, y que son capaces de hidrolizar la cutina vegetal (Chen et al.,
2013). Pueden catalizar la hidrolisis de polimeros, triacilgliceroles insolubles y ésteres de bajo
peso molecular. También catalizan reacciones de esterificacion y transesterificacion. La
versatilidad de estas enzimas permitio su estudio para aplicaciones industriales (Chen et al., 2013).
Las cutinasa de Humicola insolens mostré una buena capacidad para hidrolizar PET (97%) y
disminuyendo significativamente la hidrofobicidad de su superficie (Ronkvist et al., 2009). En el
trabajo anterior no se reportaron los datos de actividad especifica de la enzima, lo cual impide la
comparacion de su eficiencia con otras hidrolasas de PET. Respecto a la actividad especifica de
estas enzimas, es importante conocer la cantidad de enzima que se utiliza en estos experimentos y
la velocidad en la que se lleva a cabo la reaccion, especialmente en trabajos que propongan enzimas

con potencial para realizar reciclaje de plasticos a nivel industrial.

1.3.4. PETasas (EC 3.1.1.101)

Las PETasas, también conocidas como hidrolasas de polietileno tereftalato, son un grupo de
enzimas recientemente descritas (Buchholz et al., 2022). En el afio 2016 se descubrié una enzima,
parecida a una cutinasa, en el organismo Piscinibacter sakaiensis (anteriormente conocido como
Ideonella sakaiensis), una bacteria capaz de crecer utilizando Gnicamente PET como fuente de
carbono y energia (Figura 2) (Yoshida et al., 2016). La PETasa de Piscinibacter sakaiensis es
también conocida como IsPETasa y es la enzima de referencia con la cual se identifican y
comparan sus homdlogas. Lo que diferencia a esta enzima de otras hidrolasas degradadoras de
PET es por tener una actividad mayor en PET (hasta 120 veces mas) y una menor actividad en
para-nitrofenoles alifaticos (Yoshida et al., 2016). Los para-nitrofenoles alifaticos son los sustratos
preferidos de cutinasas y lipasas, lo que demuestra la especificidad de las PETasas por encima del
resto de proteinas (Han et al. 2017). Esta especificidad se debe a modificaciones estructurales en

la superficie y en el interior de la proteina (Joo et al. 2018) que se detallaran méas adelante. La



bacteria que posee esta enzima fue aislada de una planta de reciclaje de PET, lo que sugiere que
su metabolismo fue seleccionado por encontrarse en un ambiente enriquecido con PET.

El mecanismo de degradacion propuesto por Yoshida et al. en 2016 consiste en la degradacion del
PET a cuatro monomeros distintos: tereftalato de bis(2-hidroxietilo) (BHET), MHET, etileno
glicol (EG) y é&cido tereftalico (TPA). Las estructuras quimicas de estos compuestos involucrados
en esta reaccion se encuentran en la Figura 2. EI motivo por el que el PET puede formar estos
distintos compuestos es que los subproductos se generan dependiendo del enlace donde la enzima
realice el corte hidrolitico (Joo et al., 2018). Este proceso, al actuar sobre un polimero de alta masa
molecular, ocurre al exterior de la célula, por lo que las enzimas deben secretarse. Los
transportadores (TPATP) llevan a cabo la internalizacion de los monémeros, y las dioxigenasas
(TPADO y Pca34) e hidrolasas (DCDDH) conducen el sustrato hasta la via de degradacion del
benzoato. Como se ilustra en la Figura 3, estos sustratos terminan entrando en el ciclo del acido

citrico como piruvato y glioxilato (Lewis et al., 2020).
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Figura 2. Mondmero del PET vy sus sustratos intermediarios generados por la degradacion del
polimero de PET causada por hidrolasas. Modificada de Han et al., 2017.
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Figura 3. Simplificacion de la degradacion completa del PET y su integracion al metabolismo
central por la bacteria P. sakaiensis.

P. sakaiensis

Estos cuatro grupos de enzimas pertenecen a las alfa-beta hidrolasas, especificamente por las
serina hidrolasas, las cuales se caracterizan por tener en su estructura ocho laminas beta,
conectadas por hélices alfas (Pérez-Garcia et al., 2021). Realizan la hidrélisis del PET por medio
de la triada catalitica clasica de las serina hidrolasas, la cual es constituida por una serina
nucleofilica, una histidina que actia como base y un aspartato que acta como acido (Figura 4)
(Pérez-Garcia etal., 2021). Poseen también un agujero oxianion, formado por las cadenas
principales de dos residuos (de los que se profundizara mas adelante), el cual ayuda a estabilizar

la reaccion.



Figura 4. La estructura conservada de las enzimas alfa-beta hidrolasas. Estdn compuestas de seis
ldminas betas unidas por ocho alfa hélices. Poseen una triada catalitica compuesta por serina (S),
aspartato (D) e histidina (H). Figura modificada de Pérez-Garcia et al., 2021.

1.4.Limitaciones del reciclaje del PET

Aunque el PET es un plastico que se considera completamente reciclable y puede participar en una
economia circular (Gracida-Alvarez et al., 2023), su reciclaje mecénico altera sus propiedades
estructurales, limitando su uso. Sin mencionar que se deben hacer procesos de separacion de
contaminantes por densidad (Lang et al., 2023).

Mientras que el reciclaje quimico requiere de grandes cantidades de energia (entre 90 y 300 °C),
presion (entre 50 y 100 bar) y quimicos adicionales (como solventes y catalizadores) resultando
en altos costos que no suelen ser economicamente sustentables para las empresas de reciclaje y
una alta produccion de CO> (Lang et al., 2023).

Desde el punto de vista enzimatico, aln existen desafios respecto a su degradacion; como la baja
termoestabilidad de las enzimas capaces de degradarlo y la liberacion de subproductos capaces de
inhibir a estas mismas proteinas (Anuar et al., 2022). La bacteria P. sakaiensis con su PETasa es
capaz de metabolizar cerca de 50 mg de PET en 70 dias (Yoshida et al., 2016), lo cual no es

rentable desde el punto de vista industrial. Sin embargo, un estudio realizado por Arnal et al., 2023



mostro que, al optimizar las condiciones de temperatura y pH de cuatro PETasas modificadas, se
pueden romper hasta 41.25 g (un 98% del peso total) de PET en mondmeros a las 24 horas. Esto
resulta comparable con el reciclaje quimico, como la metandlisis, que es capaz de recuperar al
100% los mondmeros de 0.5 g de PET en 30 minutos a 300 °C y una presion de 81 bar (Sako et
al., 1997). Aunque la metanolisis es mucho mas rapida que la biodegradacion escalar este

procedimiento a nivel industrial resulta econdmicamente inviable (Lang et al., 2023).

Existe poca informacion sobre a la diversidad, distribucion y expresion de estas enzimas (Xu et
al., 2023), y este trabajo busca ampliar el repertorio de conocimiento al respecto. Como se expuso
anteriormente, aunque la P. sakaiensis crecio en un ambiente enriquecido en PET, aln no esta tan
especializada en su degradacidn; aun asi, es una excelente base para conocer mas acerca de cémo
afectan los aminoacidos a su estructura y poder mejorarla mediante ingenieria de proteinas. (Austin
et al., 2018). Desafortunadamente, no todas las PETasas identificadas in silico son capaces de
degradar PET (Chen et al., 2024), por lo que hay que realizar filtros y ensayos experimentales que
nos permitan saber cuales realmente se estan expresando. Los principales analisis de degradacion
de PET involucran técnicas como la pérdida de peso (Pfaff et al., 2022), el halo de aclaramiento
(Zhang et al., 2022) y generacion de subproductos (Bell et al., 2022; Lu et al., 2022; Tournier et
al., 2020). Hasta donde se conoce, no hay reportes que cuantifiquen la expresion de PETasas por
medio de RT-gPCR. Este trabajo tiene como objetivo explorar la diversidad, distribucién y
expresion de enzimas capaces de degradar PET, mediante el uso de bases de datos y el disefio de

oligonucle6tidos con alta especificidad y sensibilidad.



2. ANTECEDENTES

2.1. Microorganismos y enzimas capaces de degradar PET

Una revision bibliografica realizada por Gambarini et al. 2021 identifico que los géneros
bacterianos Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus, Paenibacillus, Amycolatopsis y Thermobifida
destacan, en ese orden, como los mas frecuentemente reportados en estudios relacionados con la
biodegradacion del PET.

En el panorama de las enzimas, la base de datos The Plastics-Active Enzymes Database (PAZy)
(Buchholz et al., 2022) recopila enzimas con capacidad para degradar plasticos. Dado que esta
base de datos se recopild y se actualiza a partir de evidencia experimental, las secuencias de las
enzimas registradas para la degradacion de PET se emplearan como controles positivos en los

analisis computacionales realizados en este estudio.

2.2. Aminoacidos clave en la estructura de las PETasas

Como se expuso anteriormente, se conoce que la IsPETasa de Piscinibacter sakaiensis, al ser una
serina hidrolasa, posee una triada catalitica de serina (S160), aspartato (D206) e histidina (H237)
(Figura 5B). Un estudio de actividad enzimatica (Austin et al., 2018) permitié determinar el
mecanismo de accion de la enzima, dando a conocer la importancia de los siguientes aminoéacidos:
poseen dos aminoacidos aromaticos (Y87 y W185) (Figura 5B) conocidos como “pinzas
aromaticas”, las cuales les permiten acercarse a superficies hidrofobicas como puede ser el PET al
alinear sus anillos aromaticos con los del benceno del PET (referir a la Figura 5). El estudio
también reveld la presencia de un agujero oxianion formado por los grupos amino de las cadenas
principales aminoacidos (M161 y Y87) (Figura 5B), estos estabilizan la transferencia de energia
durante la hidrolisis (Han et al., 2017). En el extremo carboxilo de la secuencia, poseen dos
cisteinas (C273-C289) que forman un puente disulfuro que puede ayudar al plegamiento de la
proteina y/o a su termoestabilidad. Los sitios mencionados anteriormente, aunque necesarios para

la degradacion eficiente del PET, no son exclusivos de las PETasas y ademas de estas, también los

10



poseen algunas cutinasas (Han et al., 2017). A continuacion, se describiran los sitios que son
exclusivos de las PETasas més especializadas.

El aminoacido W159 (Figura 5B) es responsable de ayudar a estabilizar la molécula de PET al
igual que las pinzas aromaticas (Burgin et al. 2024). Asimismo, el surco por el cual se posiciona
la molécula de PET (Figura 5A) es menos profundo y mas ancho, lo que facilita el desplazamiento
del polimero (Liu et al. 2018). La ultima caracteristica que poseen es un segundo puente disulfuro

que acerca la triada catalitica entre ella, estabilizando al sitio activo (Joo et al. 2018).
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Figura 5. Estructura tridimensional de la IsPETasa mostrada en blanco. En naranja se observan los
residuos que crean el agujero oxianién. En turquesa se observan los aminoacidos hidrofobicos con
los cuales se une al PET. A. Superficie de la enzima en la que se puede observar el canal por el
que pasa la molécula de PET. B. Acercamiento al sitio activo, donde se puede observar los
aminoéacidos que facilitan la estabilidad de la reacciony de la molécula del PET. Tomada de Burgin
et al., 2024.

En el trabajo de Joo et al., 2018 realizaron un estudio estructural de diferentes PETasas que reveld
la diversidad existente entre ellas. Ademas de considerar la presencia del segundo puente disulfuro,
hicieron una subclasificacion especial para las que poseen una serina en el sitio 238, debido a que
esta permite que la enzima sea mas eficiente al degradar PET. Con base en lo anterior, clasificaron
a las PETasas en tres tipos diferentes:

e Tipo I: tnicamente el puente disulfuro 1.

e Tipo lla: tienen ambos puentes disulfuro. También poseen un bucle extendido generado de

los sitios 242 a 247.
e Tipo llb: tienen las mismas caracteristicas que las del tipo lla, pero la presencia de una

serina en el sitio 238 permite un mejor acceso a la molécula de PET.
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Esta clasificacion es crucial para entender la eficiencia de las enzimas en la degradacion de PET,
ya que la presencia de puentes disulfuro y la serina en el sitio 238 influyen en su actividad catalitica
(Joo et al., 2018). Existe poca informacidn respecto a la distribucién taxondémica de los diferentes

tipos de PETasas.

2.3. Busqueda de enzimas capaces de degradar PET

Para identificar enzimas capaces de degradar PET en genomas y metagenomas, el grupo de
investigacion de Streit, de la Universidad de Hamburgo, ha construido modelos ocultos de Markov.
(estos son modelos probabilisticos que registran la composicion de un grupo de secuencias para
encontrar homologos remotos (Eddy, 2004)). Con este objetivo, el grupo utilizé las secuencias de
nueve PETasas caracterizadas y las complementd con trece secuencias identificadas in silico que
encontraron con su primer modelo. ldentificaron 504 posibles PETasas en la base de datos
UniProtKB y de este set, se sintetizaron dos de ellas, confirmando experimentalmente el aumento
de un subproducto del PET por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) (Danso
etal., 2019).

El método que usaron para identificar la actividad de las PETasas sintetizadas fue empleando cajas
de agar adicionadas con dos sustratos: la policaprolactona (PCL) y el BHET, ya que el primero es
un pléstico biodegradable que se utiliza en el tamizaje primario para buscar la capacidad de
hidrolizar enlaces de poliésteres y el segundo es un subproducto del PET que también puede ser
degradado en TPA por las PETasas para producir TPA y EG (Zhang et al., 2022). En este
experimento, se observé que la enzima formG zonas de aclaramiento alrededor de estos
compuestos, mostrando su actividad comparado con controles negativos donde no mostrd
actividad.

Gracias a esta técnica se han descubierto nuevas PETasas activas. También se revisa que las
secuencias contengan sitios conservados necesarios para la degradacion de PET: triada catalitica,
pinzas aromaticas y puentes disulfuro (Danso et al., 2019; Zhang et al., 2023).

Un método alternativo para descubrir PETsas fue el utilizado en el trabajo de Chen et al., 2024, en
el cual se realiz6 una busqueda menos restrictiva a través de 2.4 millones de proteinas marinas.

Para ello, buscaron las IsSPETasa en todos los genomas y con un E-value de 10 encontraron 3,954
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enzimas, de las cuales solo 1,598 contaban con la triada catalitica de las alfa-beta hidrolasas y 893
con un péptido sefal. De estas, seleccionaron seis enzimas procedentes de ambientes extremofilos
(tres de ventilas hidrotermales y tres de las fosas Marianas) y las sintetizaron. Probaron las enzimas
con un gradiente de concentracion de NaCl (0, 0.6, 1.2, 1.9, 2.8, 3.7, 4.5, y 5.3 M) y encontraron
que tres de ellas eran incluso mas eficientes que la ISPETasa a altas concentraciones de sal (4.5 M
y 5.3 M)y a37°C (Figura 6).
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Figura 6. Los seis homdlogos de PETasas sintetizadas a partir de secuencias que fueron
encontradas en sitios extremofilos y su capacidad para producir mondémeros del PET en diferentes
concentraciones de sal. Modificada de Chen et al., 2024.

Ademas de estas enzimas que se han buscado cuidadosamente, también se ha detectado la
expresion de enzimas hidrolasas, esterasas y serina hidrolasas durante estudios transcriptomicos
relacionados a la degradacion del PET (Kim et al., 2020; Kumari et al., 2021).

Debido a lo anterior, se espera que, en caso de encontrar posibles PETasas in silico con el uso de
modelos bioinformaticos, se puede confirmar experimentalmente la expresion con un tamizaje
utilizando la técnica de halos de aclaramiento y seguido de una comprobacion de expresion mas
exacta de transcrito por medio de la técnica de RT-gPCR. El usar oligonucledtidos disefiados para

genes en especifico permite una deteccion precisa y validar su funcion durante la degradacion.
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3. JUSTIFICACION

La produccion desmedida de plasticos en el medio ambiente representa una problemaética social,
ecoldgica y econdmica. Ya que estos materiales son altamente recalcitrantes y su degradacion
natural es extremadamente lenta, estos se acumulan en los ecosistemas, causando impactos
negativos para la flora, fauna y la salud pablica. El tereftalato de polietileno (PET) es uno de los
plasticos més producidos y utilizados a nivel mundial, y si bien se han desarrollado estrategias
biotecnoldgicas para la degradacion del PET mediante microorganismos y enzimas especificas,
aun existe un conocimiento limitado sobre la diversidad y distribucion de las PETasas, las enzimas
mas prometedoras para integrar este polimero a una economia circular.

Ademas, se desconoce en gran medida si la expresion de estas enzimas esta regulada o inducida
por la presencia de sustratos intermediarios del PET, como el bis-2-hidroxietiltereftalato (BHET).

Comprender estos aspectos es crucial para entender su evolucidn y su mecanismo de expresion.

Por ello, este estudio emplea un enfoque integral que combina analisis bioinforméticos para
identificar y clasificar posibles PETasas en diversas bases de datos, incluyendo una cuyos aislados
se encuentran disponibles para validar experimentalmente su expresion en presencia de BHET. La
generacidn de este conocimiento no solo contribuye a la identificacidn de nuevas posibles PETasas
con potencial biotecnoldgico, sino que también sienta las bases para futuras investigaciones sobre
los mecanismos de regulacion de su expresion, un aspecto clave para su aplicacion en estrategias
de biodegradacion del PET.
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4. OBJETIVO GENERAL

Implementar un andlisis computacional eficiente para identificar hidrolasas especificas para PET,

complementandolo con técnicas experimentales para confirmar su actividad transcripcional.

4.1. Objetivos particulares

1. Implementar un modelo de busqueda para identificar homélogos de la IsPETasa.

2. ldentificar posibles PETasas a traves de diferentes bases de datos para analizar su distribucion
y diversidad.

3. Disefar y evaluar oligonucledtidos degenerados que logren amplificar las posibles PETasas de
al menos un género.

4. Validar la expresion de las posibles PETasas identificadas en los aislados con de BHET por
medio de RT-gPCR.
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5. METODOLOGIA

5.1. Ensamblado y anotacion de genomas de aislados marinos

En el Laboratorio de Biotecnologia Marina (LBM), del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,
se han aislado y secuenciado los genomas de 48 cepas bacterianas (19 de ellos depositados en
Genbank (Tabla suplementaria 1)) y se cuenta con dos metagenomas. De estos, 33 ya habian sido
ensamblados. Los 15 restantes fueron ensamblados utilizando el programa DISCOVAR
(Weisenfeld et al., 2014), en el caso de las lecturas realizadas por Illumina MiSeq utilizando
Unicycler (Wick et al., 2017), en el caso de las lecturas hibridas realizadas con el secuenciador
Oxford Nanopore MiniON e Illlumina, se verificd su porcentaje de completitud con el software
CheckM (Parks et al., 2015). Para tener un repositorio de secuencias de aminoacidos
homogeneizado, se anotaron todos los genomas con el programa Bakta (Schwengers et al., 2021),

haciendo uso de la version completa de su base de datos.

5.2. Recopilacion de secuencias de bases de datos

Para la busqueda de posibles PETasas, se descargaron las secuencias de aminoacidos de tres bases
de datos. Se buscO que estas fueran de ecosistemas contrastantes, con el fin de comparar la
presencia y diversidad de las secuencias:

e NIH Human Microbiome Project (Proctor et al., 2019): Es una base de datos disefiada para
caracterizar la microbiota de humanos saludables en cinco diferentes sitios: piel, cavidad
nasal, cavidad oral, sistema gastrointestinal y sistema urogenital. Las secuencias se
obtuvieron por secuenciacion por shotgun.

e Refsoil (Choi et al., 2016): Cuenta con una coleccién curada de genomas y metagenomas
de bacterias obtenidas de suelos.

e MAR (Klemetsen et al., 2018): Esta contiene un amplio catdlogo de genomas y
metagenomas obtenidos de ambientes marinos, desde profundidades hasta agua superficial.

También cuenta con una gran cantidad de metadatos en la mayoria de sus entradas.
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Las secuencias de aminoacidos de cada base de datos se descargaron obteniendo la lista de claves
GCA (claves de cada genoma ensamblado) y descargando las secuencias de aminoacidos
correspondiente para cada ensamble. Se concatenaron las secuencias de cada base de datos y se
modificaron los headers con el fin de que siguieran el mismo patron de header: Base de datos,

clave GCA, género, especie y clave de proteina.

5.3. Busqueda de homologos remotos por medio de PSI-BLAST, MEME y MAST

Para buscar homologos remotos en las bases de datos, se empled el programa MEME v.5.5.4
(Bailey y Elkan, 1994). Este programa permite generar matrices de peso posicional, generando un
perfil de motivos. Para construir la matriz se partio de la secuencia de ISPETasa (GAP38373), la
cual fue sometida a una busqueda por medio de PSI-BLAST (Figura 7) (Altschul et al., 1997) para
obtener un alineamiento multiple de homdélogos remotos. El E-value de la busqueda fue de 1x10°
3, el parametro por defecto de la herramienta.

Para el PSI-BLAST se empled la base de datos de proteinas no redundantes del NCBI y se
realizaron busquedas hasta que la busqueda convergi6. Posteriormente, se eliminaron las proteinas

gue provenian de construcciones sintéticas.

Input
sequence

Protein [ o BLAST 5| Filterresults
sequence Search E < threshold
databank
R 23452, Position-specific Multiple
D 33472 . ; : D E— sequence

1-445-1 . scoring matrix alignment

Figura 7. Método de busqueda de homdlogos remotos por mediante PSI-BLAST (Yousaf et al.,
2022).
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Una vez que se obtuvieron las secuencias de la proteina, se usaron para alimentar al programa
MEME v.5.5.4 (Bailey y Elkan, 1994), con el fin de encontrar motivos conservados que no
contengan gaps. Los parametros consideran encontrar 10 motivos en cada alineamiento multiple,
con una distribucion tipo Zero or One Occurrence per Sequence (Para indicarle que no puede
haber motivos repetidos en cada secuencia) y con motivos de entre 6 y 40 amino&cidos de tamafio.
Con el archivo de salida obtenido en el paso anterior, se usé el programa MAST (Bailey y
Gribskov, 1998) para escanear cada base de datos de aminoacidos y obtener los homologos
remotos de cada una. Un resumen simplificado de la metodologia se puede observar en la Figura
8.

Secuencias sin alinear

—
—>| MEME |—> :-L
= —=——=—
3 < L D
Motivos MAST

(—]

———— R o

Base de datos Secuencias anotadas
de secuencias

Figura 8. Procedimiento estandar de MEME-MAST. Modificada de Bailey et al., 20009.

Se filtraron los resultados obtenidos, Unicamente extrayendo las secuencias que tuvieran un E-
value < 10 y que tuvieran una longitud mayor a 200 aminoacidos. El corte a este E-value fue
elegido debido a que se utilizé la matriz para buscar posibles PETasas con las secuencias
registradas en PAZy (Buchholz et al., 2022) y las secuencias del trabajo de Chen et al., 2024 como
control positivo y ninguna secuencia de estas PETasas funcionales poseia un E-value > 10, El
corte de longitud se aplico debido a que ciertas secuencias fragmentadas estaban siendo extraidas,
ya gque no hubieran podido ser eficientemente comparadas con las completas, las cuales poseen
una longitud cercana a 290 aminoacidos de la IsPETasa. Una vez identificados los homélogos
remotos, se procedio a clasificar las posibles PETasas encontradas en funcion de ciertos residuos

presentes (0 asuentes) en su secuencia.
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5.4. Clasificacion de posibles PETasas

Una vez que se obtuvieron las secuencias homologas de cada base de datos, estas se extrajeron de
cada base de datos y se alinearon usando el programa MUSCLE5 (Edgar, 2022) junto a la
secuencia de la IsPETasa. Una vez alineadas, se buscaron los 11 sitios importantes en la secuencia
de la IsPETasa y con el programa BioEdit (Hall, 1999) se recortaron las secuencias para que solo
se representen los 11 sitios importantes a lo largo de todos los hits. Una vez que se obtuvieron, se
escribié un script (https://github.com/Zurita-Artaloitia/Tesis-m/blob/main/Petase-type) capaz de
clasificar el tipo de PETasa de cada secuencia. El script crea un flujo que leia cada secuencia de
aminoacidos y en caso de contener un solo puente disulfuro, fueron registradas como PETasas de
tipo 1, en caso de poseer doble puente disulfuro las registraba como del tipo Ila, en caso de tener
ambos puentes y la S238, las registraba como del tipo IIb y todas las restantes quedan como “sin
clasificar”. Se omitid la IsPETasa de estos analisis para representar Unicamente lo encontrado en
las bases de datos seleccionadas. También se omitieron las secuencias del LBM con el fin de
comprar Unicamente entre las bases de datos publicas.

Para entender la diversidad taxonémica de las posibles PETasas encontradas, se usé un script
(https://github.com/Zurita-Artaloitia/Tesis-m/blob/main/getclass) que lee una lista de GCAs y le
asigna una clasificacion taxondmica a nivel de clase a cada una. Para esto, el script busca la clave
de GCA con la herramienta efetch de NCBI y con la herramienta de esummary se obtuvo su
taxonomia.

Posteriormente se procedié a examinar la asociacion entre las variables de interés mediante la
prueba de chi-cuadrado a través de la funcién chi2_contingency del mddulo SciPy, evaluando asi
la independencia entre las variables de clase, origen y tipo de PETasa. Los resultados se graficaron
en diagramas de mosaico con el paquete mosaicplot de Python.
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5.5. Construccioén de arbol filogenético de PETasas

Las secuencias de amino&cidos, previamente alineadas, obtenidas de cada base de datos,
incluyendo las contenidas en el repositorio del LBM se recortaron con el programa TrimAl
(Capella-Gutierrez et al., 2009), el cual elimina las regiones que considera pobremente alineadas.
Se usaron las opciones predeterminadas del programa. Las secuencias recortadas (incluyendo la
de la IsPETasa) fueron usadas para estimar un arbol filogenético, a través de IQtree2 (Minh et al.,
2020). Se realizaron 1,000 bootstraps y la busqueda del modelo fue en modo automatico.

Para la visualizacion del arbol, se cargoé el archivo de salida de 1Qtree2 al servidor web ITOL v6
(Letunic y Bork, 2024). En este se agregaron los metadatos como: clasificacion taxonémica a nivel
de clase, la base de datos de la cual se obtuvo la secuencia y la clasificacion de cada posibles
PETasa.

Con esto se concluye el analisis realizado con todas las posibles PETasas que fueron encontradas
en las bases de datos descargadas. A partir de este punto Unicamente se trabaja con las secuencias
extraidas del repositorio del LBM. Realizando filtros bioinformaticos con el fin de conocer qué
tanto se parecen a las PETasas caracterizadas.

5.6. Andlisis de contexto gendémico

La comprensién del contexto genémico de las enzimas nos proporciona la capacidad de inferir su
ortologia, aspecto crucial para prever tanto su funcionalidad como su expresion (Dewey, 2011).
Para esto, se escribié un script (https://github.com/Zurita-Artaloitia/Tesis-m/blob/main/gbk-
extract-query) que extrae las secuencias codificantes (CDS) de los formatos Genbank para los
genes que dieron hit en los genomas del LBM, asi como de los cinco CDS que se encuentran antes
y los cinco CDS que se encuentran después. Se seleccionaron cinco genes arriba y debajo de
manera arbitraria, con el fin de buscar genes relacionados al metabolismo de degradacion del PET
0 reguladores de transcripcion.

Como las anotaciones suelen encontrarse desactualizadas, se decidio usar Interproscan (Jones et
al., 2014) para buscar a qué familia pertenecian los genes de la vecindad genémica, por lo que se
buscaron las secuencias en la base de datos de Pfam (Mistry et al., 2021) y la de SUPERFAMILY
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2.0 (Pandurangan et al., 2019). Se extrajeron las familias mas comunes encontradas y se calcul6
su frecuencia. Una vez que se tuvieron, se graficaron con la libreria de R: GenoplotR (Guy et al.,
2010). Se realizaron modificaciones posteriores a las figuras empleando Inkscape, para resaltar los

genes similares con diferentes colores.

5.7. Identificacion de péptido sefial

Como segundo filtro, se realizd un andlisis de las secuencias del LBM y de la ISPETasa de
Piscinibacter sakaiesnsis con el programa SignalP 6 (Teufel et al., 2022). Esto con el fin de saber
si tiene la capacidad de ser exportada de la célula.

Una vez que se conocio el PS de cada secuencia encontrada en el LBM, estas se eliminaron y las
secuencias se compararon entre ellas realizando una matriz de identidad pareada entre estas y la
IsPETasa utilizando blastp (Camacho et al., 2009), con el fin de saber que tan parecidas segun su

distancia.

5.8. Comparacion de estructuras 3D

Otro método para confirmar la similitud estructural de las posibles PETasas encontradas con la de
P. sakaiensis es predecir su estructura tridimensional y compararla. Para esto, se utiliz6 el
programa ColabFold (Mirdita et al., 2022) a través del servidor web. Se seleccion6 el mejor de los
cinco modelos producidos por el programa y se utilizé6 PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 3.0 Schrodinger, LLC., s/f) para superponer las estructuras con el algoritmo

“align”.
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5.9. Busqueda del metabolismo del PET

Se busco el metabolismo de degradacién del PET en las secuencias de aminoécidos de las cepas
del LBM que hayan tenido posibles PETasas, para saber si son capaces de llevar a cabo la
asimilacion completa con la misma ruta que P. sakaiensis. Para esto, se descargaron las secuencias
de aminoécidos, reportadas por Yoshida et al., 2016, que codifican para el metabolismo completo
del PET y se buscaron sus dominios conservados por medio de Interproscan (Jones et al., 2014),
usando la base de datos de Pfam. Una vez que se identificaron los dominios, se buscaron en los
genomas del LBM donde se encontraron posibles PETasas con hmmsearch (Eddy et al. 2009) y
los hits positivos fueron seleccionados de acuerdo con los puntajes de similitud que se obtuvieron
de la busqueda en las secuencias de P. sakaiensis, los cuales fueron un E-value < 108y un full
sequence score mayor a 40.

5.10. Pruebas de halo de aclaramiento

Para realizar las pruebas de halo de aclaramiento, se prepararon cajas de agar con medio LB, en
donde se agregd policaprolactona (PCL) al 0.5% y cajas de agar con tereftalato de bis(2-
hidroxietilo) (BHET) al 0.5% (Pérez-Garcia et al., 2021). Se dejaron crecer preindculos durante
24 horas y de estos se gotearon 5 pL en las cajas. Como control negativo se utilizo E. coli BL21
en las mismas cajas. Para las cajas con PCL, se utiliz6 goma ardbiga a 0.5%, ya que ayuda a
distribuir la PCL en las cajas. EI BHET se prepard a una concentracion de 1M en dimetilsulfoxido
(DMSO0), siendo disuelto en un thermoblock a 70 °C por dos horas. Las cajas se dejaron incubar
por cinco dias a 30 °C. No se realizdé una medicién de los halos de aclaramiento debido a que no
se estandarizd la densidad Optima de las bacterias, esto porque Unicamente se queria saber si

producian halos o no.
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5.11. Seleccién de oligonucledtidos en regiones conservadas

Una vez que se identificaron las posibles PETasas del LBM, se realizé un busqueda de motivos
MEME (Bailey et al., 2009) con sus secuencias nucleotidicas, con el fin de encontrar las regiones
mejor conservadas. Se disefiaron los oligonucledtidos tomando en cuenta pardmetros importantes
para su eficiencia, como: longitud, porcentaje de GC, temperatura de alineamiento, nucle6tidos
terminales y la formacion de estructuras secundarias (Singh y Kumar, 2001).

Se analizaron las caracteristicas de los oligonucleétidos y se alinearon contra genomas de
organismos degradadores, organismos del microbioma humano y las cepas del LBM, con el fin de
conocer la sensibilidad y especificidad de estos. Estos andlisis fueron realizados usando el
programa SnapGene software (www.snapgene.com). Para encontrar el gen normalizador que se
emplearon durante el RT-gPCR, se reviso bibliografia para obtener un grupo de genes candidatos
y se busco el que tuviera una mejor conservacion nucleotidica entre las cepas, con el fin de usar
un solo juego de oligonucle6tidos para todas las cepas. Para los oligonucleétidos utilizados para
el gen normalizador de la qPCR se realiz6 una busqueda bibliografica para seleccionar los mejores
candidatos. Estos se identificaron en nuestras cepas y se disefiaron los oligonucleotidos con los

mismos parametros de calidad descritos anteriormente.

5.12. PCR de punto final

Para confirmar la presencia de los genes en las cepas bacterianas en las que se encontraron las
posibles PETasas, se realiz6 una extraccion de DNA con el kit Quick-DNA Miniprep de Zymo
Research. También se extrajo el DNA de cepas en las que no se detectaron posibles PETasas como
controles negativos. Los oligonucleotidos utilizados fueron los disefiados en este trabajo y se
encuentran en los resultados. Se realizé la PCR con la enzima NZYTagq Il con las caracteristicas
descritas en las tablas suplementarias 6 y 7.

Los amplicones obtenidos se corrieron en un gel de agarosa preparado al 2% por una hora'y a 100
volts. Se mezclaron 5 pL del amplicon con 2 uL de buffer de carga. El gel se preparé con 50 mL

de TAE y se le agregaron 3 L de intercalante Epiquik.
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5.13. Cinética de crecimiento

Para llevar a cabo el experimento de gPCR, fue necesario determinar el tiempo adecuado de cultivo
para la extraccion de los &cidos nucleicos. Con este fin, se prepararon cultivos en liquido de LB
con una concentracion al 50% (es decir, la mitad de la concentracion normal de NaCl, triptona y
extracto de levadura con la cual se prepara el medio LB), con la intencién de que, al ser un medio
semi restrictivo, en cuanto se terminaran esos nutrientes buscaran otra fuente de carbono. Ademas
de un medio con unicamente LB al 0.5X. Para la condicion con pléastico, se prepar6 un medio con
BHET al 0.5%. Se colocaron 50 mL de cada medio en matraces (con tres réplicas para cada uno)
y se inocularon con las cepas, en las cuales se encontrd secuencias de posibles PETasas, a una
densidad optica (D.0.) a 0.1 a 600 nm. Los matraces se incubaron a 30 °C con agitacion.

A las 24, 48, 72 y 96 horas se tomaron muestras para medir la D.O., mientras que paralelamente
se cosecharon células de 5 mL de cultivo, de las cuales se realizaron las extracciones de acidos
nucleicos. Se analizo la curva de crecimiento y se selecciono el tiempo en el cual adn no se llegaba

a la fase de muerte.

5.14. Extraccion de RNA de las cepas bacterianas

Para la extraccion de acidos nucleicos, las células colectadas en el punto anterior fueron lavadas
tres veces con sulfato de magnesio (MgSOa4), una solucién sin nutrientes que se utiliza
normalmente para eliminar el medio de cultivo de las células, ademas de que contiene una
concentracion de sales adecuada para mantener la presion osmdtica de las bacterias. La
centrifugacion fue a 4 °C por tres minutos y a una velocidad de 8k rpm. Se vacid el sobrenadante
y se conservo la pastilla generada. En este momento se pueden guardar los tubos a -80 °C para su
posterior uso.

Las pastillas se resuspendieron en 100 ul de agua DEPC y se homogeneizaron por medio de
agitacion. Posteriormente se agregaron 200 pl de trizol. Se homogeniza por inversion y se incuba
a temperatura ambiente por cinco minutos.

Se agregaron 40 uL de cloroformo, de nuevo se homogenizaron por inversion y se incubaron por

cinco minutos en hielo. Se homogenizé por agitacién y se centrifugaron a 4 °C por ocho minutos
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a 8k rpm. Se recupero el sobrenadante y se transfirié a tubos Eppendorf nuevos. Las muestras se
precipitaron con isopropanol y se colocaron a -80 °C durante 24 horas.

Los tubos se centrifugaron a 4 °C durante 30 minutos y a 8,000 rpm. Se decantaron los tubos
cuidadosamente y se colocd 1 mL de etanol absoluto. Los tubos se centrifugaron nuevamente por
5 minutos a -5 °C y a 8,000 rpm. Se realizaron dos lavados con etanol absoluto. Se decantaron los
tubos y se dejaron secar. Las muestras se resuspendieron en 24 pL de agua DEPC. Finalmente se
midié la concentracion de acidos nucleicos por medio de Nanodrop a la longitud de onda estandar

para acidos nucleicos (260 nm).

5.15. RT-PCR

Se ajustd la concentracion de acidos nucleicos a 1ng por microlitro y se dio un tratamiento con la
enzima DNase | (RNase-Free) de Thermo Scientific, dejando la reaccion por una hora a 37°C e
inactivando por diez minutos a 75 °C. Se realiz6 un PCR con los parametros de las tablas
suplementarias 6 y 7. Se hizo migrar el resultado en un gel de agarosa al 1.3% para comprobar la
degradacion del DNA y se cuantifico el RNA en un Nanodrop. Se ajusto la cantidad de RNA a
500 ng por microlitro y se realizé un RT-PCR con el kit RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis de Thermo Scientific, siguiendo las indicaciones del producto, con un mix de los
oligonucle6tidos (descritos en los resultados) reversos. Se realizé un PCR de punto final con el
cDNA para confirmar la presencia de los genes. Las condiciones fueron las mismas que en la de

PCR de punto final anterior.

5.16. PCR cuantitativa (QPCR)

Con el cDNA extraido, se procedié a preparar el master mix (Tabla suplementaria 6) para las
reacciones de PCR cuantitativa, un mix independiente para el gen de la PETasa y otro para el gen
normalizador (rpoD). El gen normalizador debe ser un gen que se exprese constitutivamente y su
expresion sea constante en ambas condiciones, debido a esto se realizo una revision bibliografica

para buscar genes normalizadores adecuados para los taxones en los cuales se encontraron
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secuencias de posibles PETasas. También se agregaron 10 pL del reactivo SYBRgreen de
Thermofisher.

Los experimentos se colocaron en una placa de 96 pozos (con tres réplicas por cada condicién) y
se utilizo el equipo LightCycler 96 de ROCHE. Se colocaron 20 pL de reaccién en cada pozo, con
un control negativo para cada gen. Considerando que se tienen tres réplicas bioldgicas y tres
técnicas, en cada placa Unicamente se colocd una cepa y un tiempo de colecta, con ambos genes.

Los pasos del gPCR, sus ciclos, temperatura y tiempo se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Esquema de los pasos realizados en el equipo Lightcycler para llevar a cabo la gPCR,
detallando sus ciclos, temperaturas y tiempos.

Pasos Ciclos Temperatura °C Tiempo (segundos)
Preincubacion 1 95 600
Amplificacion 40 95 30

60 60

Melting 1 95 5
65 60

97 1

Enfriamiento 1 37 30

Se exportaron los resultados con el software del equipo y se promedi6 el resultado de las réplicas
técnicas de cada experimento. A continuacion, se calculé el ACT y el AACT de cada réplica
bioldgica ya la desviacion estandar entre ellas, graficando los resultados en un box plot con
Rstudio.

Se usé la condicion de LB como base (con valor de 1) ya la expresion de los otros medios se
representd con un valor relativo al LB. Finalmente, se calcul6 si la expresion era estadisticamente

significativa aplicando la prueba t de Student.
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El célculo se realiz6 de la siguiente manera:

1. Se promediaron las réplicas técnicas de los resultados obtenidos con ambos genes:

CT _ Z CTtécnicas PETasa
promedio PETasa — 3

_ 2 CTtécnicas rpoD
CTpromedio rpoD — 3

2. Se calcul6 el ACT de cada réplica biologica.

ACT = CTpromedio PETasa ~— CTpromedio rpoD

3. Se calculd el AACT de cada réplica bioldgica.
AACT = ACTgyer — ACTiRa0.5x

4. Se calculo la expresion relativa de cada réplica bioldgica.

Expresion Relativa = 27AACT

5. Se calculd la desviacion estandar para las tres réplicas bioldgicas.

(AACT, — BACT)” + (AACT, — BACT)” + (AACT, — AACT)
SDancr = 31
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Analisis de los genomas del LBM

Primero se reviso la completitud y la contaminacion de los genomas secuenciados en la coleccion

de cepas del LBM con CheckM (Parks et al., 2015). Para la primera, el programa busca los linajes

de cada uno y posteriormente se asegura de que posean un set de genes base. Para la contaminacion

busca genes de copia Unica, asegurdndose de que no posea méas de una de estas. Los resultados

mostraron una completitud promedio de 99.7%, lo que asegura que la basqueda de genes permitira

identificar la mayoria de ellos, con un riesgo minimo de genes ausentes en los genomas. También

se determind que la contaminacion promedio fue de 0.81%, lo que indica que casi todos los genes

presentes pertenecen a los genomas secuenciados. La mayor representacion se encuentra en la

clase Gammaproteobacteria y el género mas reportado fue Pseudomonas (Figura 9).
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Pseudomonas balearica
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Pseudomonas aeruginosa
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Marinobacter salarius
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Figura 9. Gréafico Sankey en donde se observan los aislados del LBM de acuerdo con su

taxonomia.
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6.2. Abundancias taxonémicas encontradas en las bases de datos descargadas

Una vez que se preparo el repositorio de la coleccion de cepas del LBM, se buscd tener genomas
derivados de metagenomas con los cuales se pudiera realizar la basqueda de posibles PETasas.
Para esto se descargaron las secuencias de aminoacidos de bases de datos curadas para suelos,
océanos y microbioma humano. Se obtuvieron 873 secuencias de la base de datos de suelos, 1,269
de la base de datos de océanos y 1,526 de la base de datos del microbioma. Para conocer la
diversidad, se asocio cada identificador GCA con su clase taxondmica. Esto nos permitio saber la
distribucion de clases en cada base de datos, y determinar si habia alguna parcialidad hacia las
posibles PETasas identificadas (Figura 10).

En el suelo, los Alfaproteobacteria figuran entre los linajes mas ubicuos y abundantes, tanto en
estudios con cultivos como en analisis metagendmicos, en donde cumplen funciones relacionadas
a la fijacién de nitrégeno y al metabolismo del metano (Zhang y Xu, 2008). En los ecosistemas
marinos son la clase mas abundante, representando cerca del 40% de la diversidad (Wang et al.,
2012). Bacterias pertenecientes a esta clase suelen ser encontradas en la superficie de polietileno
proveniente de debris marino (Du et al., 2022).

Las Betaproteobacteria son comunes en suelos y suelen tener funciones ecoldgicas relacionadas a
la nitrificacién (Zhang y Xu, 2008). En ambientes marinos no son tan comunes y principalmente
se encuentran en cuerpos de agua dulce (Wang et al., 2012). En el contexto de pléasticos,
Piscinibacter sakaiensis y especies del género Comamonas (ambas pertenecientes a las
Betaproteobacterias) destacan por su capacidad de metabolizar PET y TPA (Sasoh, et al., 2006;
Yoshida et al., 2016).

Las Gammaproteobacteria estan altamente representadas en todos los ecosistemas analizados. En
suelos se encuentran en abundancias altas y son conocidas por poder metabolizar una gran
diversidad de compuestos a base de carbono (Zhang y Xu, 2008). En los océanos son de los grupos
méas diversos y abundantes (Wang et al., 2012). Géneros pertenecientes a esta clase, como
Alcanivorax y Pseudomonas, han sido estudiados debido a su potencial para degradar PET (Liu et
al., 2024).

Las Bacilli son bacterias formadoras de esporas que se encuentran reportadas dentro del 25-75%

de los microbiomas de suelo (Zhang y Xu, 2008). Al ser bacterias principalmente saprofitas, su
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presencia en los océanos es relativamente baja (Wang et al., 2012). El género Bacillus ha sido
aislado de plastisferas y enriquecido con plasticos como Unica fuente de carbono (Du et al., 2022)
Las Actinomycetota son abundantes en suelos, en donde suelen ser recuperados principalmente en
aislados y en menos abundancia en estudios metagendmicos (Zhang y Xu, 2008). Al igual que las
Bacilli, tienen una baja ocurrencia en mares, ya que estas bacterias prefieren condiciones eutréficas
(Wang et al., 2012). Guo et al., 2023 encontraron una cepa de Rhodococcus que posee una esterasa
anclada a su membrana exterior que es capaz de degradar PET.

En los microbiomas, se observan las mismas clases que son reportadas en la literatura como las
maés abundantes, ya que estas contienen los géneros mas comunes en los microbiomas humanos
Streptococcus (Bacilli), Actinomyces (Actinomicetes) y Prevotella (Bacteroidota) (Zheng et al.,
2014) (Figura 10). Debido a la revision bibliografica realizada, existe un gran potencial en la
degradacion de plastico dentro de estas clases. Mas especificamente, Actinomycetota, Beta- y

Gammaproteobacteria son las clases con reportes asociados a la degradacion de PET.

Distribucién de clases en Marref Distribucién de clases en Refsoil

Spirochaetia
1.2% Methanomicrobia
1.4%

Thermoprotei
Themoto%ae prancro 1.0%

Thermococci
__Cyanophyceae

2.9% .
_Cyanophyceae Clostridia

4.0%
Bacilli 6.4%

4.5%

6.5%
Actinomycetes
Flavobacteriia

7.9%

Gammaproteobacteria

20.9%

Gammaproteobacteria

12.3%

Actinomycetes

39.1% 16.7%

Bacilli

Distribucién de clases en NIH

Epsilonproteobacteria

5.1%

Others
7.8%

Gammaproteobacteria

10.2%

28.3%
Bacilli

10.5%
Clostridia

11.1%
Bacteroidia

16.4%

Actinomycetes

Figura 10. Abundancia relativa de las clases bacterianas en las bases de datos consultadas.
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6.3. Diversidad de secuencias en el alineamiento creado a partir de PSI-BLAST

El alineamiento con el que se alimentd la matriz esta compuesto por 100 géneros (Tabla
suplementaria 2), lo cual potencialmente le permitird al modelo MEME encontrar posibles
PETasas en diferentes taxones. Existe una alta abundancia de algunos géneros (Tabla 3), lo cual
puede causar un sesgo, ya que al buscar secuencias homdélogas con una matriz generada
mayormente por ciertos taxones es posible que se obtenga un mayor score en las secuencias

filogenéticamente cercanas a estos.

Tabla 3. Los diez géneros mas representados, de acuerdo con su abundancia absoluta, en la
busqueda de IsPETasas por medio de PSI-Blast.

Género Abundancia
Streptomyces 68
Halopseudomonas 26
Micromonospora 24
Actinoplanes 23
Pseudomonas 21

6.4. Motivos construidos por MEME y busqueda en MAST

Se encontraron los 10 motivos solicitados a MEME. Pese a que el porcentaje de identidad entre
las proteinas es relativamente bajo (30%), todos los motivos tuvieron el mismo arreglo a través del
alineamiento mdaltiple.

Considerando que las enzimas registradas en PAZY estdn simplemente clasificadas como
carboxilesterasas, sus motivos son bastante similares a los construidos usando la PETasa de
Piscinibacter sakaiensis, lo que muestra una baja diversidad dentro de este conjunto de proteinas.
Al correr MAST en estas, 43 de ellas mostraron motivos similares a las posibles PETasas y 23
mostraron una estructura distinta. Se decidio no trabajar con estas secuencias debido a que, a pesar
de degradar PET, pertenecen a otras familias y poseen una estructura distinta (Han et al. 2017;
Buchholz et al., 2022) a la de las enzimas que se buscaron en este trabajo.

Basandonos en el trabajo de Joo et al., 2018 y Pérez-Garcia et al., 2021 se asignaron descripciones

funcionales y/o estructurales a los diez motivos generados, como se puede observar en la Tabla 4.
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Tabla 4. Los diez motivos obtenidos del modelo MEME y su descripcién funcional (negritas) y/o

estructural. El término “parcial” significa que el motivo no cubri6 la totalidad de la estructura

secundaria descrita.

#
1

10

e RO R

EEE A R A A e R N

% f‘:?%@_ szﬂLASQ FW&

__________ LRE R

nreaNaS s e e e T e e RAA R AN AR R A

<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<

Descripcién
Puente disulfuro 1
Alfa hélice 6 (parcial)
Alfa hélice 7
Pinza hidrofébica
Agujero oxianion
Beta plegada 3 (parcial)
Alfa hélice 2 (parcial)
Serina catalitica
Agujero oxianion
Beta plegada 5
Alfa hélice 4
Alfa hélice 2
Beta plegada 4
Alfa hélice 3 (parcial)
Aspartato de triada catalitica
Puente disulfuro 2
Beta plegada 7
Alfa hélice 5

Alfa hélice 1

Pinza hidrofébica

Beta plegada 6

Histidina de triada catalitica
Puente disulfuro 2

Beta plegada 8
Beta plegada 2
Beta plegada 3 (parcial)

Puente disulfuro 1

Beta plegada 9
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6.5. Busqueda de PETasas en bases de datos marinas y de suelos

Se encontrd una distribucion relativamente baja en los conjuntos de genomas seleccionados. Se
encontraron 51 posibles PETasas en los genomas marinos y 35 en los terrestres. No se encontraron
posibles PETasas en los genomas del microbioma humano (Tabla suplementaria 3), lo que
confirma su utilidad como control negativo para la bdsqueda de estas enzimas (Tabla 5). Sin
embargo, en los genomas del LBM, se encontraron cinco posibles PETasas en 48 genomas.
Considerando que dos de ellas se encontraron en la misma cepa, se encontraron posibles PETasas
en el 8.3% de los genomas. También se encontraron dos posibles PETasas en uno de los
metagenomas del LBM.

Tanto en este trabajo como en el de Danso et al., 2018 se encontrd una mayor cantidad de PETasas
en metagenomas obtenidos de sitios contaminados por hidrocarburos. No existe una relacion
directa entre las moléculas de los hidrocarburos, que presentan enlaces carbono-carbonoy el PET
que tiene enlaces de tipo éster, por lo que puede deberse a una coincidencia o a un factor aun no

contemplado.

Tabla 5. PETasas encontradas en las bases de datos curadas con microbioma marino, de suelos y
humano, ademas del repositorio de cepas del Laboratorio de Biotecnologia Marina. La tabla indica
la cantidad de genomas recuperados y las posibles PETasas encontradas en cada uno, ademas del
calculo de porcentaje de PETasas encontradas por nimero de genémas. MG: Metagenomas.

Base de datos Genomas recuperados Posibles PETasas %
MarRef 1,269 51 4.0
RefSoil 873 35 4.0

NIH-HMP 1526 0 0
LBM 48 5 (+ 2 de MG) 10.4
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Se encontraron ciertos generos exclusivos para cada ecosistema (Figura 9), mostrando que las
posibles PETasas de Pseudomonas, como las de este trabajo, Unicamente se encontraron en
ecosistemas marinos. De igual forma que al realizar el PSI-BLAST, el género Streptomyces fue el
mas representado. Esto también ocurrio en el trabajo de Danso et al., 2018, en el que su matriz se
construyd con secuencias pertenecientes a Actinomycetes y fue de los que méas detecto. Este sesgo
metodoldgico es derivado de la diversidad disponible en las bases de datos respecto a las PETasas.

6.6. Clasificacion de las posibles PETasas

Una vez que se obtuvieron las secuencias con sus respectivos metadatos (origen y género) se reviso
que tuvieran la triada catalitica y las pinzas arométicas equivalentes a la IsPETasa (Tabla 6). En
este caso, todas las secuencias presentaron estas caracteristicas, con variaciones de aminoacidos
aromaticos en los sitios 87 y 185. Como todas las secuencias pasaron el filtro, estas se clasificaron

de acuerdo con los tipos de PETasas definidas por Joo et al., 2018.

Tabla 6. Los 11 sitios de interés encontrados en la PETasa de P. sakaiensis y su funcion.

Sitio  Aminoacido Funcion

87 Y Pinza aromatica
160 S Serina catalitica
161 M Agujero oxianion
185 W Pinza aromatica
203 C Puente disulfuro 2
206 D Aspartato catalitico
237 H Histidina catalitica
238 S Cambio en el subsitio 2
239 C Puente disulfuro 2
273 C Puente disulfuro 1
289 C Puente disulfuro 1
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Las secuencias de posibles PETasas se clasificaron en los tipos | y lla, ademés de un tercer grupo
que no fue clasificado debido a que no presentaba patrones considerados en el sistema. No se
encontraron secuencias correspondientes al tipo Ilb, lo que se puede deber a que estas se han
encontrado Unicamente en organismos pertenecientes a las clases Betaproteobacteria y
Polyangium (Joo et al. 2018), grupos pobremente representados en las bases de datos en donde se
realizo la busqueda (Figuras 9y 10).

Una de las posibles PETasas de los metagenomas del LBM qued6 como no clasificada debido a
que la secuencia esta truncada antes de los sitios 10 y 11, por lo cual no se puede asegurar a qué
clasificacion pertenece. Se revisaron los sitios de interés en el resto de las secuencias no
clasificadas, las cuales si se encontraron completas.

Las caracteristicas que no permitieron su clasificacion fueron debido a secuencias que, por
ejemplo, poseen una serina en el sitio 238 (caracteristica exclusiva de las PETasas tipo 1lb) sin
tener ambos o ningun puente disulfuro (Tabla 7). Otro dato que cabe resaltar es que las Unicas
posibles PETasas que no tienen puentes disulfuro, son todas marinas (Tabla 7). Esto podria deberse
a gque, en condiciones de alta salinidad, como las marinas, las PETasas mantengan su cohesion sin
necesidad de puente disulfuro y en lugar de estos cuenten con puentes salinos que cumplan esa
funcion. Esta idea se encuentra sustentada en un trabajo que demostré el aumento de la
termoestabilidad de una PETasa al mutar residuos para generar puentes salinos (Qu et al., 2023) y
en otro trabajo en el cual se encontrd una PETasa marina que cuenta con una red de puentes salinos
(Qietal., 2023).

Considerando la existencia de PETasas ya caracterizadas que no poseen puentes disulfuro (Qi et
al. 2023; Chen et al. 2024) es necesario realizar una revision a la clasificacion de las PETasas.
Ademas, en caso de que las secuencias, obtenidas en este trabajo, no clasificables resulten tener

actividad PETasa, también deberian de ser consideradas para esta reclasificacion.
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Tabla 7. Los 11 sitios importantes de las PETasas que no entraron en una de las clasificaciones
existentes.

ID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Origen
LBM_MG_SRR11308318 Yy S L Y S D H M L - - LBM

GCA_003443675.1_AXT518491 F S M W G D H S V N C Marref
GCA_014171595.1_ QNA988321 F S M W G D H N F K G Marref
GCA_0141717751_QNA87929.1 F S M W G D H N F K G Marref
GCA_003351365.1_AXH88621.1 F S M W A D H S A C C Marref
GCA_009707425.1_QGN480841 F S M A G D H C G W R Marref
GCA_001444425.1_ALO454171 F S M W G D H F I Y N Marref
GCA_000153485.2_AFU698841 F S M W G D H S VvV T C Marref
GCA_002196515.1_ASA582221 F S M H G D H F A Q D Marref
GCA_000284295.1_BAL88670.1 F S M W A D H S A C C RefSail
GCA_000494755.1_AGZ42239.1 'Y S M Y A D H S A C C RefSal
GCA_000282715.1_AFO771751 ¥ S M F G D H S F C C RefSail
GCA_000177655.2_ADU0O8876.1 F S M W A D H S A C C RefSail

6.7. Distribucién taxonémica de las posibles PETasas

Una vez clasificadas las secuencias, se correlacionaron de acuerdo a su tipo de PETasas, base de
datos y clase taxondmica. El andlisis de correlacion se realizo con la prueba de chi-cuadrada, con
el fin de evaluar la independencia entre las variables y las frecuencias.

El andlisis estadistico realizado mediante la prueba de chi-cuadrada permitio evaluar la
independencia entre las variables y revelar los patrones de distribucion en las secuencias. En la
comparacion entre los tipos de PETasas y las bases de datos, se obtuvo un valor de chi-cuadrada
de 4.9 con un p-value de 0.086. Este resultado indica que, estadisticamente, no se encontré una
diferencia significativa en la distribucion de los tipos enzimaticos entre los distintos ecosistemas.
Seria interesante buscar en bases de datos mas grandes la presencia de PETasas "Tipo IIb", con el
fin de encontrar si estas explican mejor la distribucion en los ecosistemas. Al comparar la base de
datos con las clases taxondmicas se encontrd una diferencia significativa, por un chi-cuadrado de
17.7 y un p-value de 0.007. Esto sefiala que existe una asociacidn considerable entre el ecosistema

y la composicion taxondmica. Por ejemplo, las muestras de suelo principalmente se componen por
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Actinomycetes, mientras que las muestras marinas presentan una mayor diversidad en cuanto a
grupos taxonomicos. La relacién més significativa se observo en la comparacion entre los tipos de
PETasas y la clase taxondmica, donde el valor del chi-cuadrado fue de 86.8 y el p-value
practicamente fue de cero (p-value = 0.000). Estos resultados sugieren una fuerte asociacién entre
el tipo de PETasa y el grupo taxondémico, ya que se observa claramente que las PETasas tipo | se
encuentran en Actinomycetes y las tipo Ila en las Gammaproteobacteria.

En conjunto, estos andlisis indican que, aunque la distribucién de los tipos de PETasas no varia
significativamente segln la base de datos de origen, si se observan diferencias significativas en la
composiciéon taxonoémica en funcion del origen, asi como una robusta relacién entre el tipo
enzimatico y la clase a la que pertenece. Estos hallazgos aportan evidencia de que los factores
ambientales y taxonomicos estan estrechamente vinculados a la diversidad funcional de las
PETasas.

Mas especificamente se realiz6 una busqueda de qué géneros eran los que estaban presentes en los
diferentes ecosistemas (Figura sumplementaria 1) y si estos tenian distintos tipos de PETasas
(Figura suplementaria 2). Se encontré que los géneros: Streptomyces, Micromonospora,
Amycolatopsis y Nocardiopsis fueron encontrados en la base de datos tanto de ecosistemas marinos
como de suelos. Los géneros: Streptomyces, Micromonospora, Actinoplanes, Amycolatopsis y
Vibrio tienen mas de un solo tipo de PETasa. Esto se debe a que dentro de los genomas de ciertas
cepas se encuentra mas de una sola copia de PETasa, como el caso de Vibrio gazogenes ATCC
43942, la cual posee dos secuencias (una en cada cromosoma) que pertenecen a distintos tipos
(ASA57064 y ASA58222). Ademas, estas proteinas, como se muestra mas adelante, se encuentran
filogenéticamente lejanas (Figura 12), lo cual puede indicar la ocurrencia de eventos de transcision
horizontal de genes o que la divergencia de estos genes se deba a una duplicacion.

La ausencia completa de PETasas en el microbioma humano refuerza la especificidad ambiental y
funcional de estas enzimas, tanto de las PETasas, como de la familia de las cutinasas.
Adicionalmente, la presencia de PETasas no clasificadas plantea la posibilidad de nuevas
clasificaciones o funcionalidades no reconocidas en la literatura actual, algo que futuros estudios

podrian abordar experimentalmente.
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A Nitritiruptoria
Deinococci

Tipo | Tipo lla Sinclasificar

Acidimicrobiia

B Nitriliruptoria Deinococci

Acidimicrobiia
Marref RefSoil

C

Marref RefSoil

Figura 11. Gréficos de mosaico que muestran la correlacion entre las secuencias de las posibles
PETasas encontradas y tres distinas variables: A. Clases contra tipo de PETasas. B. Clases contra
base de datos. C. Tipo de PETasas contra base de datos. El tamafio de ambos ejes representa las

abuncandias.
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Para revisar como se relacionan las secuencias de estas posibles PETasas a nivel evolutivo, se
realiz6 un arbol filogenético de méxima verosimilitud. Para esto, se realizo la busqueda del mejor
modelo de substitucion, el cual resultd ser WAG+F+R6. El modelo WAG consta de una matriz de
substitucion empirica de aminoacidos desarrollado por Whelan y Goldman 2001, a partir de 182
familias de proteinas globulares. La funcion “+F” indica que las frecuencias de los aminoacidos
no se toman de la matriz WAG original, sino que se calculan a partir de los datos especificos de la
alineacion utilizada. Por ultimo, la funcion “+R6” asume que los sitios de la secuencia evolucionan
a seis diferentes velocidades.

En el arbol se puede identificar que los Actinomycetes contienen a la mayoria de las secuencias de
PETasas, y que en esta clase no importd si las secuencias provenian del suelo o de ambientes
marinos. Se puede observar en la Figura 11 como las secuencias de posibles PETasas tipo | se
encuentran distribuidas casi exclusivamente en la clase Actinomycetes, con excepciones
encontradas por las ocurrencias individuales de taxones pertenecientes a las clases; Nitriliruptoria,
Deinococci y Acidimicrobiia.

Las secuencias clasificadas como de tipo 11 forman otro clado, en el que se encuentran las posibles
PETasas pertenecientes a las clases Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Flavobacteriia y
Actinomycetes. Se puede observar que las secuencias clasificadas como tipo Ila se encuentran
principalmente en Gammaproteobacteria y las del tipo 1lb en las Betaproteobacteria. Se puede
hipotetizar que las secuencias del tipo I, que pertenecen a la clase Actinomycetes, al tener
secuencias parecidas a las cutinasas, son mas ancestrales y las que son mas eficientes y especificas
son parecidas a las que se distribuyen en las beta- y gammaproteobacteria.

Las secuencias “no clasificadas” podrian distribuirse adecuadamente en caso de que se revise la
clasificacion y sea menos restrictiva. Para poder considerar esto, estas proteinas deberian de
sintetizarse y expresarse, para comprobar su funcion como PETasa. Si no se comprueba su funcién,

esta reclasificacion esté limitada a permanecer como hipotesis.
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6.8. Posibles PETasas encontradas en el repositorio del LBM

La bdsqueda contra los genomas del LBM logro identificar cinco diferentes posibles PETasas con
un E-value menor a 10°° (dos de ellas en el genoma de Pseudomonas sp. 119) y la misma
conformacion de motivos que las secuencias de referencia. Todos los hits fueron en cepas de la
familia Pseudomonadaceae, habiendo una Halopseudomonas (cepa GOMDS5), una Stutzerimonas
(cepa CBC2) y dos Pseudomonas (cepas GOM6 y 119).

Los motivos mostraron un E-value menor contra los genomas de organismos degradadores de PET
(<1E1%) que contra los genomas provenientes del microbioma humano (>1E%). Esto demuestra
que la base de datos de microbioma humano utilizada fue un control negativo eficiente para la
busqueda de homologos de la IsPETasa. Lo cual es esperado debido a que esta enzima
posiblemente evoluciond recientemente a partir de cutinasas (Joho et al., 2022). Aunque no se
hayan encontrado estas enzimas en la base de datos empleada, ya se ha reportado la presencia de
homélogos de la IsPETasa en un metagenoma obtenido a partir de saliva humana (White &
Wallace, 2023).

Las posibles PETasas encontradas en el repositorio de cepas del LBM tienen un porcentaje de
identidad mayor al 50% entre ellas y entre la IsPETasa (Tabla 8). También son parecidas en su
estructura primaria a la IsSPETasa (Figura 13). En estas, el aminoacido equivalente al de la serina
238 de la IsPETasa es aromatico (fenilalanina o tirosina). Esto las clasificaria en PETasas de tipo
I1a, las cuales estan reportadas como menos eficientes para degradar PET por la presencia de estos
aminoacidos que, por su anillo aromatico, dificultan la entrada del polimero de PET en la
hendidura donde se lleva a cabo la hidr6lisis (Joo et al. 2018). Al tener un aminoécido aromatico,
el ancho de la hendidura cambia de 8.46 a 2.98 A, haciéndola mas parecida a la encontrada en las
cutinasas (Austin et al., 2018).
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Tabla 8. Matriz de identidad pareada entre las posibles PETasas encontradas en el repositorio del

LBM y la IsPETasa. Los colores indican el porcentaje de identidad relativo (rojo < verde). Los

valores se calcularon después de eliminar secuencia de la péptido sefial.

Cepa ISPET| 119A 119B GOM5 | GOM6 | CBC2

ISPET 0.53 0.52 0.51 0.53 0.52

Pseudomonas sp. 119A 0.53 0.94 0.56 1 0.81

Pseudomonas sp. 119B 0.52 0.94 0.55 0.94 0.81

Halopseudomonas aestusnigiri GOM5 | 0.51 0.56 0.55 0.56 0.53

Pseudomonas sp. GOM6 0.53 1 0.94 0.56 0.81
Stutzerimonas stutzeri CBC2 0.52 0.81 0.81 0.53 0.81

Austin et al., 2018 realizaron la doble mutante S238F/W159H, con el fin de hacer la hendidura

mas angosta, como una cutinasa. Lo que resulto interesante fue que esta doble mutante tuvo una

mayor generacion de productos de degradacion que la IsPETasa WT. Esto indica que ain hace

falta investigar la estructura de estas enzimas para descubrir su potencial completo por medio de

ingenieria geneética.

Cabe recalcar que las posibles PETasas encontradas en el laboratorio poseen en la posicion 215

una histidina, en lugar de la cominmente observada serina, lo que también aumenta la eficiencia
de la enzima contra el PET (Liu et al. 2018).
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6.9. Contexto genémico de las posibles PETasas encontradas en el LBM

De las PETasas caracterizadas en PAZy, se descargaron los genomas completos de las cepas que
lo tenian disponible. Se obtuvieron 28 genomas de bacterias que poseen PETasas caracterizadas.
Se extrajeron y visualizaron los contextos genomicos de cada PETasa, considerando cinco genes
upstream y downstream.

En la mitad de estos genomas, se identificaron dominios pertenecientes a reguladores
transcripcionales tipo hélice-vuelta-hélice (HtH) (PF12833 y PF13556) adyacentes a las PETasas.
Este hallazgo sugiere una posible regulacién transcripcional de estas enzimas por proteinas con
dominios HtH, pero hasta la fecha no existe evidencia directa que asocie a estos reguladores con
la regulacion de PETasas.

En este sentido, varios reguladores de la familia AraC/HtH han sido estudiados en la regulacion
de operones responsables de la degradacion de compuestos complejos, incluidos carbohidratos y
xenobidticos, como los hidrocarburos aromaticos y contaminantes ambientales (Kotoky et al.,
2022). Estos reguladores, en su mayoria activadores, respondiendo a la presencia de sustratos
especificos que generan cambios conformacionales en su estructura, modulando asi la expresién
de los genes diana (Gallegos et al., 1997). Ademas, estos genes suelen regular la expresion de
genes que se encuentran en direcciones opuestas (Wilcox et al., 1974), como en los casos
observados en las figuras 14 y 15.

Dado que el PET (tereftalato de polietileno) es un polimero sintético derivado de compuestos
aromaticos, no seria sorprendente que algunos reguladores HtH, como los de la familia AraC/XylS,
participen en la regulacién de PETasas, especialmente en microorganismos adaptados a ambientes
contaminados con xenobidticos como lo son los pléasticos.

Este hallazgo sugiere la posible relacion entre reguladores HtH y la expresion de PETasas. Se
requieren estudios experimentales adicionales para determinar si estos reguladores participan en
la activacién o represién de las PETasas y, en caso afirmativo, identificar los posibles sustratos
inductores que podrian modular su actividad.

La cepa del LBM Halopseudomonas aestusnigiri GOMS5 también tiene un contexto genomico
idéntico al de la PETasa caracterizada de Halopseudomonas aestusnigiri VGX014 (Bollinger et

al., 2020). Por otra parte, a diferencia de la mayoria de las cepas analizadas, estas presentan una
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histidina cinasa (PF02518 y PF00512) seguida de un factor regulador de dos componentes
adyacente a la PETasa (Figura 15).

Las histidinas cinasas forman parte de los sistemas de sefializacion de dos componentes, los cuales
permiten a las bacterias detectar y responder a estimulos ambientales mediante la activacion de
reguladores de respuesta que modulan la expresion génica (Buschiazzo et al., 2019). En este caso,
la proximidad de este sistema al gen de la PETasa sugiere un posible mecanismo de regulacion
ambiental de la expresion de la PETasa, en respuesta a sefiales especificas.

Por otro lado, solo el 46.4% de las PETasas pudieron ser anotadas utilizando las matrices de las
bases de datos de Pfam (Tabla 9). Para complementar la basqueda, se emplearon las matrices de
SUPERFAMILY, lo que permitié detectar dominios en un total del 82.1% de las PETasas. Sin
embargo, el 17.9% de las PETasas permanecieron sin anotacion.

La busqueda en la base de datos InterPro reveld que las secuencias utilizadas para construir la
matriz de Pfam del dominio de la familia de las dienolactona hidrolasas (PF01738) son altamente
divergentes con respecto a las PETasas, 1o que las hace inadecuadas para detectar el dominio
funcional de estas enzimas. Por esta razon, métodos como BLASTp o MEME-MAST resultan mas
especificos para la identificacion de PETasas. Alternativamente, seria recomendable desarrollar

matrices nuevas disefiadas especificamente para estas enzimas.

Tabla 9. Clave de acceso de Pfam, frecuencia y nombre de los Pfams méas encontrados cinco genes
Upsteam y cinco genes Downstream en cepas con PETasas caracterizadas y genoma secuenciado.

Pfam Frecuencia Nombre
PF01738 46.4 Dienelactone hydrolase family
SSF53474 35.7 alpha/beta-Hydrolases
PF12833 321 Helix-turn-helix domain
PF03547 214 Membrane transport protein
PF02518 214 Histidine kinase
PF00005 214 ABC transporter
PF03280 17.8 Proteobacterial lipase chaperone protein
PF13556 14.2 PucR C-terminal helix-turn-helix domain
PF08240 14.2 Alcohol dehydrogenase
PF07992 14.2 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase
PF00512 14.2 His Kinase A
PF00107 14.2 Zinc-binding dehydrogenase
PF00072 14.2 Response regulator receiver domain
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Figura 15. Contexto gendmico de cepas con actividad PETasa confirmada. Las flechas indican su
direccion de transcripcion. En color rojo se encuentran las PETasas. En azul los reguladores tipo
hélice-vuelta-hélice. Gréafico realizado con el paquete GenoplotR (Guy et al., 2010).
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6.10. Busqueda de péptido sefial en las secuencias encontradas

La busqueda de péptidos sefiales (PS) mostré que todas las posibles PETasas contienen el mismo
tipo de péptido que la IsPETasa (Tabla 10), cuya secuencia se usé como control. El péptido sefial
tipo Sec/SPI se encuentra en proteinas secretadas desde la membrana citoplasmatica y es el PS
general en las bacterias, por lo que esta presente en la mayoria de las proteinas (Dalbey et al.,
2012).

La presencia de secuencias PS en todas las posibles PETasas encontradas es otro indicio de la
funcionalidad de estas enzimas, las cuales deben de estar especializadas para ser exportadas al
medio en el que se encuentre el PET y donde ejerzan su actividad hidrolitica. Esto es debido a que,
por la masa molecular de este polimero, tiene que ser previamente hidrolizado en sus mondémeros

para entrar a la célula.

Tabla 10. Resumen de los resultados del analisis de SignalP de las posibles PETasas identificadas
en el LBM y la IsPETasa. La columna "PS (Sec/SPI)" indica la probabilidad de que el péptido
sefial (PS) dirija la proteina a la ruta de secrecion Sec con un tipo de corte SPI. La columna
"Posicion de corte del PS y probabilidad” muestra la posicion estimada del sitio de corte (CS pos)
junto con la probabilidad asociada a esta prediccidn, lo que refleja la confianza en la ubicacion del
sitio de corte sefialada por SignalP.

Cepa PS (Sec/SPI) Posicion de corte del PS y probabilidad
ISPETase 0.99 CS pos: 27-28. Pr: 0.968
119 EGEIHL_14115_Petase 0.99 CS pos: 23-24. Pr: 0.962
119 EGEIHL_14120_ Petase 0.99 CS pos: 25-26. Pr: 0.977
CDC2_GHPFKI_01665_ Petase 0.99 CS pos: 23-24. Pr: 0.971
GOM5_CFAHGH_15410_ Petase 0.99 CS pos: 25-26. Pr: 0.974
GOM6_PDLKBB_01975_ Petase 0.99 CS pos: 23-24. Pr: 0.962
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6.11. Modelado tridimensional de las proteinas

El modelado realizado con tecnologias como ColabFold (Mirdita et al., 2022) es una opcion para
aproximarse a la estructura tridimensional de las proteinas cuando métodos mas precisos, como la
cristalizacion, no estan contemplados en el proyecto. En este caso, se descargd el modelo de la
proteina cristalizada 6EQE (Figura 16, estructura color rojo) como referencia, ya que esta es la que
contiene la secuencia canonica de la IsPETasa sin modificaciones (con excepcion de la cola de
histidinas). Se predijeron las estructuras y se observé la tipica conformacion de las alfa-beta
hidrolasas descrita en la Figura 4.

Se compararon con la secuencia de la posible PETasa de Pseudomonas sp. GOM6 (Figura 16,
azul), S. stutzeri CBC2 (Figura 16, amarilla) y Halopseudomonas aestusnigiri GOM5 (Figura 16,
verde). Debido a la alta identidad entre las PETasas de la cepa Pseudomonas sp. 119 y las de
Pseudomonas sp. GOM6 (Tabla 8), las estructuras tridimensionales resultaron redundantes, por lo
que se decidio no utilizarla en este analisis. El alineamiento entre las estructuras predichas (Figura
16A). de las posibles PETasas mostro su alta homologia estructural, al mostrar distancias entre los
atomos (medida por la puntuacion RMDS) menores a 0.6 A, ademas de que mas del 70% de los
atomos fueron alineados (Tabla 11). La posible PETasasa de la cepa S. stutzeri CBC2 mostro la
mejor homologia estructural, por ambos parametros (Tabla 11). La triada catalitica se mantiene
estructuralmente conservada entre las cuatro estructuras, con una distancia de 2.9 A entre la serina
catalitica y la histidina y una distancia de 2.7 A entre la histidina y el aspartato (Figura 16B).

Los aminoacidos que forman el agujero oxianion de la IsPETasa (Y87 y M161) presentan los
residuos equivalentes en las cepas del LBM, adyacentes al sitio catalitico (Figura 17A).
Unicamente GOMS5 cuenta con una fenilalanina en lugar de la tirosina.

La pinza aromatica tyr87 se observa en las tres estructuras, con excepcion de la GOMD5, la cual
tiene una fenilalanina. Esta fenilalanina en el residuo 87 es comun entre las secuencias homologas
de PETasa, ya que entre las secuencias obtenidas del psi-blast, la frecuencia de tirosina fue de
52.8%, de fenilalanina fue de 46.8% y de triptofano Unicamente 0.4%.

Opuestamente, la pinza equivalente al trp185 de la IsPETasa solo se encuentra en la GOMS5,
mientras que en la GOM6 y CBC2 tienen tirosinas (Figura 16C), lo cual no es comun en las

secuencias homdlogas del psi-blast (triptofano: 93.2%, tirosina: 5.6% y 1.2% otros). Estos
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residuos, al ser aminoacidos aromaticos y estar en la misma posicién, cerca del sitio catalitico
(17B), también podrian cumplir la funcién. Una PETasa caracterizada que también posee una
tirosina en el sitio 185 pertenece a la Gammaproteobacteria psicrofila Moraxella sp. TA144
(Blazquez-Sanchez et al. 2022).

Los amino&cidos equivalentes a la S238 de la IsPETasa son aminoacidos aromaticos (Figura 16D),
los cuales, como reportaron Joo et al., 2018, se encuentran en el sitio de entrada del polimero
(Figura 17C) de PET, dificultando su desplazamiento. Finalmente, los cuatro residuos de cisteina
que forman los puentes disulfuro se encuentran en los sitios equivalentes de las cuatro estructuras.
El puente disulfuro que esté estabilizando al sitio activo se encuentra exactamente en la misma
posicion, a una distancia de 2.0 A, mientras que el puente disulfuro cercano al carboxilo terminal
de las cepas del LBM se encuentran diferentes al puente equivalente del a IsPETasa e incluso

tienen una distancia 0.2 A mayor en comparacion (Figura 16E).

Tabla 11. Resultados de la funcion “align” de PyMOL entre la estructura tridimensional predicha
de las posibles PETasas del LBM y la estructura cristalizada de la IsPETasa. La puntuacion RMDS
indica la distancia promedio entre los 4&tomos. En la ultima columna se muestra el nimero de
atomos alineados entre cada comparacion.

Cepa RMDS contra 6EQE Atomos alineados
Pseudomonas sp. GOM6 0.531 203/265
Halopseudomonas aestusnigiri GOM5 0.519 198/265
Stutzerimonas stutzeri CBC2 0.506 206/265
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Figura 16. Alineamiento de la estructura tridimensional cristalizada de la ISPETasa 6EQE (rojo)
contra las estructuras predichas con Alphafold de tres posibles PETasas identificadas en este
trabajo. Pseudomonas sp. GOM®6 (azul), Stutzerimonas stutzeri CBC2 (amarilla) y
Halopseudomonas aestusnigiri GOMS5 (verde). A. Estructura completa. B. Triada catalitica con la
distancia en Amstrongs. C. Pinzas arométicas. D. Ser238 de la IsPETasa, amino&cido clave en la
clasificacion de las PETasas. E. Puentes disulfuro 1 y 2. La numeracién de los aminoécidos esta
basada en la ISPETasa.
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Figura 17. Superficie de estructura cristalizada de la IsPETasa 6EQE. La superficie color rojo
indica donde se encuentran los aminodacidos de la triada catalitica y los aminoacidos equivalentes
de la IsPETasa (rojos) alineados. Los aminoacidos observados pertenecen a: Pseudomonas sp.
GOMS6 (azul), Stutzerimonas stutzeri CBC2 (amarilla) y Halopseudomonas aestusnigiri GOM5
(verde). A. Agujero de oxianién. B. Pinzas aromaticas. C. Vista de la hendidura superficial en la
cual la molécula de PET se desliza hacia el sitio activo y como los aminoacidos aromaticos de las
cepas del LBM pueden dificultar el acceso. La numeracién de los aminoacidos esta basada en la
ISPETasa.
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6.12. Busqueda del metabolismo de PET

La busqueda del metabolismo completo del PET se llevo a cabo usando los dominios funcionales
de la base de datos de Pfam. Para esto, se realizo la busqueda de estos dominios en las proteinas
identificadas por Yoshida et al., 2016 como las responsables de la mineralizacion del PET (Tabla
12). Los genes responsables del metabolismo del TPA ya habian sido detectados en la cepa
Comamonas sp. E6 (Sasoh et al., 2006), perteneciente, al igual que P. sakaiensis, a las
betaproteobacteria.

La MHETasa tiene un dominio similar en score al de proteinas tanasas (PF07519), las cuales son
hidrolasas de estéres carboxilicos. Los transportadores de membrana contienen dominios de
transportadores tripartitos de tricarboxilatos (PF01970 y PF07331), siendo la subunidad A la que
mas se parece a la matriz con la cual se realizé la busqueda. La dioxigenasa de TPA es una proteina
compleja, ya que estd formada por tres subunidades. La subunidad A tiene una arquitectura
formada por dos dominios, ambos responsables de romper anillos aromaticos (PF00355 y
PF00848). Se reviso que en esta y en todas las arquitecturas los dominios no se superpusieran. La
subunidad B contiene un solo dominio, SnoaL (PF13577), el cual es encontrado en proteinas
involucradas en la ciclizacion de anillos aromaticos. Por ultimo, la subunidad C posee tres
dominios, uno de unién de grupos hierro-azufre (PF00111), un segundo dominio de unién al co-
factor NAD (PF00175) y el tercero de unién a FAD (PF00970).

La proteina DCDDH tiene un domino asociado a la sintesis de compuestos basados en el anillo de
piridina (PF04166). Finalmente, las subunidades Ay B de la proteina protocatecuato desoxigenasa
comparten el dominio desoxigenasa (PF00775), pero la subunidad B también tiene un dominio

asociado a la subunidad beta de las protocatecuato desoxigenasas (PF12391).

No se profundizé més en los mecanismos de accion de estas enzimas debido a que Unicamente se
queria conocer si las cepas del LBM tenian el potencial para usar TPA como fuente de carbono,
por lo que a continuacion se realiz6 la busqueda de estos dominios en las secuencias de

aminoacidos de estas.
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Tabla 12. Proteinas involucradas en el metabolismo completo del MHET y el TPA reportadas
por Yoshida et al., 2016 en P. sakaiensis, sus arquitecturas de dominios y los vales de E-value y
sequence score de hmmer con que se anotaron.

Proteina Dominios Pfam E-Value  Score
PF07519 8.90E-126  409.8
Mhetase
Tannase and feruloyl esterase
TTT-A PF01970 3.20E-160 522.6
Tripartite tricarboxylate transporter TctA family
TTT-B PF07331 6.90E-26  80.5
Tripartite tricarboxylate transporter TctB family
PF00355 1.50E-22 68.9
Rieske [2Fe-2S] domain
TPADO-A PF00848 2.30E-16  49.6
Ring hydroxylating alpha subunit (catalytic domain)
PF13577 3.10E-17  52.2
TPADO-B Snoal -like domain
PF00111 1.40E-16  49.8
2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain
PF00175 1.30E-20  63.6
TPADO-C Oxidoreductase NAD-binding domain
PF00970 1.40E-15 47
Oxidoreductase FAD-binding domain
PF04166 3.00E-69 2229
DCDDH Pyridoxal phosphate biosynthetic protein PdxA
PCDO-A _PFOO775 6.10E-21 64.1
Dioxygenase
PFO0775 2.20E-54  173.1
Dioxygenase
PCDO-B PF12391 5.60E-18  53.9
Protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit N terminal

Como se observa en la tabla 13, se encontraron algunos de los genes del metabolismo de TPA,
principalmente en las cepas 119, GOM6 y CBC2, las cuales poseen los transportadores
responsables. Por otro lado, Unicamente poseen dos de las subunidades de la TPA-dioxigenasa y
ninguna de la protocatecuato desoxigenasa, por lo que no se consider6 que las cepas puedan

metabolizar el TPA, al menos por la ruta canonica.
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Tabla 13. Resultado de la busqueda de proteinas con potencial metab6lico de MHET y TPA en
las cepas del LBM. 1 indica presencia y 0 ausencia.

ID MHET TTT-A TTT-B TPADO-A TPADO-B TPADO-C DCDDH PCDO

119 0 1 1 1 0 1 0 0
GOMS 0 0 0 1 0 0 1 0
GOM6 0 1 1 0 0 1 1 0
CBC2 1 1 1 1 0 1 1 0

La falta del metabolismo completo del PET podria parecer una limitante, no obstante, para fines
como el reciclaje de este polimero, con el objetivo de generar una economia circular, resulta mas
conveniente obtener los monémeros en el medio y que estos no sean mineralizados. Debido a esto,
Unicamente las enzimas que generan las hidrolisis primarias de este plastico son las que pueden

implementarse en esta problematica.

6.13. Pruebas de halo de aclaramiento

Inicialmente se probaron las cuatro cepas del LBM en cajas de LB+PCL para realizar un tamizaje
inicial. Tres ellas mostraron un halo de aclaramiento, a excepcion de la cepa 119. E. coli fue
colocada como control negativo (Figura 18B y Figura 18F). Al repetir las pruebas con cajas de
LB+BHET se reprodujo el patrén de halos de aclaramiento en las cepas (Figura 18). La cepa 119
mostrd un crecimiento irregular y no mostré un halo de aclaramiento en BHET, lo cual es inusual,
debido a su parecido a nivel de secuencia con la cepa Pseudomonas sp. GOM®6). Es posible que la
cepa no se encuentre axénica y que por eso muestre estas caracteristicas distintivas, por lo que se
descartd en el resto de los experimentos. Al no cuantificar la densidad Optica de los cultivos antes
de realizar las cajas, no es posible medir los halos de aclaramiento con el fin de conocer cual cepa
tiene una mejor degradacion. Como se esté realizando el ensayo con las cepas, no es posible saber
a este nivel si las posibles PETasas son las responsables del halo, por lo que no se considero que
esta medicion fuera importante. No haber expresado heterélogamente las enzimas en una cepa
como E. coli DH5a fue una limitante en el trabajo para confirmar la funcion de estas. En un
proyecto que continle con la caracterizacion de estas y se realice la expresion de la enzima seria

posible realizar estas mediciones de D.O. y de los halos de aclaramiento.

55



Pseudomonas sp. GOM6 Pseudomonas sp. GOM6

A B

S. stutzeri CBC2 H. aestusnigiri GOM5 S. stutzeri CBC2 H. aestusnigiri GOMS

Figura 18. Placas con LB inoculadas con tres cepas que contienen posibles PETasas y una E.
coli. Laplacal (A, B, Cy D) contiene PCL al 0.5% y la placa 2 (E, F, G y H) contiene BHET al
0.5%. Se incubaron por cinco dias a 30 °C.

6.14. Oligonucledtidos disefiados para PCR

Para el disefio de los oligonucleétidos se descartd la secuencia de la posibles PETasa encontrada
en la Halopseudomonas aestusnigiri GOMDS, ya que divergia demasiado de las secuencias del resto
de las posibles PETasas del LBM. Con estas se logré disefiar un oligonucleétido que no solo se
une a estas, ya que, tras realizar las pruebas de especificidad y sensibilidad, Unicamente se alinean
con los controles positivos de la familia Pseudomonadaceaede. Todos los amplicones tienen un
tamario de 143 pb. Los oligonucledtidos se unen en los motivos (generados en MEME, Tabla 4) 6
(forward) y 1 (reverse). EI motivo 6 no posee aminoacidos relacionados a la catélisis enzimatica,
mientras que el motivo 1 Unicamente contiene una de las cisteinas que forman el primer puente
disulfuro. Aunque no estén relacionados a la catalisis, es posible que estos motivos desempefien
alguna funcion estructural de importancia, ya que son las zonas mas conservadas a nivel de
nucledtidos en las seis cepas analizadas.

La secuencia utilizada para el oligonucledtido PetPseudomonadaceaeFW fue 5°-
GCACSGTGYAYTACCCSACC -3’ y para PetPseudomonadaceaeRV fue 5°- GGTATTCAT
GGTSATGACCACRAARCC -3°. Ambos poseen una Tm de 60 °C, lo que nos permite realizar el
gPCR en dos pasos, con la misma temperatura de alineamiento y extension, ya que la polimerasa
se activa a la misma temperatura. Ambos oligonucleétidos cuentan con dos nucle6tidos de citosina

en su extremo 3’, lo cual promueve una mejor unién durante la reaccion.
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Para disefiar estos oligonucledtidos, los cuales fueron capaces de unirse a diferentes posibles
PETasas de la familia Pseudomonadaceae, se tuvieron que agregar tres tipos de degeneraciones
dobles en la secuencia, siendo estas1aS (Co G), Y Ao T)yR (Ao G).

Para comprobar la especificidad y sensibilidad de los oligonucledtidos disefiados, se busco su
alineamiento (empleando SnapGene software (www.snapgene.com)) a través 96 genomas de
referencia seleccionados para este proposito: 17 de microorganismos degradadores de PET como
referencia, 39 de los aislados del LBM y 40 del microbioma humano como control negativo (Tabla
suplementaria 4). Se anotaron las temperaturas medias en caso de que se uniera el primer forward
0 reverse, mostrado en la matriz de confusion de la Tabla 14. Ninguno de los hits mostro falsos
positivos tanto para el oligonucle6tido forward como para el reverse dentro de un mismo genoma
(Tabla suplementaria 5). Esto indica que no existe un riesgo de obtener amplicones inespecificos

durante la reaccion.

Tabla 14. Matriz de confusion que muestra en qué secuencias geondmicas se unieron los
oligonucleotidos forward y reverse.

Base de datos ~ Verdadero negativo Falso negativo  Verdadero positivo  Falso positivo  Total

Forward

Referencia 13 0 4 0 17
LBM 32 0 3 9 44

Microbioma 37 0 0 3
Reverse 40
Referencia 12 0 0 5 17
LBM 37 0 3 4 44
Microbioma 38 0 0 2 40
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Se encontrd que los oligonucleotidos disefiados para las cepas de este trabajo también pueden
unirse in silico a la PETasa de P. sakaiensis y a cinco géneros de la familia Pseudomonadaceae
(Ectopseudomonas, Halopseudomonas, Stuzerimonas, Aquipseudomonas y Pseudomonas) con
PETasas caracterizadas (Figura 19). La unica excepcion fue la secuencia de la H. aestusnigiri
GOMS5, en la cual solo se une el oligonucle6tido reverse, ya que su region nucleotidica en donde

deberia alinearse con el forward es mas divergente que en el resto (Figura 19).

- 240 250 360 370
1 1 1 1
is GAP38373 GCACCGTGTACTACCCCACC GGCTTCGTGGTCATCACCATCGACACC
' igiri GOM5 GCACCATTTACTATCCGACA GGTTTCGTGGTCATGACTATTGATACC
y—‘; Halopseudomonas formosensis FOYD01000004  GTACCATTCATTACCCGACC GGTTTCGTGGTGATGACCATCGACACC
\_|: Ectopseudomonas oleovorans GUB92443 GCACCATCCACTATCCCACC GGCTTCGTGGTCATGACCATAGATACC
Halopseudomonas bauzanensis FOUAD1000001.1  GGACCATTCATTACCCGACC GGCTTCGTGGTCATGACCATCGACACC
B Stutzerimonas stutzeri CBC2 GCACCGTGCATTACCCCACC GGTTTTGTGGTCATGACCATGAATACC
Aquipseudomonas alcaligenes UGUP01000002 GCACCGTGTACTACCCGACC GGTTTCGTGGTGATGACCATGAACACC
Pseudomonas sp. 1198 GCACGGTGTATTACCCGACC GGTTTCGTGGTCATGACCATGAACACC
Pseudomonas sp. 119A GCACGGTGTATTACCCGACC GGTTTCGTGGTCATGACCATGAACACC
Pseudomonas sp. GOM6 GCACGGTGTATTACCCGACC GGTTTCGTGGTCATGACCATGAACACC

Consensus (50%) GCACCGTGTATTACCCGACC GGTTTCGTGGTCATGACCATGAACACC

;;; b T

Figura 19. Arbol filogenético y secuencias nucleotidicas de diez PETasas pertenecientes a cinco
géneros de la familia Pseudomonadaceae y a P. sakaiensis. Las secuencias corresponden a los
sitios de unidn de los oligonucle6tidos disefiados. En la parte inferior esta la secuencia consenso
de ambas regiones. Los colores en los taxones del arbol representan la Tm de los oligonucleétidos
forward (F) y reverse (R).

oooooogf
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6.15. Genes normalizadores para la RT-gPCR

Se revisd la bibliografia para encontrar los genes normalizadores cominmente usados en los
ensayos de RT-qPCR con el género Pseudomonas, ya que es el género para el cual se disefiaron
los oligonucledtidos.

Al extraer todas las secuencias de estos genes de los genomas del LBM, se alinearon en busca de
regiones conservadas para realizar la RT-gPCR. Las secuencias nucleotidicas mejor conservadas
fueron las del gen ribosomal rpoD, las cuales ya han sido usadas anteriormente para ensayos de
crecimiento normal, ensayos de infeccidn y ensayos de presion ocasionada por antibioticos (Tabla
15), por lo que se seleccionaron para el trabajo. Los oligonucledtidos resultantes fueron:
RpoDPseudomonadaceaeFW: 5°-YCGCGGCTACAAGTTCTCG-3".
RpoDPseudomonadaceaeRV: 5°- GCTTGTTGATSGTCTCGATCATGTG -3°.

Tabla 15. Genes normalizadores utilizados en estudios de RT-gPCR de diferentes cepas de
Pseudomonas.

Cepa Condicién Genes Referencia
Pseudomonas brassicacearum GS20 Crecimiento rho, rpoD y gyrA (Bai et al., 2020)
normal
Pesudomonas aeruginosa Déficit de rpoS (Algarni et al.,
carbono 2016)
Pseudomonas syringae pv. tomato Infeccion 16S, oprF, recA (Smith et al.,
DC3000 y rpoD 2018)
Varias cepas Cuantificacién proCy rpoD (Savli et al., 2003)
de Pesudomonas aeruginosa de genes de
resistencia
Pesudomonas aeruginosa PAO1 Exposicion a algD y nadB (Meng et al.,
antibidticos 2023)
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6.16. PCR de punto final

Se confirmd la presencia de los genes que codifican para posibles PETasas a nivel de DNA
mediante una PCR de punto final. Se observan bandas en el gel del tamafio esperado (143 pb) para
los amplicones de las posibles PETasas (Figura 20). Tampoco se encontré el amplicon en los
controles negativos seleccionados. Es interesante observar que la cepa GOMS5 no produjo el
amplicén de la PETasa, como se predijo en los analisis, posiblemente debido a la degeneracion de
la secuencia (Figura 19). A pesar de que la cepa GOM5 y GOM2, pertenecen a la familia
Pseudomonadaceae y fueron aisladas del Golfo de México, estas no causan falsos positivos con

este juego de oligonucledtidos.

Ladder )
v GOM6 CBC2 GOM5 ~ GOM2 E. coli Ctel -

200pb

100pb |

Figura 20. Electroforesis de los amplicones generados con los genes PETasa en las dos cepas
seleccionadas, tres controles negativos bidticos y un control negativo sin DNA.
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6.17. Cinética de crecimiento de Stutzerimonas (Cepa CBC2) y Pseudomonas (Cepas
GOMS)

Los resultados de la cinética de crecimiento (Tabla suplementaria 8) mostraron que las bacterias
crecieron mejor en el medio que Unicamente presentaba LB al 0.5X que en el suplementado con
BHET. Este comportamiento ha sido observado antes por Zadjelovic et al., 2020, en donde se
planea que el TPA (producto de la hidrolisis del BHET), tiene un efecto citotoxico al ser
acumulado. Como las cepas probadas no poseen la maquinaria celular capaz de metabolizar el
TPA, es probable que este se acumule en el medio. Se decidio tomar muestras de los matraces a
las 24, 48 y 72 horas, ya que se observa la fase de muerte de las cepas de CBC2 con BHET a las
96 horas (Figura 21). Al sintetizar el cDNA de las PETasas a las 24 horas, no se observo que
hubiera ocurrido una amplificacion, por lo que los gPCR Unicamente se realizaron con las muestras

tomadas a las 48 y 72 horas.

100,

0D600 (log)

1071,

Cepa y condicién
—— CBC2enlB
—i— CBC2 en BHET
-®- GOM6 en LB
-#- GOM6 en BHET

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Figura 21. Crecimiento de las cepas GOMG6 (linea roja) y CBC2 (linea azul) a lo largo de 96 horas
con el medio LB al 50% (circulos) y con LB al 50% con BHET (cuadrados).

61



6.18. Expresion de las posibles PETasas en presencia de BHET

Una vez que se tomaron las muestras en los tiempos seleccionados, se realizo la extraccion de los
acidos nucleicos, seguida de un tratamiento enzimatico para eliminar el DNA de las muestras. Al
realizar una PCR con los oligonucle6tidos y las muestras tratadas con la DNAsa no se observaron

bandas, lo que indica que no existe una contaminacion que pueda causar sesgos en la gPCR.

El cDNA fue amplificado a punto final después de ser sintetizado. De acuerdo con los resultados
obtenidos, se observa una clara tendencia de expresion de las posibles PETasas a las 72 horas, que
supera significativamente a la expresion observada en LB. Considerando que, a las 96 horas, el
crecimiento de las bacterias con BHET comienza a descender, es posible que a las 72 horas haya
sido el tiempo ideal para medir su expresion. Se realiz6 una prueba t de Student entre los distintos
tiempos para cada una de las cepas para conocer si existe una diferencia significativa en su
expresion. La prueba fue realizada con el software R (R Core Team, 2021). Se encontrd una
diferencia significativa en la expresion de la cepa CBC2 segun la prueba estadistica (Figura 22 y
Tabla suplementaria 10). La ausencia de una diferencia significativa en la expresion de la cepa
GOMBG6 puede deberse a la variabilidad biolégica durante el experimento (Tabla suplementaria 9)

0 a que la expresion en esta cepa no presente una diferencia significativa como la CBC2.

A Gcomes B cBc2
25

Expresion diferencial
Expresion diferencial

R AV W . NG
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 22. Expresion de la enzima PETasa en las cepas GOM6 (A) y CBC2 (B) a 48 y 72 horas.
La linea roja punteada indica la expresion en el medio LB. El * indica que de acuerdo con la prueba
de t de Student mostré un p-value <0.05.
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7. CONCLUSIONES
La presente investigacion integré herramientas bioinformaticas y experimentacion molecular para
identificar posibles PETasas y confirmar su expresion inducida por BHET, sustrato intermediario
del PET. El analisis in silico mediante matrices de motivos construidas a partir de la ISPETasa y
con busquedas iterativas de homélogos remotos permitio una busqueda taxonémicamente amplia,
logrando detectar secuencias candidatas a través de distintos géneros y en ambas bases de datos.
Esta estrategia mostrd buena especificidad, ya que no se obtuvieron coincidencias significativas

en los controles negativos, evidenciando la baja probabilidad de falsos positivos in silico.

Ademas, trabajar con bases de datos curadas, la clasificacion estructural y filogenética de las
secuencias identificadas permitié realizar andlisis entre estas variables. Esto produjo
agrupamientos entre posibles PETasas de acuerdo con sus clases taxonomicas, las cuales se
agruparon de acuerdo con el tipo de PETasas y a su ecosistema de origen, lo que indica una posible
especializacion taxondmica. El mapeo del contexto gendmico genero hipotesis sobre la regulacion
de estas enzimas, debido a la frecuente colocalizacion de genes de factores de transcripcion junto
a aproximadamente la mitad de las PETasas de referencia y de las identificadas. El estudio actual
no fue capaz de comprobar esta regulacion debido a limitaciones de tiempo, por lo que se propone
como un proyecto experimental a futuro. A pesar de la divergencia significativa a nivel de
nucleotidos entre las PETasas halladas, reflejada en la necesidad de emplear oligonucleotidos
degenerados para abarcar su deteccién, fue posible disefiar iniciadores RT-qPCR capaces de unirse
in silico a varios géneros de la familia Pseudomonadaceae y a la IsPETasa. Ademas de que
experimentalmente amplificaron eficientemente las posibles PETasas que se probaron.

Por altimo, mediante RT-gPCR se comprob6 que, en cultivos bacterianos expuestos a BHET, la
expresion de los genes PETasa seleccionados aumenta en comparacion con cultivos control en
ausencia de este compuesto. Este resultado fue consistente con la hipotesis de un sistema de
regulacién especifico que se activa en la presencia de productos de degradacion de PET. También
se reconocen las limitaciones de este estudio. Solo una fraccion de las enzimas candidatas
identificadas pudo ser evaluada experimentalmente, debido a restricciones de tiempo y recursos,
de modo que no todas las PETasas predichas fueron validadas en el laboratorio. Esto implica que
podrian existir falsos positivos in silico y que en realidad estas enzimas no sean capaces de

hidrolizar PET, por lo que la comprobacién experimental de su actividad es necesaria.
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8. PERSPECTIVAS

Comprobar, por medio de expresion heterologa, la capacidad de estas enzimas de hidrolizar
BHET.

Disefiar un par de oligonucleétidos para la cepa de Halopseudomonas aestusnigiri, con el
fin de medir su transcripcion.

Realizar un gPCR utilizando un medio distinto al LB al 0.5X, como un medio minimo con
una fuente de carbono simple (como citrato), lo cual contendria una menor cantidad de

interferencia y permitiria observar claramente la expresion diferencial durante la gPCR.

9. HIPOTESIS DE TRABAJO

Existe un mecanismo de regulacion en la expresién de PETasas asociado a los sistemas
AraC e histidina cinasa que se encuentran adyacentes a estas enzimas.

Las posibles PETasas identificadas en este estudio, que no pudieron clasificarse en los tipos
| 'y Il, podrian sintetizarse y expresarse para evaluar su capacidad de degradacion del PET.

Esto permitiria determinar si es necesario revisar la clasificacion actual.
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11. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla suplementaria 1. Genomas en el LBM que se encuentran disponibles en NCBI.

Clave Nombre
CBC1 Stutzerimonas stutzeri
CBC2 Stutzerimonas stutzeri
CBC3 Pseudomonas sp.
GOM1 Pseudomonas aeruginosa
GOM10 Staphylococcus sp.
GOM2 Stutzerimonas frequens
GOM3 Paenarthrobacter sp.
GOM4 Stutzerimonas kunmingensis
GOM5 Halopseudomonas aestusnigri
GOM®6 Pseudomonas sp.
GOM7 Pseudomonas sp.
GOMS8 Alloalcanivorax xenomutans
GOM9 Pseudomonas aeruginosa
MDS1 Marinobacter salarius
MDS2 Marinobacter sp.
MDS3 Vreelandella aquamarina
MDS4 Bacillus halotolerans
MDS5 Pseudalkalibacillus hwajinpoensis
MDS6 Bacillus sp.

Clave NCBI
GCF_039583995.1

GCF_039584005.1
GCF_037967085.1

GCF_006802095.1
GCF_047577315.1
GCF_009737025.1
GCF_018215265.2
GCF_019702405.1

GCF_021184005.1
GCF_029537485.1
GCF_026723825.1
GCF_032810065.1
GCF_032811685.1
GCF_030718145.1
GCF_030718085.1
GCF_030718065.1
GCF_030718045.1
GCF_030718105.1
GCF_030718025.1

Tabla suplementaria 2. Abundancia de los géneros en los cuales se encontraron homdélogos remotos de

la IsPETasa en el PSI-BLAST.

Género Abundancia
Streptomyces 68
Halopseudomonas 26
Micromonospora 24
Actinoplanes 23
Pseudomonas 21
Rhizobacter 17
Piscinibacter 17
Saccharothrix 15
Amycolatopsis 15
unclassified 12
Marinobacter 10

75



Actinomadura
Acidimicrobiales
Paractinoplanes
Nonomuraea
Lentzea
Streptosporangium
Aquabacterium
uncultured
Thermobifida
Cellulomonas
Amorphoplanes
Pseudomonadota
Actinokineospora
Sphaerisporangium
Kibdelosporangium
Actinophytocola
Roseateles
Noviherbaspirillum
Ketobacter

Gammaproteobacteria

Burkholderiales
Actinocorallia
Vibrio

Umezawaea
Steroidobacteraceae
Steroidobacter
Planomonospora
Oceaniserpentilla
Isoptericola
Thermocatellispora
Stutzerimonas
Streptomonospora
Spirillospora
Saccharopolyspora
Saccharomonospora
Rubrivivax
Pseudomonadales
Pseudomonadaceae
Proteobacteria
Planotetraspora
Oleispira
Mycobacteriales
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Kitasatospora
Kineococcus
Comamonadaceae
Candidatus
Caldimonas
Burkholderia
Alkalilimnicola
Actinosynnema
Verrucosispora
Thermomonospora
Thermodesulfobacteriota
Thermoactinospora
Streptosporangiaceae
Streptodolium
Spongiibacteraceae
Solwaraspora
Shewanella
Salinactinospora
Quadrisphaera
Qaidamihabitans
Promicromonospora
Plantactinospora
Phytohabitans
Pelomonas
Nocardiopsis
Mitsuaria
Microtetraspora
Micromonosporaceae
Marinimicrobium
Hydrogenophaga
Herbidospora
Hamadaea
Haloechinothrix
Hahellaceae
Ectothiorhodospiraceae
Deinococcus
Cellvibrionaceae
Catelliglobosispora
Burkholderiaceae
Asanoa

Arenicella
Allohahella
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Aestuariicella
Actinomycetota
Actinocrispum
Actinoalloteichus
Acidovorax

I

Tabla Suplementaria 3. Mejores hits (superior a E-100) del escaneo con MAST a través de los genomas

de confirmadas bacterias degradadoras de PET, bacterias del LBM y los cuarenta genomas del microbioma

humano como control negativo (se colocaron Unicamente los dos hits con un E-value negativo de estas

altimas, ya que no alcanzaron el E-value de 100).

Origen
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
LBM

LBM

Degradadora de PET
LBM

Degradadora de PET
Degradadora de PET
LBM

Degradadora de PET
LBM

Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Degradadora de PET
Microbioma humano

Microbioma humano

Cepa

Piscinibacter_sakaiensis_201
Rhizobacter_gummiphilus_NS21
Thermomonospora_curvata_DSM_43183
Thermobifida_halotolerans_DSM44931_ CP063196
Caldimonas_brevitalea_DSM7029
Rhizobacter_gummiphilus_NS21
Thermomonospora_curvata DSM_43183
Pseudomonas_sp_119
Pseudomonas_sp_GOM6
Thermobifida_halotolerans_DSM44931_CP063196
Pseudomonas_sp_119
Thermobifida_fusca_YX
Thermobifida_fusca_YX
Pseudomonas_sp_PBS4
Halopseudomonas_aestusnigri_VGX014
Halopseudomonas_aestusnigri_GOM5
Halopseudomonas_pelagia_CL-AP6
Oleispira_antarctica_strain_RB-8
Thermomonospora_curvata_DSM_43183
Rhizobacter_gummiphilus_NS21
Rhizobacter_gummiphilus_NS21
Bacterium_HR29
Rhizobacter_gummiphilus_NS21
Pseudomonas_citronellolis

Pseudomonas_aeruginosa

E-value

7.0E-203
1.2E-186
9.6E-177
1.7E-168
6.0E-168
1.1E-162
1.1E-162
6.3E-162
6.3E-162
1.1E-160
4.6E-159
6.2E-159
6.5E-156
2.6E-151
7.8E-149
1.8E-146
1.9E-143
5.4E-143
2.4E-130
1.6E-116
1.6E-103
2.8E-102
1.2E-101
1.4E-05

2.4E-05
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Tabla suplementaria 4. Taxonomia de las especies en el set de genomas del microbioma humano usadas

como control negativo en Snapgene para verificar la especificidad de los oligonucle6tidos.

Filo
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Bacteroidota
Bacteroidota
Bacteroidota
Bacteroidota
Bacteroidota
Bacteroidota
Bacteroidota
Campylobacterota
Desulfobacterota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Bacillota
Pseudomonadota
Pseudomonadota
Pseudomonadota
Pseudomonadota
Pseudomonadota
Pseudomonadota
Pseudomonadota

Pseudomonadota

Clase
Actinobacteria
Actinobacteria

Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Campylobacteria
Desulfovibrionia

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Clostridia
Negativicutes
Negativicutes

Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Orden
Actinomycetales
Actinomycetales

Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Flavobacteriales
Flavobacteriales
Campylobacterales
Desulfovibrionales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Erysipelotrichales
Erysipelotrichales
Erysipelotrichales
Lactobacillales
Tissierellales
Selenomonadales
Veillonellales
Burkholderiales
Enterobacterales
Enterobacterales
Pseudomonadales
Pseudomonadales
Pseudomonadales
Pseudomonadales

Pseudomonadales

Familia
Brevibacteriaceae
Cellulomonadaceae
Bacteroidaceae
Bacteroidaceae
Coprobacteraceae
Marinifilaceae
Rikenellaceae
Weeksellaceae
Weeksellaceae
Campylobacteraceae
Desulfovibrionaceae
Amphibacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Bacillaceae
Caldibacillaceae
Domibacillaceae
Erysipelatoclostridiaceae
Erysipelatoclostridiaceae
Erysipelotrichaceae
Listeriaceae
Helcococcaceae
Selenomonadaceae
Dialisteraceae
Burkholderiaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Halomonadaceae
Pseudomonadaceae
Pseudomonadaceae
Pseudomonadaceae

Pseudomonadaceae

Género
Brevibacterium
Cellulomonas
Bacteroides
Prevotella
Coprobacter
Odoribacter
Alistipes
Chryseobacterium
Chryseobacterium
Campylobacter
Desulfovibrio
Oceanobacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Erysipelatoclostridium
Stoquefichus
Absiella
Listeria
Parvimonas
Megamonas
Dialister
Sutterella
Hafnia
Metakosakonia
Salinicola
Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas

Pseudomonas

Especie
Brevibacterium senegalense
Cellulomonas massiliensis
Bacteroides xylanisolvens
Prevotella multisaccharivorax
Coprobacter fastidiosus
Odoribacter laneus
Alistipes putredinis
Chryseobacterium gambrini
Chryseobacterium bovis
Campylobacter concisus
Desulfovibrio piger
Oceanobacillus massiliensis
Bacillus sp900199695
Bacillus testis
Bacillus sp000821085
Bacillus massiliosenegalensis
Bacillus jeddahensis
Bacillus rubiinfantis
Bacillus simplex
Bacillus andreraoultii
Bacillus smithii
Erysipelatoclostridium ramosum
Stoquefichus massiliensis
Absiella innocuum
Listeria innocua
Parvimonas micra
Megamonas funiformis
Dialister succinatiphilus
Sutterella parvirubra
Hafnia alvei
Metakosakonia massiliensis
Salinicola tamaricis
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas citronellolis
Pseudomonas luteola

Pseudomonas aeruginosa
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Pseudomonadota
Pseudomonadota
Pseudomonadota

Pseudomonadota

Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Pseudomonadales
Pseudomonadales
Pseudomonadales

Pseudomonadales

Pseudomonadaceae
Pseudomonadaceae
Pseudomonadaceae

Pseudomonadaceae

Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas

Pseudomonas

Pseudomonas extremaustralis

Pseudomonas fragi
Pseudomonas fulva

Pseudomonas putida

Tabla suplementaria 5. Unidon de los oligonucleétidos disefiados para la identificacion de PETasas de
acuerdo con los pardmetros estandar de Snapgene. Se indica si la busqueda fue hecha con el oligonucle6tido
Forward o reverse, la base de datos en la que se encontraba, su Tm de union y si fue un falso o verdadero

positivo.
Grupo Cepa ™m Resultado
Forward
Microbioma humano 4740 54 Falso positivo
Microbioma humano 1580 53 Falso positivo
Microbioma humano 1581 56 Falso positivo
LBM 119 59 Falso positivo
LBM 246 55 Falso positivo
LBM 294 61 Falso positivo
LBM 305 56 Falso positivo
LBM GOM1 54 Falso positivo
LBM GOM2 56 Falso positivo
LBM GOM3 51 Falso positivo
LBM GOM6 59 Verdadero positivo
LBM GOM7 55 Falso positivo
LBM GOM9 54 Falso positivo
LBM PBS1 55 Falso positivo
LBM CBC1 55 Falso positivo
LBM CBC2 62 Verdadero positivo
Degradador de PET Calidomonas 55 Verdadero positivo
Degradador de PET Piscinibacter sakaiensis 56y 61 Verdadero positivo
Degradador de PET Pseudomonas_syringae 56 Verdadero positivo
Degradador de PET Rhizobacter_gummiphilus 55y 60 Verdadero positivo
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Grupo Cepa ™m Resultado
Reverse
Microbioma humano 142 45 Falso positivo
Microbioma humano 144 49 Falso positivo
Microbioma humano 152 45 Falso positivo
Microbioma humano 156 44 Falso positivo
Microbioma humano 1417 44 Falso positivo
Microbioma humano 1581 47 Falso positivo
Microbioma humano 4816 48 Falso positivo
Microbioma humano 4818 52 Falso positivo
Microbioma humano 5061 51 Falso positivo
LBM CBC3 52 Falso positivo
LBM CBC2 61 Verdadero positivo
LBM CBC1 44 Falso positivo
LBM MDS6 53 Falso positivo
LBM GOM6 59 Verdadero positivo
LBM GOM5 52 Falso positivo
LBM 318 51 Falso positivo
LBM 205 48 Falso positivo
LBM 119 59 Verdadero positivo
Degradador de PET T. curvata 55 Verdadero positivo
Degradador de PET T. haloternas 57y 60 Verdadero positivo
Degradador de PET P. mendocina 51 Falso positivo
Degradador de PET I. sakaiensis 60 Verdadero positivo
Degradador de PET H. aestusnigiri 51y 58 Verdadero positivo
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Tabla suplementaria 6. Las concentraciones de cada reactivo usado en las PCRs del trabajo.

Reactivos Cantidad 1X en pL
Buffer 25

MgCl,[0.5 mM] 1.25

dNTPs [10 mM] 0.625
Oligonuclettido FW [10 puM] 1
Oligonucle6tido RV [10 uM] 1
DNA 1

Enzima [0.05 unidades/uL] 0.125

Agua MiliQ 16.5

Tabla suplementaria 7. Los tiempos y temperaturas usados en los protocolos de las PCRs del trabajo.

Temperatura en °C Tiempo
95 3:00
94 0:30
60 0:30
72 0:15
Repetir 30 veces desde el segundo paso
72 10:00

12 Indefinido




Tabla suplementaria 8. Resultados de las cinéticas de crecimiento medidas por medio de densidad

Optica a 600 nm.

Tiempo
(h) Cepa Medio Replica DO 600
0 CBC2 LB 1 0.112
0 CBC2 LB 2 0.117
0 CBC2 LB 3 0.118
0 CBC2  BHET 1 0.131
0 CBC2  BHET 2 0.121
0 CBC2  BHET 3 0.122
0 GOM6 LB 1 0.124
0 GOM6 LB 2 0.119
0 GOM6 LB 3 0.118
0 GOM6  BHET 1 0.116
0 GOM6  BHET 2 0.12
0 GOM6  BHET 3 0.11
24 CBC2 LB 1 2.223
24 CBC2 LB 2 2.289
24 CBC2 LB 3 2.397
24 CBC2  BHET 1 1.452
24 CBC2  BHET 2 1.38
24 CBC2  BHET 3 1.248
24 GOM6 LB 1 1.833
24 GOM6 LB 2 1.692
24 GOM6 LB 3 1.758
24 GOM6 BHET 1 0.453
24 GOM6  BHET 2 0.582
24 GOM6  BHET 3 0.612
48 CBC2 LB 1 1.53
48 CBC2 LB 2 1.475
48 CBC2 LB 3 1.775
48 CBC2 BHET 1 0.525
48 CBC2  BHET 2 0.705
48 CBC2  BHET 3 0.525
48 GOM6 LB 1 2.33
48 GOM6 LB 2 1.28
48 GOM6 LB 3 1.285
48 GOM6 BHET 1 0.44
48 GOM6  BHET 2 0.95
48 GOM6  BHET 3 0.896
72 CBC2 LB 1 1.305




72 CBC2 LB 2 1.27
72 CBC2 LB 3 2.08
72 CBC2 BHET 1 0.902
72 CBC2 BHET 2 0.882
72 CBC2 BHET 3 0.878
72 GOM6 LB 1 3.43
72 GOM6 LB 2 2.845
72 GOM6 LB 3 2.28
72 GOM6  BHET 1 1.438
72 GOM6  BHET 2 1.83
72 GOM6  BHET 3 1.93
96 CBC2 LB 1 1.06
96 CBC2 LB 2 1.055
96 CBC2 LB 3 1.055
96 CBC2 BHET 1 0.052
96 CBC2 BHET 2 0.014
96 CBC2 BHET 3 0.07
96 GOM6 LB 1 2.785
96 GOM6 LB 2 2.615
96 GOM6 LB 3 2.845
96 GOM6  BHET 1 0.131
96 GOM6  BHET 2 0.317
96 GOM6  BHET 3 0.374

Tabla suplementaria 9. Resultados de los célculos de expresion y desviacion estandar obtenidos del
qPCR.

Tiempo y cepa Expresion en BHET Desviacion estandar
(En comparacién de LB)

48horas_ GOM6 1.16

48horas_GOM6 0.83 0.2
48horas_ GOM6 0.68

48horas_CBC2 0.43

48horas_CBC2 0.45 1.2
48horas_CBC2 2.62

72horas_GOM6 1.96

72horas_GOM6 0.99 0.75
72horas_ GOM®6 2.46

72horas_CBC2 3.18

72horas_CBC2 2.68 0.61

72horas_CBC2 1.96




Tabla suplementaria 10. Comparacion estadistica por medio de t de Student entre cada condicion contra
el control de LB 0.5X. Los resultados que se muestran son los P-values.

Cepay tiempo p-value

GOM®6 48 horas 0.84

GOM®6 72 horas 0.04

CBC2 48 horas 0.53

CBC2 72 horas 0.20
Marref

RefSoil

Actinoalloteichus [4]
Actinomadura [5]
Actinomarinicola [1]
Aquimarina [1]
Euzebya [1]
Halopseudononas [2]
Massilia [2]

Oleispira [1]
Pseudohongiella [1]
Pseudonwonas [5]
Psychrobacter [2]
Psychroflexus [1]
Streptononospora [1]
Verrucosispora [2]
Vibrio [2]

Figura suplementaria 1. Comparacion entre los géneros encontrados en la base de datos de
Marref y Refsoil. Entre corchetes se indica la cantidad de veces que ese género aparece.
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Amycolatopsis
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Kribbella
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Oleispira
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Thermomonospora
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Figura suplementaria 2. Abundancia de los géneros bacterianos clasificados segun los tres tipos
de PETasas presentes en cada uno. Las barras apiladas representan la abundancia absoluta de los
géneros, diferenciados por colores, en funcion del tipo de PETasa asociado. Los géneros que se
encuentran en mas de un tipo de PETasa tienen sus border remarcados con una linea negra. Debajo
de cada columna se encuentra el logo que muestra los aminoacidos de los 11 sitios de interés

usados durante su clasificacion.
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