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RESUMEN

En Colombia el unico estudio metagendmico en el suelo de ambientes extremos
ha sido del proyecto GeBiX, el cual anteriormente ha descrito la presencia de
enzimas bioprospectivas y de biorremediacion. Uno de los ecosistemas de estudio
es el suelo de bosque altoandino del parque Nacional Natural los Nevados, este
suelo tiene temperaturas entre 6 y 14 °C, altas precipitaciones (hasta 4000 mm por
afo), suelo acido (pH de 5.2) y una gran acumulacién de materia organica que
permite el crecimiento de microorganismos. En el marco del proyecto GeBiX se
realizé una base de datos de pectato liasas, enzimas que cortan enlaces alfa-1,4
glicosidicos del &cido poligalacturénico y se encuentra en la pared celular de
plantas, bacterias, hongos, arqueas y algunos animales. Se utilizaron
herramientas bioinforméaticas como BLASTp, andlisis de Heatmap y algoritmos
propios para depurar bases de datos publicas y crear una base de datos nueva
con enzimas putativas de pectato liasas con interés en aplicaciones
biotecnolégicas. Ademas, se realizaron analisis filogenéticos para establecer
relaciones entre los genes putativos y determinar si esta enzima sirve para

identificacion taxonémica.

Palabras Clave: metagenémica, bioprospeccion, bioinformética, analisis

filogenéticos.



1. INTRODUCCION

En los dltimos afios ha crecido el interés por el estudio de enzimas de
microorganismos extremofilos debido a sus propiedades termoestables, tales
como: resistencia a valores extremos de pH y salinidad (Van den Burg, 2003).
Estos pueden producir biocatalizadores unicos que soportan condiciones adversas
que pueden presentarse en las producciones industriales, aminorar desechos,
costos y permitir el desarrollo adicional procesos mas eficientes, ademas de esto,
a nivel ambiental se ha demostrado que algunas enzimas psicroéfilas aparte de ser
eficientes para la produccion de textiles o quimicos (Demirjian, Moris-Varas, &
Cassidy, 2001) se pueden emplear para la degradacion de hidrocarburos y

descontaminacion de suelos (Eriksson, Ka, & Mohn, 2001).

En la industria textil, existen probleméticas en la parte del biodecrudado del
algodon en el que normalmente se usan quimicos alcalinos para la degradacién
del material no celulolitico; sin embargo, esta practica causa una perdida en la
calidad de la fibra de algoddén y genera un impacto ambiental, debido a que existe
un inevitable desecho de los quimicos que usan (dialdehido, glioxal y urea-
formaldehido o algunas resinas) los cuales se pueden filtrar en el suelo o en
fuentes de agua generando un problema ambiental (Slater, 2003; Solbak et al.,
2005), estos problemas pueden ir desde contaminar agua potable para humanos o
animales que puede generar problemas de salud acelerando mutaciones, hasta la
destruccion de las particulas del suelo que se vuelven mas finas haciendo asi que
por medio del agua y el viento se pierdan los nutrientes del suelo y por tanto la
fertilidad de los mismo, éstas particulas llevadas por el viento pueden ser también

inhaladas por la poblacién y resultar fatal (Slater, 2003).

En otras industrias como en la de procesamiento de frutas para la obtencién de
jugos claros como de manzana, pera, uva 0 para con jugos con sobrenadantes
como los néctares, jugo de limon o tomate, los pasos son largos, primero es
necesario la seleccion y lavado de la fruta, después los procesos de extraccion en

el cual se deben separar los fuertes enlaces pectinicos en las células de las frutas



para la posterior separacion, aglutinacion y posterior decantacion y filtrado de los
jugos, esto puede ser costoso debido a que tiene un bajo rendimiento, necesita
mucho equipo y una gran labor en el proceso de concentracion del jugo (Kashyap,
Vohra, Chopra, & Tewari, 2001), el rompimiento de estos enlaces son los que
principalmente generan altos costos en las industrias de fermentacion de café y te,
preparacion de vino y papel, ya que las alternativas usadas son dafiinas para la
materia y para el ambiente (Pandey, Negi, & Soccol, 2017).

Por otro lado, en el tratamiento de aguas residuales pécticas provenientes de las
industrias de jugos como el de limén, la naranja o la manzana, portan alto
contenido de material pectinico que las hace muy dificiles de descomponer; en
estos casos se ha intentado su tratamiento con técnicas como deshidratacion
fisica, irrigacion en spray, coagulaciéon quimica, tratamiento directo de lodos
activados e hidrolisis quimica seguida de fermentacién por metano (Reginatto,
Amante, Gerhardy, Kunst, & Duran, 2009; Tanabe, Kobayashi, & Akamatsu, 1986)

sin embargo, estos procesos son muy complejos y tienen un alto costo.

Las pectato liasas son enzimas que han sido ampliamente utilizadas en la
industria textil (Araudjo, Casal, & Cavaco-Paulo, 2008; Wang, Li, Ma, & Song, 2014)
industrias alimenticias de fermentacién de jugos, té y café (Alkorta, Garbisu,
Llama, & Serra, 1998; Pandey et al., 2017), fabricacién de papel, tratamiento de
aguas residuales, extraccion de aceite citrico, entre otras (Pandey et al., 2017).
Sin embargo, aunque las pectato liasas mas utilizadas provengan de hongos, las
bacterias provenientes de ambientes extremos pueden ser una fuente importante
de éstas enzimas dado que presentan adaptaciones especiales como estabilidad a
diferentes valores de pH, altas o bajas temperaturas o resistencia a sales, Utiles a
nivel industrial, biotecnologico o en procesos de restauracion ambiental (A. Dubey,
Yadav, Kumar, Anand, & Yadav, 2016).

Algunas enzimas pécticas como las pectato liasas se han implementado en
algunos procesos industriales, sin embargo existen problemas de resistencia a

temperaturas, pH extremos o patogenicidad de los microorganismos usados



(Kashyap et al., 2001) por esto la busqueda de extremozimas puede ser una

alternativa para mejorar el desarrollo y rendimiento de estas industrias.

En Colombia, la investigacién de ecosistemas extremos como las que se llevan a
cabo en el Bosque Alto Andino del Parque Nacional Natural Los Nevados (PNN
Los Nevados) (GEBIX, 2009) pueden ser un potencial biotecnolégico y contener
fuente de nuevas enzimas de interés bioprospectivo debido a los suelos que por
su composicion acida sustentan una amplia gama de microorganismos (Bautista

Zuiiga, Rivas Solérzano, Duran de Bazua, & Palacio, 1998).

La busqueda de pectato liasas en metagenoma altoandino es importante ya que
este es un ecosistema que ha sido muy poco explorado a nivel de diversidad de
microorganismos y a nivel funcional (Minambiente, 2017; Parques Nacionales
Naturales., 2006), aunque la presencia de pectato liasas tiene una baja proporcién
en el suelo de bosque altoandino, probablemente por las condiciones de pH y
temperatura del mismo, resulta interesante la aparicion de estas enzimas que

pueden tener un gran potencial en la creacién de una amplia gama de productos.

Es por esto que lo que busca este trabajo al identificar genes putativos de pectato
liasas en el metagenoma de bosque altoandino es ser un punto de partida para
posteriores estudios de bioprospeccién, las caracteristicas de los resultados que
se entregaran son importantes para la continuacion del estudio de estas enzimas y

su posterior utilizacion en diferentes industrias.



2. JUSTIFICACION

Desde siempre las enzimas han sido utilizadas para el beneficio humano en varios
procesos industriales como la fabricacion de cerveza, papeles, lacteos, entre otros
(Castillo Rosales & Rodriguez Alegria, 2014), muchas industrias usan enzimas
sintéticas pero muchas veces la eficacia no es tan buena como, por esto, la
blusqueda de enzimas con propiedades de resistencia a ambientes extremos es de
gran interés para muchas industrias que necesitan agilizar procesos y reducir
costos de produccion (Demirjian et al.,, 2001; Yuan et al., 2011), en los ultimos
anos, se han encontrado algunas enzimas de ambientes extremos que han
mejorado procesos industriales de una manera significativa (J. Montafa, 2015;
Moya A. & Torres R., 2012; Sasaki, Koide, Kobayashi, Usami, & Horikoshi, 2015).
Colombia se caracteriza por ser un pais megadiverso, tanto a nivel de
ecosistemas, como de flora, fauna y también de microorganismos; uno de los
ecosistemas mas especiales que tiene Colombia es el bosque altoandino, el cual
tiene bajas temperaturas y suelos acidos que pueden ser un foco interesante para
la busqueda de enzimas extremofilas de importancia bioprospectiva (Bautista
Zuhiga et al., 1998).

Entre las enzimas que han destacado en el uso de procesos industriales estan las
pectato liasas, que rompen fuertes enlaces en las paredes celulares de las plantas
y han sido muy utiles en industrias de alimentos, jugos, té, café, fabricacion de
papel, tratamiento de aguas residuales, entre otras (Alkorta et al., 1998;
Madhavan, Sindhu, Parameswaran, Sukumaran, & Pandey, 2017). Aunque ya se
han hecho varias investigaciones sobre estas enzimas en metagenomas a nivel
internacional, el conocimiento de pectato liasas en Colombia es muy limitado, ya
qgue el estudio de microorganismos de ambientes extremos en nuestro pais tiene
un corto recorrido. El proyecto GeBiX (Centro Colombiano de Gendmica y
Bioinformética de Ambientes Extremos) ha sido la iniciativa en Colombia con
respecto a la metagendmica de ambientes extremos (GEBIX, 2009) dentro de los
trabajos realizados en este proyecto, se encuentra busqueda de enzimas de nivel

bioprospectivo como esterasas, lipasas o lacasas (Bolafios, 2016 (unpublished



work); Borda-Molina, Montafia, Zambrano, & Baena, 2017; Jiménez, Montafia,
Alvarez, & Baena, 2012; LoOpez-Lépez, Cerdan, & Gonzélez Siso, 2014).
Enmarcardo en este mismo proyecto, este estudio pretende hacer un analisis in
silico de pectato liasas putativas que tengan resistencia a ambientes extremos y

que puedan ser de importancia industrial o de biorremediacion.

3. MARCO TEORICO

3.1. MICROORGANISMOS DEL SUELO, METAGENOMICA Y
BIOPROSPECCION

La biodiversidad de los microorganismos en el suelo es la mas alta comparada
con cualquier otra comunidad ya que éste resulta ser heterogéneo con respecto a
las condiciones de crecimiento y distribucion de sustancias de la matriz, lo cual
genera nichos ampliamente variados para los microorganismos (Lee & Lee, 2013)
la abundancia de los diferentes filos depende del tipo del suelo, asi, suelo de
bosques tienen mayor presencia de Acidobacteria mientras que en cultivos de
suelos supresores (aquellos suelos en los que los cultivos sufren menos
patbgenos por accién de microorganismos del suelo) se encuentra mayor
presencia de A y B-Proteobacteria (Lee & Lee, 2013; Lim et al., 2005; Mendes et
al.,, 2011). La mayoria de éstos microorganismos no son cultivables, dejando un
gran vacio en el conocimiento de la diversidad microbiana en general, sin
embargo, el desarrollo de nuevas tecnologias 6micas han permitido la
amplificacion y secuenciacion de ADN a partir de la unidad ribosomal 16S y la
identificacion de muchos de estos microorganismos que no son cultivables (Lorenz
& Schleper, 2002; Torsvik, 2002).

La metagenomica es una herramienta que hace parte de las ciencias 6micas, y se
refiere al analisis de los genomas de microorganismos por medio del estudio de
ADN directamente extraido, ésta herramienta ha ayudado a identificar
microorganismos no cultivables, encontrar nuevos genes e interacciones entre los

microorganismos (Schloss & Handelsman, 2003). Asi, la metagendmica se ha



convertido en una herramienta para acceder a los genomas de los organismos y
por lo tanto es uno de los mejores enfoques para encontrar enzimas a partir de
muestras ambientales (Eriksson et al., 2001; Ferrer, Martinez-Abarca, & Golyshin,
2005; Kennedy, Marchesi, & Dobson, 2008).

Finalmente la bioprospeccion busca aislar, identificar o seleccionar componentes
de la diversidad biolégica para mejorar procesos biotecnologicos, de
biorremediacion o para fines comerciales (Torres & Velho, 2009), es por esto que
ademas de la identificacion de los microorganismos del suelo, el aislamiento de
ADN vy la creacion de librerias de clones facilita el estudio de caracteristicas como
identificacion de genes, obtencion de informacion genética de filogenias, extraer
enzimas o biocatalizadores y proteinas con importancia bioprospectiva; igualmente
permite encontrar interacciones entre comunidades microbianas, descubrir genes
de resistencia a antibioticos o produccion de vitaminas con ayuda de métodos
computacionales (Daniel, 2005; Lorenz & Schleper, 2002; National Research
Council (US) Committee on Metagenomics: Challenges and Functional
Applications. & Council, 2007; Streit, Daniel, & Jaeger, 2004; Timmermans, 2001;
Uchiyama & Miyazaki, 2009), no solo en ambientes normales, sino también en

ambientes de temperaturas o valores de pH extremos.

3.2. EL BOSQUE ALTOANDINO DEL PARQUE NACIONAL NATURAL LOS
NEVADOS

El Parque Nacional Natural Los Nevados tiene un area aproximada de 58.300
hectéreas distribuidas en la cordillera central de Colombia entre las vertientes
oriental y occidental, presenta alturas entre 2600 y 5321 msnm. (Minambiente,
2017). Segun Hernandez Camacho & Sanchez Paez (1992) las alturas entre 3000
y 4000 msnm corresponden a un orobioma de bosque andino y entre 4000 a 4700
msnm corresponden a paramo, el cual a su vez se encuentra dividido entre el
suborobioma de subparamo y superparamo; la altura de 4700 a 5100 msnm.
corresponde a orobioma nival, teniendo asi el Parque Nacional Natural Los

Nevados una rigueza natural caracteristica de biomas zonales de montafa.



Segun el Plan de Manejo del Parque Nacional Natural Los Nevados (2006-2010)
el porcentaje de Bosque Altoandino del parque es de 6.5%, siendo el segundo
mas alto después de paramo con 85.9%, ocupando aproximadamente 3790
hectareas. Sus temperaturas varian entre los 6 °C a 12 °C con una precipitacion
entre los 500 y 4000 mm al afio. Sus suelos pertenecen al orden andisol,
caracterizados por ser acidos (pH 5.2), contener altas cantidades de agua y
favorecer la acumulacién de materia organica la cual puede llegar a tener mas de
40 cm de profundidad (Bautista Zufiga et al., 1998) razon por la cual este tipo de

suelo puede ser fuente de una alta diversidad de microorganismos.



3.3. PECTATOLIASAS (E.C. 4.2.2.2)

Las pectato liasas (E.C. 4.2.2.2) son enzimas que cortan enlaces a(alfa)-1,4
glicosidicos de acido poligalacturénico por eliminacion de una reaccién B(beta) que
produce un enlace A4, 5 insaturado en el extremo no reductor del polisacarido y
genera oligogalacturonatos 4,5-insaturados (Figura 1) (A. K. Dubey et al., 2010). Si
la enzima ataca aleatoriamente dentro de la cadena de poligalacturonato
generando multiples productos se dice que es endo-pectato liasa, por el
contrario, si ataca solo en la parte final del poligalacturonato se le denomina exo-
pectato liasa (Hugouvieux-Cotte-Pattat, Condemine, & Shevchik, 2014). Las
pectato liasas juegan un papel importante en las paredes celulares al remodelar y
reciclar los polisacaridos de pectina que son insolubles, de esta manera, estas
enzimas forman uno de los enlaces mas fuertes en la naturaleza (Al

Sendergaard, Teixeira, & Pickersqill, 2015).

RO

Enlace afalfa)-1,4 glicosidico

COOr

H OH

OR' OR'

Acido poligalacturdnico oligogalacturonatos 4-5 insaturados

Figura 1 Reaccion de B-eliminacién de las pectato liasas la cual rompe enlaces a(alfa)-1,4
glicosidicos de acido poligalacturénico y produce un enlace A4, 5 insaturado en el extremo no
reductor del polisacarido generando oligogalacturonatos 4,5-insaturados. (Tomado de Ali et al.,
2015; modificado por Daniela Quibano).

2.3.1. Distribucion de las pectato liasas: se encuentran distribuidas en todas las
ramas del arbol de la vida, en nematodos parasitos, plantas, bacterias y hongos
fitopatdogenos, este dltimo es la fuente mas predominante con Aspergillus (P.
Micheli, 1729), Fusarium (Link, 1809) y Penicillium (Link, 1809) (Payasi, Sanwal, &

Sanwal, 2009), sin embargo han sido reportadas numerosas pectato liasas en



géneros de bacterias como, Erwinia (Winslow, Broadhurst, Buchanan, Krumwiede,
Rogers and Smith, 1920), Bacillus (Cohn, 1872), Pseudomonas (Migula, 1894),
Xanthomonas (Dowson, 1939), Sinorhizobium (Chen et al., 1988) entre otras (A. K.
Dubey et al., 2010; A. Dubey et al., 2016).(Anexo S 2).

2.3.2. Estructura y clasificacién de las pectato liasas: en general presentan

una estructura de un dominio de hélice- formado por hebras paralelas dobladas

en una hélice derecha grande y una region de bucle principal (A. K. Dubey et al.,

2010) tienen generalmente un pH basico (entre 8 y 10) y necesitan un catidn

divalente que en la mayoria de los casos es Ca?*. Su mecanismo de B-eliminacién

consta de un residuo de Arg, Lys o His (que depende de la familia) la cual extrae

el proton de la posicién de C-5 del residuo de galacturonato (Hugouvieux-Cotte-

Pattat et al., 2014). Las pectato liasas pertenecen a las familias de polisacarido
liasas denominadas PL1, PL2, PL3, PL9, PL10 (Soriano Lasheras, 2004).

PL1: presentan una estructura de hebras B plegadas en una superhélice
derecha, normalmente difieren de la conformacion y el tamafio de los loops
sobresalientes de las hélices B. El cation mas representativo en sus sitios
activos es Ca?* y su tamario difiere entre 300 a 400 residuos (Hugouvieux-
Cotte-Pattat et al., 2014). Presentan las secuencias consenso VWIiDH que
puede estar involucrada en el plegamiento de la proteina y transporte de
membrana, AXDIKxXxxxXVTXS y VXXRXPxxRxGxxHxxxXN que presenta el
residuo de arginina (R) catalitico y se han clasificado en dos subfamilias
PelADE y PelBC (Soriano Lasheras, 2004).

PL2: son pectato liasas exclusivamente intracelulares que se pliegan en
barras (a/a)7, pueden ser endo o exo-pectato liasas y usan otros cationes
diferentes de Ca?* como Co?*, Mn?*, and Ni%*, su tamafio difiere entre 300 y
400 residuos (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014).

PL3: son endo-pectato liasas altamente dependientes de Ca?*. Adoptan
una topologia de hélices g paralelas y son las mas cortas entre las pectato

liasas con aproximadamente 200 residuos (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al.,
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2014). Estas contienen 4 regiones de residuos conservados
VxxXxDxCEDAXT, DKixQxN, DYGKLXRXCGxC y LXGXNXNYGDxA.

PL9: presenta una topologia de hélices B paralelas mas larga que aquellas
de PL1 y PL3. Contiene endo y exo-pectato liasas. En su sitio catalitico
pueden tener cationes divalentes como Fe?* y en otros casos estar
reemplazados por residuos aromaticos que los hace mas especificos a
sustratos metilados o sustratos cargados (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al.,
2014; Mayans et al., 1997).

PL10: éstas pectato liasas son encontradas exclusivamente en bacterias de
plantas, suelo o intestino, dependientes de Ca?*, atacan sustratos de
pectina con poca metilaciéon y a pesar de que adoptan una topologia de
barra (a/a)s diferentes a PL1, PL3 y PL9 presentan una disposicion
conservadas de los sitios activos (Charnock, Brown, Turkenburg, Black, &
Davies, 2002; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014).

El dominio correspondiente a esta familia se encuentra en la base de datos
de dominios conservados de la NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd)
con PSS-ID pfam09492.

En la Figura 2 se pueden ver algunos ejemplos de las estructuras de las

diferentes familias de polisacérido liasas.
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Figura 2 Estructura 3D de pectato liasas a. Pectato liasa de la familia PL1 de Bacillus subtilis
((Ehrenberg, 1835) Cohn, 1872) b. Pectato liasa de la familia PL2 de Yersinia enterocolitica
((Schleifstein and Coleman, 1939) Frederiksen, 1964) c. Pectato liasa de la familia PL3 de

Pectobacterium carotovorum ((Jones, 1901) Waldee, 1945 emend. Hauben et al., 1998 emend.
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Gardan et al.,, 2003) d. Pectato liasas de la familia PL9 de Erwinia chrysanthemi (Burkholder,
McFadden & Dimock, 1953) e. Pectato liasa de la familia PL10 de mutante D189A de Cellvibrio
cellulosa (Humphry et al. 2003) en complejo con el &cido trigalacturénico. (Tomado de
https://pfam.xfam.org)

2.3.3. Funciones de las pectato liasas: algunos de los diversos roles que tienen
las pectato liasas son: a) Ayuda a la enfermedad de pudricién blanda (A. Dubey et
al., 2016; Hassan, Shevchik, Robert, & Hugouvieux-Cotte-Pattat, 2013;
Hugouvieux-Cotte-Pattat et al.,, 2014; Sasaki et al., 2015), b) Degradacion de
pectina como fuente de carbono para crecimiento bacteriano (Hugouvieux-Cotte-
Pattat et al., 2014), c) Degradacion de productos de pectina como fuente de
carbono para zoopatdgenos (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014), d)
Sefialamiento de moléculas en plantas y bacterias por los productos de la
degradacion de pectina (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014), e) Simbiosis en
plantas y bacterias (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014), f) Digestion de material
vegetal en animales (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014), g) procesos de
desarrollo de plantas (A. Dubey et al., 2016).

3.4. FILOGENIA MOLECULAR

La filogenia molecular es una rama de la filogenética que combina técnicas
estadisticas y moleculares para inferir las relaciones evolutivas entre genes u
organismos, ésta estudia relaciones evolutivas por medio de ADN, ARN o
aminoacidos (Dowell, 2008; Pevsner, 2009). El andlisis filogenético de secuencias
de aminoéacidos consta de 5 pasos esenciales, 1) Seleccién de las secuencias 2)
Alineamiento multiple, 3) Especificacion del modelo evolutivo, 4) construccién del
arbol 5) analisis del arbol (Pevsner, 2009).

3.4.1. Seleccién de secuencias: las secuencias de ADN, ARN o proteinas,
pueden provenir de datos tomados por el investigador o de bases de datos
publicas como NCBI, Pfam para proteinas o Rfam para RNA. Las secuencias
deben tener un nivel de homologia (Pevsner, 2009).

3.4.2. Alineamiento multiple: herramienta en la que se toman varias secuencias

y Se organizan en una matriz para identificar regiones de homologia (Dowell,
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2008) hay varios algoritmos que permiten hacer esto, los que presenta el

programa MEGA 7 son ClustalW y Muscle.

- ClustalW: usa alineamiento progresivo en el que se toman las secuencias mas
similares y se alinean, después se van agrupando mas secuencias hasta tener
un alineamiento global (Thompson, Higgins, & Gibson, 1994).

- Muscle: es un método iterativo el cual funciona parecido al progresivo pero
puede realinear las primeras secuencias mientras agrega unas nhuevas al
alineamiento, este método ha resultado ser mas exacto comparado con T-
Coffee y ClustalW (Edgar, 2004).

3.4.3. Especificacién del modelo evolutivo: segun Abascal et al., 2014 “son

descripciones matematicas de la evolucion de las secuencias y constituyen el

engranaje gue nos permite conectar los datos (alineamientos) con los métodos de
reconstrucci 6n filogenética”. Para métodos de distancia como Neighbor-Joining se

utilizan modelos estadisticos que estiman el nimero de cambios de DNA o

aminoacidos en comparaciones entre dos secuencias, éstos métodos suponen

informacion del puntaje de distancia entre cada OTU (unidad taxonomica
operacional) en el alineamiento mdultiple obteniendo puntajes por parejas de
secuencias de todas las proteinas alineadas y obteniendo con esto el arbol
filogenético (Pevsner, 2009), para métodos probabilisticos basados en caracteres
como Maximun Likelihood o el de inferencia bayesiana se usan modelos
estadisticos que se aplican a los residuos (caracteres individuales) y tienen en

cuenta los cambios en cada posicién del alineamiento (Abascal et al., 2014;

Pevsner, 2009).

3.4.4. Construccion del arbol: pueden escogerse entre los métodos de distancia

como Neighbor-Joining (NJ), los métodos estadisticos como el de inferencia

bayesiana o Maximun Likelihood (ML) y el método de maxima parsimonia (MP).

- Métodos de distancia — Neighbor-Joining: creado por Saitou & Nei (1987)
Analizan primero un par de secuencias y posteriormente se buscan las
siguientes mas parecidas, asi usan esas distancias para inferir la relacion entre

los taxones (Pefia, 2011; Pevsner, 2009).
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- Métodos estadisticos — Maximun Likelihood e inferencia bayesiana: el
primero determina la topologia del arbol de acuerdo a la mayor probabilidad de
producir un grupo de datos, el segundo calcula la probabilidad de observar
algunos datos teniendo en cuenta el modelo que se esté usando (Pefia, 2011,
Pevsner, 2009).

- Método de Maxima parsimonia: descrito por Hennig (1966), y Eck y Dayhoff
(1966), éste método prioriza la menor cantidad de cambios en un grupo de
secuencias buscando asi la explicacion mas parsimoniosa de los datos
(Pevsner, 2009).

3.4.5. Andlisis del arbol: uno de los métodos mas comunes para el analisis de la

robustez del arbol filogenético es el bootstrap, en este método se realiza el analisis

varias veces con las secuencias tomadas aleatoriamente generando otro arbol con
dichos datos, al final se comparan todos los arboles generados. Al final se obtiene

la frecuencia con la cual se puede observar cada clado en el arbol original.

4. ANTECEDENTES

En 1986 Tanabe, Kobayashi, & Akamatsu usaron una endo-pectato liasa aislada
de la bacteria Erwina carotovora (Jones, 1901) para tratar aguas residuales de la
industria del procesamiento de citricos encontrando que el tratamiento con este
tipo de enzima degrada la mayoria de las sustancias pécticas en
aproximadamente 24 horas. Roy y colaboradores en 1999 analizaron el modo de
accion de 5 endo-pectato liasas de Erwinia chrysanthemi (Burkholder, McFadden
& Dimock, 1953) (bacteria fitopatdgena), en sustratos poliméricos y oligoméricos.
Benen, Kester, Pafenicova, & Visser, en 2000 clonaron un gen de pectato liasa de
Aspergillus niger (van Tieghem, 1867) encontrando dos formas de la enzima con
actividades especificas. En 2001, Tamaru & Doi, 2001 encontraron el gen de una
pectato liasa en Clostridium cellulovorans (Sleat et al., 1985) el cual codifica para
un complejo enzimatico llamado celulosoma que presentaba regiones bastantes
conservadas y fue el primer reporte para este género, ese mismo afio Brown,

Mallen, Charnock, Davies, & Black, en 2001 identificaron la pectato liasa 10A de
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Pseudomonas cellulosa que tenian sitios parecidos a los modulos de clivaje de
carbohidratos y sitios afines con celulosa cristalina, observaron también una
actividad a un pH de 10 y una temperatura de 62 °C. En el 2002, Yutaka Tamaru y
colaboradores realizaron extraccion de protoplastos por medio de cultivos de
Clostridium cellulovorans (Sleat et al., 1985) debido a sus genes de celulasa y
pectato liasas, demostraron que el aislamiento de protoplastos por medio de esta

enzima en cultivo era mas eficiente que el comercial.

Los trabajos con bibliotecas de genes y metagendmica empezaron a volverse mas
comunes, en 2003, Voget y colaboradores identificaron varios genes en muestras
de suelo colectadas en un campo cerca del Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Gottingen, dentro de éstos genes se incluyeron dos pectato liasas,
PelA la cual es muy similar a la pectato liasa de Pseudoalteromonas haloplanktis
(ZoBell & Upham, 1944) y la segunda (Uvs119) similar a una enzima putativa de
Bacillus halodurans ((ex Boyer, 1973) Nielsen et al., 1995) y que posiblemente
hidrolizan goma gellan, la cual es ampliamente usada como gelificante y en
industrias como la cosmetologia y la alimentacién se usa como emulsificador,
espesante y estabilizador (Dea, 1989). En 2005 Solbak y colaboradores
descubrieron mas de 40 pectato liasas nuevas en una libreria de ADN de varias
muestras ambientales ricas en materia vegetal, realizaron métodos de evolucion
directa para mejorar el rendimiento de una enzima candidata a altas temperaturas
y hallaron 19 combinaciones para generar termorresistencia, de esta manera estas
enzimas podrian ser utilizadas en el biodecrudado del algodén, generando asi la
posibilidad de reemplazar el lavado tradicional con quimicos. Kikuchi, Shibuya,
Aikawa, & Jones en 2006 clonaron y analizaron dos pectato liasas de un
nematodo de madera de pino que sugieren que estas enzimas juegan un papel
importante en las interacciones nematodo-planta. En 2007, Gummadi & Kumar
analizaron los efectos del cambio de pH, agitaciéon y maceracion para la maxima
produccion de pectin y pectato liasas de la levadura Debaryomyces nepalensis
(Goto & Sugiy, 1968) en un biorreactor.
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En la ultima década, los trabajos sobre pectato liasas se han centrado en la
caracterizacion y andlisis de nuevas enzimas. En el 2010 Ferreira, Da Silva, Silva,
& Gomes reportaron las propiedades fisicoquimicas y la producciéon de una
pectato liasa obtenida de Penicillium viridicatum (Westling, R., 1911) RFC3 por
fermentacién en estado sélido y fermentacibn sumergida en una mezcla de
salvado de trigo y bagazo de naranja como fuente de carbdn; ese mismo afio
Dubey y colaboradores hicieron un andlisis in silico de 121 secuencias de pectato
liasas descargadas de GenBank y analizaron homologias entre ellas, realizaron
alineamiento multiple, construccion de arbol filogenético y andlisis de motivos
conservados. En 2011 Yuan y colaboradores clonaron, expresaron vy
caracterizaron una pectato liasa de Klebsiella sp. Y1 y la compararon con
novozimas comerciales de la industria textii mostrando que la pectato liasa
clonada tenia una eficacia similar a la comercial; al afio siguiente el mismo equipo
recuperd 103 fragmentos de pectinasas a partir de rumen de oveja, posteriormente
clonaron y expresaron 2 pectato liasas que servirian para el uso industrial a
niveles fisiolégicos. En el 2013 Hassan y colaboradores caracterizaron 8 endo-
pectato liasas de Dickeya dadanti (Samson et al., 2005) (bacteria fitopatdogena) y
encontraron una nueva pectato liasa que juega un rol importante en la infeccién de
las plantas. Sasaki y colaboradores en 2015 purificaron una nueva enzima de la
bacteria de suelo submarino Georgenia muralis (P. Altenburger, P. Kampfer, P.
Schumann, D. Vybiral, W. Lubitz & H.J. Busse, 2002) la cual mostré tener buena
actividad a pH de 10 y una temperatura de 50 °C; ese mismo afio, Ali y
colaboradores produjeron una pectato liasa de Bacillus subtilis ((Ehrenberg, 1835)
Cohn, 1872) ya descrita y demostraron la pérdida de actividad de la enzima a pH
bajo. En 2016 Peng y colaboradores clonaron y caracterizaron 4 cDNAs de
pectato liasas de un nematodo de la hoja de soya (Heterodera glycines Ichinohe,
1952) y encontraron que juegan un rol importante su ciclo de vida y lograron
reducir el nimero de parasitos de la planta al reprimir la expresion de una de las

pectato liasas aisladas.
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En Colombia se han realizado estudios en el suelo de bosque altoandino dentro
del Proyecto GeBiX (“Conformacion de una Plataforma en Metagenémica y
Bioinforméatica para la caracterizacion y el aprovechamiento de recursos genéticos
de ambientes extremos”), el cual tiene como objetivo conocer y potencializar la
biodiversidad microbiana tanto a nivel de ambiente como en utilidad de enzimas
de metagenomas. Entre los productos generados dentro de éste proyecto esta el
trabajo de Montafia y colaboradores en el 2012, en el cual se realizé un analisis
de composicion funcional y taxondmica encontrando que la mayoria de los
microorganismos presentes se clasificaban como Bacteria, dentro de éstos se
encontraban los filos Actinobacteria, Proteobacteria, y Acidobacteria; para el
analisis funcional se encontraron secuencias asociadas al metabolismo de
carbohidratos, proteinas, lipidos y funciones cataliticas como fosfatasas,
glicosiltransferas, metiltransferasa, deshidratasas y epéxido hidrolasas; ese mismo
aflo Jiménez y colaboradores, identificaron una nueva esterasa cuyo gen fue
denominado “estGX1” la cual puede pertenecer al filo de las actinobacterias, a una
nueva familia de lipasas, ésta codifica a un polipéptido de 210 aminoacidos con
una masa de 22.4 kDa y mantiene el 30% de su actividad a 10°C lo cual la hace
termoestable; Moya A. & Torres R., ese mismo afio evaluaron la actividad
hidrolitica de sobrenadantes producidas por hongos aislados del bosque
altoandino del PNN Los Nevados en tusas de palma de aceite obtenidos de
UNIPALMA, y encontraron que la hidrdlisis de tusa a glucosa fue mas eficiente en
400% en comparacion con la hidrélisis normal, demostrando un gran potencial en
la descomposicion de tusas de palma, esto permite una reduccion de problemas

sanitarios y ambientales.

En 2014 Lopez y colaboradores obtuvieron a partir de muestras de suelo de
bosque altoandino una nueva esterasa de una proteobacteria termoacidofiilica
Acidicaldus, la cual es un nuevo miembro de la familia IV de las esterasa/lipasas
de bacterias, esta enzima resulta ser la primera esterasa termoalcaloestable
derivada de una bacteria Gram-negativa, en 2017 Borda-Molina, Montafa,

Zambrano, & Baena, encontraron en ADN metagendmico de bosque altoandino un
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gen que codificaba a una lipasa de una especie de Ralstonia, dicha enzima
presentaba estabilidad a altas temperaturas y condiciones alcalinas (80°C y pH
9.0), entre otros estudios desarrollados por el Centro. (Un resumen de los

antecedentes se puede observar en Anexo S 3).

5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar genes putativos de pectato liasas en el metagenoma de suelo de

bosque altoandino del Parque Nacional Natural Los Nevados.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Crear una base de datos de genes putativos de pectato liasas del
metagenoma de bosque altoandino a partir de regiones conservadas.
¢ |dentificar regiones conservadas de las pectato liasas del metagenoma de
bosque altoandino del Parque Nacional Natural Los Nevados.
e Establecer relaciones filogenéticas entre los genes putativos de pectato

liasas encontradas en el metagenoma de bosque altoandino.

6. METODOGIA
6.1. CREACION DE UNA BASE DE DATOS LOCAL A PARTIR DE BASES DE
DATOS PUBLICA

e Se descargaron las secuencias de pectato liasas de bacterias de la
base de datos RefSeq del NCBI.

e Se realizaron posteriores filtros a la base de datos dejando solo
secuencias con “pectate lyase” en el titulo (eliminando hypotethical o
partial), nimero de accesion WP_ (las cuales son secuencias de
proteinas no redundantes).

e Se usoO el programa cd-hit version 4.7 para agrupar las secuencias
por similaridad y reducir el nUmero de secuencias, usando un umbral
de identidad de secuencias de 0.41. Estas se redujeron de 16753 a
211.
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6.2. BUSQUEDA DE HOMOLOGIAS DE LA DASE DE DATOS LOCAL CON
EL METAGENOMA

e Se usO una prediccion de proteinas del metagenoma de bosque

altoandino que fue realizada con el programa Metagenmark

(http://exon.gatech.edu/meta_gmhmmp.cqi). Dicha predicciébn se

encuentra almacenada en el servidor de GeBiX y presenta 619288
péptidos.

e Se hizo un BLASTp entre la base de datos local con los péptidos
predichos del metagenoma de bosque altoandino, para tener altas
probabilidades de tener secuencias parecidas con alta similaridad se
disminuy6 el pardmetro de e-value a 1 x10%0.

6.3. BUSQUEDA DE DOMINIOS DE PECTATO LIASAS

e Se cre6 un script por el cual se generaron tres archivos, 1) una tabla
con los porcentajes de similaridad de las coincidencias del BLASTDp,
2) un archivo fasta con las pectato liasas encontradas en el
metagenoma y 3) un archivo fasta con las coincidencias entre la base
de datos local y el metagenoma de bosque altoandino. Estos
archivos sirvieron para hallar los dominios y realizar los arboles
filogenéticos.

6.3.1. Relacion de secuencias por medio de heatmap: usando el programa
online heatmapper (http://www.heatmapper.ca/) se realiz6 un andlisis de
correlacion multivariable con representacion mediante heatmap de expresion con
la tabla de porcentaje de similaridad anteriormente generada, éste muestra un
analisis de correlacion en el que se puede observar la organizacion las secuencias
dependiendo de su valor de similaridad. Los parametros de visualizacion para el
agrupamiento fueron: “complete linkage” para el método de agrupamiento y
“‘manhattan” para el método de medicion de distancia.

6.3.2. Alineamiento y verificaciobn de motivos en la pagina del NCBI: el
heatmap muestra con intensidad de color las secuencias que mejor se

correlacionan entre la base de datos local y las secuencias del metagenoma. Se
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tomaron dos grupos o clusteres de las secuencias con alta similaridad o
correlacion y con estas secuencias se realizd un alineamiento mdltiple en el
programa MEGA 7.2 con el algoritmo de Muscle con pardmetros por defecto
(método de agrupamiento = UPGMB,; gap open = -2.9; gap extend = 0), éste
muestra las regiones conservadas en las secuencias y por tanto los motivos
presentes.

El alineamiento se editd en BioEdit 7.2.6 y posteriormente se realizé un Web Logo

en la pagina https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi para una visualizacion mas

sencilla de los motivos.

Una vez encontrados los motivos de cada grupo y para verificar si pertenecian a
algun dominio reportado se usé la herramienta “Conserved Domains Search” (CD-
Search) adjunta a la pagina del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cqgi), en la cual se suben la

secuencias y se buscan los dominios en todas las bases de datos adjuntas las
cuales incluyen secuencias curadas de Pfam, SMART, COG, PRK, and TIGRFAM.
6.4. ESTABLECIMIENTO DE RELACIONES FILOGENETICAS
6.4.1. Arboles filogenéticos para busqueda de secuencias ancestrales: se
tomaron las secuencias de la base de datos local de cada cluster y se realizé un
arbol filogenético con el método de Maximum Likelihood (ML) con parametros por
defecto (500 bootstrap; modelo JTT) en el programa MEGA 7.2 para poder
seleccionar las secuencias ancestrales de dichos grupos. El alineamiento para
dicho arbol se realizé con el algoritmo Muscle con parametros por defecto (arriba
descritos). El outgroup usado para los realizar los arboles filogenéticos fue de una
secuencia proteica de pectin metilesterasa (WP_107142492.1).
6.4.1.1. Seleccion del outgroup: para seleccionar el outgroup se realizdé un arbol
filogenético sin raiz que permitid agrupar las secuencias para saber cual
de ellas es la méas ancestral. El arbol se hizo con toda la base de datos
local usando el método de Maximum Likelihood (ML) con parametros por
defecto (500 bootstrap) en el programa MEGA 7.2 (Anexo S 1), del arbol

resultante, la secuencia mas divergente fue de Cellvibrio japonicus
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(WP_012488698.1) y con esta se realiz6 un BLASTp en la péagina del
NCBI con e-value de 1.0e*° en la que escogi6 la secuencia de otra familia
con mayor bitscore (mayor identidad entre secuencias) (WP_107142492.1
pectin metilesterasa).
6.4.2. Verificacion de filogenia por taxonomia: para verificar si las pectato
liasas pueden ser un referente taxondmico o si solamente se podian comparar por
cambio en las secuencias, se compararon las especies de bacterias en cada uno
de los clusteres con los arboles realizados, para esto se usaron las bases de datos
de NCBI taxonomy para aquellas secuencias que aun no estuvieran validadas por
el Manual de Sistemética de Arqueas y Bacterias de Bergey o que fueran
extraidas de metagenomas e ITIS (http://www.itis.gov) (Integrated Taxonomic
Information System), la cual es una base de datos formada por agencias federales
que permite la busqueda de informacién taxondmica exacta y nomenclatura
estandarizada.
6.4.3. Arboles filogenéticos incluyendo las secuencias de pectato liasas del
metagenoma de bosque altoandino: tomando las secuencias ancestrales
halladas en el punto 5.4.1. se realizaron arboles filogenéticos usando el método
ML con parametros por defecto en el programa MEGA 7.2. incluyendo los péptidos
encontrados en el BLAST para cada cluster, el alineamiento para dichos arboles
se realiz6 con el algoritmo Muscle con parametro por defecto y el outgroup usado
para los éarboles fue de una secuencia proteica de pectin metilesterasa
(WP_107142492.1).
Se realiz6 un arbol filogenético usando el método ML con pardmetros por defecto
en el programa MEGA 7.2. agrupando ambos clusteres, el alineamiento para dicho
arbol se realiz6 con el algoritmo de Muscle con parametros por defecto y el
outgroup usado para el arbol fue de una secuencia proteica de pectin
metilesterasa (WP_107142492.1).

La metodologia resumida se puede ver en el diagrama 1.
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Secuencias NCBI Metagenoma BAA

[ Cd-hit, comandos consola | Metagenemark

BD Local BLASTp Metagenoma (peptidos) BAA |

| PL metagenoma BAA |

|

|Busqueda Dominios | | Relaciones Filogeneticas l

por medio de

’Emap Enzimas BD local | Relaciones PL metagenoma BAA

rectificando en

CD-SEARCH

Diagrama 1 Diagrama de flujo de la metodologia usada.

7. RESULTADOS
7.1. BASES DE DATOS LOCAL

Se descargaron un total de 20109 secuencias de bacterias de la base de datos
RefSeq del NCBI, al dejar las secuencias de proteinas no redundantes se
obtuvieron 8000 secuencias. Finalmente, tras el cd-hit se obtuvo un total de 211
clisteres con una secuencia representativa de cada uno siendo esta la base de

datos local que se uso para la busqueda en el metagenoma.

7.2. BUSQUEDA DE HOMOLOGIAS DE BASE DE DATOS LOCAL CON EL
METAGENOMA

Al realizar el BLASTp entre la prediccion realizada con el Metagenemark de
619288 péptidos y la base de datos local de pectato liasas con 211 secuencias se

encontraron 60 péptidos de pectato liasas.

Por lo tanto, de los 619.288 péptidos el BLASTp reporta 60 péptidos con relacion a
candidatos putativos de pectato liasas
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60

= 9,7x107°
619288

* Frecuencia relativa PL en metagenoma:

* Porcentaje de PL en metagenoma: 9,7 x107> X 100% = 0,0097%

7.3. BUSQUEDA DE DOMINIOS DE PECTATO LIASAS

7.3.1. Relacion de secuencias por medio de heatmap: el BLASTp arroja
porcentajes de similaridad por cada par de secuencias analizadas, con éstos datos
se realizd un heatmap, el cual correlaciona las secuencias y muestra de manera
gréfica, por intensidad de color, cuales son mas similares. En el heatmap (Figura
3) se observan 2 agrupaciones denominadas C1 (por cluster 1) y C2 (por cllster
2), que son las que se tomaron para realizar la busqueda de dominios y analisis
filogenéticos. Al lado izquierdo de la figura se encuentran las secuencias de
pectato liasas de la base de datos local y al lado derecho el dendograma de las
mismas, abajo se encuentran los péptidos de pectato liasas del metagenoma y en
la parte de arriba su dendograma. En el dendograma se observan en rojo las
agrupaciones de las secuencias mas parecidas denominadas C1 Y C2.

C1 present6 un total de 32 secuencias de la base de datos local y coincidié con un
total de 3 péptidos de pectato liasas del metagenoma: HAF|543601|559276,
HAF|428026|439807, HAF|350840]359299; por otro lado, C2 present6 un total de
24 secuencias de la base de datos local que coincidié con un total de 4 péptidos
de pectato liasas del metagenoma: HAF|405029|415893, HAF|359136|367984,
HAF|508363|523245, HAF|99989|102568.
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-:. Heatmap Pectate Lyase

Row Z-Score

Secuencias de bases de datos publicas

Secuencias de bosque altoandino

Figura 3 Heatmap de la tabla de similaridad arrojada por el BLASTp entre el metagenoma vy la
base de datos de pectato liasas. Los cuadros azul oscuro representan mayor grado de similaridad
entre las secuencias y los dendogramas muestran las agrupaciones de dichas secuencias.

7.3.2. Alineamiento y verificacion de los motivos encontrados en la pagina
del NCBI: al alinear las secuencias de pectato liasas del metagenoma del bosque
altoandino del cluster C1 (Figura 4) y verificar las secuencias en la pagina del

NCBI Conserved Domains Database (https://www.ncbi.nim.nih.gov/cdd) éstas
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mostraron corresponder al dominio pfam09492 (Figura 5) perteneciente a pectato
liasas de la superfamilia PL10.

Uno de los parametros que se tienen en cuenta para identificar la similaridad entre
las secuencias es el e-value, entre menor sea, mayor similaridad entre secuencias
habra. Para las secuencias HAF|350840|359299, HAF|428026|439807 vy
HAF|543601|559276 se obtuvo un e-value de coincidencia con el dominio de
pfam09492 de 3.02e°8, 2.12e7% y 5.09e% respectivamente (Tabla 1).

Figura 4 Logo del alineamiento de las secuencias del cluster 1. La flecha roja indica los residuos
conservados de arginina (R), acido aspartico (D) y acido glutamico (E). Los recuadros muestran los

aminoacidos conservados en la mayoria de las secuencias.
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D#9 - >HAF|428026]439 (HAF|428026(Local ID)) ENM el Full Results Show functional sites 2

1 25 S0 75 100 125 150 164

Query seq. e ——

Hon=-specific Fec_luase I

hits Fec_luase

Superfanilies Pec_luyase superfamily |

[Mon-specific hit] pfam09492 (PSSMID 312856) Pectic acid lyase ;Members
of this family are isozymes of pectate lyase (EC:4.2.2.2), also called
polygalacturcnic transeliminase and alpha-1,4-D-endopolygalacturonic acid
lyase.

CD-length: 290 E-value: 2.12e-70 Bitscore: 214

Figura 5 Busqueda en la herramienta CD-Search de una de las secuencias del grupo C1 de
pectato liasas del metagenoma de boque altoandino (HAF428026) que muestra la coincidencia (en
rojo) de una de las secuencias del metagenoma con el dominio pfam09492 correspondiente a la
familia PL10.

Al alinear las secuencias de pectato liasas del metagenoma del bosque altoandino
del cluster C2 (Figura 6) y verificar las secuencias en la pagina del NCBI
Conserved Domains Database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) éstas mostraron
corresponder al dominio pfam00544 correspondiente a pectato liasas de la
superfamilia PL1, ademas mostraron coincidencias con el dominio de un grupo de
alergénicos ambientales Amb a 1.05 (smart00656) también pertenecientes a la

superfamilia PL1 (Figura 6).

Para las secuencias del metagenoma HAF|99989|102568, HAF|359136|367984,
HAF|405029|415893 y HAF|508363|523245 se obtuvo un e-value de coincidencia
con el dominio pfam00544 correspondiente a PL1 de 4.97e??, 1.03e%6, 2.11e%6 y

2.38e2® respectivamente y con el dominio de smart00656 correspondiente a
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alergénicos ambientales Amb a 1.05 se obtuvo un e-value de 8.26e#!, 3.98e2°,
1.20e?° y 6.12e"** respectivamente (Tabla 1).
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Figura 6 Logo del alineamiento de las secuencias del clUster 2.

En los recuadros de la figura 6 se encuentran los motivos caracteristicos de PL1
(VWIDH, DIKxxxxXVTXS y RxPxxRxGxxHxxxN), con estrellas se puntualizan los

aminoacidos conservados en dichos motivos (W = triptéfano; D = Aspartato; H =

Histidina; | = Isoleucina; Y = Tirosina; S = Serina; R = Arginina; P = Prolina; N

Asparagina).
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Q#9 - >HAF|508363|523 (HAF|508363(Local ID))

Query seq. e —————————————————————

Specific hits
Non=specific
hits

Fac_lyase_C
Superfanilies

i [Mon-specific hit] pfam00544 (PSSMID 306524) Pectate lyase ;This enzyme

forms a right handed beta helix structure. Pectate lyase is an enzyme involved
in the maceration and soft rotting of plant tissue.

[

=

Figura 7 Busqueda en la herramienta CD-Search de una de las secuencias del grupo C1 de
pectato liasas del metagenoma de boque altoandino que muestra la coincidencia (en rojo) con el
dominio pfam00544 (pec_lyase_C en la imagen) y el dominio de alergénicos ambientales Amb a
1.05 (Amb_all en la imagen, antes denominados Amb a 2 pero en la nomenclatura actual Amb a
1.05 (Radauer et al., 2014)) pertenecientes a la superfamilia PL1
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Tabla 1. Puntajes de e-value de los dominios de cada una de las secuencias de
pectato liasas del metagenoma del bosque altoandino, entre menor e-value, mayor

probabilidad de similaridad. Entre mayor bitscore, mayor similaridad entre las

secuencias.
Cluster Secuencia e-value Bitscore Domain ID Nombre Superfamilia

HAF[350840|359299 3.02e5%8 182.183 pfam09492 Pectato liasa PL10
1 HAF|428026|439807 2.12e7° 214.154 pfam09492 Pectato liasa PL10
HAF|543601|559276 5 09e46 150.596 pfam09492 Pectato liasa PL10

-41
HAF|99989|102568 8.26e 135.098 smart00656 Amb a 1.05 PL1
4.97e?2 87.2628 pfam00544 pectato liasa C PL1

-29
HAF|359136(367984 3.98e 104.282 smart00656 Amb a 1.05 PL1
5 1.03e1® 72.6252 pfam00544 pectato liasa C PL1

-26 i

HAF|405029[415893 2.11e 98.0484 pfam00544 pectato liasa C PL1
1.20e%> 95.4221 smart00656 Amb a 1.05 PL1

-44
HAF|508363[523245 6.12e 142.802 smart00656 Amb a 1.05 PL1
2.38e28 103.441 pfam00544 pectato liasa C PL1

De los 60 péptidos de pectato liasas, 7 presentan los dominios conservados de

pectato liasas.

. .. 7
e Frecuencia PL con dominios conservados = P 0,12

e Frecuencia PL10 = % = 0,05

e Frecuencia PL1 = % = 0,06

Por los valores reportados se observa que las pectato liasas presentan

frecuencias muy bajas en el metagenoma.
7.4. RELACIONES FILOGENETICAS

Arboles filogenéticos para busqueda de secuencias ancestrales: para cada
uno de los clusteres C1 y C2 se realizaron arboles filogenéticos que mostraron las
secuencias ancestrales de dichos grupos, la figura 8a corresponde al cluster C1,
los nimeros de accesion de las secuencias escogidas fueron: WP_084478753.1

(Dickeya sp.), WP_008101266.1 (Verrucomicobiae bacterium) (en rojo en la
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figura 83), aunque no muestra unos grupos definidos, el &rbol parece mostrar un

agrupamiento jerarquico.

La figura 8b corresponde al cluster C2, los nimeros de accesion de la secuencia
escogida fue: WP_013631903.1 (Pseudobacter saltans) (en rojo en la figura 8b)
En este caso el arbol muestra también un agrupamiento jerarquico pero en

algunos puntos se muestran grupos definidos.

En ambas figuras (8a y 8b) se muestra el arbol con el logaritmo de mayor
probabilidad, el porcentaje de los arboles en los cuales las secuencias se agrupan
se muestra al lado de las ramas, aquellos que tienen un numero mas alto tienen
mayor probabilidad de reagrupamiento. El arbol se encuentra en escala y el
tamafio de las ramas indica el nimero de sustituciones por sitio. Se us6 una

secuencia de pectin metilesterasa como outgroup.

31



Stenotrophomonas chelatiphaga

Polaribacter vadi
Hymenaobacter chitinivorans

'Paenibacillus ginsengihumi

Clostridium papyrosolvens
Uliginosibacterium sp. TH134
Pelosinus sp. UFOM

=i
Cellulosilyticum lentacellum

=
ra
=

23 Marinomanas mediterranea

Candidatus Solibacter usitatus

—gg|_7 Bacteroides timonensis
Bacteroides sp. D22

Alistipes sp. MarzeilleP2431

10| Salinimicrobium terrae
Bacteroidales bacterium KHTY
Agarilvtica rhodophyticala
Bacteroides wulgatus
40 29 Flexihacter sp. ATCC 35103
Mucilaginibacter sp. FPCGB 2223
4 Opitutaceae hacterium TSB47
19 £Schlesneria paludicala
] Alteromonadaceae bacterium Bs31
9 Yerrucamicrohium sp. BvORR106
12 | 50 Rhodopirellula baltica
Werrucomicrobium sp. BvORRO34
Opitutus sp. ER46
e E Gemmatirosa kalamazoonesis
E: Massilia sp. Rootd18
2 gamma protechacterium IMCC3088
Embulbimr sp. HZ11
Yerrucomicrobiae bacterium DG1235
Dickeya sp. MCPPB 3274
pectin methylesterase Massilia armeniaca (outgroup)
e

050

Figura 8a Arbol filogenético del grupo C1 realizado con el método de Maximum Likelihood (ML)
basado en un modelo de matriz JTT con 500 bootstrap en el programa MEGA 7.2. En rojo se

muestran las secuencias ancestrales del grupo C1.
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41 —— Dickeva dianthicola
Arthrohacter sp. AFGT .2

Massilia sp. ZMh3

Pectobacterium carotovorum

Leuconostoe lactis
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79 Geobacillus thermocatenulatus
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ellibrio japonicus

Microbulbifer mangravyi

Clostridium sp. BML1100

7

46 Rheinheimera pacifica

— Dictyoalomus turgidum

15 Enterococcus mundtii

45 Rhodopirellula europaea

27 Herhivorax saccincola

Micramaonospaora rosaria

Streptormyces castelarensis

gL Wicrobhispora sp. GKLU 823
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—
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Figura 8b. Arbol filogenético del grupo C2 realizado con el método de Maximum
Likelihood (ML) basado en un modelo de matriz JTT con 500 bootstrap en el programa

MEGA 7.2. En rojo se muestra las secuencias ancestrales.

7.4.1. Verificacion de filogenia por taxonomia: al buscar en las bases de datos
del NCBI taxonomy e ITIS, se pudo observar que los arboles filogenéticos
generados no proporcionaban una relacion a nivel de taxones por lo que el analisis

que se realiza se basa solo en homologias de secuencias mas no en filogenia,

33



esto se muestra en los anexos S 4 y S 5, en las cuales se lista la taxonomia de
dichas bacterias en el orden en el que estan en los &rboles.

7.4.2. Cladograma de secuencias de pectato liasas y péptidos del
metagenoma de bosque altoandino: se realizaron los cladogramas con las
secuencias ancestrales de la base de datos local y las secuencias del
metagenoma con las que tenian similaridad, en éste caso se realizaron arboles sin
raiz con el método de Neighbor-Joining para asi evidenciar los agrupamientos
entre las secuencias de pectato liasas. Para C1 se observan los péptidos del
metagenoma como una rama aparte de las dos secuencias de la base de datos
local. HAF|428026|439807 y HAF|350840|359299 muestran mayor similaridad
entre si con un 46% de probabilidad de agrupamiento (Figura 9a), al ser estas
secuencias de péptidos, se podria inferir que las tres secuencias mostradas

pueden formar parte de la misma proteina o forman parte proteinas homologas.

Para C2 los péptidos de pectato liasas del metagenoma forman un grupo entre
HAF|99989|102568, HAF|508363|523245 y HAF|359136|367984 con probabilidad
de agrupamiento de 52% para los dos primeros y 57% para el ultimo y los dos
anteriores, el péptido HAF|405029|415893 se ubica mas alejado de este grupo y

mas basal incluso que la proteina “ancestral” (Figura 9b).
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WP 008101266.1 pectate lvase Verrucomicrobiae bacterium DG1235

WP 0844787531 pectate Ivase Dickeya sp. NCPPB 3274

HAF|543601]559276

Lt HAF|428026|438807

46

HAF|350840(359299

01

Figura 9a Cladograma de ancestros del grupo C1 y las secuencias del metagenoma de Bosque

Alto Andino realizado con el método de Neighbor-Joining (NJ) en el programa MEGA 7. 2.

HAF|99533|102568

52
HAF|S08363|523245
57
HAF|359136|1367984
WP 0136319031 pectate lyase Pseudopedobacter saltans
HAF|405029]415893
n.zo

Figura 9b. Cladograma de ancestros del grupo C2 y las secuencias del metagenoma de Bosque

Alto Andino realizado con el método de Neighbor-Joining (NJ) en el programa MEGA 7. 2.
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Al hacer el arbol filogenético con ambos clisteres (C1 y C2) juntos se observa una
separacion que corresponde precisamente a dichos grupos (Figura 10). En este
caso las secuencias muestran mayores probabilidades de agrupamiento en cada

caso.

VWP 0081012661 pectate lyase Yerrucomicrobiae bacterium DG1235

56

HAF|350840]259299
C1

7 L HAF|4280265439807

5t WP 084478753.1 pectate lvase Dickeya sp. NCPPB 3274

HAF|543601|559276

WP 0126319031 pectate lyase Pseudopedobacter saltans

HAF|405029]415893 C2

o HAF|39989|102568

a1 ———————— HAF|358136|367934

™ HAF|508363523245

0z0

Figura 10 Cladograma de Cl1 y C2 realizado con el método de Neighbor-Joining (NJ) en el
programa MEGA 7. 2.
8. DISCUSION
8.1. BASE DE DATOS DE ENZIMAS PUTATIVAS DE PECTATO LIASAS Y
HEATMAP.

Debido a la alta capa de materia organica que puede contener los suelos de
bosque altoandino (Bautista Zufiga et al., 1998) se espera que haya una gran
riqgueza de pectato liasas, pues estas enzimas son principales en la degradacion
de material vegetal. Sin embargo, la base de datos de pectato liasas putativas
contiene 60 péptidos de las mismas que representa solo el 0,0097% de los
péptidos en el metagenoma, aunque es poco esta base de datos de pectato liasas
reportada es un pilar importante para el profundo estudio de estas enzimas en
Colombia y su aplicaciébn en diferentes campos tanto biotecnol6gicos como

industriales.
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Debido a que los péptido de pectato liasas encontrados en la base de datos
corresponden a fragmentos de las proteinas se analizaron solo aquellos que
contenian mas informacion de acuerdo al agrupamiento con el heatmap ya que el
analisis no se podia realizar con los 60 péptidos juntos.El heatmap es una
herramienta permite una mejor visualizacién de los resultados del BLASTp al
agrupar estos resultados y por lo tanto facilitar su analisis (Babicki et al., 2016). El
analisis se realizo finalmente con los 7 peptidos que mostraban mayor identidad
con la base de datos de pectato liasas descargada. Seria interesante hacer el

trabajo con las secuencias de ADN y analizar el coddn preferencia.
8.2. DOMINIOS DE PECTATO LIASAS PUTATIVAS

El primer grupo analizado, el cluster C1 (Figura 1), presentd dominio de la familia
PL10, ésta familia es particular porque tiene el mismo mecanismo catalitico de (-
eliminacién pero su estructura tridimensional no es la tipica B hélice sino que
presenta una forma de a-hélice en forma de barril (a/a)s (Soriano Lasheras, 2004),
ésta familia esta recientemente definida con algunos representante entre ellos Pel-
15E del fitopatdégenos Bacillus sp. KSM-P15 (Sawada et al., 2000), Pel1l0A de la
bacteria del suelo Cellvibrio japonicus (Charnock et al., 2002), PelA del
fitopatdégeno Bacillus alcalophillus (Zhai, Cao, & Wang, 2003), PelA de Treponema
pectinovorum ATCC 33768 la cual es una bacteria que habita en la placa dental
sublingual humana (Walker & Ryan, 2003), PelA de Azospirillum irakense KBC1
(Bekri et al., 1999) la cual es una bacteria del suelo que fija nitrdgeno y la cual no
se ha reportado como patdégena en plantas (De Armas et al.,, 2004) y PL D del

fitopatdgeno Xanthomonas campestris (Yuan et al., 2012).

Debido a que la familia PL10 de pectato liasas es relativamente nueva, los motivos
no han sido reportados en la literatura, sin embargo Soriano Lasheras en 2004
presenta alineamientos de las pectato liasas PelA de Azospirillum irakense, PelA
de Bacillus alcalophillus, Pel-15E de Bacillus sp. KSM-P15 y Pell0A de Cellvibrio
japonicus, mostrando motivos que también se pueden observar en la base de

datos Pfam en el alineamiento que corresponde a la familia PL10 (PF09492) y los
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cuales también corresponden al alineamiento del Web Logo realizado en este
trabajo, mostrando asi la similaridad entre las enzimas putativas con las

reportadas en la literatura de la familia PL10.

El claster C2 (Figura 1) present6 los motivos representativos de la familia PL1
VWIDH, DIKxxxXXVTXS y RXPxxRxGxxHxxxN, el primer residuo de arginina del
altimo motivo se identifica como el encargado de extraer protones en esta familia
(Scavetta, 1999), ésta familia es una de las mas ampliamente distribuidas ya que
se puede encontrar en bacterias, hongos y plantas. La familia PL1 también se
caracteriza por presentar algunas pectato liasas que tienen efectos alergénicos. El
cluster C2 presentd dominios Amb a 1.05 nombrado asi por la planta Ambrosia
artemisiifolia, que pertenecen a dichas enzimas, éstos forman parte de los
alergénicos mas fuertes de ésta planta (Bordas-Le Floch et al., 2015), presentes
en el polen de muchas plantas, tienen similaridades a algunas pectato liasas en
bacterias fitopatdgenas pertenecientes a PL1 debido a que son necesarias para
“‘invadir” el tejido de la planta para fertilizarla de manera analoga a la interaccion
huésped-patdégeno (Asam, Hofer, Wolf, Aglas, & Wallner, 2015; Wing, Yamaguchi,
Larabell, Ursin, & McCormick, 1990). (Anexo S 2). Estas evidencias pueden indicar
que las enzimas putativas de pectato liasas del grupo C2 pueden o bien ser de
bacterias fitopatogenas o tener efectos alergénicos.

Charnock y colaboradores, (2002) demostraron que hay evolucion convergente
entre PL1 y PL10 con las pectato liasas Pell0Acm de Cellvibrio japonicus y PellC
del mutante R218K, ambas enzimas presentan anti p-eliminacion abstrayendo el
hidrogeno 5 del poligalacturonato y la eliminacion del oxigeno 4 generando un
producto de oligogalacturonato 4,5 —insaturado. Esta puede ser una de las
razones por las se encontraron estas dos familias en el metagenoma, ya que

pueden tener una funcion parecida en éste ecosistema.
8.3. ANALISIS CON ARBOLES FILOGENETICOS

Uno de los objetivos de este trabajo constaba en establecer relaciones

filogenéticas entre las enzimas de pectato liasas encontradas en el metagenoma
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de bosque altoandino, al hacer los arboles filogenéticos se observé que las
secuencias que se agrupaban no mostraban ninguna relacion de taxones, es decir
gue las enzimas no mostraban ningun tipo de relacion filogenética que permitiera

hacer diferenciacion entre taxones de bacterias (en este caso en especifico).

Para el caso de los grupos de ancestros con las pectato liasas del metagenoma se
decidié hacer cladogramas con el algoritmo de Neighbor-Joining que reflejen el
grado de similaridad de los terminales (Pefia, 2011) debido a que este método no
puede sesgarse por la poca informaciéon de la secuencia (Moret, Roshan, &
Warnow, 2002), el tamafio de las secuencias del metagenoma era cortas en
comparacion con las de los “ancestros” (de 130 a 160 amino&cidos en las
secuencias del metagenoma y 406 a 506 para los “ancestros”). Se debe tener en
cuenta que entre las secuencias del metagenoma pueden haber duplicados o
péptidos que se complementan con el otro y hace parte de la misma proteina por
lo que este método agrupa las secuencias por similaridad y permite visualizar los

dos clusteres que corresponden a los dos dominios PL10y PL1.

Los suelos del ecosistema de bosque altoandino se caracterizan por tener un pH
acido (~5.2), sin embargo para una actividad optima de las pectato liasas se
requiere un ion de Ca?" y un pH alcalino de entre 8 y 10 (Bekri et al., 1999;
Charnock et al., 2002; Soriano Lasheras, 2004) la actividad de dichas enzimas
decrece cuando se disminuye el pH, Ali et al. en 2015 demostraron en una pectato
liasa de Bacillus subtilis que cuando el pH disminuye a niveles acidos (pruebas en
pH 7 y 4) se pierde actividad catalitica de la enzima debido a que ocurren fallas en
la unién de los iones de calcio entre el sustrato y la enzima, esto indica una
peculiaridad en las pectato liasas encontradas ya que pueden ser funcionales a pH
bajo como lo es el de bosque altoandino, ésto demuestra un alto potencial de

éstas enzimas para procesos de bioprospeccion.

La busqueda de pectato liasas en el metagenoma de bosque altoandino resulto
exitosa mostrando que si hay presencia de las mismas, de acuerdo a los valores

de baja temperatura y pH del ecosistema y teniendo en cuenta las caracteristicas
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generales de las pectato liasas (pH basico principalmente), el estudio especifico y
méas a fondo de las enzimas putativas de este metagenoma puede dar luz a
nuevas caracteristicas que ayuden a mejorar procesos en industrias donde éstas
son necesarias como la industria del algodon, clarificacion de jugos y vinos,
tratamiento de aguas pépticas residuales entre otros, y ademas de esto permite
ampliar el conocimiento de los microorganismos de uno de los ecosistemas claves

en nuestro pais, el bosque altoandino.
9. CONCLUSIONES

Se consolidé una base de datos de 60 péptidos de genes putativos de pectato
liasas de suelo de bosque altoandino de los cuales 7 péptidos muestran motivos
altamente funcionales lo cual representa un avance en el estudio de estas

enzimas en Colombia.

Se reportaron dos dominios de pectato liasas presentes en el metagenoma de
bosque altoandino, PL1 y PL10, ésta informacion resulta un aporte para el disefio
de cebadores que puedan ser usados en la biblioteca genémica almacenada en el
Laboratorio de GeBiX y asi por medio de técnicas moleculares aislar los genes

putativos de pectato liasas

Se determind la homologia de las secuencias de pectato liasas del metagenoma
con las de las bases de datos publicas evidenciando en los cladogramas de
distancia las relaciones entre las familias de pectato liasas PL1 y PL10 y se
evidencio que no se puede usar esta enzima para estudios filogenéticos que

distingan taxones.
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ANEXOS

WP 010919901.1 pectate Iyase Caulobacter vibricides

YWE 0090392081 pectate lyase Bacteroides sp. D22

WP 05836935865, 1 pectate Iyase Flexibacter sp. ATCC 35103

WP 092794682 .1 pectate lyase Rheinheimera pacifica

W 099150511.1 pectate lyase Lewinella nigricans

B 23 WE 0B4974714.1 pectate Iyase Alistipes sp. MarseilleP2431

WP 083492027 1 pectate lyase Stenotrophomonas chelatiphaga

WP 0073273521 pectate lyase Rhodopirellula baltica

WWP 103933991.1 pectate lyase Bryocella elongata

WP 025409464 1 pectate lyase Gemmatirosa kalamazoonesis

30 WR 080029336.1 pectate lyase “Werrucomicrobium sp. BvORRO34
0L wWP 0318480551 pectate lyase Microbulbifer sp. HZ11

YWE 1019444331 pectate lyase Uliginosibacterium sp. TH139
WP 0583842807 .1 pectate lyase Schlesneria paludicola
WP 1075356651 pectate lyase Opitutus sp. ER4B

P WR 084478753.1 pectate lyase Dickeya sp. NCPPE 3274

34 WP 069319473.1 pectate lyase Sphingomonas sp. MCT13

— WP 0519460721 pectate lyase Yerrucomicrobium sp. BYORR106

WP 0526160951 pectate lyase Massilia sp. Rootd18

WP 019535686.1 pectate Ivase Paenibacillus ginsengihumi

WP 009574737 1 pectate lyase gamma proteobacterium IMCC3088

WE 013480076.1 pectate lyase Asticcacaulis excentricus
W 05844419151 pectate lyase Opitutaceae bacterium TSBE47
WP 0560005101 pectate lyase Mucilaginibacter sp. PPCGE 2223
& — WP 008101266.1 pectate lyase Werrucomicrobiae bacterium DG1235
19 WR 0940185791 pectate Iyase Paenibacillus rigui
WP 0205169301 pectate lyase Clostridium papyrosolvens
WWP 0116828681 pectate lyase Candidatus Solibacter usitatus
WP 0839616131 pectate lyase Salinimicrabium terrae
WE 0517885814.1 pectate lyase Pelasinus sp. UFO1
WP 0570937231 pectate lyase Bacteroides vulgatus
15 WP 0136555816.1 pectate lyase Cellulosilyticum lentocellum
WWP 082001166.1 pectate lyase Methylibium sp. CFO59
WR 07727901 1 pectate lyase Desmospora activa
WH 088666079.1 pectate Iyase Fibrabacter sp. LWYHT
WWP 014371253.1 pectate lyase Paenibacillus mucilaginosus
WP 0869293551 pectate lyase Agarlytica rhodophyticola

WR 083187126.1 pectate Iyase Polaribacter vadi
WUBR NOTMEATY 1 nactata lvaca Mrania rmatallivadncone
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0 _TWF' 0970169721 pectate lyase Orenia metallireducens
16 WP 0263376451 pectate lyase Teredinibacter turmerae

L— WP 1003364251 pectate lyase Hymenobacter chitinivorans

WP 035157297 .1 pectate lyase Alteromonadaceae bacterium Bs31
WP 090680314.1 pectate lyase Bacteroidales bacterium KHT?

WP 0136627051 pectate lyase Marinomaonas mediterranea
0 WP 0523561371 pectate lyase Bacteroides timanensis
ol g WP 0136185311 pectate lyase Bacteroides salanitronis
WP 0136319031 pectate lyase Pseudopedabacter saltans
WP 0944645595 1 pectate Iyase Prevotella sp. PS126

WP 0961645431 pectate Iyase Brachybacterium alimentarium
’—I:WF' MM37E9976.1 pectate lyase Cellulomonas fimi
WP 1040393591 pectate lyase Xanthomonas citri
L|: P 008764357 .1 pectate lyase Bacteroides thetaiotaomicron
WP 0210317341 pectate lyase protein Salinisphaera shabanensis
WP 07420912581 pectate lyase Fibrobacter sp. UWYE11

{ WP 0136617761 pectate lyase Marinomonas mediterranea
WP 097055071.1 pectate lyase Salinimicrobium sediminis

14 WP 035341034.1 pectate lyase Aguidulcibacter paucihalophilus
5 WP 0995321951 pectate lyase Caulobacter sp. FWCZ
| WP 0114163031 pectate lyase Syntrophus aciditrophicus
15 WP 0114687851 pectate lyase Saccharophagus degradans

WP 0325799701 pectate lyase Pelomonas sp. Root1444

WP 0020390741 pectate lyase Bacteroides sp. D22

WP 0328538141 pectate lyase Bacteroides sp. D2

WP 1057178421 pectate lyase Sphingobacterium sp. SJM11

WP 0944480441 pectate lyase Prevatella bryantii

WP 0374038521 pectate lyase Alistipes sp. Andd

WP 0960546531 pectate lyase Werrucomicrobia bacterium

&4 WP 0925427711 pectate lyase Zunongwangia mangrovi

W 05655921281 pectate lyase Hymenobacter sp. MIMBbgt21
WP 045701357 .1 pectate lyase Bacteroides sp. 31 13

WWP DBBEESEE3. 1 pectate Iyvase Fibrobacter sp. LWWH1

WP 106254177 .1 pectate Iyase Phormidesmis priestleyi

WP 1023656101 pectate lyase Monoglobus pectinilyticus
WP 0955140821 pectate lyase Rubrivirga sp. SAORICA7E
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37 WE OIBE0073.1 pectate Iyase Mitsuara sp. HYWNA
{WP 107144506.1 pectate lyase Massilia sp. ZhING
L WP 092796160.1 pectate lyase Rheinheimera pacifica
— WP 0B2057613.1 pectate lyase Cellvibrio sp. 0A2007

71 WWP 095652710.1 pectate lyase Leuconostoc lactis
WP 0867106431 pectate lyase Streptomyces castelarensis
1 WP 031133364.1 pectate lyase Geobacillus thermocatenulatus
o WP DM0076215.1 pectate Iyase Clostridium cellulovorans

o

&
WP 012582817.1 pectate Iyase Dictyoglomus turgidum
16 WP 040031460.1 pectate lyase Pectobacterium carotovorum
z WP 1029774751 pectate lyase Arthrobacter sp. AFGY.2
| oo WYP 0237296731 pectate lyase Dickeya dianthicola

WP 014314207 .1 pectate Iyase Clostridium sp. BRL1100

g WP 014651486.1 pectate Iyase Paenibacillus mucilaginosus

31 WP 0395963243.1 pectate lyase Rhodopirellula europaea
14 W OF7152086.1 pectate Iyase Enterococcus mundtii
WYP O78085214.1 pectate lyase Microbulbifer mangrovi
WP 1012997341 pectate lyase Herbivorax saccincola
WP 0793166221 pectate Iyase Microbispara sp. GKLU 823
WP 0139675391 pectate lyaseddmb allergen Treponema caldariurm

WP O67369312.1 pectate lyase Micromonospora rosaria
WP 081383240.1 pectate lyase Paenibacillus odorifer

& W OBZ705129.1 pectate lyase Streptomyces regalis
WYP 0122375401 pectate lyase Sorangium cellulosum
1a WYP 003518511.1 pectate lyase Ruminiclostridium thermocellum
WP O7F32295830.1 pectate lyase Fibrobacter sp. ILWYEL
11 WP 0561927091 pectate lyase Flavobacterium sp. Root420
45 WP 051190510.1 pectate Iyase Chrysecbacterium palustre

WP 083751377 .1 pectate lyase Saccharothrix sp. ALIZ22I
9

WP 012458698, 1 pectate Iyase Cellvibrio japonicus
—
0.50

Anexo S 1 Arbol filogenético de la base de datos local completa para identificar el grupo mas
divergente. El &rbol filogenético se realizé con método de Maximum Likelihood (ML) basado en un
modelo de matriz JTT con 500 bootstrap en el programa MEGA 7.2. Se muestra el arbol con el
logaritmo de mayor probabilidad, el porcentaje de los arboles en los cuales las secuencias se
agrupan se muestra al lado de las ramas. El arbol se encuentra en escala y el tamafio de las ramas

indica el nUmero de sustituciones por sitio.
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Anexo S 2 Tabla de algunos organismos representativos miembros de las diferentes familias de pectato liasas. Tomado de (Hugouvieux-
Cotte-Pattat, Condemine, & Shevchik, 2014). Modificado con la base de datos CAZY (http://www.cazy.org, Lombard et al., 2010).

Organismo Estilo de Vida PL1 PL2 PL3 PL9 PL1O
Haloferax volcanii DS2 Haléfilo, agua 1 0 0O 0 O
Archae Halorhabdus utahensis DSM 12940 Haléfilo, agua 2 0 0 o0 o
Haloterrigena turkmenica DSM 5511 Haldfilo, suelo 4 1 0 0 O
Dickeya dadantii 3937 Patégeno de plantas 8 1 2 3 O
Pectobacterium atrosepticum SCRI1043 Patégeno de plantas 6 2 2 2 0
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC33913 Patdgeno de plantas 3 0 1 0 1
Bacteria Rhizobium etli CIAT 652 Simbionte de plantas 1 0 1 0 O
Paenibacillus mucilaginosus 3016 Rizosferica 12 0 1 0 1
Sorangium cellulosum So0157-2 Suelo 6 0 3 3 2
Bacillus subtilis subsp. subtilis str.168 Suelo 2 0 1 1 o
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Clostridium cellulovorans 743B

Saccharophagus degradans 2-40

Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081

Bacteroides thetaiotamicron VPI-5482

Fungi

Aspergillus nidulans FGSC A4

Aspergillus niger CBS 513.88

Plantas

Arabidopsis thaliana

Ambrosia artemisiifolia

Ambiental 4
Marina 9
Patégeno humano 0
Intestino humano 5
Patogeno de plantas 8
Patégeno de plantas 6
Planta 26
Planta (Alergénicos) 5

Animals

Meloidogyne incognita

o

(Nematodo) Patégeno de plantas

Globodera rostochiensis Trenta

o

(Nematodo) Patdgeno de plantas

Aphelenchus avenae

(Nematodo) Suelo 0

Bursaphelenchus mucronatus

(Nematodo) Patégeno de plantas 0
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Heterodera glycines (Nematodo) Patogeno de plantas 0 O

Oomycetes Phytophthora capsici Patogeno de plantas 18 0

Anexo S 3 Antecedentes.

Afo | Autores Aporte

Tanabe, Kobayashi, & |Tratamiento de aguas residuales en 24 horas con pectato liasa de Erwina

1986
Akamatsu carotovora

1999 |Ron et al. Accion de pectato liasas en sustratos poliméricos y oligoméricos
Benen, Kester,

2000 Actividad especifica de pectato liasas de Aspergillus niger

Parenicova, & Visser

Gen de pectato liasa de Clostridium cellulovorans codifica para el
2001 |Tamaru & Doi
complejo enzimatico llamado celulosoma

Brown, Mallen, | ldentificacion de pectato liasa Pell0A de Pseudomonas cellulosa con

2001
Charnock, Davies, & |resistenciaapH 10y temperaturas de 62 °C
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2002

2003

2005

2006

2007

2007

2010

Black

Yutaka Tamaru et al.

Voget et al.

Solbak et al.

Kikuchi, Shibuya,

Aikawa, & Jones

Gummadi & Kumar

Ferreira, Da Silva, Silva,

& Gomes

Dubey et al.

Extraccion de protoplastos por medio de cultivos

Identificacidon de genes de 2 pectato liasas (PelA y Uvs119) que hidrolizan

la goma gellan.

40 pectato liasas nuevas que puedan ser utilizadas en el biodecrudado del

algodon.

Analizaron pectato liasas en nematodos y su interaccion nematodo-planta

Analizaron los efectos del cambio de pH, agitacion y maceracion para la

maxima produccién de pectin y pectato liasas de la levadura

Debaryomyces nepalensis en un biorreactor.

reportaron las propiedades fisicoquimicas y la produccion de una pectato

liasa obtenida de Penicillium viridicatum

Andlisis in silico 121 secuencias de pectato liasas descargadas de GenBank

a Homologias, alineamiento multiple, construccién de arbol filogenético y
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analisis de motivos conservados.

2011 |(Yuanetal. Pectato liasas de Klebsiella sp. eficaces para industria textil.
2013 |Hassan et al. Caracterizacion de pectato liasas con rol en la infeccion de plantas
Purificaron una nueva enzima de la bacteria de suelo submarino con
2015 |Sasaki et al.
actividad a pH de 10 y una temperatura de 50 C.
2015 |Alietal. Demostraron perdida de actividad catalitica de pecato liasa a bajo pH.
Reduccidon del numero de nematodos en su planta hospedera tras
2016 |Pengetal.
represion de pectato liasa del mismo
Q)
Montana, Jiménez, g—’
i Andlisis composicién funcional y taxondmica de suelos de bosque 3
2012 |Hernandez, Angel, & o
altoandino. @
Baena
Jiménes, Montafia,
2012 | Nueva lipasa termoestable.
Alvarez & Baena
2012 |Moya A. & Torres R.

Eficiencia de actividad hidrolitica de hongos de bosque altoandino del
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2014 |Loépezetal.

2017 |Montan

Baena

Borda-Molina,

a, Zambrano, &

PNN.

Nueva esterasa termoalcaloestable aislada a partir de suelo de bosque

altoandino.

Nueva lipasa termoestable y alcaloestable.

Anexo S 4 Taxonomia de las bacterias correspondientes al grupo C1. (V) Validadas por el cédigo. (NV) No validadas.

Nombre

Filo

Clase Orden Familia Genero

NV Dickeya sp. NCPPB
3274, Samson et
al. 2005

Proteobacteria

Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Dickeya

NV Verrucomicrobiae,
Hedlund et al., 1998
bacterium DG1235

Verrucomicrobia

Verrucomicrobiae - - -

NV gamma

proteobacterium

Proteobacteria

Gammaproteobacteria Celvibrionales Haliaceae -
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IMCC3088, Jang Y et
al. 2011

Microbulbifer
HZ11,
al. 1997

sp.Proteobacteria
Gonzalez et

Gammaproteobacteria

Alteromonadales

Alteromonadaceae Microbulbifer

NV

Gemmatirosa
kalamazoonesis,
DeBruyn et al. 2013

GemmatimonadetesGemmatimonadetes

Gemmatimonadales

Gemmatimonadaceae Gemmatirosa

Massilia sp. Root418,Proteobacteria
La Scola et al. 2000

Betaproteobacteria

Burkholderiales

Oxalobacteraceae Massilia

Opitutus  sp.
Chin et al. 2001

ER46,Verrucomicrobia

Opitutae

Opitutales

Opitutaceae Opitutus

Verrucomicrobium sp.Verrucomicrobia
BVORRO034,
Schlesner, 1988

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobiaceae Verrucomicrobi

um

Alteromonadaceae Proteobacteria
Bs31,

Ivanova and Mikhailov,

bacterium

Gammaproteobacteria

Alteromonadales

Alteromonadaceae -
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2001

V  Rhodopirellula baltica,Planctomycetes Planctomycetacia Planctomycetales Planctomycetaceae Rhodopirellula
Schlesner et al., 2004

V  Verrucomicrobium sp.Verrucomicrobia  Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae Verrucomicrobi
BVvORR106, um
Schlesner, 1988

V  Mucilaginibacter  sp.Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Mucilaginibacter
PPCGB 2223,
Pankratov et al. 2007

NV Opitutaceae bacteriumVerrucomicrobia  Opitutae Opitutales Opitutaceae -
TSB47
(Verrucomicrobia  sp.
Hedlund, 2012)

V  Schlesneria Planctomycetes Planctomycetacia Planctomycetales Planctomycetaceae Schlesneria
paludicola,
Kulichevskaya et
al. 2007

NV Flexibacter sp. ATCCBacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Flexibacter
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35103, Soriano 1945

V  Bacteroides vulgatus,Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides
Eggerth and Gagnon,
1933

V  Agarilytica Proteobacteria Gammaproteobacteria Celvibrionales Cellvibionaceae Agarylitica
rhodophyticola, Ling et
al. 2017

NV Bacteroidales Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales - -
bacterium, Krieg et al.,
2012

V  Salinimicrobium terrae,Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Salinimicrobium
Chen et al., 2008

V  Alistipes sp.Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipites
MarseilleP2431,
Rautio et al. 2003

V Bacteroides sp.,Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides

Castellani and
Chalmers 1919
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NV

Bacteroides Bacteroidetes
timonensis,

Ramasamy D et al

2014

Bacteroidia

Bacteroidales

Bacteroidaceae

Bacteroides

NV

Candidatus SolibacterAcidobacteria
usitatus, Murray et
al. 1995

Solibacteres

Solibacterales

Solibacteraceae

Candidatus

Solibacter

Cellulosilyticum Firmicutes
lentocellum, (Murray et

al. 1987) Cai and

Dong, 2010

Clostridia

Clostridiales

Lechnospiraceae

Cellulosilyticum

Marinomonas Proteobacteria
mediterrdnea, Solano

and Sanchez-Amat,

1999

Gammaproteobacteria

Oceanospirillales

Oceanospirallaceae

Marinomonas

NV

Pelosinus sp. UFOZ1;Firmicutes

Pelosinus lilaceae

Negativicutes

Selenomodales

Veillonellaceae

Pelocinus

Uliginosibacterium sp.Proteobacteria
TH139, Weon et

Betaproteobacteria

Rhodocyclales

Rhodocyclaceae

Uligiosibacteriu

m
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al. 2008

Clostridium Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostrilidiaceae Clostridium
papyrosolvens,

Madden et al., 1982

Paenibacillus Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus
ginsengihumi, Kim et

al., 2008

Hymenobacter Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Hymenobacter
chitinivorans, Buczolits

et al., 2006

Polaribacter vadi,Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Polaribacter
Kim et al. 2017

Stenotrophomonas Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales  Xanthomonadaceae  Stenotrophomo
chelatiphaga, nas

Kaparullina et al., 2010
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Anexo S 5 Taxonomia de las bacterias correspondientes al grupo C2. (V) Validadas por el cddigo. (NV) No Validadas.

Name

Filo Clase

Orden

Familia

Genero

NV

Pseudopedobacter
saltans
Pedobacter
Cao et al. 2014

(sym.

saltans),

Bacteroidetes  Sphingobacteriia

Sphingobacteriale Sphingobacteriaceae

S

Pseudopedobacter

Streptomyces
castelarensis,
1954)
Goodfellow, 2008

Kumar

(Cercos,

and

Actinobacteria -

Actinomycetales

Streptomycetaceae

Streptomyces

Microbispora sp. GKU Actinobacteria -

823,
Ohara 1957

Nonomura

and

Actinomycetales

Streptoporangiaceae

Microbispora

Micromonospora
rosaria, Horan

Brodsky, 1986

and

Actinobacteria -

Actinomycetales

Micromonosporaceae

Micromonospora

NV

Rhodopirellula

Planctomycetes Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Rhodopirellula
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europaea

NV Herbivorax saccincolaFirmicutes Clostridia Clostridiales Hungateiclostridiaceae Herbivorax
(Hungateiclostridium (Hungateiclostridium)
saccincola), Koeck et
al. 2016

V  Dictyoglomus turgidum, Dictyoglomi Dictyoglomia Dictyoglomales  Dictyoglomaceae Dictyoglomus
Svetlichny and
Svetlichnaya, 1995

V  Enterococcus mundtii, Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus
Collins et al. 1986

V  Clostridium sp. Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostrilidiaceae Clostridium
BNL1100, Prazmowski
1880

V  Rheinheimera pacifica, Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Chromatiaceae Rheinheimera
Romanenko et al., 2003

NV Microbulbifer mangrovi, Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Alteromonadaceae Microbulbifer
Vashist et al. 2013

V  Cellvibrio japonicus, Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadale Pseudomonadaceae  Cellvibrio
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Humphry et al. 2003

Treponema caldarium Spirochaetae  Spirochaetes Spirochaetales  Spirochaetaceae Treponema
(Spirochaeta caldaria),

corrig. (Pohlschréder et

al. 1994) Abt, Goker

and Klenk 2013

Geobacillus Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Geobacillus
thermocatenulatus (Syn

Geobacillus gargensis),

(Golovacheva, 1991)

Nazina et al., 2001

emend. Dinsdale et al.,

2011)

Clostridium Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostrilidiaceae Clostridium
cellulovorans, Sleat et

al. 1985

Paenibacillus Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus

mucilaginosus,
(Avakyan et al., 1998)
Hu et al., 2010
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V  Brachybacterium Actinobacteria - Actinomycetales Dermabacteraceae Bachybacterium
alimentarium, Schubert
et al., 1996
V  Leuconostoc lactis Firmicutes Bacilli Lactobacillales Leuconostocaceae Leuconostoc
(Syn. Leuconostoc
argentinum), Garvie,
1960 (Dicks et al.,
1993)
NV Streptomyces regalis  Actinobacteria - Actinomycetales Streptomycetaceae Streptomyces
V  Cellulomonas fimi, Actinobacteria - Actinomycetales Cellulomonadaceae Cellulomonas
(McBeth and Scales
1913) Bergey et
al. 1923)
V  Dickeya dianthicola, Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Dickeya
Samson et al., 2005
V  Pectobacterium Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pectobacterium

carotovorum, (Jones,
1901) Waldee, 1945

emend. Hauben et al.,
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1998 emend. Gardan et
al., 2003

Massilia sp. ZMN3, LaProteobacteria Betaproteobacteria  Burkholderiales = Oxalobacteraceae Massilia
Scola et al, 2000

emend. Kampfer et al.,

2011

Arthrobacter sp.Actinobacteria - Actinomycetales Microccocaceae Arthrobacter
AFG7.2, vConn and

Dimmick, 1947 emend.

Koch et al., 1995
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