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Resumen 

Los compuestos aromáticos pueden definirse como moléculas orgánicas 
conformadas por uno o más anillos aromáticos. Estos compuestos están presentes 
naturalmente en las plantas (como lignina, aminoácidos y taninos), y el petróleo. 
Otras fuentes incluyen aquellas derivadas de actividades antropogénicas como la 
agricultura, fuentes domésticas y la industria. Muchos de estos compuestos 
aromáticos están catalogados como contaminantes de prioridad ambiental. Se ha 
encontrado que diversos microorganismos tienen la capacidad de degradar estos 
compuestos, siendo las bacterias aerobias los degradadores más activos. La 
transformación de estos compuestos estructuralmente diversos, a través de vías 
metabólicas periféricas resulta en la formación de intermediarios claves como el 
catecol, protocatecuato y gentisato, los cuales en algunos casos no pueden ser 
degradados completamente. En este trabajo se obtuvieron cuatro aislados 
bacterianos en la región costera del Golfo de México en la cual se encontró una alta 
concentración de compuestos aromáticos. Estas cepas fueron capaces de crecer 
en presencia de fenantreno y pertenecen a los géneros Alcanivorax, 
Paenarthrobacter, Halomonas y Pseudomonas. Se probaron para ver si podían 
crecer en presencia de benzoato, gentisato y protocatecuato como única fuente de 
carbono. Nuestros resultados mostraron que Alcanivorax xenomutans y 
Pseudomonas sp. no tiene la capacidad de crecer en estos compuestos mientras 
que Paenarthrobacter sp. y Halomonas litopenaei tuvieron la capacidad de crecer 
en presencia de tres y dos de esto compuestos respectivamente. Además, en la 
mezcla de los tres compuestos aromáticos, observamos que Paenarthrobacter sp. 
tuvo una mayor tasa de crecimiento que Halomonas litopenaei y que las bacterias 
en el consorcio (integrado por estas dos cepas). Sus genomas fueron secuenciados 
y ensamblados para identificar las posibles rutas metabólicas empleadas en la 
degradación de estos compuestos aromáticos: encontramos que nuestros datos 
experimentales fueron corroborados con los datos obtenidos en los genomas. 
Finalmente, no observamos un mayor crecimiento o degradación en el consorcio en 
comparación con las cepas de manera individual: esto puede ser explicado debido 
a que ambos aislados cuentan con todas las enzimas necesarias para degradar 
completamente cada compuesto, siendo Paenarthrobacter sp. el aislado donde 
observamos la mayor tasa de crecimiento y degradación de estos compuestos 
aromáticos. 
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Abstract 

Aromatic compounds can be defined as organic molecules formed by one or more 
aromatic rings. These compounds are present in nature as lignin, amino acids and 
tannins. Although other sources of these compounds also include those derived from 
anthropogenic activities such agriculture, domestic sources and industry. Many of 
these aromatic compounds are catalogued as environmental priority pollutants. It 
has been found that several microorganisms have the capacity of degrading these 
compounds, being aerobic bacteria the most active. The transformation of these 
structurally diverse compounds, through peripheric metabolic pathways, results in 
the formation of key intermediates such as catechol, protocatechuate and gentisate, 
that in some cases, cannot be degraded completely. In this work, four bacterial 
isolates were obtained from the coastal region of the Gulf of Mexico in which a high 
concentration of aromatic compound was found. These strains were capable of 
growth in the presence of phenanthrene and belong to the genders Alcanivorax, 
Paenarthrobacter, Halomonas and Pseudomonas. We tested if these strains could 
grow in the presence of benzoate, protocatechuate, and gentisate as the sole carbon 
source. Our results showed that Alcanivorax xenomutans and Pseudomonas sp. do 
not have the capacity of growth in any of these compounds, while Halomonas 
litopenaei and Paenarthrobacter sp. are able of growing in two or three of these 
compounds respectively. Moreover, in the mixture of the three aromatic compounds 
we observed a higher growth rate in Paenarthrobacter sp. than Halomonas 
litopenaei and the in the consortium (integrated by these two strains). Their genomes 
were sequenced and assembled to identify the possible metabolic pathways used in 
the degradation of aromatic compounds, where we found that our experimental 
results were corroborated with the data obtained in the genomes. Finally, we did not 
observe a larger growth rate or degradation in our consortium compared to individual 
strains: this could be explained due to the fact that both isolates contain all the 
necessary enzymes to degrade each compound completely, being Paenarthrobacter 
sp. the isolate where we obtained the highest rate of growth and of degradation of 
these aromatic compounds. 
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1. Introducción 

1.1. Compuestos aromáticos  

Los compuestos aromáticos pueden ser definidos como moléculas orgánicas 
conformadas por uno o más anillos aromáticos, por ejemplo, de benceno (Seo et 
al., 2009), el cual está dentro de las estructuras químicas más abundantes en la 
naturaleza (Díaz, 2004). La forma del anillo proporciona estabilidad estructural y 
química debido a un sistema simétrico de electrones π, lo cual los convierte en 
compuestos recalcitrantes en el ambiente (Vogt et al., 2011). 

Se dividen principalmente en tres categorías: hidrocarburos aromáticos policíclicos, 
heterocíclicos y aromáticos substituidos (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de cada tipo de compuesto aromático. (A) Policíclicos, (B) 
heterocíclicos y (C) substituidos. 

 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos son una clase de químicos orgánicos 
complejos, los cuales están compuestos de carbono e hidrógeno con una estructura 
de al menos dos anillos de benceno fusionados (Khaiwal et al., 2007; CCME, 2010). 
Generalmente, la estabilidad electroquímica, persistencia, resistencia hacia la 
biodegradación e índice carcinogénico de los HAPs aumenta con el incremento en 
el número de anillos aromáticos, angularidad estructural e hidrofobicidad, por otro 
lado, la volatilidad tiende a decrecer con el incremento del peso molecular (Marston 
et al., 2001). Se agrupan en HAPs de bajo peso molecular a aquellos que cuentan 
con dos o tres anillos aromáticos mientras que los de alto peso molecular poseen 
cuatro o más anillos aromáticos (Mueller et al., 1996). 

Con base en su abundancia y toxicidad, 16 HAPs (Fig. 2) ya han sido enlistados 
como contaminantes de prioridad ambiental por la Agencia de Protección Ambiental 
de Estados Unidos (US EPA, por sus siglas en inglés) (Agency for Toxic Substances 
and Disease Registry [ATSDR], 1990; Abdel-Shafy & Mansour, 2016). 

A B C 
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Figura 2. Estructura de los 16 HAPs enlistados como contaminantes prioritarios por la US EPA. 
Tomada de Ghosal et al., 2016. 

 

Los compuestos heterocíclicos contienen dentro de su anillo a otros elementos 
diferentes al carbono, el compuesto puede ser oxígeno, nitrógeno o azufre 
(Siddiquee, 2014). Los dibenzofuranos, dibenzodioxinas y dibenzotiofenos se 
encuentran entre los contaminantes ambientales más importantes, estos a menudo 
coexisten en el ambiente con HAP, así como con otros compuestos aromáticos 
(Klein, 2000). 

Finalmente, los compuestos aromáticos sustituidos son un tipo de químicos 
donde uno o más átomos de hidrógeno del núcleo de la estructura son 
reemplazados con un grupo funcional como alquilo, hidroxilo, halógeno o con otros 
grupos de sustituyentes más grandes (March, 1985). 

 

1.2. Fuentes de compuestos aromáticos 

Se encuentran abundantemente en la naturaleza como: lignina, aminoácidos y 
taninos. Otras fuentes de estos compuestos incluyen aquellas derivadas de 
actividades antropogénicas como la agricultura (insecticidas y herbicidas), fuentes 
domésticas (lodos de depuradoras) y la industria (solventes, conservantes de 
madera, detergentes y petróleo) (Cinar, 2004).  
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Muchos de los compuestos aromáticos derivados de actividades antropogénicas 
que son liberados hacia el medio se encuentran entre los principales contaminantes 
ambientales ya que son tóxicos para los organismos vivos (Cao et al, 2009).  
Además de que la presencia de estos compuestos aromáticos en el ambiente 
presenta algunos problemas importantes, incluyendo: (1) algunos de ellos 
presentan un reto en el tratamiento de aguas residuales, y (2) contaminan las aguas 
superficiales y subterráneas (Cinar, 2004). 

 

1.2.1. Destino ambiental de estos compuestos aromáticos 

En el ambiente, estos compuestos pueden estar sujetos a diversos fenómenos 
físicos, químicos o biológicos, que pueden dar lugar a su transformación, 
eliminación o transporte a otros compartimentos ambientales. En los cuales se 
incluye la evaporación, dilución, precipitación, lixiviación, secuestro, reacciones 
abióticas (hidrólisis, fotooxidación, oxidaciones químicas), bioacumulación y 
biodegradación microbiana (Izquierdo, 2013). 

 

1.3. Biodegradación de los compuestos aromáticos por microorganismos  

La degradación de estos compuestos aromáticos en el ambiente está dominada por 
bacterias aerobias y anaerobias, así como de hongos aerobios (Fuchs et al., 2011). 
Los cuales expresan genes de diferentes rutas catabólicas, permitiéndoles usar una 
amplia gama de compuestos aromáticos como únicas fuentes de carbono y energía 
(Harayama & Timmis, 1992). La capacidad general de las bacterias para usar tales 
compuestos está relacionada con el hecho de que la gran parte de estos 
compuestos se encuentran formando mezclas complejas con otros compuestos 
orgánicos que se producen de manera natural, como los encontrados en exudados 
de las plantas, en suelos, e incluso en materia orgánica disuelta de agua dulce y 
agua de mar (Landry, 2012). Por lo tanto, estos microorganismos están 
constantemente expuestos a diversos compuestos aromáticos estructuralmente 
heterogéneos que son potencialmente metabolizables, dónde no es posible saber 
si los componentes de estas mezclas son usados de manera simultánea o 
secuencial (Harwood & Parales, 1996; Pérez-Pantoja et al., 2015).  En 
consecuencia, los microorganismos tienen un rol central en el reciclaje del carbono 
a partir de anillos aromáticos (Fig. 3). 
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Figura 3. Fuentes ambientales de compuestos aromáticos, los cuales son tomados por parte de 
microorganismos para ser transformados a través de las vías periféricas (superiores) en algunos 
intermediarios centrales claves como el catecol, protocatecuato, gentisato y benzoil-CoA. Las vías 
centrales (inferiores) luego dividen el anillo aromático en metabolitos intermedios centrales como el 
acetil-CoA, succinil- coA y piruvato. Tomada de Fuchs et al., 2011. 

 

La biodegradación de un compuesto aromático involucra una serie de pasos que 
utilizan diferentes enzimas (Abbasian et al., 2015), las cuales, ya sea en condiciones 
aerobias o anaerobias, desestabilizan el anillo de benceno a través de 
modificaciones químicas reversibles e irreversibles (Díaz et al., 2013). En estas 
reacciones, una porción del sustrato es oxidado para obtener energía mientras que 
otra parte es asimilada para formar masa celular (Díaz, 2004). 

Existen dos principales vías metabólicas que utilizan las bacterias para degradar los 
compuestos aromáticos dependiendo de la presencia o ausencia de oxígeno. En el 
catabolismo aerobio de los compuestos aromáticos, el oxígeno se utiliza como 
aceptor final de electrones y también como coenzima para la hidroxilación y la 
escisión del anillo oxigenolítico (esteroidal) del compuesto aromático. En contraste, 
en el catabolismo anaeróbico de los compuestos aromáticos se emplea una 
estrategia completamente diferente para atacar el anillo aromático mediante la 
adición de fumarato, dióxido de carbono o grupos metilo, además de que se utiliza 
como aceptor final de electrones el nitrato, sulfato o iones férricos (Carmona et al., 
2009).  
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1.3.1. Vías aerobias de degradación periféricas o superiores 

En condiciones aerobias, el primer paso en la degradación de estos compuestos 
aromáticos es una oxidación catalizada por enzimas oxigenasas de hierro no hemo 
de Rieske, flavoproteínas y monooxigenasas solubles di (Fe), las cuales se 
encargan de la activación y posterior degradación del anillo aromático (Gibson & 
Parales, 2000), estas se clasifican en; monooxigenasas (hidroxilasas) o 
dioxigenasas (Huijbers et al. 2014; Parales & Resnick 2004) (Fig. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Reacciones realizadas por enzimas oxigenasas. Las monooxigenasas incorporan un 
átomo de oxígeno del O2 al sustrato mientras que el segundo es reducido a H2O. Las dioxigenasas 
incorporan ambos átomos de oxígeno al sustrato. Tomada de Fritsche & Hofrichter, 2000.  

 

Las monooxigenasas catalizan la escisión del enlace oxígeno-oxígeno del O2, 
insertando un átomo de oxígeno dentro del anillo aromático formando fenoles y 
posteriormente catecoles, mientras que el otro es reducido a H2O (Ladino-Orjuela et 
al., 2015).  

Las dioxigenasas, por otro lado, llevan a cabo la dihidroxilación del anillo aromático 
dando como resultado la formación de un cis-dihidrodiol, el cual es rearomatizado 
hacia un diol intermediario por la acción de una deshidrogenasa. La dioxigenasa es 
una enzima integrada por varios componentes que generalmente consiste en una 
reductasa, ferredoxina y subunidades oxigenasa terminales (Mallick et al., 2011). 

La transformación de estos compuestos aromáticos estructuralmente diversos a 
través de vías metabólicas periféricas da como lugar intermediarios clave como el 
catecol (1,2-dihidroxibenceno), protocatecuato (3,4-dihidroxibenzoato) y gentisato 
(2,5-dihidroxibenzoato) (Fig. 5), los cuales son posteriormente canalizados a través 

Reacción de monooxigenasa 

Reacción de dioxigenasa 
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de unas pocas vías centrales (inferiores) hacia el metabolismo celular (Cao et al., 
2009).  

 

 

Figura 5. Metabolismo aerobio de diferentes aromáticos vía intermediarios di- o trihidroxilados. Los 
metabolitos intermediarios más importantes como el catecol, gentisato y protocatecuato están 
remarcados con rojo. Tomada de Duarte et al., 2014. 

 

Sin embargo, en los estudios sobre la degradación de HAPs por consorcios 
microbianos, las vías inferiores son casi siempre ignoradas. En 2006, Luan et al., 
detectaron metabolitos intermedios producidos durante la degradación de HAPs por 
un consorcio bacteriano, esto sugiere que este consorcio contiene múltiples vías 
superiores y únicamente una vía inferior. De igual manera, durante el tratamiento 
biológico de aguas residuales en plantas que contienen un reactor anóxico y otro 
aerobio en serie, los compuestos aromáticos pueden no ser degradados 
completamente, generando intermediarios centrales como el catecol, gentisato y 
protocatecuato durante la biodegradación aerobia (Cinar, 2004). Siendo este un 
fenómeno común observado en la degradación de HAPs (Dastgheib et al., 2012). 
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Se ha encontrado que la presencia de enzimas dioxigenasas capaces de degradar 
tales compuestos desempeñan papeles fundamentales en los procesos de la 
biodegradación de HAPs (Wang et al., 2018), esto debido a que la acumulación de 
estos metabolitos intermedios procedentes de la degradación de estos compuestos 
aromáticos puede ser igual o más tóxicos que el compuesto original (Moscoso et 
al., 2012)  

 

1.3.2. Vías aerobias de degradación centrales o inferiores 

Los intermediarios di o trihidroxilados obtenidos a partir de las vías superiores 
pueden ser canalizados hacia las vías de degradación inferiores ya sea por enzimas 
intra o extradiol dioxigenasas, cada una de las cuales pueden escindir el anillo 
aromático por la vía intradiol (orto) y extradiol (meta) respectivamente (Fritsche & 
Hofrichter, 2000) (Fig. 6). La reacción intradiol que se lleva a cabo entre los dos 
grupos hidroxilos lo realiza una dioxigenasa empleando Fe (II) como cofactor (Guzik 
et al., 2013). Mientras que la reacción extradiol ejecutada en el enlace carbono-
carbono adyacente a uno de los grupos hidroxilos lo llevan a cabo dioxigenasas 
usando Fe (III) como cofactor (Suenaga et al., 2014).   

 

 

Figura 6. Diferentes reacciones catalizadas por enzimas intra y extradiol dioxigenasas. Tomada de 
Mendel et al., 2004. 

 

Contrario a la superfamilia de las intradiol dioxigenasas en la cual todos sus 
miembros pertenecen a una misma superfamilia, las enzimas reportadas 
involucradas en la escisión extradiol de compuestos aromáticos pueden ser 
categorizadas en tres diferentes superfamilias; Tipo I extradiol dioxigenasas (por 
ejemplo la catecol 2,3-dioxigenasas), las cuales pertenecen a la superfamilia VOC, 
las tipo II o superfamilia LigB extradiol dioxigenasas que abarca, entre otras a las 
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protocatecuato 4,5-dioxigenasas y las tipo III, enzimas como las gentisato 
dioxigenasas, que comprende a la superfamilia cupin (Duarte, 2014). 

Sin embargo, existen un grupo de dioxigenasas hidroxiladoras del anillo que se sabe 
son de gran importancia en la degradación de compuestos aromáticos, las cuales 
son la enzima catecol 1,2 dioxigenasa, catecol 2,3 dioxigenasa, gentisato 1,2 
dioxigenasa y protocatecuato 3,4 dioxigenasa (Azhari et al., 2007; Táncsics et al., 
2008; Wang 2007).  

En el caso de la vía ortho del catecol, el metabolismo del mismo es iniciado por una 
reacción intradiol catalizada por una catecol 1,2-dioxigenasa resultando en la 
formación de cis,cis-muconato, el cual es subsecuentemente transformado en 
muconolactona por una muconato cicloisomerasa. La muconolactona isomerasa 
cambia de posición el doble enlace para formar 3-oxoadipato-enol-lactona (primer 
intermediario común entre la vía del catecol y el protocatecuato (Pérez-Pantoja, 
2010). Por la vía meta, el catecol es convertido en 2-hidroximuconato semialdehido 
por la enzima extradiol catecol 2,3 dioxigenasa, este compuesto es transformado en 
2-oxopent-dienoato por una deshidrogenasa, posteriormente es catabolizado por 
una 2-oxopent-dienato hidratasa en 4-hidroxi-2-oxovalerato, el cual finalmente es 
convertido en piruvato y acetaldehído por una enzima 4-hidroxi-2-oxovalerato 
aldolasa (Nešvera et al., 2015) (Fig. 7A).  

En la vía ortho del protocatecuato este es escindido en la posición 3,4 por una 
protocatecuato 3,4-dioxigenasa, formando β-Carboxi-cis,cis-muconato (Phale et al., 
2019), el cual es transformado en γ-carboximuconolactone por una 3-carboxi-
cis,cis-muconato cicloisomerasa, finalmente una enzima 4-carboximuconolactona 
descarboxilasa transforma este intermediario en 3-oxoadipato-enol-lactona (Buchan 
et al., 2004) (Fig. 7B), el cual converge con la vía de degradación del catecol y que 
posteriormente es integrado a la vía del β-cetoadipato, donde posteriormente un 
grupo de enzimas lo convierten en un intermediario de los ácidos tricarboxílicos (Li 
et al., 2010). 

En la vía de degradación del gentisato, una enzima gentisato 1,2-dioxigenasa rompe 
el anillo aromático entre el grupo carboxilo y el grupo hidroxilo más próximo 
formando maleilpiruvato, el cual puede ser convertido en intermediarios del ciclo de 
Krebs a través de dos rutas, una escisión hidrolítica da lugar a la formación de 
piruvato y malato hecha por una maleilpiruvato hidrolasa, o la isomerización hacia 
fumarilpiruvato y la subsecuente reacción hidrolítica por una fumarilpiruvato 
hidrolasa para formar fumarato y piruvato (Crawford & Frick, 1977) (Fig. 7C).   
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Figura 7. Vías de degradación de diferentes intermediarios centrales en el metabolismo de 
compuestos aromáticos. (A) Vía ortho y meta de la degradación de catecol. Tomada de Nešvera et 
al., 2015 (B) Vía ortho de degradación del protocatecuato. Tomada de Buchan et al., 2004. (C) Vía 
meta de degradación del gentisato Tomada de Vrchotova, et al., 2013. 
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1.3.3. Factores que influyen en la capacidad de degradar compuestos 

aromáticos 

La capacidad de biodegradación de los compuestos aromáticos por los 
microorganismos depende en gran medida de las propiedades del compuesto per 
se, del medio en el que se encuentran y finalmente de las características propias de 
los microorganismos (Fig. 8). 

 

Figura 8. Factores bióticos y abióticos que inciden en la degradación de los compuestos aromáticos. 
Modificada de Ghosal et al., 2016. 

 

1.4. Géneros bacterianos degradadores de compuestos aromáticos 

Se han logrado aislar una gran cantidad de bacterias de diferentes entornos 
naturales que cuentan con la capacidad de degradar compuestos aromáticos, 
dentro de los cuales destacan los géneros de bacterias marinas como 
Cycloclasticus sp. Marinobacter sp. y Pseudomonas sp. (Tabla 1), siendo este 
último género y las especies estrechamente relacionadas a él, las más estudiadas 
debido a su habilidad de degradar un amplio rango de contaminantes (Wackett, 
2003).    

 

Tabla  1. Lista de algunas cepas reportadas como degradadoras de compuestos aromáticos 
(Seo et al., 2009). 

Género Sustrato Referencia 
Arthrobacter sp. Fluoreno Casellas et al., 1997 
Bacillus cereus Pireno Kazunga y Aitken, 2000 
Burkholderia xenovorans Benzoato Denef et al., 2005 
Cycloclasticus sp. Pireno Wang et al., 2008 
Marinobacter sp. Naftaleno Hedlund et al., 2001 
Pseudomonas aeruginosa Fenantreno Romero et al., 1991 
Pseudomonas stutzeri Pireno Kazunga y Aitken, 2000 
Rhodococcus sp. Benzotiofeno Kirimura et al., 2002 
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Sin embargo, por lo general se ha observado que no es muy común que un 
microorganismo en particular cuente con todos los genes necesarios para la 
completa mineralización de contaminantes orgánicos tales como los compuestos 
aromáticos policíclicos (Ghosal et al., 2016). Por otro lado, se ha observado que los 
consorcios microbianos pueden realizar funciones más complicadas en 
comparación con poblaciones individuales ya que puede ser más robusto frente a 
fluctuaciones ambientales (Brenner et al, 2008). 

 

1.4.1. Consorcios microbianos naturales degradadores  

En la naturaleza las bacterias no se encuentran de manera aislada, sino que están 
asociadas formando consorcios donde son capaces de cumplir tareas como la 
degradación de contaminantes tales como los compuestos aromáticos. Se ha visto 
que las comunidades degradadoras de estos compuestos están ampliamente 
distribuidas y pueden enriquecerse en ambientes marinos que estén contaminados 
(Hassanshahian et al., 2015).  

Estas comunidades microbianas tienen una flexibilidad metabólica más amplia y son 
capaces de catalizar muchos procesos más eficientemente debido a que las vías 
metabólicas y los sistemas enzimáticos de diferentes organismos pueden ser 
combinados cooperativamente (Großkopf & Soyer, 2014) (Fig. 9). 

 

 

Figura 9. Procesamiento de reacciones complejas por (a) una sola población o (b) un consorcio 
microbiano. La generación de un producto (P) a partir de un sustrato (S) puede requerir múltiples 
pasos a través de la síntesis de varios intermediarios (X1 y X2). Tomada de Brenner et al, 2008. 
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Sin embargo, existen limitaciones significantes al tratar de responder cuestiones 
fundamentales ecológicas y evolutivas que rodean a las comunidades microbianas 
naturales (Jessup et al., 2004). Incluso en las comunidades microbianas naturales 
más simples integradas por decenas o miles de especies usualmente no es posible 
verificar experimentalmente qué especies son parte activa de la comunidad o cuáles 
están desempeñando funciones clave (Curtis et al., 2002). 

 

1.4.2. Consorcios microbianos sintéticos 

Mientras que los consorcios naturales son difíciles de analizar, los medios de cultivo 
enriquecido son claves entre la transición de comunidades naturales y sintéticas.  
Estos son cultivos obtenidos a partir de muestras ambientales donde se promueve 
el crecimiento de microorganismos manipulando la composición del medio 
(Ponomarova & Patil, 2015). Estás comunidades sintéticas proporcionan una mayor 
reducción en la complejidad, creando un sistema más manejable para el 
descubrimiento de intercambios metabólicos (Song et al., 2014), los cuales 
contribuyen a través de la división de labores a la realización de tareas a nivel 
comunidad como la biodegradación (Lykidis et al., 2011).  

Las comunidades construidas con aislados provenientes de ambientes similares 
maximiza el parecido con la comunidad natural y preserva interacciones autóctonas 
moldeadas por la coadaptación/evolución (Stadie et al., 2013). Cabe resaltar que la 
estabilidad de estás comunidades está basada entre las múltiples interacciones que 
tienen lugar entre los miembros de la comunidad, implicando interacciones químicas 
(transferencia de metabolitos, comunicación, antibiosis) así como interacciones 
celulares (agregación celular, formación de biofilm y depredación) (Jagmann & 
Philipp, 2014).  

El tipo de interacciones basadas en la transferencia de metabolitos depende del 
efecto neto que tenga un organismo A sobre un organismo B, el cual puede ser 
neutral, positivo o negativo, dando como resultado seis diferentes tipos de 
interacciones basales encontradas en las comunidades microbianas (Fig. 10). Una 
de las cuales es el comensalismo, que se da cuando el organismo B se aprovecha 
del producto de desecho del organismo A, el cual no es afectado por esta 
interacción. La competencia se da cuando ambos organismos luchan por el mismo 
sustrato. Mientras que la depredación ocurre cuando uno de los metabolitos 
producido por algún organismo inhibe el crecimiento del otro, por otro lado, la 
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sintrofía sucede cuando el metabolito producido por el organismo A, el cual lo inhibe, 
es tomado por el organismo B (Großkopf & Soyer, 2014).  

 

 

Figura 10. Tipos de interacciones metabólicas. Los círculos azules y amarillos representan diferentes 
cepas mientras que lo cuadrados representan los metabolitos. Las interacciones estimulatorias o 
inhibitorias están indicadas con flechas rojas y verdes. Tomada de Großkopf & Soyer, 2014. 

 

Un consorcio microbiano sintético se puede definir como una comunidad que fue 
creada artificialmente mediante el cultivo mixto de diferentes especies 
seleccionadas (dos o más), bajo condiciones de medio bien definidas (Fig. 11). 
Existen diferentes maneras de diseñar un consorcio microbiano sintético (Jia et al., 
2016). Una de las cuales está basada en la función, este enfoque se centra en 
determinar primero una función para la comunidad y luego caracterizar la estructura 
y dinámica de la misma en detalle. Dentro de este enfoque, las comunidades 
microbianas “naturales” utilizadas en biotecnología son de mucho interés, ya que la 
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producción o degradación de una sustancia en particular puede actuar como una 
medida objetiva de desempeño. 

 

 

 

Figura 11. En esta ilustración se representa el método para obtener un consorcio bacteriano sintético 
a partir de un consorcio natural. Modificada de Ponomarova & Patil, 2015. 

 

2. Antecedentes directos 

Un estudio realizado a partir de la campaña oceanográfica del suroeste del Golfo de 
México SOGOM-I (2016), acerca de la concentración de hidrocarburos presentes 
en el sedimento marino demostró que, en la región costera de Veracruz, hay una 
mayor concentración de hidrocarburos aromáticos policíclicos, en comparación con 
los hidrocarburos alifáticos (Fig. 12). En las estaciones correspondientes a esta 
región se realizó un análisis de la diversidad microbiana presente en las muestras 
de sedimento, mediante la secuenciación masiva del fragmento V3-V4 del gen 
ribosomal 16S. Los resultados muestran una gran diversidad microbiana 
comparable con otros sedimentos marinos del mundo y se describen algunos 
géneros reportados como degradadores de compuestos aromáticos, Cyclocasticus, 
Geobacter y Marinobacter (Fig. 13). 
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Figura 12. En este mapa se indican las diferentes estaciones muestreadas durante la campaña 
SOGOM-I (CIGoM, 2016). Cada círculo representa una estación de muestreo, los de color verde 
indican una mayor concentración de hidrocarburos alifáticos que aromáticos, mientras que los rojos 
lo contrario. Los puntos negros indican la presencia de chapopoteras naturales. Datos no publicados. 

 

 

Figura 13. Abundancia relativa de los géneros bacterianos obtenidos mediante secuenciación del 
fragmento V3-V4 del gen 16S, utilizando cinco diferentes sedimentos del suroeste del Golfo de 
México con una alta concentración de compuestos aromáticos. Datos no publicados. 
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Las muestras de cada estación se cultivaron en presencia de fenantreno como única 
fuente de carbono durante tres meses, obteniendo así consorcios bacterianos 
conformados desde 300 hasta 490 géneros distintos (Fig. 14); siendo los géneros 
más abundantes Cycloclasticus, Alcanivorax, Sneathiella y Marinobacter.   

 

 

Figura 14. Abundancia relativa de los géneros bacterianos obtenidos mediante secuenciación del 
fragmento V3-V4 del gen 16S, utilizando cultivos bacterianos enriquecidos con fenantreno. En blanco 
se encuentran concentrados los géneros con menor abundancia. Datos no publicados. 

 

Dado que se encontraron géneros relacionados con la degradación de compuestos 
aromáticos, es probable que se puedan aislar a cepas bacterianas a partir de 
consorcios enriquecidos que tengan la capacidad de metabolizar sustratos 
aromáticos. 

 

3. Justificación 

Para abordar las dificultades asociadas al estudio de las comunidades naturales es 
posible crear un sistema modelo de comunidades artificiales que conserven las 
características clave de sus contrapartes naturales, con la finalidad de evaluar sus 
contribuciones metabólicas de una manera controlada. En este proyecto de 
investigación proponemos utilizar los consorcios sintéticos como una herramienta 
biotecnológica empleada para la degradación de una mezcla de compuestos 
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aromáticos, dada la limitada capacidad que presentan los cultivos aislados para 
degradar mezclas complejas de estos compuestos. 

 

4. Hipótesis 

Un consorcio bacteriano sintético compuesto de aislados provenientes de 
sedimentos del Golfo de México con una alta concentración de hidrocarburos 
aromáticos, es capaz de degradar compuestos aromáticos monocíclicos más 
eficientemente que sus partes por separado. 

 

5. Objetivo General 

Diseñar un consorcio bacteriano sintético para degradar compuestos aromáticos 
monocíclicos. 

 

5.1. Objetivos Específicos 

1. Aislar y caracterizar molecularmente bacterias provenientes del Golfo de 
México con capacidad de crecer en presencia de fenantreno. 
 

2. Evaluar el crecimiento y capacidad de degradación de las cepas 
seleccionadas sobre compuestos aromáticos por separado y en diferentes 
combinaciones. 

 
3. Secuenciar el genoma de los aislados y analizar las vías metabólicas 

involucradas en la degradación de compuestos aromáticos monocíclicos. 
 

4. Inferir las interacciones ecológicas entre las cepas del consorcio en presencia 
de una mezcla de compuestos aromáticos.  
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6. Metodología 

6.1. Obtención de los aislados  

Con el objetivo de separar a los aislados bacterianos a partir de los consorcios 
enriquecidos en fenantreno se realizaron diluciones seriadas, las cuales se 
plaquearon en cajas de EDM sólido compuesto por (g · L-1) NaCl 23,6; KCl 0,64; 
MgCl2 · 6H2O 4,53; MgSO4 · 7H2O 5,94; CaCl2 · 2H2O 0,98; agar 15; triptona 5 y 
extracto de levadura 1. Se seleccionaron aproximadamente 40 colonias diferentes 
de acuerdo a su morfología y se platearon en nuevas cajas de EDM. 

Estos mismos aislados se resembraron en 5 ml de medio Burk líquido compuesto 
por (g · L-1) Na2SO4 0.183; CaCl2 0.073; NH4Cl 0,267; MgCl2 · 6H2O 0.16; NaMoO4 
· 2H2O 0.0002; FeSO4 0.005; NaCl 11.68; K2HPO4 0.8; KH2PO4 0.2. Además, se le 
adicionó fenantreno al 0.01% (p/v) como única fuente de carbono, esto con el 
objetivo de seleccionar a las cepas degradadoras que pudieran estar metabolizando 
este compuesto. 

 

6.1.1. Extracción de DNA genómico y amplificación del gen 16S 

Para extraer el DNA genómico de los aislados obtenidos se utilizó el kit Quick-DNA 
Miniprep de Zymo Research empleando el protocolo para células en suspensión y 
proteasa K. Para amplificar el gen 16S se utilizaron oligonucleotidos universales 27F 
(5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’) y 1492R (l) (5’ GGTTACCTTGTTACGACTT3’) 
en un equipo C1000 Series Touch Thermal Cyclers de Bio-Rad empleando las 
condiciones de tiempo y temperatura óptimas de amplificación (Tabla 2).  

 

Tabla  2. Los parámetros para la PCR se definieron con base a la naturaleza de los 
oligonucleótidos y de la enzima Phusion. 

Paso Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 98 °C 
98 °C 

0.30 s 
0:10 s 

26 ciclos 60 °C 
72 °C 

0:30 s 
1:00 s 

Extensión final 72 °C 10:00 s 
 

Se purificó el producto de PCR con el kit High Pure PCR Product Purification de 
Roche para su posterior secuenciación. 
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6.1.2. Secuenciación y blast del 16S de los aislados 

Se secuenció el producto del PCR mediante el método de Sanger a la Unidad de 
Síntesis y Secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología, UNAM. Con las 
secuencias obtenidas se realizó un BLAST en el servidor de la página del NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con la base de datos de las secuencias del 
RNA ribosomal 16S y excluyendo secuencias de muestras no cultivables y 
ambientales. 

 

6.2. Marcaje de las cepas con diferentes antibióticos 

Para identificar a los diferentes aislados dentro de un consorcio se optó por 
marcarlos a cada uno con diferentes antibióticos. Para ello se utilizaron cuatro 
diferentes antibióticos (uno por cada aislado), estreptomicina 100 µg ml-1, 
rifampicina 30 µg ml-1, ácido nalidíxico 20 µg ml-1 y kanamicina 30 µg ml-1, con 
cada uno de ellos se prepararon cajas de medio sólido tanto en LB como en EDM, 
como control se prepararon cajas sin antibiótico. 

Se realizaron cultivos overnight de cada cepa en un volumen de tres mililitros, de 
los cuales se tomaron 50 µl para realizar diluciones -2, -4 y -6 en tubos con cinco 
mililitros de medio de cultivo. Posteriormente, se dividieron las cajas con antibiótico 
y sin antibiótico en cuatro cuadrantes y en cada una de ellas se colocaron 20 µl de 
cultivo overnight de cada cepa, así como de las tres diluciones correspondientes. 
Estas cajas se incubaron a 30 °C durante dos días (Fig. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Representación de la metodología empleada para evaluar el crecimiento de cada cepa 
en cada uno de los diferentes antibióticos utilizados. 
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20 

Para el caso donde no hubiera crecimiento en alguno de los antibióticos se optó por 
realizar diluciones hasta -6, para después tomar 100 µl y plaquearlos hasta en ocho 
cajas en los medios con antibiótico donde ninguna de las cepas logró crecer.  

Al conseguir que cada uno de los aislados creciera en presencia de un antibiótico 
en particular, se procedió a picar una colonia y estriarla en una nueva caja con 
antibiótico, esto se realizó hasta en tres ocasiones con la finalidad de obtener 
colonias puras. Finalmente, se realizaron ensayos para probar que no hubiera 
resistencia cruzada entre las diferentes cepas, es decir, que únicamente crecieran 
en un solo antibiótico. Para ello se volvieron a realizar diluciones hasta -6 y se 
platearon en los diferentes medios con antibiótico. 

 

6.3. Cinética de crecimiento de los aislados y el consorcio en presencia de 

un solo compuesto aromático 

Para comprobar la habilidad de los aislados y el consorcio para degradar 
compuestos aromáticos monocíclicos se comenzó con la preparación de los pre-
inóculos de cada cepa en medio rico líquido overnight, 180 rpm a 30°C. Se tomó la 
cantidad necesaria del pre-inóculo para inocular a cada tubo de ensayo 5 ml de 
medio Burk de tal manera que se iniciara con una DO600nm cercana a 0.1, este pre-
inóculo se vertió en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml y se centrifugó a 5000 rpm, 
4 °C durante 15 minutos, se decantó el sobrenadante, se le añadió un mililitro de 
agua Milli-Q (MQ) estéril y se volvió a centrifugar bajo los mismos parámetros.  

Los compuestos aromáticos elegidos para realizar estos ensayos fueron el ácido 
benzoico, ácido gentísico y el ácido protocatecuico en tres diferentes 
concentraciones; 0.06%, 0.08% y 0.1% (p/v), los cuales se diluyeron en agua MQ 
estéril para posteriormente ser añadidos al medio (para el caso del ácido benzoico 
se tuvo que calentar previamente el agua). Debido al carácter ácido de estos 
compuestos, fueron neutralizados hasta alcanzar un pH 7 añadiendo NaOH 5M al 
medio. Cada uno de estos medios se filtró con un filtro estéril para jeringa de 0.45 
µm.  

Finalmente se inocularon por separado cada una de las cepas y el consorcio en seis 
tubos, tres tubos para medir crecimiento de las cepas y otros tres tubos para medir 
la disminución del compuesto aromático. Estos tubos se incubaron a 30 °C a 180 
rpm (Fig. 16).  
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Figura 16. Diseño esquemático de la cinética de crecimiento para los aislados y el consorcio. Los 
óvalos naranjas representan a las bacterias. 

 

6.3.1. Cinética de crecimiento de los aislados y el consorcio en presencia de 

dos o más compuestos aromáticos. 

Para evaluar por un lado el crecimiento, y por otro la disminución de la concentración 
de los compuestos aromáticos se realizó la misma metodología de inoculación y 
preparación del medio que con los compuestos de manera individual, solo que en 
este caso se probó con tres diferentes combinaciones de dos compuestos cada una, 
a una concentración de 0.05% cada uno, es decir, una concentración final de 0.1% 
sumando ambos compuestos aromáticos. Por último, el ensayo en presencia de los 
tres compuestos aromáticos a una concentración de 0.033% cada uno para obtener 
también una concentración final de 0.1%. Todos los experimentos se realizaron por 
triplicado.   

   

6.4. Medición de DO600nm y concentración del compuesto aromático 

Para medir la DO se tomaron 400 µl de muestra y se midió la absorbancia a una 
longitud de onda de 600nm, estas mediciones se tomaron cada ocho horas con un 
espectrofotómetro Jenway modelo 6320D.  

Para medir la concentración de cada compuesto aromático se tomaron 200 µl de 
muestra también cada ocho horas y se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 
minutos, se tomó del sobrenadante el volumen correspondiente y se diluyó en agua 
estéril alcanzando un volumen final de 200 µl, esto con el objetivo de tener 
mediciones más confiables que van desde 0.1 a 1, para ello se utilizó el lector de 
microplaca Synergy 2 Multi-Mode de BioTek. Como cada compuesto tiene un 
espectro de absorbancia diferente, se tomó la absorbancia máxima de cada uno 
para poder medir su concentración, siendo la del ácido benzoico a 230nm (Cabel et 
al., 2000), ácido gentísico y protocatecuico a 332nm y 260nm respectivamente 

Pre-inóculo Centrifugación x2 Medición de 
DO 600nm 

Medición del 
compuesto 
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(Robbins, 2003). Para calcular la concentración de cada compuesto aromático se 
realizó una curva patrón. De igual manera se calcularon parámetros cinéticos tales 
como la velocidad de crecimiento específica, tiempo de duplicación y velocidad de 
consumo volumétrico. 

Debido a que en presencia de los tres compuestos aromáticos las lecturas en el 
espectrofotómetro fueron menos precisas se optó por emplear otra metodología. 
Para extraer los tres compuestos aromáticos se bajó el pH de cada matraz con HCl 
1M hasta 2, posteriormente se realizaron dos extracciones de 10 ml con éter 
dietílico. La fase orgánica recuperada se evaporó en un rotavapor BUCHI R-300 
obteniendo así los compuestos aromáticos.  

Estas muestras se analizaron con un equipo de HPLC modelo Agilent 1220, con 
una columna Phenomenex Luna 5 µm C18 100 Å 150 x 3 mm. Para comenzar, se 
solubilizaron en agua con ácido fosfórico al 0.02% (solución PA) y se diluyeron de 
tal manera que se obtuvieran picos más definidos, de igual manera cada muestra 
se filtró con un filtro de jeringa de 0.45 µm. Debido a que estos tres compuestos son 
muy similares se empleó el método de gradiente para poder identificarlos de manera 
individual, de igual manera se leyó cada muestra tres veces ajustando la longitud 
de onda a la que emiten fluorescencia cada uno (Tabla 3). 

 

Tabla  3. Método de gradiente empleado para medir de manera individual cada uno de los tres 
compuestos aromáticos. 

Tiempo A%* B%** Flujo ml min-1 

0 80 20 0.4 
3 80 20 0.4 
8 20 80 0.4 
11 20 80 0.4 
13 80 20 0.4 
17 80 20 0.4 

*Solución PA 
**Acetonitrilo 

 

Para calcular el porcentaje degradado de cada uno de estos compuestos se utilizó 
la siguiente fórmula descrita por Ren et al., 2018: 

𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%)
𝐶𝑐𝑘 − 𝐶𝑓

𝐶𝑐𝑘
𝑥100 
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Donde Cck representa la concentración final de cada sustrato en el control abiótico 
y Cf representa la concentración de cada sustrato en presencia de cada una de las 
cepas y el consorcio. 

 

6.5. Abundancia relativa de cada aislado dentro del consorcio 

Con el objetivo de determinar la abundancia de cada cepa dentro del consorcio 
sometido a diferentes condiciones de crecimiento (diversos sustratos y sus 
combinaciones), se realizaron triplicados de los cuales se tomaron 100 µl por tubo 
para poder hacer diluciones seriadas hasta -5, se tomaron 20 µl y se plaquearon en 
cajas que contenían cada una, un antibiótico diferente, esto con el objetivo de que 
cada cepa creciera con su respectivo antibiótico (Fig. 17). Para cada ensayo se 
calculó la abundancia relativa en tres diferentes tiempos, al inicio, durante la fase 
exponencial y finalmente la fase estacionaria, para ello se contaron las unidades 
formadoras de colonias de cada cepa por triplicado, así como las totales para poder 
sacar el porcentaje de cada aislado.     

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Procedimiento para calcular la abundancia relativa de cada cepa dentro del consorcio. 
Cada una de las cepas es resistente a un antibiótico en particular. La cepa amarilla solo es resistente 
al antibiótico X, mientras que la cepa azul solo es resistente al antibiótico Y. 

 

6.6. Secuenciación y ensamble del genoma de los aislados 

Para reconstruir el genoma de los componentes del consorcio, estas cepas se 
crecieron por separado en cajas de medio rico. Se levantó el tapete celular de cada 
caja y se inocularon todas juntas en dos matraces de 50 ml los cuales contenían 25 
ml de medio Burk adicionado con 0.02% de fenantreno (p/v) como única fuente de 
carbono. Estos matraces se incubaron durante dos semanas a 30 °C. 
Posteriormente el DNA de cada cultivo fue extraído utilizando el kit quick-gDNA 
miniprep (Zymo Research) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se 

Consorcio de 
dos cepas Dilución 

seriada 

-1 -2 -3 -4 -5 

100 µl  100 µl  100 µl  100 µl  

100 µl   20 µl  

Medio con 
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visualizó el DNA obtenido en un gel de agarosa al 1%. El DNA extraído se envió a 
la unidad de secuenciación masiva del Instituto de Biotecnología para ser 
secuenciado por tecnologías de Oxford Nanopore MinION e Illumina.  

Las lecturas obtenidas mediante Oxford Nanopore MinION fueron ensambladas 
usando el algoritmo designado especialmente para lecturas largas Canu v1.7 
(Koren et al., 2016). 

Con el objetivo de mejorar los ensambles obtenidos con Canu, se usaron lecturas 
de Illumina de 2x75 bp obtenidas de los aislados. Para la cepa de Paenarthrobacter 
sp. en la cual no se tuvo buena profundidad de secuenciamiento, su genoma fue 
ensamblado usando solamente las lecturas de Illumina a través de Velvet v1.2.10 
(Zerbino, 2010) con k-meros de 63. Se probaron diferentes estrategias de 
ensamblaje y se evaluó la integridad y contaminación utilizando CheckM v1.0.12 
toolkit (Parks et al., 2015). Para ensambles híbridos provenientes de lecturas de 
MinION e Illumina, se probó hybridSPAdes v3.13.0 (Antipov et al., 2016) y 
MaSuRCA v3.2.8 (Zimin et al., 2013). El primero resultó la mejor opción para 
Alcanivorax sp. y el posterior se desempeñó bien para Pseudomonas sp. Para el 
caso de Alcanivorax xenomutans y Paenarthrobacter sp., los contigs resultantes 
fueron mejorados con las herramientas REAPR v1.0.18 (Hunt et al., 2013), BESST 
v2.2.5 (Sahlin et al., 2014), GapFiller v1-10 (Nadalin et al. 2012) e iCORN2 v0.95 
(Otto et al., 2010). 

Debido a que en esta primera aproximación no fue posible secuenciar el genoma 
de Halomonas sp. se decidió secuenciarlo de manera independiente. Para ello se 
partió de medio EDM suplementado con glucosa al 0.1% (v/v), para después extraer 
y visualizar el DNA bajo la misma metodología empleada anteriormente. También 
se mandó a secuenciar a la unidad se secuenciación masiva del Instituto de 
Biotecnología, pero únicamente por tecnologías de Illumina. 

A partir de las lecturas de Illumina de 2x75 bp se evaluaron dos ensambladores 
diferentes, ABySS 2.0 (Jackman et al., 2017) y Velvet v1.2.10 (Zerbino, 2010) con 
k-meros de 41, siendo este último con el que se obtuvo mejores resultados, de igual 
modo se evaluó la calidad del genoma y se mejoró con las mismas herramientas 
que en los otros aislados. 

Para crear las imágenes circulares de los genomas se utilizó el programa DNA 
Plotter/Artemis, con el cual se abrió el archivo .fasta de cada genoma. 
Posteriormente se carga el archivo .gff del genoma (obtenido del RAST a partir del 
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archivo .fasta), y finalmente se seleccionó la opción para poder ser visualizado en 
DNAPlotter.   

 

6.6.1. Identificación taxonómica 

Estos genomas ensamblados fueron analizados en comparación con genomas de 
referencia en la plataforma TYGS (Meier-Kolthoff & Göker, 2019) con la finalidad de 
tener una identificación taxonómica más exacta. Para complementar estos 
resultados también se utilizó Mash D (Ondov et al., 2016), el cual es un estimador 
de distancias filogenéticas, así como un fastANI (Jain et al., 2018). 

 

6.6.2. Anotación funcional de los componentes del consorcio 

Se realizó la anotación funcional de cada uno de los genomas para poder identificar 
las posibles vías de degradación con las que cuenta cada una de las cepas, esto en 
el servidor KEGG (https://www.genome.jp/tools/kaas/) empleando el método BBH 
(bi-directional best hit), y seleccionando el set de genes para procariontes. 

 

6.6.3. RAST 

A partir de los resultados de las vías de degradación de interés que se obtuvieron 
en el KEGG, se utilizó la herramienta RAST (http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi), 
dejando los parámetros predeterminados, esto con el objetivo de identificar el 
contexto genómico de los genes implicados en estas vías. 

De igual manera se hizo un Blast de proteínas en el NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSe
arch&LINK_LOC=blasthome) de cada una de las secuencias de aminoácidos de las 
proteínas que estuvieran involucradas con la degradación de estos compuestos 
aromáticos, esto con la finalidad de corroborar que las anotaciones realizadas por 
el RAST fueran correctas. 
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7. Resultados y discusión 

7.1. Aislados crecidos en presencia de fenantreno 

Se lograron aislar cuatro cepas con diferente morfología a partir de los consorcios 
enriquecidos con fenantreno. (Fig. 18). Sin embargo, al medir el crecimiento y la 
capacidad de degradar este hidrocarburo aromático, de cada una de estas cepas 
de manera individual, no se encontraron resultados positivos en ninguna de ellas. 
En un estudio similar hecho por Wang et al., en 2018, aislaron cepas pertenecientes 
a los géneros de Halomonas, Chromohalobacter, Thalassospira, y Alcanivorax a 
partir un consorcio enriquecido con fenantreno, las cuales tampoco fueron capaces 
de crecer de manera individual en presencia de este compuesto aromático. Lo que 
estos autores explican es que probablemente estas cepas jueguen un papel 
importante en la degradación río abajo (vías centrales) de estos HAPs ya que en 
ellas se pudieron encontrar diferentes genes implicados en la degradación de 
intermediarios centrales.  

 

 

 

 

 

 

Figura 18. En esta fotografía se observan las diferentes cepas aisladas de los consorcios crecidos 
en fenantreno. 

 

Estas cepas nombradas arbitrariamente S14-6, S03-7, S03-2, S05-3, provienen de 
las estaciones S14, S03, y S05 respectivamente. 

 

7.1.1. Extracción del DNA genómico y amplificación del gen 16S  

Para la identificación de las cepas aisladas, se extrajo el DNA genómico y se utilizó 
como templado para una PCR utilizando oligonucleótidos universales (27F y 1492R) 
que amplifican el gen 16S ribosomal. Para comprobar la extracción de DNA, así 
como la amplificación y purificación del producto de la PCR, se realizó una 
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Fig. 19). Posteriormente el fragmento 16S 
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se secuenció por el método de Sanger en la Unidad de Síntesis y Secuenciación de 
ADN del Instituto de Biotecnología. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. En la fotografía de la izquierda se observan las bandas del DNA genómico extraído. En 
la fotografía de la derecha se muestra el producto de PCR purificado. (L) Ladder, (S1) S14-6, (S3*) 
S03-7, (S3) S03-2, y (S5) S05-3.  

 

7.1.2. Identificación del género de los aislados  

Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando el programa Blast del NCBI, 
dando como resultado que los aislados anteriormente nombrados S14-6, S03-2, 
S05-3 y S03-7 pertenecen a los géneros de Alcanivorax (Tabla 4), Paenarthrobacter 
(Tabla 5), Halomonas (Tabla 6) y Pseudomonas (Tabla 7), respectivamente. 

Tabla  4. Cepas bacterianas con mayor similitud con el aislado S14-6 con base en el gen RNA 
ribosomal 16S  

Descripción 
Puntuación 

máxima 
Puntuación 

total 
Cobertura 

Valor 
E 

Identidad 

Alcanivorax xenomutans strain JC109 16S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1539 1539 99% 0.0 99.88% 

Alcanivorax dieselolei strain B5 16S ribosomal 
RNA gene. _partial sequence 1526 1526 100% 0.0 99.52% 

Alcanivorax dieselolei strain B-5 16S ribosomal 
RNA gene. _partial sequence 1526 1526 100% 0.0 99.52% 

Alcanivorax balearicus strain MACL04 16S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1485 1485 100% 0.0 98.58% 

L S3 S3* S1 S5 

3000 pb 

1000 pb 

500 pb 

L S3* S1 S5 S3 

3000 pb 

1000 pb 

500 pb 

≈1500 
pb 
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Cabe destacar que ya existen reportes sobre la capacidad de degradación de 
compuestos aromáticos por parte de especies pertenecientes a estos géneros. En 
un estudio se encontró que entre los géneros más predominantes en la degradación 
de HAP, en sedimentos del océano Ártico, se encontraba Alcanivorax (Dong et al., 
2015). Recientemente se encontró mediante un análisis genómico que la cepa 
Paenarthrobacter sp. HW13, la cual fue aislada de un consorcio degradador de 
lignina, posee ocho clústeres de genes relacionados con la degradación de 
compuestos aromáticos (Moraes et al., 2018). Oie et al., (2007) descubrieron que 

 
Tabla  5. Cepas bacterianas con mayor similitud con el aislado S03-2 con base en el gen RNA ribosomal 16S. 

Descripción 
Puntuación 

máxima 
Puntuación 

total 
Cobertura 

Valor 
E 

Identidad 

Paenarthrobacter nitroguajacolicus strain G2-1 
16S ribosomal RNA gene. _partial sequence 1308 1308 100% 0.0 99.72% 

Paenarthrobacter aurescens strain DSM 20116 
16S ribosomal RNA gene. _partial sequence 1280 1280 100% 0.0 99.02% 

Paenarthrobacter ilicis strain DSM 20138 16S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1266 1266 100% 0.0 98.60% 

Arthrobacter bambusae strain THG-GM18 16S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1230 1230 100% 0.0 97.76% 

Tabla  6. Cepas bacterianas con mayor similitud con el aislado S05-3 con base en el gen RNA ribosomal 16S. 

Descripción 
Puntuación 

máxima 
Puntuación 

total 
Cobertura 

Valor 
E 

Identidad 

Halomonas saccharevitans strain AJ275 16S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1463 1463 100% 0.0 97.87% 

Halomonas aestuarii Hb3 16S ribosomal RNA 
gene. _partial sequence 1459 1459 100% 0.0 97.76% 

Halomonas shengliensis strain SL014B-8516S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1459 1459 100% 0.0 97.76% 

Halomonas aidingensis strain S-3116S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1454 1454 100% 0.0 97.64% 

Tabla  7. Cepas bacterianas con mayor similitud con el aislado S03-7 con base en el gen RNA ribosomal 16S. 

Descripción 
Puntuación 

máxima 
Puntuación 

total 
Cobertura 

Valor 
E 

Identidad 

Pseudomonas alcaligenes strain ATCC 14909 
16S ribosomal RNA gene. _partial sequence 1447 1447 99% 0.0 98.42% 

Pseudomonas alcaligenes strain 14159 16S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1441 1441 98% 0.0 98.65% 

Pseudomonas alcaligenes strain 12411 16S 
ribosomal RNA gene. _partial sequence 1389 1389 99% 0.0 97.10% 

Pseudomonas alcaligenes16S ribosomal RNA 
gene. _partial sequence 1389 1389 95% 0.0 98.60% 
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Halomonas campisalis fue capaz de degradar compuestos aromáticos, tales como 
el benzoato y salicilato en condiciones de salinidad y pH altos. Por último, Nwinyi y 
colaboradores (2016), aislaron a dos cepas pertenecientes al género de 
Pseudomonas capaces de degradar parcialmente compuestos aromáticos 
complejos como el pireno, criseno, naftaleno y fluorantreno a bajas 
concentraciones. 

 

7.2. Marcaje de cepas 

Se logró marcar satisfactoriamente cada uno de los aislados con un antibiótico en 
particular. En la cepa Paenarthrobacter sp. se encontró que cuenta con una 
resistencia natural al ácido nalidíxico (Fig. 20). Recientemente en un estudio se 
pudo aislar de un manglar a una cepa perteneciente al género Paenarthrobacter, la 
cual pudo crecer en un medio de cultivo selectivo para actinobacterias que contenía 
20 mg/L de ácido nalidíxico (Li et al., 2019). Las otras tres cepas en nuestro estudio 
fueron forzadas a crecer en cada uno de los antibióticos restantes, obteniendo un 
crecimiento de Alcanivorax sp. con rifampicina, Halomonas sp. con estreptomicina 
y por último Pseudomonas sp. con kanamicina. 

 

 

Figura 20. Cajas de medio LB sin antibiótico (izquierda) y con antibiótico (derecha) con las diluciones 
realizadas con la cepa Paenarthrobacter sp. Se puede observar que esta cepa en particular tiene 
una resistencia innata al ácido nalidíxico ya que su crecimiento es muy similar en ambos medios. 

 

De igual modo, se comprobó que no hubiera crecimiento por parte de los aislados 
en un antibiótico diferente al que se le había asignado (Fig. 21). 
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Figura 21. Cajas de medio EDM con antibiótico (izquierda) y LB con antibiótico (derecha) con las 
diluciones realizadas con la cepa Halomonas sp. Se puede observar que esta cepa únicamente crece 
en presencia del antibiótico que se le fue asignado. 

 

Con estos resultados fue posible identificar la abundancia relativa de cada uno de 
los aislados que se encontraran formando parte de un consorcio sintético.  

 

7.3. Cinética de crecimiento de los aislados y el consorcio en presencia de 

un compuesto aromático 

Los cuatro aislados bacterianos que se mencionaron en la sección anterior, fueron 
crecidos en presencia de tres compuestos aromáticos, ácido benzoico, gentísico y 
protocatecuico. Esto dio como resultado que únicamente dos de ellos pudieron 
crecer en presencia de cada uno de los compuestos. Por lo anterior, se 
seleccionaron solo las cepas Paenarthrobacter sp. y Halomonas sp. para conformar 
el consorcio bacteriano de este estudio. Estás cepas lograron crecer de manera 
aislada y en consorcio hasta una concentración de 0.1% con cada uno de los tres 
compuestos aromáticos. 

Ácido benzoico 

Se realizaron cinéticas de crecimiento de las dos cepas y el consorcio con ácido 
benzoico. Se observó que Paenarthrobacter sp. creció en las tres concentraciones 
probadas 0.06%, 0.08% y 0.1% a pesar de que su fase latencia fue más prolongada 
(Fig. 22A). La velocidad de crecimiento de Halomonas sp. fue menor que la de 
Paenarthrobacter sp. (Tabla 8), incluso el cultivo decae después de las 32 horas. La 
velocidad de crecimiento de las dos cepas juntas fue mayor que la de Halomonas 
sp. sola, pero no pudo superar en crecimiento a Paenarthrobacter sp. Esta 
diferencia en su crecimiento nos indica que ambas cepas compiten por el mismo 
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sustrato cuando se encuentran juntas, así como lo señala Freilich y colaboradores 
(2011).  

La velocidad de consumo volumétrico de este compuesto aromático en las 
diferentes concentraciones probadas fue muy similar para los aislados y el consorcio 
(Tabla 8).  Si bien es cierto que la concentración del compuesto aromático disminuye 
prácticamente de la misma manera en los aislados y en el consorcio, 
independientemente de su concentración, el crecimiento fue muy diferente en cada 
uno de ellos. Esto podría deberse a que Paenarthrobacter sp. aprovecha el ácido 
benzoico de una manera más eficiente que Halomonas sp. 

La abundancia relativa de cada aislado dentro del consorcio se inclina 
favorablemente hacia Paenarthrobacter sp. la cual conforma un 61% del consorcio 
después de 40 horas (Fig. 22B).  

Hasta la fecha no se ha reportado a alguna cepa perteneciente al género de 
Paenarthrobacter que tenga la capacidad de crecer en presencia de ácido benzoico, 
sin embargo, Meng y colaboradores (2017) encontraron en el genoma de 
Paenarthrobacter nicotinovoras Hce-1 genes asociados a la degradación de este 
compuesto. Oie et al., (2007) encontraron que la cepa Halomonas campisalis logró 
crecer hasta una concentración de 0.16% de benzoato. 
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Figura 22. (A) Cinéticas de crecimiento y disminución de ácido benzoico en diferentes 
concentraciones. Las figuras rellenas representan la densidad óptica mientras que las figuras sin 
rellenar simbolizan la concentración del sustrato. (B) Abundancia relativa de las dos cepas que 
conforman el consorcio tomada en diferentes tiempos.  

 

Tabla  8. Parámetros cinéticos de las dos cepas y el consorcio en diferentes concentraciones de 
ácido benzoico. 

% Cepa 
Velocidad de 

crecimiento (h-1) 
Tiempo de 

duplicación (h) 
Velocidad de consumo 

volumétrico (g/L h-1) 

0.06 
 

Paenartrhobacter sp. 0.077 ± 0.004 9.063 ± 0.435 0.024 ± 0.005 
Halomonas sp. 0.053 ± 0.001 13.129 ± 0.15 0.020 ± 0.001 

Consorcio 0.05 ± 0.003 13.974 ± 0.708 0.020 ± 0.001 

0.08 
 

Paenartrhobacter sp. 0.082 ± 0.001 8.49 ± 0.11 0.025 ± 0.002 
Halomonas sp. 0.056 ± 0.005 12.453 ± 1.076 0.023 ± 0.003 

Consorcio 0.060 ± 0.001 11.468 ± 0.201 0.024 ± 0.002 

0.1 
 

Paenartrhobacter sp. 0.087 ± 0.002 7.98 ± 0.211 0.027 ± 0.002 
Halomonas sp. 0.051 ± 0.003 13.508 ± 0.808 0.022 ± 0.005 

Consorcio 0.050 ± 0.004 13.787 ± 1.058 0.020 ± 0.004 
El valor ± expresa la desviación estándar. 

 

Ácido gentísico 

En el caso del ácido gentísico, cabe señalar que Halomonas sp. no pudo crecer en 
presencia de este compuesto aromático bajo ninguna concentración: esto se 
relaciona con el hecho de que la cantidad de gentisato en el medio se mantiene 
constante a lo largo de toda la cinética; es decir, que probablemente esta bacteria 
no es capaz de tomarlo del medio (Fig. 23A). Por otro lado, Paenarthrobacter sp. y 
el consorcio tuvieron velocidades de crecimiento similares en las tres diferentes 
concentraciones de este compuesto aromático (Tabla 9). 

Del mismo modo es posible observar que la velocidad de consumo volumétrico es 
parecida en Paenarthrobacter sp. y el consorcio en las concentraciones 0.06 y 
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0.08%, y que para el caso de la cepa sola, esta aumenta con la concentración de 
gentisato; debido a esto es posible observar una diferencia significativa en la 
velocidad de consumo volumétrico entre Paenarthrobacter sp. (0.039 ± 0.002 g/L h-

1) y el consorcio (0.031 ± 0.005 g/L h-1) a una concentración de 0.1% (Tabla 9). 

Como era de esperarse, la cepa predominante dentro de este consorcio fue 
Paenarthrobacter sp., la cual constituye el 68.25% del consorcio una vez alcanzada 
la fase estacionaria. Sin embargo, a pesar del hecho de que no se detectó 
crecimiento de Halomonas sp. en presencia de este compuesto aromático, ésta se 
mantuvo presente a lo largo de toda la cinética; lo cual podría deberse a que 
estuviese tomando de alguna forma, un intermediario en la vía de degradación del 
gentisato que Paenarthrobacter sp. estuviese expulsando hacia el medio (Fig. 23B). 

No existen reportes en la literatura sobre la capacidad de degradar gentisato por 
parte de cepas pertenecientes a este género, sin embargo, Moraes y colaboradores 
(2018) encontraron en el genoma de una cepa perteneciente al género de 
Panearthrobacter genes implicados en la degradación de gentisato y 
protocatecuato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. (A) Cinéticas de crecimiento y disminución de ácido gentísico en diferentes 
concentraciones. Las figuras rellenas representan la densidad óptica mientras que las figuras sin 
rellenar simbolizan la concentración del sustrato. (B) Abundancia relativa de las dos cepas que 
conforman el consorcio tomada en diferentes tiempos. 
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Tabla  9. Parámetros cinéticos de las dos cepas y el consorcio en diferentes concentraciones de 
ácido gentísico. 

% Cepa 
Velocidad de 

crecimiento (h-1) 
Tiempo de 

duplicación (h) 
Velocidad de consumo 

volumétrico (g/L h-1) 

0.06 
 

Paenartrhobacter sp. 0.083 ± 0.004 8.352 ± 0.369 0.033 ± 0.003 
Halomonas sp. - - - 

Consorcio 0.087 ± 0.005 7.991 ± 0.464 0.029 ± 0.004 

0.08 
 

Paenartrhobacter sp. 0.084 ± 0.006 8.271 ± 0.524 0.035 ± 0.001 
Halomonas sp. - - - 

Consorcio 0.088 ± 0.006 7.942 ± 0.521 0.033 ± 0.002 

0.1 
 

Paenartrhobacter sp. 0.089 ± 0.003 7.829 ± 0.261 0.039 ± 0.002 
Halomonas sp. - - - 

Consorcio 0.086 ± 0.003 8.083 ± 0.31 0.031 ± 0.005 
El valor ± expresa la desviación estándar. 

 

Ácido protocatecuico 

Finalmente, para el caso del ácido protocatecuico se pudo observar que la velocidad 
de crecimiento por parte de Paenarthrobacter sp. en presencia de este compuesto 
aromático fue más lento en comparación con Halomonas sp., así como del 
consorcio, ya que su tiempo de duplicación es de 39.517 ± 7.517 h, mientras que a 
Halomonas sp. es de 10.368 ± 1.143 h a una concentración de 0.06% (Tabla 10).  

Con este sustrato el crecimiento de Halomonas sp. y del consorcio es muy similar 
durante la fase exponencial; no obstante, al llegar a la fase estacionaria es posible 
observar una disminución de la densidad óptica mayor en el aislado que en el 
consorcio, lo cual sucede en las tres diferentes concentraciones probadas (Fig. 
24A). 

La velocidad de consumo volumétrico es mayor en Halomonas sp. 0.022 ± 0.006 
g/L h-1, en comparación con el consorcio 0.011 ± 0.002 g/L h-1, esto a una 
concentración de 0.06% de protocatecuato, sin embargo, en las otras dos 
concentraciones la velocidad de consumo fue muy similar. 

Ambos aislados se encuentran en una proporción similar durante la fase 
exponencial; sin embargo, Paenarthrobacter sp. se convierte en la cepa 
predominante después de esta fase. Esto podría explicar en parte el hecho de que 
en el consorcio el crecimiento y la disminución en la concentración del 
protocatecuato fuera diferente en comparación con Halomonas sp. Estas 
diferencias podrían deberse al hecho de que Paenarthrobacter sp. aprovechará 
mejor esta fuente de carbono (Fig. 24B).   
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No existen reportes sobre sobre cepas de Paenarthrobacter que sean capaces de 
crecer en presencia de protocatecuato. Abdelkafi y colaboradores (2006) 
encontraron una especie de Halomonas capaz de degradar ácido protocatecuico a 
una concentración de 0.077%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. (A) Cinéticas de crecimiento y disminución de ácido protocatecuico en diferentes 
concentraciones. Las figuras rellenas representan la densidad óptica mientras que las figuras sin 
rellenar simbolizan la concentración del sustrato. (B) Abundancia relativa de las dos cepas que 
conforman el consorcio tomada en diferentes tiempos.  

 

Tabla  10. Parámetros cinéticos de las dos cepas y el consorcio en diferentes concentraciones de 
ácido protocatecuico. 

% Cepa 
Velocidad de 

crecimiento (h-1) 
Tiempo de 

duplicación (h) 
Velocidad de consumo 

volumétrico (g/L h-1) 

0.06 
 

Paenartrhobacter sp. 0.018 ± 0.003 39.517 ± 7.517 0.008 ± 0.001 
Halomonas sp. 0.067 ± 0.008 10.368 ± 1.143 0.022 ± 0.006 

Consorcio 0.062 ± 0.003 11.128 ± 0.570 0.011 ± 0.002 

0.08 
 

Paenartrhobacter sp. 0.016 ± 0.002 44.611 ± 4.258 0.006 ± 0.001 
Halomonas sp. 0.073 ± 0.005 9.56 ± 0.62 0.029 ± 0.004 

Consorcio 0.068 ± 0.002 10.257 ± 0.236 0.025 ± 0.010 

0.1 
 

Paenartrhobacter sp. 0.02 ± 0.002 35.644 ± 3.465 0.007 ± 0.001 
Halomonas sp. 0.082 ± 0.002 8.488 ± 0.213 0.029 ± 0.006 

Consorcio 0.078 ± 0.006 8.933 ± 0.693 0.026 ± 0.009 
El valor ± expresa la desviación estándar. 
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7.3.1. Cinética de crecimiento de los aislados en dos o más compuestos 

aromáticos 

Ácido benzoico/ácido gentísico 

En la combinación de dos diferentes compuestos aromáticos hecha con ácido 
benzoico y gentísico, se encontró que la cepa Paenarthrobacter sp. utiliza ambos 
aromáticos de manera simultánea, siendo el gentisato su fuente preferencial de 
carbono ya que la velocidad de consumo volumétrico es de 0.028 ± 0.002 g/L h-1, 
mientras que de benzoato es de 0.013 ± 0.001 g/L h-1. En estudios similares también 
se ha encontrado que bacterias pertenecientes al género Roseobacter y 
Cupriavidus pinatubonensis degradan de manera simultánea compuestos 
aromáticos (Gulvik & Buchan 2013; Pérez-Pantoja et al., 2015). En el caso de 
Halomonas sp. la presencia de gentisato parece tener un efecto antagónico en esta 
cepa sobre su capacidad de tomar el benzoato del medio, el cual se encuentra a 
una concentración de 0.05%, ya que después de 40 horas solo disminuyó 
aproximadamente 47.12% (Fig. 25A), mientras que con el benzoato como única 
fuente de carbono y a una concentración dos veces mayor, se obtuvo una 
disminución del 68.87% en el mismo lapso de tiempo (Fig. 22A). Esto ya se ha 
demostrado en otros trabajos sobre la represión en la degradación que se da en 
mezclas de compuestos aromáticos (Nichols & Harwood, 1995); lo cual podría 
deberse a que el gentisato estuviera interfiriendo en la capacidad de esta cepa de 
transportar el benzoato dentro de la célula. 

Cuando se prueba el consorcio, es posible observar que el benzoato es primer 
sustrato en ser tomado, mientras que el gentisato comienza a disminuir de manera 
importante después de las 24 horas. Esto podría deberse a una competencia por el 
mismo sustrato por ambas cepas, ya que durante la etapa exponencial 
Paenarthrobacter sp. desplaza de manera importante a Halomonas sp., al punto de 
que después de 40 horas la abundancia de Paenarthrobacter sp. dentro del 
consorcio es del 91.64% (Fig. 25B).  
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Figura 25. (A) Cinéticas de crecimiento y disminución de benzoato y gentisato. Las figuras rellenas 
representan la densidad óptica mientras que las figuras sin relleno simbolizan la concentración de 
cada uno de los sustratos. (B) Abundancia relativa de las dos cepas que conforman el consorcio 
tomada en diferentes tiempos.  

 

Ácido benzoico/ácido protocatecuico 

En cuanto a la combinación de los sustratos formada por protocatecuato y benzoato, 
tanto las cepas como el consorcio prefieren en primera instancia este último sustrato 
como fuente de carbono, llegando a degradar cerca del 80% de este compuesto. 
En el caso del protocatecuato, Paenarthrobacter sp. es la cepa en la que hay una 
mayor disminución en la concentración de este compuesto después de 40 horas, 
alcanzando cerca del 68.22% (Fig. 26A). Cabe resaltar el hecho de que, para el 
caso de Paenarthrobacter sp., la presencia de benzoato favorece de alguna manera 
que esta cepa pueda tomar el protocatecuato más rápido que si este compuesto 
estuviera solo, ya que la velocidad de consumo volumétrico del protocatecuato a 
una concentración de 0.06% es de 0.008 ± 0.001 g/L h-1 (Tabla 10), mientras que 
en una mezcla con benzoato a una concentración similar (0.05%), la velocidad de 
consumo volumétrico es de 0.012 ± 0.001 g/L h-1 (Tabla 11). Diversos estudios han 
encontrado que en mezclas de compuestos aromáticos se pueden originar estos 
efectos sinérgicos, como por ejemplo en la cepa Saggittula stellata E-37, que 
incrementó su velocidad de crecimiento en una mezcla de benzoato/p-
hidroxibenzoato (Gulvik & Buchan 2013). 

En cuanto a la abundancia relativa de cada cepa dentro del consorcio, esta se 
mantiene sin muchos cambios dentro de las primeras ocho horas, donde Halomonas 
sp. es ligeramente predominante y el benzoato comienza a disminuir; a diferencia 
del protocatecuato que al parecer permanece en la misma concentración que la 
inicial, algo parecido a lo que sucede en las cepas por separado. Sin embargo, a las 
32 horas el género predominante del consorcio se vuelve Paenarthrobacter sp., con 
un 66% (Fig. 26B). 
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Figura 26. (A) Cinéticas de crecimiento y disminución de benzoato y protocatecuato. Las figuras 
rellenas representan la densidad óptica mientras que las figuras sin relleno simbolizan la 
concentración de cada uno de los sustratos. (B) Abundancia relativa de las dos cepas que conforman 
el consorcio tomada en diferentes tiempos. 

 

Ácido gentísico/ácido protocatecuico 

Finalmente, en la combinación de gentisato y protocatecuato, se puede observar 
que en Paenarthrobacter sp. disminuye de manera preferencial el gentisato, ya que 
la velocidad de consumo volumétrico es de 0.022 ± 0.003 g/L h-1, en comparación 
con 0.015 ± 0.001 g/L h-1 del protocatecuato; y al igual que en la cinética con 
benzoato y protocatecuato (Fig. 26A), pareciera ocurrir el mismo efecto sinérgico. 
Por otra parte, en Halomonas sp. se puede observar que al igual que en los demás 
ensayos, el gentisato no es tomado del medio. También cabe señalar el hecho de 
que parece ser que en Halomonas sp. el gentisato limita de alguna manera su 
crecimiento (Fig. 27A). 

Si bien es cierto que la concentración de ambos sustratos disminuye de manera 
similar tanto en Paenarthrobacter sp. como en el consorcio después de 32 horas, 
en el consorcio es posible observar que ambos compuestos disminuyen a la par 
(0.014 ± 0.001 g/L h-1 y 0.013 ± 0.002 g/L h-1), a diferencia del aislado por sí solo, 
donde preferentemente decrece más rápidamente el gentisato. Esto podría deberse 
a que de alguna manera Halomonas sp., la cual está presente en casi la tercera 
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parte del consorcio durante la fase exponencial, pudiera estar ayudando al otro 
aislado tomando el protocatecuato del medio. Aunque finalmente, al alcanzar la fase 
estacionaria, el consorcio está conformado casi exculsivamente por 
Paenarthobacter sp. (Fig. 27B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. (A) Cinéticas de crecimiento y disminución de gentisato y protocatecuato. Las figuras 
rellenas representan la densidad óptica mientras que las figuras sin relleno simbolizan la 
concentración de cada uno de los sustratos. (B) Abundancia relativa de las dos cepas que conforman 
el consorcio tomada en diferentes tiempos.  

 

Ácido gentísico/ácido benzóico/ácido protocatecuico 

En el ensayo realizado con los tres compuestos aromáticos, Paenarthrobacter sp. y 
el consorcio tienen una velocidad de crecimiento similar durante las primeras 16 
horas (0.088 ± 0.005 h-1 y 0.08 ± 0.008 h-1 respectivamente), siendo el aislado el 
que logra un mayor crecimiento. Por otro lado, al pasar este lapso de tiempo, la 
cepa de Halomonas sp. se queda muy rezagada y después de las 16 horas 
comienza a decrecer lentamente (Fig. 28A).  

Dentro del consorcio, este parece estar conformado en su gran mayoría por 
Paenarthrobacter sp., constituyendo cerca del 90% del mismo desde la fase 
exponencial hasta la fase estacionaria, lo cual confirma en gran medida todos los 
resultados obtenidos previamente, donde este aislado demostró tener en la mayoría 
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de los casos un mayor crecimiento, así como una mayor abundancia dentro del 
consorcio (Fig. 28B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. (A) Cinéticas de crecimiento de los aislados y el consorcio en presencia de tres 
compuestos aromáticos. (B) Abundancia relativa de las dos cepas que conforman el consorcio 
tomada en diferentes tiempos.  

 

El porcentaje de degradación de cada compuesto fue muy similar tanto en los 
aislados como en el consorcio, alcanzando cerca del 95% para el caso del benzoato 
y el protocatecuato; mientras que con el gentisato prácticamente se degradó todo 
este compuesto en presencia de Paenarthrobacter sp. y del consorcio. Sin embargo, 
también es posible ver una pequeña disminución de este último con Halomonas sp.: 
esto puede deberse a un fenómeno de cometabolismo, donde un compuesto que 
no es degradado de manera individual, puede serlo en presencia de un compuesto 
similar (Ghosal et al., 2016), o simplemente a un error técnico (Fig. 29).  

 

 

Figura 29. Porcentaje de degradación de cada uno de los tres compuestos en presencia de un 
aislado o en consorcio.  
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Tabla  11. Parámetros cinéticos de las dos cepas y el consorcio en diferentes mezclas de compuestos 
aromáticos. 

Mezcla Cepa 
Velocidad de 
crecimiento 

(h-1) 

Tiempo de 
duplicación 

(h) 

Velocidad de consumo 
volumétrico (g/L h-1) 

Sustrato* Sustrato** 

Benzoato* 

Gentisato** 

Paenartrhobacter sp. 0.085 ± 0.003 8.153 ± 0.241 0.013 ± 0.001 0.028 ± 0.002 
Halomonas sp. 0.073 ± 0.003 9.556 ± 0.35 0.015 ± 0.002 - 
Consorcio 0.072 ± 0.005 9.719 ± 0.716 0.012 ± 0.001 0.016 ± 0.003 

Benzoato* 
Protocatecuato** 

Paenartrhobacter sp. 0.069 ± 0.002 10.065 ± 0.277 0.013 ± 0.001 0.012 ± 0.001 
Halomonas sp. 0.078 ± 0.006 8.874 ± 0.626 0.013 ± 0.001 0.020 ± 0.001 
Consorcio 0.069 ± 0.004 10.054 ± 0.518 0.015 0.011 ± 0.002 

Gentisato* 
Protocatecuato** 

Paenartrhobacter sp. 0.077 ± 0.003 8.983 ± 0.329 0.022 ± 0.003 0.015 ± 0.001 
Halomonas sp. 0.044 ± 0.004 16.037 ± 1.608 0.017 ± 0.004 - 
Consorcio 0.081 ± 0.005 8.54 ± 0.572 0.014 ± 0.001 0.013 ± 0.002 

Benzoato 
Gentisato 
Protocatecuato 

Paenartrhobacter sp. 0.088 ± 0.005 7.934 ± 0.488 - 
Halomonas sp. 0.06 ± 0.003 11.653 ± 0.54 - 
Consorcio 0.08 ± 0.008 8.688 ± 0.775 - 

El valor ± expresa la desviación estándar. 
 

 

7.4. Modelo de interacción 

Con base en todos los resultados obtenidos se elaboró un modelo de interacción 
entre los dos aislados seleccionados para formar el consorcio: esto cuando se 
encuentran en presencia de tres compuestos aromáticos monocíclicos de manera 
simultánea. Aquí se propone que Paenarthrobacter sp. tiene una mayor preferencia 
por el gentisato, seguida por el benzoato y finalmente por el protocatecuato. Por otro 
lado, Halomonas sp. tiene preferencia por el benzoato y después por el 
protocatecuato, siendo el gentisato un compuesto no degradable por esta cepa. 
Finalmente se propone que Paenarthrobacter sp. tiene un efecto negativo sobre 
Halomonas sp. inhibiéndola competitivamente, ya que ambas cepas tienen la 
habilidad de degradar los mismos compuestos (Fig. 30).  
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Figura 30. En este modelo de interacción entre Paenarthrobacter sp. y Halomonas sp. se representa 
con el tamaño de las flechas azules, la preferencia de cada una de estas cepas por cada compuesto, 
la flecha negra significa inhibición y la flecha roja punteada indica inhibición competitiva.  

 

7.5. Secuenciación y ensamble del genoma de los componentes del 

consorcio  

Los genomas de Alcanivorax sp. y Pseudomonas sp. fueron ensamblados con 
secuencias híbridas provenientes de Nanopore e Illumina, mientras que para 
Paenarthrobacter sp. y Halomonas sp. únicamente se utilizaron secuencias de 
Illumina. 

El “completeness” de cada uno de los cuatro genomas está por encima del 95%, 
mientras que la contaminación está por debajo del 1%, lo cual habla de que la 
calidad de los genomas ensamblados fue muy alta. A pesar de que Halomonas sp. 
cuenta con el genoma más grande, no es el que contiene el mayor número de genes 
ya que el genoma de Alcanivorax sp. es quien tiene un total de 4201 genes 
predichos. Mientras que el genoma de menor tamaño y menor número de genes es 
el de Pseudomonas sp. (Tabla 12). 
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Tabla  12. Estadísticas sobre el ensamble del genoma de los cuatro aislados, Alcanivoax, 
Paenarthrobacter, Halomonas y Pseudomonas. 

Género Completeness Contaminación Contigs 

Tamaño 

del 

genoma 

N50/L90 

Número 

de 

genes 

Alcanivorax 100 0.19 37 4526856 1158427/4 4201 

Paenarthrobacter  99.71 0.39 50 4418999 230091/20 4140 

Halomonas 99.45 0.65 50 4875208 313055/16 4187 

Pseudomonas 98.86 0.43 1 4079479 4079479/1 3770 

 

El genoma de Pseudomonas sp. se pudo ensamblar en un solo contig; el de 
Alcanivorax sp. por aproximadamente 37 contings, donde el N90 está comprendido 
en aproximadamente 4 contigs. Finalmente, el de Paenarthrobacter sp. y 
Halomonas sp. se compone cada uno por 50 contigs, donde el L90 de cada uno de 
ellos es de 20 y 16 respectivamente (Fig. 31). 
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Figura 31. Genomas secuenciados de las cepas de Paenarthrobacter sp., Alcanivorax sp., 
Halomonas sp. y Pseudomonas sp. En cada uno de los genomas están representados los CDS 
(proteínas que se predijeron en cada genoma) en color azul cian los que codifican en la hebra positiva 
y en rojo los de la hebra negativa. También se representa el porcentaje de GC que hay a lo largo de 
cada uno de los genomas.  

 

7.5.1. Identificación taxonómica 

Los resultados obtenidos con TYGS corroboran los géneros de cada uno de los 
aislados que ya se habían identificado anteriormente con base al gen 16S, esto 
puede observarse de igual manera en la filogenia realizada con este mismo servidor 
ya que cada aislado se agrupa en el clado correspondiente a su género (Fig. 32). 
De igual modo, con este mismo análisis se pudo determinar hasta nivel de especie 
dos de nuestros aislados, Alcanivorax xenomutans y Halomonas litopenaei mientras 
que en el caso de Paenarthrobacter y Pseudomonas muy probablemente se traten 

Alcanivorax 

xenomutans 
Paenarthrobacter sp. 

Pseudomonas sp. 
Halomonas 

litopenaei 
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de especies nuevas, esto se corroboró con los valores de Mash D y fastANI ya que, 
en ambos casos, los valores de cada una de estas cepas contra las referencias más 
cercanas se encontraban fuera del rango establecido para delimitar especies (Tabla 
13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Árbol inferido con FastME 2.1.456 a partir de las distancias GBDP (Genome BLAST 
Distance Phylogeny) calculadas a partir de secuencias del genoma. Las longitudes de las ramas se 
escalan en términos de la fórmula de distancia GBDP d5; los números sobre las ramas son valores 
de soporte de pseudo-bootstrap de GBDP de 100 replicaciones. 
 
 
Tabla  13. Comparación por pares de los aislados contra los genomas de las especies tipo más 
cercanas de acuerdo a índices genómicos como Mash D y fastANI. 

Cepa Mash D1 fastANI %2 Referencia 

Alcanivorax 0.01258 98.39 Alcanivorax xenomutans Strain: JC109 
Halomonas 0.01899 98.50 Halomonas litopenaei Strain: SYSU ZJ2214 
Pseudomonas 0.11575 86.88 Pseudomonas alcaligenes Strain: NBRC 14159 
Paenarthrobacter 0.12827 84.11 Paenarthrobacter aurescens 
1 Delimita especies con valor < 0.05 
2 Delimita especies con valor > 95% 
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7.5.2. Anotación funcional de los componentes del consorcio 

Con la información de los cuatro genomas se realizó la anotación funcional de cada 
uno, con la finalidad de buscar enzimas implicadas en la degradación de 
compuestos aromáticos.  

Se analizaron los genes de las cepas Alcanivorax xenomutans y Pseudomonas sp. 
que no crecieron en ninguno de los compuestos aromáticos, y no fue posible 
identificar enzimas relacionadas en los primeros pasos de la degradación de los 
compuestos aromáticos empleados en este trabajo de investigación. Alcanivorax 
xenomutans cuenta con siete de las enzimas que están relacionadas en la vía de 
degradación del benzoato, pero ninguna de ellas está implicada en la activación de 
compuestos clave como el catecol, gentisato o protocatecuato (Fig. 33). 

 

 

Figura 33. Vías de degradación del benzoato obtenida del KEGG, los recuadros verdes indican las 
enzimas que están presentes en el genoma de Alcanivorax xenomutans. 

Lo mismo sucede en el caso de Pseudomonas sp. la cual cuenta con un total de 
nueve funciones moleculares relacionadas con la degradación del benzoato, pero 
ninguna de ellas se encuentra en los primeros pasos de la degradación de 
compuestos aromáticos, es decir, de enzimas dioxigenasas. 
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Por otra parte, en el genoma de Paenarthrobacter sp. es posible encontrar hasta 
cinco dioxigenasas diferentes implicadas, en la activación de compuestos 
aromáticos de interés tales como el benzoato, catecol, gentisato y protocatecuato, 
las cuales son, benzoato 1,2 dioxigenasa, catecol 1,2 dioxigenasa, catecol 2,3 
dioxigenasa, protocatecuato 3,4 dioxigenasa (Fig. 34) y gentisato 1,2 dioxigenasa 
(Fig. 35). 

 

 

Figura 34. Vías de degradación del benzoato obtenida del KEGG, los recuadros verdes indican las 
enzimas que están presentes en el genoma de Paenarthrobacter sp. Los recuadros rojos indican a 
las diferentes dioxigenasas encontradas en esta cepa.   

 

Figura 35. La enzima gentisato 1,2 dioxigenasa está relacionada 
con el metabolismo de tirosina, la cual cataliza la reacción que 
convierte el gentisato en 3-maleil piruvato. 

 

Es por ello que la cepa de Paenarthrobacter sp. es capaz de crecer en presencia de 
benzoato, gentisato y protocatecuato, ya que cuenta con enzimas dioxigenasas 
específicas para cada uno de estos compuestos, las cuales son parte crucial dentro 
de la degradación de estos compuestos aromáticos. 
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De igual manera, fue posible encontrar cuatro diferentes enzimas dioxigenasas en 
el genoma de Halomonas litopenaei las cuales son: benzoato 1,2 dioxigenasa, 
catecol 1,2 dioxigenasa, protocatecuato 3,4 dioxigenasa (Fig. 36), y homogentisato 
1,2 dioxigenasa (Fig. 37), cuyo sustrato también es un intermediario central en la 
degradación de compuestos aromáticos (Arias-Barrau et al., 2004). 

 

Figura 36. Vías de degradación del benzoato obtenida del KEGG, los recuadros verdes indican las 
enzimas que están presentes en el genoma de Halomonas litopenaei Los recuadros rojos indican a 
las diferentes dioxigenasas encontradas en esta cepa.   

 

Figura 37. La enzima homogentisato 1,2 dioxigenasa está relacionada 
con el metabolismo de tirosina, la cual cataliza la reacción que convierte 
el homogentisato en 4-maleil acetoacetato. 

 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos de la anotación funcional, se puede destacar 
la razón por la cual Halomonas litopenaei únicamente puede degradar el benzoato 
y el protocatecuato, ya que solamente cuenta con las dioxigenasas responsables 
de la degradación de estos dos compuestos aromáticos. 
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7.5.3. RAST 

Debido a que únicamente en dos de los cuatro aislados se encontraron enzimas 
dioxigenasas implicadas en la degradación de los compuestos aromáticos de 
interés, se decidió buscar tanto en Paenarthrobacter sp. como en Halomonas 
litopenaei los genes que estuvieran en el contexto genómico de estas enzimas y 
que pudieran estar implicados en la degradación de compuestos aromáticos. De 
igual manera se realizó una búsqueda manual de cada una de ellas en el NCBI para 
corroborar las anotaciones hechas por el RAST (ver Anexo 1 y 2). 

En Paenarthrobacter sp. se encontraron genes responsables del transporte (benK) 
y degradación (benABCD y catABC) del benzoato dentro del mismo contexto 
genómico (Tabla 14), los cuales en conjunto son capaces de transformarlo hasta 3-
oxoadipato enol-lactona (Fig. 38). De igual manera, al realizar el Blast de las 
secuencias de aminoácidos obtenidas con el RAST, se encontró que una de estas 
proteínas hipotéticas tiene un 93.14% de identidad con un regulador transcripcional 
LysR de PseudoArthrobacter sp., el cual está asociado con la degradación de 
compuestos aromáticos (Maddocks & Oyston, 2009). Jímenez et al., (2010) 
mencionan que, así como en nuestra cepa de Paenarthrobacter sp., es común 
encontrar que los genes relacionados con la regulación, transporte y degradación 
de compuestos aromáticos estén agrupados en operones y/o clústeres.  

 

 

 

Tabla  14. Contexto genómico de los genes implicados en la degradación de benzoato dentro del 
genoma de Paenarthrobacter sp., así como de las proteínas que codifican. 

Inicio Final Hebra Gen Proteína 

137934 137005 - catA Catecol 1,2-dioxigenasa (EC 1.13.11.1) 
138216 139601 + benA Benzoato 1,2-dioxigenasa subunidad alfa (EC 1.14.12.10) 
139636 140172 + benB Benzoato 1,2-dioxigenasa subunidad beta (EC 1.14.12.10) 
140294 141865 + benC Benzoato 1,2-dioxygenasa, componente ferredoxina reductasa 
141865 142692 + benD Benzoato deshidrogenasa (EC 1.3.1.25) 
142753 145584 + / Proteína hipotética 
145889 145611 - catC Muconolactona isomerasa (EC 5.3.3.4) 
147010 145910 - catB Muconato cicloisomerasa (EC 5.5.1.1) 
147927 147007 - / Regulador transcripcional de la familia LysR 
149378 148008 - benK Transportador de benzoato 
‘/’ Indica no disponible  
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Figura 38. Arriba. Vía de degradación del benzoato por la vía intradiol. Abajo. Posición y dirección 
de estos genes dentro del genoma de Paenarthrobacter sp. Las flechas amarillas indican genes 
relacionados con la degradación de catecol, naranjas con el benzoato, la morada con un gen 
regulador y la verde con un gen transportador. 

 

De la misma manera se encontraron agrupados los genes responsables de la 
degradación de protocatecuato dentro del genoma de Paenarthrobacter sp. (Tabla 
15). Estos pueden transformar este compuesto aromático hasta un intermediario del 
metabolismo central, el succinil-CoA. Así mismo, es posible identificar un 
transportador del tipo MFS (Pao et al., 1998), los cuales están asociados al 
transporte de compuestos aromáticos. De igual modo se encuentra la proteína 
pcaR, la cual es un regulador positivo de los genes pca que intervienen en el 
metabolismo del protocatecuato (Parales & Harwood, 1993) (Fig. 39). 

Tabla  15. Contexto genómico de los genes implicados en la degradación de protocatecuato dentro 
del genoma de Paenarthrobacter sp., así como de las proteínas que codifican. 

Inicio Final Hebra Gen Proteína 

12629 13498 + pcaH Protocatecuato 3,4-dioxigenasa cadena beta (EC 1.13.11.3) 
13503 14087 + pcaG Protocatecuato 3,4-dioxigenasa cadena alfa (EC 1.13.11.3) 
14084 15499 + pcaB 3-carboxi-cis,cis-muconato cicloisomerasa (EC 5.5.1.2) 
15492 16295 + pcaL Beta-cetoadipato enol-lactone hidrolasa (EC 3.1.1.24) 
16292 16750 + pcaD 4-carboximuconolactona descarboxilasa (EC 4.1.1.44) 
16847 18064 + fadA 3-cetoacil-CoA tiolasa (EC 2.3.1.16)  
18069 18755 + pcaI 3-oxoadipato CoA-transferasa subunidad A (EC 2.8.3.6) 
18758 19426 + pcaJ 3-oxoadipato CoA-transferasa subunidad B (EC 2.8.3.6) 
19512 20315 + pcaR Proteína reguladora  
20605 20327 - / Proteína hipotética 
20717 22123 + / Proteína hipotética 
22555 22157 - ridA Proteína ridA 
22694 23548 + / Proteína de la familia fumarilacetoacetato hidrolasa 
23574 24056 + / Proteína hipotética 

benABC benD 

catA catB catC 



 
51 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Arriba. Vía de degradación del protocatecuato por la vía intradiol. Abajo. Posición y 
dirección de estos genes dentro del genoma de Paenarthrobacter sp. Las flechas azules representan 
los genes de degradación del protocatecuato, la morada un gen regulador, la verde un gen 
transportador de compuestos aromáticos, finalmente las flechas blancas son genes que no están 
relacionados en esta vía de degradación. 

 

En el caso de los genes implicados en la degradación del gentisato, con la anotación 
del RAST únicamente se encontraron otros tres genes asociados con la 
degradación de este compuesto (Tabla 16), sin contar a la enzima dioxigenasa. 
Entre ellos se encuentran un transportador del tipo MFS, un regulador 
transcripcional de la familia IclR, el cual también está relacionado con el 
metabolismo de compuestos aromáticos (Molina-Henares et al., 2005), y una 
enzima isomerasa, la cual lleva a cabo la siguiente reacción después de la 
activación del gentisato (Fig. 40). No se encontró en el contexto genómico alguna 
de las dos enzimas involucradas en el metabolismo de 3-fumarilpiruvato, sin 
embargo, un trabajo de Pircher et al., (2011) encontró que de manera in vitro una 
fumarilacetoacetato hidrolasa también tiene actividad acilpiruvato hidrolasa (E.C. 
3.7.1.5), lo cual podría indicarnos que está enzima es la responsable de convertir el 
fumarilpiruvato en fumarato y piruvato. Finalmente, también se encontró el gen nagX 
el cual interviene en la degradación del 3-hidroxibenzoato para convertirlo en 

24060 24932 + tesB Acil-CoA tioesterasa II (EC 3.1.2.-) 
24989 26683 + ACS Acil-coenzime A sintetasa 
26698 29088 + sdgC Proteína putativa bifuncional hidroxilasa/oxidorreductasa 
29091 30449 + / Transportador de la familia MFS 
‘/’ Indica no disponible 

pcaGH 

pcaB pcaD 

pcaL pcaIJ fadA 
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gentisato (Park et al., 2007), esto puede indicar que esta cepa también cuenta con 
la capacidad de degradar dicho compuesto.  

 

Tabla  16. Contexto genómico de los genes implicados en la degradación de gentisato dentro 
del genoma de Paenarthrobacter sp., así como de las proteínas que codifican. 

Inicio Final Hebra Gen Proteína 

47986 46736 - nagX Putativa n-hidroxibenzoato hidroxilasa 
49277 47979 - / Transportador de la familia MFS  
49410 50147 + / Regulador transcripcional de la familia IclR 
50250 51395 + gtdA Gentisato 1,2-dioxigenasa (EC 1.13.11.4) 
51395 52231 + / Proteína de la familia fumarilacetoacetato hidrolasa 
52231 52950 + nagL Maleilpiruvato isomerasa (EC 5.2.1.4) 

‘/’ Indica no disponible 
 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de Halomonas litopenaei, se encontró que las vías de degradación de 
benzoato y de protocatecuato estaban localizadas muy cerca una de la otra dentro 
del genoma. Es importante destacar que, a diferencia de los transportadores 
pertenecientes a la familia AAHS (Aromatic Acid: H+ Symporter) encontrados en 
Paenarthrobacter sp., los cuales transportan pequeños solutos en respuesta a un 
gradiente iónico, se sugiere que Halomonas litopenaei utilizaría otro tipo de 
mecanismo dependiente de ATP perteneciente a la superfamilia ABC, para poder 
tomar el protocatecuato del medio (Tabla 17), el cual ya se ha descrito que es 
regulado positivamente por la proteína pcaQ (MacLean et al., 2011). Este aspecto 
respondería en parte el porqué a pesar de que Halomonas litopenaei y 
Paenarthrobacter sp. degradan casi el mismo porcentaje de cada compuesto 
aromático, la primera tiene un menor crecimiento, lo cual sugeriría que una parte de 
la energía que obtiene del catabolismo de cada sustrato la emplea en la 
internalización del mismo. 

nagL 

gtdA 

FAH 
Figura 40. Izquierda. Vía de degradación del gentisato. Arriba. 
Posición de estos genes dentro del genoma de Paenarthrobacter 
sp., las flechas color verde claro indican genes asociados con la 
degradación de gentisato, la morada con un regulador 
transcripcional, la verde esmeralda con un transportador y la café 
con la degradación de p-hidroxibenzoato. 
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Al igual que Paenarthrobacter sp., esta cepa contiene dentro de su maquinaria 
celular las enzimas necesarias para llevar a cabo la transformación total, ya sea del 
benzoato o del protocatecuato hasta un metabolito intermediario en el ciclo del 
citrato (Fig. 41). Debido a esto, no se observó que el consorcio tuviera un mayor 
crecimiento o un mayor potencial de degradar compuestos aromáticos, o ambos, en 
comparación con los aislados por sí solos, ya que para que suceda este fenómeno, 
debe existir un intercambio de nutrientes de una cepa a la otra, ya sea de manera 
unidireccional (comensalismo) o bidireccional (sintrofia o mutualismo) (Klitgord & 
Segrè, 2010). 

 

Tabla  17. Contexto genómico de los genes implicados en la degradación de benzoato y 
protocatecuato dentro del genoma de Halomonas litopenaei, así como de las proteínas que 
codifican. 

Inicio Final Hebra Gen Proteína 

46732 45506 - benE Transportador de benzoato 
47701 46928 - benD Benzoato deshidrogenasa (EC 1.3.1.25) 
48525 47755 - / Transportador de benzoato, proteína de unión a ATP 
49340 48522 - / Transportador de benzoato, componente ATPasa 

50431 49337 - / Transportador de aminoácidos de cadena ramificada (TC 
3.A.1.4.1) 

51383 50523 - / Permeasa del transportador de aminoácidos de cadena 
ramificada 

52727 51474 - / Transportador ABC, proteína de unión a sustrato 
53906 52887 - benC Benzoato 1,2-dioxigenasa, componente ferredoxina reductasa 
54415 53927 - benB Benzoato 1,2-dioxigenasa subunidad beta (EC 1.14.12.10) 
55806 54439 - benA Benzoato 1,2-dioxigenasa subunidad alfa (EC 1.14.12.10) 
56932 55973 - catA Catecol 1,2-dioxigenasa (EC 1.13.11.1) 
57329 57039 - catC Muconolactona isomerasa (EC 5.3.3.4) 
58524 57406 - catB Muconato cicloisomerasa (EC 5.5.1.1) 
58799 59701 + / Regulador transcripcional LysR 
60125 59763 - ridA Proteína ridA 
60895 60257 - pcaG Protocatecuato 3,4-dioxigenasa cadena alfa (EC 1.13.11.3) 
61695 60958 - pcaH Protocatecuato 3,4-dioxigenasa cadena beta (EC 1.13.11.3) 
62833 61910 - pcaQ Activador transcripcional   
63356 62919 - / Proteína hipotética 
63748 63608 - / Proteína hipotética 
64640 63813 - / Proteína hipotética 

66189 65011 - pcaL Beta-cetoadipato enol-lactona hidrolasa (EC 3.1.1.24) / 4-
carboximuconolactona descarboxilasa (EC 4.1.1.44) 

67413 66208 - pcaF 3-oxoadipil-CoA tiolasa (EC 2.3.1.174) 
68265 67486 - pcaJ 3-oxoadipate CoA-transferasa subunidad B (EC 2.8.3.6) 
69083 68262 - pcaI 3-oxoadipate CoA-transferasa subunidad A (EC 2.8.3.6) 
70655 69267 - pcaB 3-carboxy-cis,cis-muconato cicloisomerasa (EC 5.5.1.2) 
71012 71803 + pcaR Proteína reguladora 

‘/’ Indica no disponible 
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Figura 41. Arriba. Vías de degradación del benzoato y del protocatecuato, las cuales convergen en 
un intermediario en común, el 3-oxoadipato enol-lactona. Abajo. Posición de estos genes dentro del 
genoma de Halomonas litopenaei, las flechas de color naranja indican los genes que intervienen en 
la degradación del benzoato, las rosas en el transporte de compuestos aromáticos, las amarillas en 
la degradación del catecol, las azules con el protocatecuato, las moradas con genes reguladores y 
por último las blancas con genes que no tienen relación con estas vías.   

 

8. Conclusiones 

Dos de los cuatro aislados, Paenarthobacter sp. y Halomonas litopenaei fueron 
capaces de crecer en presencia de tres y dos diferentes compuestos aromáticos 
respectivamente. 

Paenarthrobacter sp. fue la cepa con el mayor crecimiento y disminución en la 
concentración de los compuestos aromáticos en casi todos los ensayos realizados. 

El consorcio compuesto por Paenarthrobacter sp. y Halomonas litopenaei, en la 
mayoría de los casos, estaba conformado mayoritariamente por Paenarthrobacter 
sp.  

Este consorcio no mostró tener una mayor capacidad de degradación o de 
crecimiento que sus partes por separado, ya que cada una de las cepas cuenta con 
todos los genes necesarios para el transporte, regulación y degradación de cada 
uno de los compuestos aromáticos.  

Los resultados obtenidos mediante las pruebas experimentales fueron corroborados 
en parte, con la anotación funcional de cada uno de los genomas. 

pcaGH 

pcaB pcaL 

pcaL pcaIJ 

pcaF 

benABC benD 

catA catB catC 
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9. Perspectivas 

Probar la capacidad de degradar 3-hidroxibenzoato por parte de Paenarthrobacter 
sp. 

Probar la capacidad de degradar homogentisato por parte de Halomonas litopenaei 

Probar a ambas cepas con otros aislados que potencialmente cuenten con vías de 
degradación periféricas de compuestos aromáticos para ver si formando un 
consorcio sintético existe un mayor potencial de degradación.  

 

Anexos 

Anexo 1. Porcentaje de identidad de las diferentes enzimas implicadas en la 
degradación de compuestos aromáticos de Paenarthrobacter sp. 

 

Tabla A 1. Porcentaje de cobertura e identidad de las diferentes enzimas de Paenarthrobacter sp. 
relacionadas con la degradación de benzoato. 
Enzima Cepa Cobertura Identidad 

Catecol 1,2-dioxigenasa Phycicoccus sp. SLBN-51 96% 94.65% 
Benzoato 1,2-dioxygenasa subunidad 
grande 

Pseudarthrobacter  sp. 
NIBRBAC000502771 

100% 98.92% 

Benzoato 1,2-dioxigenasa subunidad 
pequeña 

Arthrobacter sp. BB-1 100% 94.38% 

Benzoato 1,2-dioxygenasa, componente 
ferredoxina reductasa 

Kocuria sp. ZOR0020 65% 81.69% 

Benzoato deshidrogenasa Phycicoccus sp. SLBN-51 100% 93.82% 
Muconolactona isomerasa  Phycicoccus sp. SLBN-51 100% 93.48% 
Muconato cicloisomerasa  Kocuria palustris 99% 78.02% 
Regulador transcripcional de la familia 
LysR  

Pseudarthrobacter sp. 
NIBRBAC000502771 

100% 93.14% 

Transportador del tipo MFS Pseudarthrobacter sp. 
NIBRBAC000502771 

100% 93.86% 

 

Tabla A 2. Porcentaje de cobertura e identidad de las diferentes enzimas de Paenarthrobacter sp. 
relacionadas con la degradación de protocatecuato. 
Enzima Cepa Cobertura Identidad 

Regulador transcripcional de la familia IclR  Arthrobacter sp. EpRS71 100% 96.09% 
Protocatecuato 3,4-dioxigenasa subunidad 
beta  

Paenarthrobacter 
nicotinovorans 

100% 97.58% 

Protocatecuato 3,4-dioxigenasa subunidad 
alfa  

Arthrobacter sp. TS-15 99% 96.32% 

3-carboxi-cis,cis-muconato cicloisomerasa  Paenarthrobacter 
nicotinovorans 

100% 84.78% 

3-oxoadipato enol lactona hidrolasa  Arthrobacter sp. Rue61a 97% 90.73% 
4-carboximuconolactona descarboxilasa  Arthrobacter sp. cf158 95% 95.17% 
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3-cetoacil-CoA tiolasa  Arthrobacter bacterium 98% 90.5% 
3-oxoadipato CoA-transferasa subunidad A  Arthrobacter sp. M2012083 100% 97.37% 
3-oxoadipato CoA-transferasa subunidad B  Arthrobacter sp. TS-15 100% 98.2% 
Proteína reguladora   Arthrobacter sp. Hiyo6 97% 77.01% 
Transportador de la familia AAHS Paenarthrobacter 

nicotinovorans 
100% 94.91% 

 

 

Tabla A 3. Porcentaje de cobertura e identidad de las diferentes enzimas de Paenarthrobacter sp. 
relacionadas con la degradación de gentisato. 

Enzima Cepa Cobertura Identidad 

3-hidroxibenzoato 6-hidroxilasa  Arthrobacter sp. PM3 100% 87.2% 
Transportador de la familia AAHS  Arthrobacter sp. cf158 99% 90.26% 
Regulador transcripcional de la familia IclR Paenarthrobacter 

aurescens 
99% 92.59% 

Gentisato 1,2-dioxigenasa  Arthrobacter globiformis 
NBRC 12137 

100% 90.03% 

Fumarilacetoacetato hidrolasa Paenarthrobacter 
aurescens 

100% 94.60% 

Maleilpiruvato isomerasa Arthrobacter sp. TS-15 100% 81.12% 
 

Anexo 2. Porcentaje de identidad de las diferentes enzimas implicadas en la 
degradación de compuestos aromáticos de Halomonas litopenaei 

 

Tabla A 4. Porcentaje de cobertura e identidad de las diferentes enzimas de Halomonas litopenaei 
relacionadas con la degradación de benzoato y protocatecuato. 

Enzima Cepa Cobertura Identidad 

Simporter de la familia BenE  Halomonas sp. S2151 100% 99.26% 
Benzoato deshidrogenasa  Halomonas sp. BN3-1 100% 99.22% 
Transportador de la familia ABC  Halomonas sp. S2151 100% 100% 
Transportador de la familia ABC  Halomonas sp. S2151 100% 100% 
Permeasa del transportador de 
aminoácidos de cadena ramificada 

Halomonas sp. BN3-1 100% 99.73% 

Permeasa del transportador de 
aminoácidos de cadena ramificada 

Halomonas sp. 100% 99.65% 

Transportador ABC, proteína de unión a 
sustrato 

Halomonas sp. YLB-10 100% 99.52% 

Benzoato 1,2-dioxigenasa, componente 
ferredoxina reductasa 

Halomonas sp. BN3-1 100% 99.12% 

Benzoato 1,2-dioxigenasa subunidad 
pequeña 

Halomonas sp. BN3-1 100% 99.38% 

Benzoato 1,2-dioxigenasa subunidad 
grande 

Halomonas sp. 100% 99.56% 

Catecol 1,2-dioxigenasa  Halomonas sp. YLB-10 100% 99.69% 
Muconolactona Delta-isomerasa  Halomonas sp. LBP4 100% 90.62% 
Muconato cicloisomerasa  Halomonas sp. BN3-1 100% 99.19% 
Regulador transcripcional de la familia 
LysR  

Halomonas sp. 100% 99.67% 
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Proteína RidA Halomonas sp. S2151 100% 99.17% 
Protocatecuato 3,4-dioxigenasa subunidad 
alfa 

Halomonas sp. 100% 99.06% 

Protocatecuato 3,4-dioxigenasa subunidad 
beta  

Halomonas sp. 100% 99.18% 

Factor transcripcional PcaQ  Halomonas sp. YLB-10 100% 99.35% 
3-oxoadipato enol-lactonasa / 4-
carboximuconolactona descarboxilasa 

Halomonas korlensis 98% 89.43% 

3-oxoadipil-CoA tiolasa  Halomonas sp. BN3-1 100% 99.5% 
CoA-transferasa subunidad beta   Halomonas sp. BN3-1 100% 98.84% 
CoA transferasa subunidad alfa  Halomonas sp. S2151 100% 99.63% 
3-carboxi-cis,cis-muconato cicloisomerasa  Halomonas sp. 99% 93.62% 
Regulador transcripcional de la familia IclR  Halomonas sp. 100% 98.86% 
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