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2,5-DDOL: 2,5-dicloro-2,5-ciclohexadieno-1,4-diol
2,5- DCHQ: 2,5-diclorohidroquinona
HQ: hidroquinona
y-HMSA: hidroximuconicosemialdehido
MA: maleilacetato
CLPP: Perfil Fisiolégico a nivel de comunidad
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1. RESUMEN

El lindano es el isGmero y del hexaclorociclohexano (HCH), producto de su fabricacion de
mediante la fotocloracién del benceno, proceso en el que se generan cuatro isdmeros mas (o-
HCH, B-HCH, 6-HCH, y e-HCH). El elevado uso del Lindano como pesticida de uso agricola durante
las ultimas 6 décadas ha generado graves problemas medioambientales derivados de su
toxicidad y permanencia en el medio ambiente. Concretamente, en la localidad de Sabifidanigo
(Huesca), las actividades de INQUINOSA, fabrica productora de este pesticida, provocaron la
acumulacién desregulada de desechos de fabricacién del HCH en diferentes zonas de la periferia
de la localidad: verteros de Sardas, Bailin, y las propias inmediaciones de la fabrica. Estudios
realizados por el Instituto Pirenaico de Ecologia (IPE-CSIC) revelaron la capacidad de las
poblaciones microbianas en tierras localizadas en estos emplazamientos contaminados con
lindano, de tolerar e incluso degradar isémeros del HCH, mayoritariamente el y-HCH. Dichas
tierras, fueron proporcionadas para este estudio, con el objetivo de caracterizar las poblaciones
metabdlicamente y buscar en ellas genes, mediante el disefio de oligos para la técnica de PCR,
correspondientes a la ruta de degradacidn lin descrita en Sphingomonaceas y otros géneros
bacterianos comunes de suelos.

Los resultados muestran que las poblaciones muestreadas han permanecido metabdlicamente
activas. Sin embargo, no se han encontrado dichos genes correspondientes a la ruta estudiada,
indicativo de que o bien los microorganismos modelo para el disefio de los oligos no estan
presentes en estas tierras, los genes lin buscados no presentan homologia con los estudiados o
las poblaciones bacterianas de estos suelos degradan por una ruta diferente a la /in descrita.

1. ABSTRACT

Lindane is the y isomer of hexachlorineciclohexane (HCH), product of its fabrication through
benzene photochloration, a process that generates four more isomers (a-HCH, B-HCH, 6-HCH, y
€-HCH). The high use of lindane as an agricultural pesticide during the last 6 decades has
generated serious environmental problems, because of its toxicity and permanence in the
environment. Precisely, in the location of Sabifidnigo (Huesca), activities performed by
INQUINOSA, lindane producer factory, caused a deregulated accumulation of toxic HCH waste
in different suburbs of the locality: Sardas and Bailin landfills, and the proximities of the factory.
Studies performed by the Pyrenean Institute of Ecology (IPE) revealed the capacity of tolerating
and even degrading HCH isomers, mostly y-HCH, by microbial populations in soils from those
locations. Those soils were given to make this study, with the objective of metabolically
characterizing microbial populations and searching for ,Sphingomonaceous and other soil
bacteria genres, lin degradation pathway genes, by primers design for PCR analysis.

The results show that sampled populations have remained metabolically active. However,
studied genes for lin degradation pathway have not been found, which indicates that either soil
microorganisms used for the design of the primers are not present in the samples, /in genes are
not homologous with the ones that were studied, or microbial populations in those soils are
degrading lindane though a different pathway than the lin described in this paper.



2. INTRODUCCION
2.1 El problema del lindano

El lindano, isdmero comercial del hexaclorociclohexano (HCH), es un compuesto quimico
ampliamente utilizado a escala global para la produccién de pesticidas y biocidas. Se obtiene
mediante la cloracion fotoquimica del benceno, donde el Cl; sufre una rotura homolitica por la
aplicacién de radiacién UV, creando radicales CI que se adicionan a la molécula de benceno.
Este proceso genera una mezcla de isomeros del HCH, el HCH técnico. Para purificar de ellos el
isémero y-HCH, se empleaban procesos ineficientes en los que por cada tonelada producida de
lindano, se generaban entre 8-12 t de isdémeros HCH residuales: (a-HCH, 55-80 %; B-HCH, 5-14
%; 6-HCH, 2—16 %; y €-HCH, 3-5 %)) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del proceso productivo del lindano.™

El uso de tanto del lindano como del HCH técnico durante las Ultimas 6 décadas ha generado un
problema medioambiental a escala global. Su uso global para agricultura entre 1950 y 2000s se
estima en unas 450,000 t ?). La produccién mas elevada se dio entre los afios 60-70, y su uso se
ha tenido que prohibir ya en al menos 52 paises, debido a sus efectos nocivos.

En cualquier caso, el problema medioambiental mas grave no seria el uso del lindano, sino los
vertederos que contienen el 85% de la produccidn, constituido por los isémeros. En 2009, los
isdmeros del hexaclorociclohexano (HCH) a-HCH, B-HCH y y-HCH se listaron como
contaminantes organicos persistentes (COP) en la Convencién de Estocolmo®. Estos
contaminantes se caracterizan por ser muy perjudiciales en el medio ambiente: resisten a la
degradacion, son muy volatiles y bioacumulables tanto en medio como en los tejidos de los seres
vivos, y son altamente téxicos provocando alteraciones tanto en la salud humana como en la
cadena tréfica de los ecosistemas®® .Precisamente el lindano fue el que se comercializé, por ser
el isémero mas biodegradable y con mejores propiedades insecticidas.

En Espafia, la produccion de lindano se concentrd en 4 fabricas: dos en el Pais Vasco, una en
Galicia y la cuarta en la provincia de Huesca. La antigua fadbrica de INQUINOSA (Industrias
Quimicas de Noroeste S.A.), situada en Sabifidnigo, realizd su actividad entre los afios 1975-
1988, y continud formulando productos de lindano hasta 1992, con el cese definitivo de su
actividad y abandono del edificio. En este tiempo, se estima que se llegaron a generar 7000 t de
residuos solidos y 300-500 t de residuos liquidos. La mayor parte de los residuos sélidos se
compone de los isGmeros a, B, 6 y €-HCH, ademas de los lodos de depuracién, embalajes,
excedentes de lindano (y-HCH). Los residuos liquidos se componen principalmente de las colas
de destilacién y restos de reacciones fallidas 3,



Sin ninguna regulacion medioambiental ni protocolos de tratamiento de residuos, éstos fueron
acumulados en zonas no aseguradas del vertedero de Sardas, el barranco de Bailin, y las propias
inmediaciones de la fabrica de INQUINOSA. La proximidad de estos emplazamientos a fuentes
de agua como el rio Gallego, el embalse de Sabifanigo, junto con la aparicion en los vertederos
de unafase libre densa o DNAPL, formada por los residuos liquidos mal acumulados, han elevado
la situacién a un problema medioambiental de categoria grave. La fase liquida no acuosa densa
(DNAPL) tiende a descender hacia zonas impermeables, y dada su densidad, a migrar hacia el
medio subterrdneo, acuiferos hasta la propia roca madre. Ademads de altamente persistente, su
densidad impide la propia descontaminacién por técnicas de bombeo.

Esto supone la busqueda y modernizacidén de las técnicas de tratamiento, que no solo tienen
que abarcar a los residuos sélidos emplazados ahora, en las nuevas células de seguridad
construidas, sino que tienen que hacer frente también a un problema en las tierras superficiales
de los antiguos vertederos. Es aqui donde estrategias biotecnoldgicas como la biorremediacién,
van a empezar a adquirir importancia.

2.2 La microbiologia del suelo
El suelo superficial (0-20 cm) es donde ocurren la mayoria los procesos microbianos, debido a la
disposicidn de restos organicos y O, en él. Encontramos en estas primeras capas la mayor
cantidad de organismos con metabolismos aerdbicos, mientras que, a profundidades mayores,
los microorganismos aerobios tolerantes y los anaerobios son los dominantes, degradando
compuestos derivados de |a actividad de los microorganismos de las capas superficiales. ¥

La distribucién de los microorganismos en el suelo es muy heterogénea. Es comun la formacidn
de comunidades microbianas, en forma de biofilms, donde las poblaciones interaccionan entre
si y con el medio ambiente. Dentro del suelo, también se dan asociaciones estructurales,
denominadas agregados, en las que estdn inmersas particulas minerales, ligadas por

compuestos organicos, y los organismos vivos o fraccién biética.*

La elevada diversidad taxondmica presente en ecosistemas de suelo proporciona una
oportunidad evolutiva de adaptacién a diferentes condiciones cambiantes del ecosistema, como
la aparicion de contaminaciones. Concretamente, en regiones altamente contaminadas por
organoclorados, se comenzaron a observar diferentes niveles de degradacion bajo condiciones
anaerobias, generalmente llevadas a cabo por bacterias del género Clostridium ), y aerobias, la
mayoria conocidas hasta la fecha miembros de la familia Sphingomonadaceae'® (Sphingomonas
y Sphingobium).  Por el momento se han descrito alrededor del mundo unas 30
Sphingomonaceas degradadoras °,pero también se ha registrado actividad degradadora por
parte de géneros como Pseudomonas 2%, Rhodanobacter'® y Microbacterium” entre otros.

Sphingomonas es un género conocido por ser caracteristico de suelos, pero se aisla tanto de
tierra como de ambientes acuaticos®. Sphingobium se engloba dentro de la familia taxonémica
de las Sphingonadaceae, al igual que las Sphingomonas. Pertenecen al filo Proteobacterias, y se
caracterizan por ser bacilos quimio heterdtrofos. La cepa tipo establecida en el estudio de
degradacién de hexaclorociclohexanos es Sphingomonas paucimobilis UT26®también
denominada Sphingobium japobicum UT26.

Pseudomonas, pertenecientes al filo Proteobacteria, son bacilos de habitat ubicuo. Forman
parte del microbiota predominante en la rizosfera y filosfera de plantas, y han sido aisladas de



suelos tanto limpios como contaminados. Son también inocuas para el hombre, siendo algunas
cepas patdgenas oportunistas. En general estan caracterizadas por una gran adaptacion al
medio ambiente. La cepa tipo es Pseudomonas aeruginosa, la cual ha sido descrita por su

actividad degradadora de muchos compuestos organicos?.

Estos dos géneros han sido los mds caracterizados en cuanto a la ruta degradadora del HCH. Sin
embargo, es posible que algunos microorganismos que tienen papeles importantes en la
degradacion del HCH en el suelo de cultivos mixtos no puedan crecer en las condiciones en las
que se han estudiado estas cepas tipo ©.

2.3 Ruta degradadora del lindano en bacterias aerobias de suelo
Numerosos estudios respaldan la degradacién de 4 isémeros del HCH en condiciones aerobias,
a,6,B,y-HCH. Como ha sido mencionado anteriormente, la mayoria perteneciente a las
Sphingomonaceas, centrandose las investigaciones en las 3 de las 30 mayores cepas:
Sphingobium japonicum UT26 (S. paucimobilis), Sphingobium indicum B90 y Sphingobium
francese Sp+. Aunque todas las cepas degradan HCH, encontramos diferencias especificas a
cada isdmero en los primeros pasos de la ruta de degradacién. UT26 ha sido estudiada con
detalle en cuanto a la ruta degradadora del y-HCH®), el isémero mas biodegradable de todos.
Generalmente se han distinguido en este proceso dos partes: [Anexo 9.1]

La ruta “upstream”: comienza con dos dehidroclorinaciones sucesivas catalizadas por la proteina
LinA (dehidroclorinasa) produciendo 1,3,4,6-tetracloro-1,4-ciclohexadieno (1,3,4,6-TCDN), via el
intermediario  y-pentaclorociclohexano  (y-PCCH). Después, la proteina LinB
(haloalcanodehalogenasa) cataliza dos declorinaciones hidroliticas sucesivas, dando lugar a 2,5-
dicloro-2,5-ciclohexadieno-1,4-diol  (2,5-DDOL). Por dltimo, se forma una 2,5-
diclorohidroquinona (2,5- DCHQ) mediante una deshidrogenacién, catalizada por LinC
(Deshidrogenasa), completando esta via superior de degradacion.

La ruta “downstream”: El primer paso es una declorinacién reductiva del 2,5-DCHQ a
cloroquinona (CHQ). La ruta entonces se bifurca, con una ruta menor compuesta por otra
declorinacidn reductiva para producir hidroquinona (HQ), cuyo anillo es escindido a 4cido y-
hidroximuconicosemialdehido (y-HMSA) tras la actuacién de las proteinas LinD (declorinasa
reductiva) y LinE (oxigenasa). La ruta mayor consiste en la transformacion del CHQ a cloruro de
acilo catalizada por LinE. Posteriormente es transformado a maleilacetato (MA) y a B-
cetoadipato por la accidn de las enzima LinF (reducatasa). Para terminar, se da la formacién de
succinyl-CoA, y acetil-CoA tras la actuacién de LinG-H (transferasas) y LinJ (tiolasa), que serdn
metabolizados por la bacteria mediante el ciclo de Krebs.

Ademas de estas enzimas, se ha descrito un regulador transcripcional, LinR, inductor de la
expresion de algunos genes de la ruta por la presencia de sus sustratos %)

Los demds isGmeros no son degradados hasta su totalidad, sino que la mayoria se mineralizan a
otros compuestos: el isomero a-HCH se convierte en 2,3,5,6-tetraclorociclohexanodiol (2,3,5,6-
TCDL) mediante sucesivas reacciones de declorinacién, pero no llega a ser mineralizado por
completo hasta CO, y H,0. El B-HCH es el isdmero mas recalcitrante de todos, debido a su
estructura molecular: un isémero ecuatorialmente sustituido, que impide que las reacciones de
declorinacidn hidrolitica se lleven a cabo. Se ha documentado su degradacion hasta 2,3,4,5,6-



pentaclorociclohexanol (PCHL). Y, por ultimo, para 6-HCH se han propuesto dos rutas:
parcialmente siguiendo pasos de la ruta de y-HCH; o de una manera similar a B-HCH®.

2.4 Genes lin
Los genes catabdlicos asociados a la degradacién del lindano fueron inicialmente descritos en S.
japonicum UT26 ,y nombrados genes lin. Seis genes estructurales (/inA- linF) y un gen regulador
(linR) catalizan para los enzimas que se encargan de la completa mineralizacion del y-HCH,
mediante la ruta descrita en el apartado anterior. Ademas, encontramos el gen /inX, que codifica
para una proteina que tiene actividad similar a linC\*2.

Los pasos mas importantes en la degradacién son las reacciones iniciales de declorinacion,
situadas en la ruta “upstream”, y catalizadas por la HCH dehidroclorinasa (LinA). Su gen no se ha
descrito Unicamente en solitario, sino que en cepas como S. indicum B90 se han encontrado dos
genes ortdlogos, designados como /inAl y linA2. Es considerado un gen esencial en
microorganismos degradadores, y parece que se expresa constitutivamente™. Adicionalmente,
LinA (16.5 kDa) no requiere cofactores para su actividad, lo que la convierte en una
dehidroclorinasa Unica, sin homdlogos cercanos %12,

En cuanto al gen linB, el dominio catalitico mayor de la haloalcano dehalogenasa LinB pertenece
a una superfamilia o/B-hidrolasa amplia y bien caracterizada, que usualmente llevan a cabo
reacciones hidroliticas mediante una triada catalitica. La ruta degradadora puede comenzar,
dependiendo del isémero, por la acciéon de LinA o LinB. Por lo tanto, cualquiera de estos dos
genes es imprescindible en un microorganismo con actividad degradadora que utilice |la ruta de
degradacién /in."®

Estos dos genes, tanto /inA como linB, tienen una expresidn constitutiva dentro de las bacterias
con capacidad degradadora. Dentro de la ruta “downstream”, los genes linD y linE parecen

III

encontrarse organizados dentro de un operdn con un regulador transcripcional “upstream”,

linR. La expresién de ambos genes es inducible por la presencia de sus sustratos™®?.

La distribucién de estos genes en los genoma de las distintas bacterias degradadoras de lindano
sigue siendo objeto de estudio, y no se conoce exactamente dénde estdn localizados. Se sabe
gue se encuentran en regiones separadas del cromosoma bacteriano, y no estan organizados de
manera coordinada en operones regulados. Estudios recientes han revelado que algunos de
estos genes lin no estan uniformemente distribuidos en el cromosoma, sino que también estan
presentes en pldsmidos, en cepas como S. indicum B90A, S. japonicum UT26 y S .francese Sp
+112) Se han encontrado ademas copias de regiones 1S6100 flanqueando varios de estos genes lin
en S .japonicum UT26, sugiriendo la adquisicién de estos mediante transferencia horizontal.
IS6100 es un miembro de la familia IS6, que puede movilizar genes entre dos elementos 1IS6100
directamente repetidos a través de la fusidn de replicones y consiguiente resolucién mediante
recombinaciéon homéloga. El resultado es la integracion del operén en el plasmido™®. La
transferibilidad genética de estos genes es pertinente en la adaptaciéon a los ambientes
contaminados'?.

Metagenomas de muestras de suelo han sido secuenciados para evaluar la presencia de los
genes lin en sitios contaminados. Estos estudios han revelado que la prevalencia de los genes lin
de la ruta “upstream” (linAy linB) esta correlacionada con el nivel de contaminacidn por HCH en



el suelo, sugiriendo que existe una presidon selectiva hacia la adquisiciéon de estos genes lin
14)

transmisibles en comunidades de suelos contaminados'
3 OBIJETIVOS

El objetivo ultimo de este trabajo es aportar datos de la actividad metabdlica presente en los
suelos y la presencia de genes lin en los vertederos de Bailin y Sardas (Sabifianigo, Huesca) con
la intencién de sentar bases que puedan mejorar la utilizacién de bacterias para la
biorremediacién de suelos.

Considerando la bibliografia consultada, se establecieron una serie de experimentos que
continuaran el trabajo del grupo de “Restauracién Ecoldgica”, del departamento de
Conservacion de la Biodiversidad y Restauracidon de Ecosistemas del Instituto Pirenaico de
Ecologia (CSIC), en relacién con los consorcios bacterianos situados en las tierras contaminadas
por HCH en Sabifidnigo (Huesca). Los objetivos concretos que se han abordado en este trabajo
son los siguientes:

< Analisis de la respuesta metabdlica de las comunidades bacterianas de los suelos
contaminados con diferentes cantidades de lindando y su repercusién en esta huella
metabdlica.

< Busqueda de genes lin que se puedan utilizar como potenciales marcadores de la
presencia de bacterias degradadoras de lindano.

% Estudio de la presencia de genes lin en comunidades microbianas de suelos expuestos a

lindano durante largos periodos de tiempo.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestras utilizadas en el estudio
Las muestras de suelo se seleccionaron en funcién de la cantidad de y-HCH y de la riqueza
metabdlica que mostraron durante los experimentos realizados por el grupo de Restauracion
Ecoldgica, del departamento de Conservacién de la Biodiversidad y Restauracion de Ecosistemas
del Instituto Pirenaico de Ecologia (CSIC) en 2018. Este proyecto tiene como objetivo buscar y
aislar consorcios bacterianos autdctonos que muestren actividad degradadora de residuos de
lindano.

Para dicho proyecto, tomaron muestras de las zonas mas contaminadas: los vertederos de Bailin
(7 muestras) y Sardas (5 muestras), y los alrededores de la fabrica de Inquinosa (2 muestras).
Los suelos que mayor actividad metabdlica presentaron fueron los correspondientes a las
muestras de Bailin 6,7, y 8; Inquinosa 1y 2 y Sardas 3, de los cuales Bailin 2,6 Inquinosa 1y
Sardas 3 fueron seleccionados para los trabajos de campo. Se nombraron: INQ-1, BAI-6 y SAR-3
respectivamente.

Los analisis fisicoquimicos de estas tierras seleccionadas se muestran en la Tabla 4.1, con los
valores para los diferentes isémeros de HCH.



Isbmeros HCH
BAI-2 BAI-6 INQ-1 SAR-3 SAR-1
(mg/kg)
a-HCH 0.0086 0.1897 0.1285 0.0408 605.2622
B-HCH 0.4972 0.0841 4.6116 0.0666 24.6542
y-HCH 0.0259 0.1199 0.2371 0.0759 1601.1354
6-HCH 0.0220 0.4858 0.5449 0.0462 986.2709
€-HCH 0.0081 0.2078 0.1690 0.0348 136.7626

Tabla 4.1. Cantidades de los diferentes isomeros HCH en tierras recogidas por el de Restauracion
Ecoldgica, del departamento de Conservacion de la Biodiversidad y Restauracion de Ecosistemas del
Instituto Pirenaico de Ecologia (CSIC)

Las muestras seleccionadas para este trabajo fueron BAI-6, INQ-1 y SAR-1, representativas de
las 3 localizaciones primarias de contaminacion. Las cantidades de isomero y fueron
determinantes en la eleccion de las muestras. Los suelos seleccionados presentan un rango
amplio de y-HCH; bajas concentraciones en BAI-6 y muy elevadas en SAR-1. Ello permitiria
explorar la influencia de este compuesto en la actividad metabdlica de las poblaciones
microbianas de estos suelos.

Ademads de las muestras de suelo, se disponia de muestras de poblaciones bacterianas
procedentes de los estudios con los Biolog Ecoplates’*® de suelo, conservadas a -802C de
estudios anteriores (los descritos en parrafos anteriores). Estas muestras fueron manipuladas,
almacenadas y puestas a disposicion por IPE-CSIC.

4.1.1 Muestreo de materiales frescos
Se realizaron re-muestreos de tierra en localizaciones préximas las muestras originales, con el
objetivo de comprobar si la presencia -persistente- de lindano tiene algun tipo de presidn
selectiva sobre las poblaciones bacterianas. Las tierras obtenidas se encontraban entre 100-200
m alejadas del muestreo original en las localizaciones de Inquinosa y Bailin, y hasta 300 m
alejadas del punto de muestreo original en Sardas.

Las muestras obtenidas fueron tierras mezcladas con lodos de la misma zona. Fueron nombradas
como: Inquinosa 0 (INQ-0), Bailin 0 (BAI-0) y Sardas 0 (SAR-0).

4.2 Enriquecimiento de poblaciones bacterianas en tierras contaminadas

Se cultivaron 5 gramos de cada tierra con 15 ml de medio LB y medio minimo M9 en Falcon de
50 ml, en agitacidn continua a 25 °C.

El medio LB se compone de peptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 2 g/L en agua
destilada. El medio M9 sin embargo, es un medio no suplementado, que se forma por una
mezcla de sales: Na,HPO, anhidro 15,17 g/L, KH,PO4 anhidro 3 g/L, NaCl 0,5 g/L y NH,CI 1 g/L
suplementado con 2,5 ml/L de Goodies, de composicidn: 25% v/v FeSO4-7H,0, 25% v/v MgS0O,
1M y 50% de un stock de sales. El stock de sales lleva MgO 10,75 g/L, CaCOs 2 g/L, CoCl, 0,13
g/L, FeS04-7H,0 4,5 g/L, MnSO4-1H,0 0,92 g/L, CuSO4-5H,0 0,25 g/L, ZnSO4-7H,0 1,48 g/L,
H3BOs-7 H,0 0,06 g/L y HCl concentrado 51,3 ml/L en agua destilada. Una vez los medios
preparados en los respectivos Falcon con la tierra pesada y 15ml del medio minimo, se afiadié
1,5 pL de una solucién stock de y-HCH 0.07 mg/mL en DMSO.



Se realizé un pase de 1 ml de cultivo de los medios M9 a un nuevo tubo Falcon de 50 ml a los 6
dias de la siembra con 15 ml de nuevo medio minimo, con la composicién ya indicada
anteriormente. Estos tubos Falcon se dejaron en cultivo 2 semanas completas en agitacion a
temperatura ambiente. El agitador utilizado fue Biogen Cientifica SkyLine S-3.08M.

4.3 Protocolo EcoPlates BIOLOG®

4.3.1 Extraccion bacteriana
Se prepararon en Falcons de 50 ml en los que se pesaron 10 gramos de los suelos muestra: INQ-
1, BAI-6, SAR-1, y una tierra control, obtenida en las proximidades del Instituto Pirenaico de
Ecologia (IPE-CSIC), Zaragoza. Las muestras de suelo se procesaron para la extraccion bacteriana
siguiendo el protocolo de Kayayama et al (1998) , con modificaciones de Ikeda et al (2004).

Lo 10 gramos de suelo fueron resuspendidos en 95 ml de H,O MiliQ estéril y homogenizados
durante 15 minutos a 150 rpm en un el agitador Infors HT Labotron Brosen Centrifuga,S.L.
10 ml de la mezcla homogenizada se llevaron a un Falcon de 50 ml estéril y se procedié a la
sonicacién en bafio durante 1 minuto. Se centrifugd a 2500 rpm (1000 x g) en la centrifuga
ALRESA durante 10 minutos y se recuperan 9,5 ml del sobrenadante con una pipeta de 10 ml a
otro Falcon de 50 ml estéril. Se volvieron a afadir al precipitado de la centrifugacién 9,5 ml de
H,0 estéril, se resuspendié con la mano, y se volvid a sonicar y a centrifugar. El sobrenadante
recuperado se fue afiadiendo al Falcon de la primera recuperacion. Se repitieron los pasos hasta
hacer 5 centrifugaciones. El total de sobrenadante recuperado tras este protocolo fue de 47,5
ml.

Por ultimo, se hizo una centrifugacién del volumen total 47,5 ml para eliminar las particulas del
suelo, a 2500 rpm 10 minutos. Con el sobrenadante se inoculé 150 pL en cada pocillo de las
placas EcoPlates con una pipeta multicanal dentro de la campana de flujo laminar, en
condiciones estériles.

4.3.2 Incubacion y medicion de la absorbancia

Las placas BIOLOG EcoPlates contienen 96 pocillos, los cuales estan repartidos en 3 réplicas con
31 fuentes de carbono diferentes [Anexo 9.4], y un blanco por réplica. Cada pocillo contiene sal
de tetrazoilo -indicador redox-, que se reduce en presencia de reacciones de oxidacion causadas
por la respiracion de los microorganismos, virando a color morado. EL color se mide
espectrofotométricamente a A=590m *°),

El espectrofotdmetro para leer absorbancias es un Anthos 2010 microplate reader (de
Biochrom), que realiza lecturas automaticas de cada uno de los pocillos de la placa a 590 nm y
lo registra de forma digital por medio del programa ADAP 2.0 de la misma casa. Se realizé una
lectura tras la inoculacidn, a t=0, y se procedid a hacer lecturas cada 12/24 horas. Tras cada
lectura, las placas se mantuvieron en aislamiento dentro de un incubador (Pol-Eko Aparatura) a
25°C en oscuridad, dentro de la funda original.

4.3.3 Analisis estadistico
Las medidas de absorbancia contenian 3 replicados para cada muestra, en diferentes tiempos.
Para el andlisis se manejaron los datos con el software estadistico R a través de la aplicacion de
escritorio Rstudio. Se utilizaron los paquetes “drm”, “drc” y “drfit”, especialmente disefiados
para el trabajo con curvas dosis-respuesta‘*®.



Tras la normalizacidn de los datos, estableciendo un maximo de 100 (%) y un minimo de 0, se
ajustan estos datos obtenidos a una funcién log-logistica con 4 pardmetros. En el eje de las X
tendremos el tiempo (en horas) en escala logaritmica, mientras que el eje de las Y corresponde
al efecto, medido en absorbancia gracias al lector de placas.

El ajuste log-log sigue la siguiente funcidn:

d—c

f)y=Cc+ 1 + exp(b(log(x) — e))

Figura 4.6: Funcidn log-logistica indicada con sus respectivos pardmetros: d: mdximo; ¢: minimo; b: la
pendiente; e: la TM50 : Tiempo en el que la comunidad microbiana genera el 50% del color mdximo.

El pardmetro TM50 en el caso de la respuesta metabdlica media, corresponderia el tiempo en el
gue la comunidad ha desarrollado el 50% de su capacidad metabdlica maxima. Nos centraremos
en la TM50 de estas curvas para hacer la comparacion entre las comunidades.

4.4 Puesta a punto de extraccion de DNA a partir de muestras de suelos
La extraccion del DNA se realizd siguiendo 3 protocolos diferentes: digestion mecdnica, kit
comercial y digestion enzimdtica.

4.4.1 Técnica fenol-cloroformo con digestion mecanica (Protocolo 1)
Protocolo descrito por Cai and Wolk (1990) realizado para extraer DNA de las muestras
ultracongeladas de cultivos provenientes de las tierras BAI-6, INQ-1, SAR-1, proporcionados por
el IPE-CSIC.

Se centrifugaron 15 ml de muestra ultracongelada en la centrifuga Allegra X-30R durante 15 min
a 4000 rpm (3082 x g) y temperatura ambiente. El pellet se resuspendié en 400 uL de TRIS-HCL
10mM pH 8, EDTA 0.1 mM. Se ainadieron 20 uL de SDS 10%, 450 ulL de fenol-cloroformo (1:1) y
3 puntas de espatula de perlas de vidrio, y se realizaron cuatro ciclos de 1 minuto de agitacién
en vortex, 1 minuto de reposo en hielo. Se centrifugd durante 15 minutos a 13000 rpm (11480
x g) y 42C en la centrifuga Eppendorf 5427R, y se transfirié la parte superior acuosa a tubos
Eppendorf nuevos. Se lavaron las células de forma sucesiva con 1 volumen de fenol/1 vol. de
cloroformo (1:1) y 2 veces con 1 vol. de cloroformo hasta conseguir una fase acuosa
completamente incolora. En todos los lavados se descartd la fase organica inferior. Se afiadio a
la fase acuosa 1 vol. de acetato de sodio 3M pH=5.2 y 2 vol. de etanol absoluto frio y se incubd
durante la noche a - 809C para conseguir la precipitacion del DNA. Por ultimo, se centrifugd
durante 15 minutos a 42C y velocidad mdaxima. EI DNA obtenido se lavé con etanol al 70% frio y
se dejé secar 30 minutos y finalmente se resuspendié en 25 uL de agua MQ estéril.

4.4.2 Kit comercial (Protocolo 2)

Utilizacién del kit de extracciéon de DNA para muestras ambientales ZymoBIOMICS™ D4300T
Mini Prep Kit, de ZYMO RESEARCH °, siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las
soluciones y tubos utilizados durante la extraccion fueron proporcionados en el kit.

Se afnadieron 250 mg de muestra de suelo a cada tubo de lisis, que se componia de perlas de
lisis de 0.1 y 0.5 mm de didmetro. Se afiadié la solucidn de lisis y se procesé en el FastPrep®-24.
El tiempo de disrupcidn celular fue de 5 minutos, para el que se repitieron ciclos de 1 minuto a
maxima velocidad en el FastPrep. Se centrifugaron los tubos después de la lisis en una
microcentrifuga durante 1 minuto a 12100 rpm (10000 x g) y se transfirieron 400 uL del



sobrenadante al tubo con filtro IlI-F. La filtracion se hizo por centrifugacion a 10800 rpm (8000
x g) 1 minuto, y se descarté el filtro. Se afiadieron 800 pL de buffer de DNA y 400 uL de etanol
95% al filtrado. Se resuspendié y pasaron 800 plL de la mezcla a la columna IICR, centrifugando
para unir el DNA a 12100 rpm (10000 x g) 1 minuto. Se repitio este paso y se descartaron las
fracciones excluidas.

Para purificar el DNA unido a la columna, se hicieron varios lavados con los tampones de lavado
1y 2 mediante centrifugaciones a 12100 rpm (10000 x g) 1 minuto. La extraccion final se realizé
incubando la columna con el agua libre de DNAsas/RNasas 1 minuto. Se centrifugda 12100 rpm
(10000 x g) durante 1 minuto y se transfirié este DNA eluido a la columna IlI-HCR preparada en
un Eppendorf de 1.5 ml. Se centrifugd 13000 rpm (11400 x g) durante 3 minutos y se obtuvo el
DNA purificado.

4.4.3 Técnica fenol-cloroformo con digestion enzimatica (Protocolo 3)
Se utilizé el método descrito por Neilan et al. , (1999).

Se comienza con una centrifugacién del sobrenadante de los medios con tierra en Falcons de 15
ml. Se recogieron 10 ml para el medio LB y 8 ml para el medio minimo. Se centrifugd a 4000 rpm
(3082 x g) durante 20 minutos, hasta la formacion de un pellet y se descarté el sobrenadante. El
pellet se resuspendié en 500 pL de tampdn Tris-HCL 50 mM pH 8.5, 5 mM de EDTA, 50 mM NaCl
para los cultivos con medio minimo. Los cultivos de LB fueron resuspendidos en 1000 pL de
tampon, debido a la cantidad de pellet presente. Se afiadié lisozima, 50 uL de un stock de 10
mg/ml, para que quedara una concentracion final de 1 mg/ml. Al medio LB se le afiadieron 100
MLy se incubé durante 30 min a 56 2C. A continuacion, se afiadieron 5 pL de proteinasa K (stock
20 mg/ml) y 20 pL de SDS al 10% y se incubd a 56 2C durante 40 minutos en el bloque térmico
(doble cantidad para el medio LB). Se lavd 2 veces con fenol 1:1, una con fenol, cloroformo
0,5:0,5;1 (v:v:v) y por ultimo con cloroformo 1:1 (v:v). Entre medio se dio golpe de vértex y
centrifugacion durante 1 min a 8000 rpm. Se separé la fase superior acuosa que contenia el DNA.
Para terminar, se afiadieron 0,1 volumenes de acetato de sodio (3M pH=5.5) y 2 volumenes de
etanol absoluto, se agito con el vértex y se dejé precipitar durante aproximadamente 2 horas a
- 209C. Posteriormente se centrifugd 20 minutos a 13000 rpm (11400 x g) y 49C, se elimind el
sobrenadante y se dejod secar el pellet. Una vez seco, el pellet se resuspendié en 30 uL de agua
MiliQ estéril (60 ul en caso del LB).

4.4.4 Cuantificacion del DNA
Para la cuantificacién del DNA se utiliz6 el espectrofotdémetro NanoVue Plus ™ de BioChrom
(Harvard Bioscience), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las mediciones para la
cuantificacion en el NanoPore se realizaron a una longitud de onda de 260 nm, a la que absorben
los acidos nucleicos, 260 nm y 230 nm, valores que permiten estipular la pureza de la muestra
extraida. El valor 260/280 es el parametro para determinar la calidad del DNA, y debe de estar
entre 1,8 y 2 para asegurar que la calidad del DNA es aceptable.

4.5 Ensayos de PCR

La PCR se realizo siguiendo el protocolo estandar de PCR conteniendo en cada tubo de PCR las
cantidades de cada reactivo que aparecen en la tabla 9.3.1 [Anexo 9.3].
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Se utilizd el termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler. El programa de PCR
consisti6 en 3 minutos a 952C seguidos de 30 ciclos de los siguientes pasos:
Desnaturalizacion 1 min a 952C, hibridacion 1 min a 549C (segun los oligonucleétidos utilizados),
extensién 1 min a 729C. La PCR finalizaba con una incubacién 10 min a 722C y un paso a 4¢C
hasta que se retiraban las muestras. El revelado de la PCR se realizé mediante un gel de Agarosa
1% con Bromuro de Etidio. El marcador de peso molecular es el Gene Ruler 1 kb DNA Ladder de
ThermoScientific’.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio del perfil metabélico con BIOLOG Ecoplates’
Con objeto de evaluar de forma general las capacidades del microbioma de los suelos
contaminados contenidos en el estudio, se llevaron a cabo cultivos con el sistema BIOLOG.
Gracias a este sistema, se comprobd que mediante la inoculacion de mezclas microbianas se
podian generar datos fisioldgicos representativos de comunidades microbianas. Dado que las
comunidades procariotas pueden ser consideradas unidades funcionales caracterizadas por la
suma de las propiedades metabdlicas de bacterias individuales, el estudio fisioldgico a nivel de
comunidades (CLPP) representa un método apropiado y rapido para evaluar el potencial

metabdlico de diferentes muestras microbianas.*>1”)

5.1.1 Analisis de la respuesta metabdlica media (AMRs)
La respuesta metabdlica media calculada describe la utilizacion media de las 31 fuentes de
carbono [Anexo 9.4] por la comunidad microbiana en estudio, y proporciona un parametro con
el que podemos establecer comparaciones entre comunidades microbianas.

Este pardmetro ha sido calculado como la media de las medidas obtenidas sustrayendo la
medida del blanco, el agua en cada réplica, a cada fuente de carbono. Se realizaron medidas
hasta las 214 horas, siendo al principio mas frecuentes dado el rapido cambio de color en las
primeras 48 horas que desarrollan las placas, y luego mds espaciadas en el tiempo, hasta las 214
horas.

100

—e— CONTROL
>- INQ-1 T=214

- BAI6
80 - --o-- SAR-1

60

Amr(%)

20

tiempo(horas)
Grdfica 5.1. Curvas dosis-respuesta correspondientes a las respuestas metabdlicas medias de las
comunidades microbianas alojadas en las muestras de suelo contaminado con lindano: INQ-1, BAI-
6, SAR-1; y un Control proveniente de comunidad microbiana de suelos limpios en las proximidades
del Instituto Pirenaico Ecologia (CSIC).
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El control que incluimos en el estudio proviene de suelos con caracter alcalino (pH=8.79) y
morfologia diferente a las tierras recogidas en las localidades préximas a Sabifidnigo. Es esto por
lo que los parametros de respuesta metabdlica no son comparables a las de las tierras
contaminadas, ya que su microbioma sera diferente. Sin embargo, se puede observar como el
control tarda menos tiempo en arrancar la AMR, y que no llega a estabilizar del todo,
encontrandose todavia en fase exponencial a las 214 horas. Las capacidades metabdlicas de esta
comunidad de un suelo libre de organoclorados se presentan bastante diferentes de las

muestras contaminadas.

Las muestras procedentes de las tierras contaminadas con lindano presentan diferencias en sus
respuestas metabdlicas, cdmo se observa en la gréafica 8.1. La comunidad perteneciente a

Inquinosa presenta la mayor capacidad de metabolizar los sustratos de carbono.

Parametro funcién Estimate | Std. Error | t-value p-value
b:INQ-1 -1.5312 0.6775 -2.2601 | 0.026229 *
. b:BAI-6 -2.2799 1.7291 -1.3186 | 0.190659
Pendiente
b:SAR-1 -2.1584 1.3042 -1.6549 | 0.101423
d:INQ-1 103.6408 26.6113 3.8946 0.000189 *oAk
TMS50 d:BAI-6 63.7608 10.1655 6.2723 1.22E-08 *Ax
d:SAR-1 53.8373 10.8726 4.9517 3.42E-06 HoAx
e:INQ-1 48.7134 20.922 2.3283 0.022135 *
L. e:BAI-6 25.609 6.4409 3.976 0.000141 HAx
Maximo
e:SAR-1 36.4127 11.5573 3.1506 0.002212 *k
Cddigos significancia: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05‘.” 0.1’ 1
Error estandar residual: 18.15375 (90 degrees of freedom)

Tablas 5.1 Ajuste de los datos medidos en las 3 réplicas de las EcoPlates a 214h para la respuesta
metabdlica media (AMR) para las tierras incluidas en este estudio: INQ-1, BAI-6, SAR-1.

Los valores t y p correspondientes son para probar las hipétesis nulas de que los pardmetros
son iguales a 0. El valor p lo consideramos significativo para valores menores a 0.1.La
comparacion estadistica entre los pardmetros se realizé utilizando la funcién “ComParm” del
programa estadistico R.

Comparacién parametro 'b' (pendiente)

Estimate = Std. Error t-value p-value
INQ-1/BAI-6 0.66064 0.4967 -0.6832 0.4961
INQ-1/SAR-1 0.80653 0.54622 -0.3542 0.7239
BAI-6/SAR-1 1.22083 1.05192 0.2099 0.8342
Comparacién parametro 'e' (F50)
Estimate = Std. Error t-value p-value
INQ-1/BAI-6 1.9685 0.82224 1.1779 0.2417
INQ-1/SAR-1 1.24442 0.6132 0.3986 0.691
BAI-6/SAR-1 0.63217 0.26104 -1.4091 0.1619
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Comparacion parametro 'd' (maximo)
Estimate = Std. Error t-value p-value
INQ-1/BAI-6 1.65861 0.39161 1.6818 0.09576 *
INQ-1/SAR-1 1.81418 0.52074 1.5635 0.12113
BAI-6/SAR-1 1.0938 0.26528 0.3536 0.72441

Tabla 5.2 Valores estadisticos de la comparacion de los pardmetros de las funciones generadas por el
ajuste log-logistico de las curvas dosis respuesta correspondientes a las medidas de las absorbancias
medias (AMRs).

Las comparaciones indican que no hay diferencias significativas en cuanto a la TM50 entre los
diferentes consorcios bacterianos estudiados. Sin embargo, la comparaciéon del maximo de
estabilizacidn de la curva presenta un p-value muy cerca de la significacién (0.1), por lo que
podriamos establecer una tendencia a diferenciarse entre la muestra INQ-1y las muestras BAI-
6y SAR-1. Esta diferencia es apreciable en la grafica 8.1.

La comunidad microbiana de Inquinosa presenta una mayor capacidad metabdlica media AMR,
hecho que podria explicarse por tener una concentracién de lindano presente en el medio baja:
0.2371 mg/kg de tierra analizado. Las otras muestras estudiadas: BAI-0.1199 mg/kg, SAR-
1601.14 mg/kg.

5.1.2 Analisis de la utilizacién de carbohidratos
Las bacterias exhiben una gigantesca versatilidad metabdlica de uso de nutrientes: desde
autétrofos que obtienen su carbono por reduccion del CO, y los demds elementos a partir de
fuentes igualmente inorganicas, hasta heterdtrofos capaces de usar amplia gama de fuentes
organicas de carbono. En este estudio nos hemos fijado con detalle en las fuentes de carbono
de naturaleza glucidica.

Durante el modelado y procesado de los datos, se observé que algunas réplicas no llegan casi ni
a arrancar (son estas en las que la casi totalidad de sus mediciones de absorbancia daban 0). Ello
puede deberse a una incompleta homogenizacién de las suspensiones de bacterias al realizar la
extraccién y siembra. Por ello para el estudio de la respuesta a azlcares de BAI-6, utilizamos
Unicamente las réplica 1y 2. Se realizaron medidas hasta las 214 horas, siendo cada 6-12 horas
las primeras 60 horas, cuando se producen los mayores cambios de absorbancia por el comienzo
de la utilizacidn de los recursos, y por tanto fase exponencial, y luego medidas mas secada 24-
48 h.
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La comunidad microbiana procedente de las tierras de INQ-1 parece ser la que mas respuesta
metabdlica ha tenido a las fuentes de carbono de caracter glucidico. Los datos recogidos para
las 9 fuentes de carbono se han ajustado todos a las curvas de dosis-respuesta con un nivel de
significancia adecuado, alcanzando diferentes maximos de estabilizacion siendo, D-Manitol,
acido D-Glucosaminico y D-Xilosa los compuestos que mas respuesta han revelado.

Los estudios de la utilizacién de azucares por parte de las comunidades englobadas en BAI-6 y
SAR-1 sin embargo no presentaron una utilizacidon tan amplia de estos recursos. Las graficas 5.3
reflejan que el nimero de ajustes que se pudo realizar es inferior, y algunos datos de
compuestos no ajustan al modelo log-log, quedando representados dichos modelos como
rectas.

La comunidad bacteriana de BAI-6 es la que peor ajuste de datos ha presentado [Datos del ajuste
estadistico recogidos en el Anexo 9.7], dado que muchas de las respuesta a azlcares registradas
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han sido fruto de variaciones pequefias de absorbancia que no han seguido una tendencia clara,
y por tanto no han ajustado al test dosis-respuesta realizado. En la grafica 5.3B se puede
observar que compuestos como el B-metil glucdsido o la D-Xilosa no han dado respuesta,
ademas de la Glucosa 1-P y Manitol, cuyas medidas eran completamente 0, consecuentemente
no se han podido ajustar a ninglin modelo.

SAR-1 ha presentado un mejor ajuste de los datos, dando respuesta a todos los compuestos a
excepcion del B-metil glucésido y la Glucosa 1-P (no figurante en la gréfica, respuesta total 0).
La comparacion de los maximos de la funcién indica que sin embargo la comunidad de Inquinosa
ha tenido generalmente respuestas mas elevadas a las diferentes fuentes de carbohidratos.
Esta alta diversidad metabdlica por parte de las bacterias presentes en los suelos de INQ-1
coincide con los datos de la respuesta metabdlica media estudiada en la grafica 5.1.

Un resultado interesante seria la elevada respuesta a la Celobiosa y D-Xilosa por parte de la
comunidad microbiana de Sardas. Estos carbohidratos proceden de la metabolizacién de
estructuras vegetales, sin embargo, las muestras de SAR-1 proceden de la balsa de lixiviados
situada en el vertedero de Sardas, con concentraciones de lindano muy por encima de las otras
dos muestras, y sin vegetacidn aparente dentro de la balsa.

Por tanto, la respuesta metabdlica mas baja corresponde a las comunidades microbianas
procedentes de Bailin, siendo dificil el ajuste a modelos. Sin embargo, las comunidades
microbianas de Sardas y Bailin no son diferenciables en nuestro estudio en funciones de la
respuesta metabdlica media. Es posible que mientras los microbiomas procedentes de la balsa
de lixiviados de Sardas dan una mayor respuesta a los carbohidratos, los microbiomas de BAI-6,
procedente de muestras en terrenos con vegetacién a los alrededores del vertedero de Bailin
estén consumiendo mas las fuentes proporcionadas por los aminoacidos u otros compuestos en
el BIOLOG EcoPlate.

La comunidad SAR-1 proveniente de la balsa de lixiviado con cantidades de Lindano muy por
encima de la media en las tierras de alrededor (1601.14 mg/kg) , cabria de esperar un efecto
toxico notable a nivel de diversidad metabdlica o respuesta metabdlica media. Sin embargo,
este efecto no es visible en nuestro estudio. La actividad metabdlica a cantidades tan altas del
isdmero y-HCH proporciona una esperanzadora comunidad de estudio, donde las bacterias
podrian estar sobreviviendo a través de la degradacion de los organoclorados presentes en el
medio.

A su vez, INQ-1 es la comunidad que mayor respuesta media e individual a azlucares ha
proporcionado. Es por tanto la comunidad con mayor potencial para degradar los sustratos de
carbono presentes en las EcoPlates (y que son los mas habituales en suelos forestales), y una
comunidad rica en variabilidad microbiana.
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5.2 Puesta a punto de extraccion de DNA a partir de muestras de suelos
Las muestras ultracongeladas con las que comenzamos el estudio fueron proporcionadas por el
IPE-CISC, provenientes del estudio de las comunidades microbianas de los suelos contaminados
utilizados en este trabajo **. El método de extraccién de este microbioma fue similar al utilizado
en este trabajo para la inoculacién de las EcoPlates BIOLOG °, en el que los suelos eran
homogenizados con agua mili Q, y tratados mediante sucesivas sonicaciones y centrifugaciones.

La extraccién del DNA gendmico de las muestras de suspensiones bacterianas ultracongeladas
se realizd utilizando la técnica fenol-cloroformo, descrito en materiales y métodos,
representado en la grafica como Protocolo 1. (Figura 3). Los rendimientos de esta extraccion
obtenidos fueron 0.3025 ug DNA/g suelo para las muestras provenientes de INQ-1; 0.0475 pg
DNA/g para BAI-6 y 2.2875 ug DNA/g para SAR-1 respectivamente.

En vista de los bajos rendimientos de esta primera extraccidn, se decidié cambiar el método de
extraccion y se optd por extraer el DNA directamente de las muestras de suelo proporcionadas,
con el Kit ZymoBIOMICS Research, (Protocolo 2). Los rendimientos de esta extraccion, 23.76 ug
DNA/g suelo para INQ-1, 29.04 ug DNA/g para BAI-6 y 13.2 ug DNA/g para SAR-1, indicaron que
la poblacidn bacteriana era muy escasa y que la baja cantidad de DNA obtenido comprometia la
identificacion de genes por PCR.

Ante estos resultados, se optd por el enriquecimiento de las tierras con el objetivo de maximizar
la cantidad bacteriana presente, para conseguir rendimientos mayores que permitieran obtener
cantidades de DNA suficientes para hacer las PCRs. Ademas, se optd por cambiar el protocolo
de extraccion, pasando de una lisis mecdnica (bolas de vidrio-Protocolo 1, Fast Prep -Protocolo
2) a una lisis enzimatica (lisozima, proteinasa K - Protocolo 3).

El medio LB es nutricionalmente rico, y es un medio utilizado para el crecimiento vy
mantenimiento de cultivos, mientras que el medio M9, sin embargo, es un medio no
suplementado, que se forma por una mezcla de sales con los componentes esenciales para el
mantenimiento celular, excepto el carbono. Su composicidon permite estudiar el efecto de
diversos nutrientes adicionados en las poblaciones en estudio. El medio LB, se utilizdé para
enriquecer, la poblacién global bacteriana presente en las tierras. Y el medio M9 suplementado
con lindano con el fin de aumentar de una manera selectiva las bacterias que utilizaran éste
como Unica fuente de carbono.

Para monitorizar el enriquecimiento, se realizé un seguimiento del crecimiento de los cultivos
mediante medicidn de la absorbancia con espectrofotdmetro y asi garantizar que la densidad
del cultivo era suficiente para asegurar un rendimiento de DNA mayor (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de crecimiento de muestras para su enriquecimiento. Los cultivos crecidos en medio LB
se representan en azul mientras que los crecidos en M9 con lindano se representan en amarillo

Como se observa en la figura 3, los cultivos en medio LB crecieron de forma exponencial en tan
solo 24 horas, por lo que se procedid a la extraccion y centrifugacion en ese mismo dia. Sin
embargo, el crecimiento en medio M9 con lindano fue mucho mas lento por lo que se recogieron
las células 5 dias después.

Con estas muestras de suelos enriquecidas, aplicamos el Protocolo 3, basado en las técnicas de
fenol-cloroformo previamente utilizadas, pero con una variacion en el método de lisis
bacteriana, que esta vez no era mecanica sino enzimatica.

Los rendimientos obtenidos gracias a la combinacidn del enriquecimiento de muestras y el
cambio y optimizacién de protocolo fueron muy superiores a los de las anteriores extracciones:
las muestras enriquecidas con LB alcanzaron 289.68, 282.48 y 153.96 ug DNA/g suelo para INQ-
1,BAl-6 y SAR-1 respectivamente; mientras que las cultivadas con M9 suplementado con lindano
fueron algo inferiores: 54.41, 75.67 y 27.81 ug DNA/g suelo para INQ-1, BAI-6 y SAR-1. Los
resultados de los cuatro protocolos se recogen en la Figura 4.
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Figura 4 Rendimiento obtenido de los diferentes protocolos de extraccion utilizados. Datos recogidos en
las tablas correspondientes a [Anexo 9.2]
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La clara diferencia en la extraccién de DNA microbiano se observa para los enriquecimientos
realizados en las muestras de suelos. El LB, al ser una mezcla nutricional éptima para el
desarrollo de microorganismos, ha dado las muestras con mayores rendimientos de todas las
extracciones. Los medios minimos suplementados con lindano poseian como Unica fuente de
carbono y energia ser el propio lindano,por lo que se realizé una presién selectiva hacia
microorganismos que pudieran utilizar este recurso, presentando como consecuencia menores
cantidades de DNA recogido

La puesta a punto del método de extraccién de DNA indicé que la extraccion mediante métodos
enzimaticos parecia ser la mas favorable para tratar las comunidades microbianas de los suelos
estudiados, pero sin duda esta afirmacién estd condicionada por la cantidad de bacterias de
partida en cada caso.

5.3 Busqueda de genes lin como potenciales marcadores de la presencia de bacterias
degradadoras de lindano
En base a una lista de microorganismos aerobios degradadores de hexaclorociclohexano (HCH)
comunes de suelo definida en Rup Lal et al (2010) , se comenzd la busqueda bibliografica de
secuencias pertenecientes a genes de la ruta lin. Los genes mas caracterizados fueron linAy linB,
dada su importancia en el comienzo de la ruta degradadora. Mayoritariamente se encontraron
genes  pertenecientes a  especies bacterianas englobadas en la  familia

e>6141819)  aunque también se encontraron en Microbacterium',

Sphingomonacea
Xanthomonas'®y Pseudomonas®®2?Y, en los cuales partes de esta ruta habia sido caracterizadas,

y por tanto secuencias las génicas estaban disponibles.

Con el objetivo de encontrar mas secuencias genéticas pertenecientes a la familia lin se
realizaron busquedas de secuencias nucleicas homdlogas en mas géneros bacterianos comunes
en suelo con la herramienta BLAST de NCBI, utilizando como gen de referencia los secuenciados
en Shingomonas paucimobilis B90. Se llevé a cabo la busqueda con diferentes genes de la ruta
degradadora del isémero y-HCH: linA, linB, linE y linR.

Los genes obtenidas con BLAST presentaban elevada homologia entre diferentes con géneros
de la familia Sphingomonaceae: S. japonicum, S. paucimobilis, S. francese, S. chinhatense y S.
Gamma 16-1

En cuanto a linR, codificante para el regulador transcripcional de la segunda parte de la ruta
degradadora, mostré unas homologias muy bajas (25-30%). En definitiva, este regulador parece
encontrarse, hasta lo que se conoce, principalmente en la familia Sphingomonaceae®, y no
parece encontrarse en las demas bacterias.

En base a esta busqueda, los genes linB, linA y linE se consolidaron como los mas frecuentes en
bacterias degradadoras de lindano y mejor caracterizados en las bases de datos, y por tanto
fueron los escogidos para el disefio de los oligonucleétidos con los que comprobar la presencia
de microorganismos degradadores mediante la ruta /in.

Una vez se habian identificado genes lin que podian ser utilizados como marcadores de la
presencia de bacterias degradadoras de lindano, se disefiaron oligos que pudiesen amplificar
esas secuencias en muestras de DNA obtenidas de suelos contaminados.
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Para el disefio de los oligos se utilizd la herramienta de alineamientos CLUSTAL. Con los
alineamientos de las especies indicadas en [Anexo 9.5] , se buscaron regiones de elevada
homologia para el disefio de los oligos consenso. Alineamientos disponibles en [Anexo 9.6].

5.4 Andlisis de la presencia de genes lin en las muestras de suelo contaminadas por
lindano mediante PCRs

Se tomaron las muestras de DNA obtenidas en los protocolos 1 (extraccion fenol-cloroformo con
digestién mecdnica) y 3 (extraccién fenol-cloroformo con digestién enzimatica) y se llevaron a
cabo las PCRs con los oligos disefiados para amplificar los genes linA, linB y linE, disefados a
partir de los alineamientos, con objeto de identificar en los microbiomas del suelo contaminado
la presencia de alguno de los genes lin seleccionados. Como control positivo de la PCR se utilizé
el genoma de Anabaena'®® con los oligos para gen hgptry el control negativo se realizé con agua
MiliQ.

5.4.1 Analisis en muestras ultracongeladas
A pesar de los bajos rendimientos obtenidos en el protocolo 1, técnica fenol-cloroformo
mediante digestion con bolas de vidrio, se decidié llevar a cabo una PCR con los oligos disefiados
para el gen linB. Los resultados de la PCR se muestran en la Figura 5.

Figura 5. PCR de la extraccion de
Protocolo 1 con cebadores para el gen
lin B. Carril 1: Patrén de peso molecular

10000 — 1 KB ThermoFisher’; Carriles 2-4:
3000 — amplificacion del DNA extraido de las
1000 — muestras Bal-6, INQ-1y SAR-1; Carril 5:

;?)(()) — Control  positivo-gen  hgtpr ~ de
550 : Anabaena; Carril 6: Control negativo

Como se puede observar en la figura, no se produjo amplificacidn de ningln producto para las
muestras de DNA microbiano extraido de suelo con los oligos correspondientes al gen /inB. La
no amplificacién no parece ser debida a un fallo en la PCR puesto que el control positivo
amplifico con éxito.

Aunque las cantidades de DNA obtenidas en el Protocolo 1 eran muy bajas, , la muestra SAR-1
llegaba a los 50 ng/uL minimos necesarios para la realizacion de la PCR de manera correcta, por
lo que para esta muestra se esperaba amplificacién si hubiera habido presencia del gen linB
homadlogo a los descritos en la busqueda bibliografica.

5.4.2 Analisis en muestras enriquecidas.
A partir del DNA de las muestras enriquecidas con medios LB y minimo M9 suplementado con
v-HCH, obtenidas mediante el Protocolo 3 de extraccion gendmica, se procedié a la realizacién
de PCRs para los oligos disefiados para amplificar linA, linB y linE. En este caso ademas del
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control para asegurar el funcionamiento correcto de la PCR y descartar la presencia de géneros
bacterianos clave en nuestro estudio, se utilizd otro control para verificar que se producia
amplificacion a partir del DNA obtenido del suelo, el gen Fur.

Este gen participa en la obtencién de hierro en el medio, y ha sido ampliamente caracterizado
en Pseudomonas aeruginosa ®®. Hicimos una comparacién entre los genes furA de
Pseudomonas y los de Sphingobium japonicum para probar si la homologia entre sus secuencias
nos podia proporcionar un doble control positivo, para ambos géneros bacterianos. El
alineamiento [Anexo 9.7] mostré que efectivamente, habia homologia entre ellos, vy
consecuentemente los oligos se utilizaron para descartar, al menos, la presencia de P.
aeruginosa y S. japonicum UT26, los dos organismos modelo de su género en degradacion de
lindano. Los oligos fueron facilitados por el laboratorio BE3, grupo de Andrés.

Se analizaron los genes furA, linA, linB y linE, en ese orden para cada una de las muestras
obtenidas (INQ1, BAI-6, SAR-1) por los dos enriquecimientos.

MEDIO LB MEDIO M9 + y-HCH

Figuras 6. PCRs realizadas con el DNA extraido de los cultivos enriquecidos de diferentes muestras de suelo

contaminado. Panel A: Medio LB; Carril 1: marcador de peso molecular (1kb); Carril 2: control negativo;
Carril 3: control positivo; Carriles 4-14: amplificacion gen furA, linA, linB y linE de muestras de tierra
indicadas en la figura. Panel B. Medio M9 + y-HCH. Carril 1: marcador de peso molecular (1kb); Carril 2:
control positivo; Carril 3: control negativo; Carriles 4-13: amplificacion gen furA, linA, linB y linE de
muestras de tierra indicadas en la figura.

Los resultados de las PCRs para los medios Minimo (M9) + y-HCH y LB dieron negativo en todos
los casos para las tres muestras.

5.4.3 Estudio de la presencia de genes lin en muestras frescas

Ya que no se obtuvo ninguna amplificacidn en las muestras anteriores se decidié tomar muestras
frescas en los lugares de contaminacion originales, situados en los alrededores de los vertederos
de Bailin y Sardas, y la antigua fabrica de Inquinosa, en Sabifidnigo. Las muestras recogidas
frescas fueron también sometidas a enriquecimiento con los medios minimo y LB [4.2
Enriquecimiento de poblaciones bacterianas en tierras contaminadas]. Se extrajo el DNA de las
comunidades presentes en los medios mediante el Protocolo 3y se procedio a realizar de nuevo
las PCRs para los genes lin A, lin B y lin E, ademas del control furA para P. aeruginosa. Los
resultados se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. PCRs en gel de agarosa de las muestras de tierra recogidas en fresco.Panel A. Medio LBCarril 1:
patron molecular 1Kb; Carril 2: Control positivo; Carriles 3-13: amplificacion gen furA, linA, linB y linE de
muestras de tierra indicadas/ Panel B. Medio M9 + y-HCH. Carril 1: patrén molecular 1Kb; Carril 2: Control
positivo; Carril 3: control negativo ; Carriles 3-13: amplificacion gen furA, linA, linB y linE de muestras de
tierra indicadas.

Los resultados de los enriquecimientos de muestras frescas dieron negativo en la amplificacion
de los genes ensayados de la ruta lin, y el gen furA de P. aeruginosa.

Estos resultados indican que en las poblaciones microbianas tanto frescas como muestreadas y
conservadas en el IPE-CSIC no se encontré la presencia de genes con homologia a los genes lin
descritos. Podria explicarse esto por la ausencia de géneros degradadores, porque los oligos
disefiados en este trabajo no amplifiquen bien o porque las bacterias estén degradando lindano
por diferentes rutas que no fueran la lin descrita para Sphingomonaceas aunque esta Ultima
parece una opcién poco probable. Para descartar un problema en los oligos hubiera sido
deseable contar con DNA gendmico de alguna bacteria degradadora de lindano, pero en el
momento de llevar a cabo este trabajo, no se disponia de ese material.

Segun los estudios del IPE-CSIC de los consorcios bacterianos componentes de las comunidades
microbianas presentes en los suelos obtenidos, se observaba una actividad degradadora para el
isdmero y-HCH presente en las tierras donde habitan estos microbiomas. El resultado de las
PCRs sin embargo, nos indica que no hay ninguna presencia de microorganismos degradadores
aerobios con la ruta lin. La refrigeracion de las muestras de tierra durante un periodo de tiempo
considerable previo al estudio de estas ha podido ser la causa de que las poblaciones bacterianas
se encontraran activas, pero en baja cantidad. Durante este periodo de refrigeracion podria
haberse dado el desplazamiento de unas poblaciones bacterianas por otras mas competentes
en las condiciones de almacenamiento, y por tanto que las bacterias que hemos estado
estudiando no sean representativas de la poblacién real que habia cuando esas muestras fueron
cogidas frescas. Sin embargo, en muestras frescas recogidas en puntos proximos a los
muestreos originales (variacién entre 100-200 metros), no se ha obtenido tampoco
amplificacidn en las PCRs, y, por tanto, podemos constatar, que las poblaciones formadoras de
estas muestras no muestran genes homologos a los de la ruta /in estudiada, y que el control con
resultado negativo para furA de P. aeruginosa y Sphingomonas descarta la presencia de al
menos Pseudomona en el cultivo, pero no negariamos la presencia de Sphingomonaceas del
todo, al no tener una homologia completa entre los genes para los oligos disefiados.
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6. DISCUSION GLOBAL

Datos previos del grupo de trabajo del IPE-CSIC, indicaban que, en las muestras utilizadas en
este estudio, estaba presente un microbioma capaz de degradar lindano (datos no publicados).
En el presente trabajo, en primer lugar, se comprobd la existencia de una poblacién bacteriana
en las muestras proporcionadas cuyas funciones metabdlicas se encontraran activas, mediante
el estudio con EcoPlates BIOLOG de la utilizacion de diversas fuentes de carbono. Los datos de
los estudios de las capacidades metabdlicas medias e individuales para carbohidratos comunes
en suelos forestales, revelaron una amplia variedad de capacidades metabdlicas por parte de las
poblaciones estudiadas. Concretamente, las tomadas en la propia fabrica de Inquinosa
mostraron una elevada diversidad metabdlica y actividad media. Las procedentes de la balsa de
lixiviados de Sardas, a pesar de las elevadas concentraciones de organoclorados presentes en el
ambiente, también mostraron una (menor) actividad metabdlica, prometedora en la busqueda
de consorcios bacterianos capaces de sobrevivir y degradar en presencia de altas cantidades del
isémero y-HCH.

Se procedié después a la extraccion del DNA total de las comunidades microbianas componentes
de estos ecosistemas. La puesta a punto del método de extraccion requirié un enriquecimiento
de las poblaciones presentes en las muestras, activas pero insuficientes para dar rendimientos
necesarios para el estudio con PCRs, y la prueba de 3 protocolos diferentes de extraccion. Estos
enriquecimientos nos permitieron aumentar la densidad microbiana global de la muestra, con
medio LB, y la perteneciente a ciertas poblaciones tolerantes/degradadoras de lindano, con
medio M9 suplementado con y-HCH (1/1000).

La seleccién de los genes lin a identificar se llevd a cabo en funcién de su abundancia en las
distintas estirpes, su grado de homologia y su relevancia en la ruta de degradacion. En cierta
forma podrian ser considerados genes marcadores de la presencia de la ruta /in. Sin embargo,
no se ha obtenido amplificaciéon en ninguno de los caso. Las posibles explicaciones serian que
los cebadores fueron inadecuados para hibridar con los genes lin de las cepas presentes en esos
suelos. Esta explicacién implicaria que la homologia de secuencia que estos supuestos lin,
tendria que ser muy baja con respecto a los lin presentes en Sphingomonadaceas, que son los
mejores conocidos y utilizados en este estudio. Sin embargo, es de destacar que
microorganismos tan alejados de esta familia como son las cianobacterias han mostrado la
presencia de homdlogos de lin en su genoma, hibridando con cebadores disefiados de forma
parecida. Otra posible explicacién seria que los microorganismos presentes en estos suelos
contaminados degradan el lindano por otra ruta diferente a la que implica al operdn lin.
Finalmente, también podria ocurrir que los microorganismos extraidos de la fraccion de suelo y
enriquecidos no estuvieran compuestos por los géneros degradadores mayoritarios para los que
hemos lanzado este estudio, Sphingomonaceas y Pseudomonas, vistos los resultados negativos
para los controles de gen furA que realizamos en las PCRs de muestras de las muestras del
estudio y frescas. Este negativo podria deberse a que la fraccion de DNA extraido de estas
comunidades no fuera representativo con respecto a los géneros que se encontraban en esas
muestras cuando fueron obtenidas frescas. Sin embargo, lo que parece es que en las muestras
estudiadas no hay presencia de estos microorganismos degradadores.

22



7. CONCLUSIONES
En base a los resultados obtenidos en este estudio, establecemos una serie de conclusiones:

e las capacidades metabdlicas de los microorganismos presentes en los suelos
contaminados indican que las bacterias de los suelos INQ-1, SAR-1 y BAI-6 estdn
metabdlicamente activas, siendo diferencialmente elevada la actividad de INQ-1 frente
al resto.

e La cantidad de bacterias presentes de manera natural en los suelos pertenecientes a
Inquinosa (INQ-1), Bailin (BAI-6) y Sardas (SAR-1) contaminados con lindano son
insuficientes para obtener niveles aceptables de DNA a partir de ellos.

e los enriguecimientos en medio LB o M9 con lindano permiten aumentar dichos
rendimientos y la extraccién de DNA utilizando un método de lisis enzimatica ha
resultado ser el mejor método para su extraccion.

e Las muestras de DNA a partir de los microorganismos presentes en suelos
contaminados con lindano utilizados en este estudio no presentaron amplificaciéon para
los genes linA, linB, y linE indicativos de la presencia de bacterias degradadoras de
lindano.

e Los controles para furA de Sphingomonas y Pseudomonas tampoco amplificaron en las
muestras estudiadas, indicativo de que las poblaciones o carecen de la presencia de
estos géneros, o la fraccién de DNA extraida total no contenia un porcentaje suficiente
correspondiente a estos géneros.

CONCLUSIONS
Given the results obtained in this study, we can establish a series of conclusions:

e The metabolic capacities of microorganisms in contaminated soils show that bacteria in
INQ-1, SAR-1 and BAI-6 soils are metabolically active, with INQ-1 being the highest
registered activities separately from the rest.

e The number of bacteria naturally present in lindane contaminated soils Inquinosa (INQ-
1), Bailin (BAI-6) and Sardas (SAR-1) is not enough to obtain acceptable DNA yields out
of them.

e Enrichments in LB and M9 medium with lindane allow us to increase DNA extraction
yields and using an enzymatic lysis method has been proved to be the best method for
these extractions.

e DNA samples from microorganisms present in contaminated soils used in this study did
not show amplification for linA, linB or linE genes, which are markers for the presence
of lindane degrading bacteria.

e Sphingomonas and Pseudomonas furA controls neither amplified in the studied samples,
indicative that either microbial populations lack of these genres in them, or the total
DNA extracted fraction did not have an adequate percentage of this genres.
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9. ANEXOS

9.1 RUTA DEGRADACION DEL LINDANO
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9.2 RENDIMIENTOS DE LAS EXTRACCIONES DE DNA DE COMUNIDADES MICROBIANAS EN

DIFERENTES MUESTRAS

P
Muestra UFC/gr suelo DNA extraido | Rendimiento Abs ureza Abs
1 *
cultivo fresco (ng/uL) (ug/g suelo) 260/280 | 260/230
BAI-6 2.31E+05 12.1 0.3025 1.82 0.212
INQ-1 9.23E+04 1.9 0.0475 1.72 0.567
SAR-1 1.15E+07 91.5 2.2875 1.482 0.287

Tabla 9.2.1Rendimientos de la extraccion de DNA de muestras ultracongeladas de cultivos
bacterianos obtenidos con la técnica de fenol-cloroformo con digestion mecdnica. (Protocolo 1)
*Datos de densidades proporcionados por el grupo de Restauracion Ecoldgica, del
departamento de Conservacion de la Biodiversidad y Restauracion de Ecosistemas IPE, (CSIC).
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Muestra DNA extraido | Rendimiento Pureza
tierra (ng/uL) (ug/gsuelo) | Aps260/280 | Abs260/230
INQ-1 5.4 23.76 - -
BAI-6 6.6 29.04 - -
SAR-1 3.0 13.2 - ]

Tabla 9.2.2Rendimientos de la extraccion de DNA de comunidades microbianas
de muestras de suelo obtenidos con el kit comercial BIOMICS °. (Protocolo 2)

DNA .. Pureza
Muestra Enriquecimiento | extraido Rendimiento
tierra (ug/g suelo) Abs Abs
(ng/uL) 260/280 | 260/230
INQ-1 LB 2414 289.68 1.953 2.051
M9 908.5 54.51 1.759 1.875
BAI-6 LB 2354 282.48 1.776 2.131
M9 1261.25 75.675 1.713 1.592
SAR-1 LB 1283 153.96 1.617 2.059
M9 463.5 27.81 1.572 2.011

Tabla 9.2.3 Rendimientos de la extraccion de comunidades microbianas
procedentes de muestras de suelo utilizando la técnica de fenol-cloroformo con
digestion enzimdtica (Protocolo 3).

9.3 ENSAYOS DE PCR

9.3.1 Composicion de mezcla de reaccion
Buffer 10x 5uL
MgCl, 1,5uL
dNTPs 1ul
Primer 1(20 uM) 2,5uL
Primer 2 (20 uM) | 2,5 L
H.0 MQ 36 pL
DNA polimerasa 2,5uL
DNA 2uL

Tabla 9.3.1Composicion de la mezcla de reaccion para la PCR

9.3.2 Oligonucleétidos disefiados

Oligonucleétido Secuencia (5’2 3’) Secuencia amplificada
linAfor CCGCGATTCAGGACCTC Gen linA perteneciente a la ruta “upstream” de
linArev TTGCGCTTAGAGAACTTCC degradacién del lindano
linBfor CGGCGCATGGCCTATATC Gen linB perteneciente a la ruta “upstream” de
linBrev CGGAATCGGGCTTTCGC degradacién del lindano
linEfor GGCTCGGCCTGCGGC Gen linE perteneciente a la ruta “downstream” de
linErev GCGGCGCGACCTTGAC degradacién del lindano

Tabla 9.3.2 Oligonucledtidos disefiados para la reaccion de amplificacion por PCR
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9.4 TABLA COMPUESTOS BIOLOG ECOPLATES"®

ECOPLATES BIOLOG ®
Agua B-Metil-D glucosido Acido D-galactonico L-Arginina
9 9 y-Lactona g
Acido metilester Acido D- .
L D-Xylosa . L-Aspargina
piravico Galacturonico
. Acido 2-hidrox -
Tween 40 i-Eritritol cido .Id oxl L-Fenilalanina
benzoico
Tween 80 D-Manitol Acido 4_h.ldr0XI L-Serina
benzoico
_ _ N-acetil-D- Acido y- _
a-ciclodextrina acetl ) . c@oyﬂ L-Treonina
glucosamina hidroxibutirico
. Acido D- - . Acido Glicil L-
Glicogeno . Acido Itaconico .
Glucosaminico Glutamico
D-Cellobiosa Glucosa 1-Fosfato Acido a-ketobutirico Feniletilamina
a-D-Lactosa D-L-a-glicerolfosfato Acido D-Malico Putrescina
Carbohidratos Acidos Carbénicos Aminoacidos

9.5 TABLA ESPECIES BACTERIANAS UTILIZADAS EN EL ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE

linB linE linA
Microbacteriumsp. ITRC1 Microbacteriumsp. ITRC1 Xhantomonas sp.
Xanthomonassp. Sphingobiumsp. Sphingobiumjaponicum
Sphingomonaspaucimobilis B90 Sphingomonaspaucimobilis B90 Sphingobiumpaucimobilis
Sphingobiumjaponicum Sphingobiumjaponicum Sphingobiumfrancese
Pseudomonas aeruginosa ITRC-5 = Pseudomonas aeruginosa ITRC-5 Pseudomonas aeurignosa ITRC-5
Sphingobium sp. MI11205 Sphingobium sp. MI11205 Sphingomoas DS3.1

Sphingomonas Gamma 16-1
Sphingobiumchinhatense
Tabla 9.5.Especies bacterianas de las que se consiguieron las secuencias génicas de los genes linB, linE y linA.

GENES LIN

9.6 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

Alineamiento linA

SphingomonasAlfa4-2 ATGAGTGATCTAGACAGACTTGCAAGCCGGGCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACCAG 60
Sphingobjapon 0 @—mmmmmmmm e GCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACAAG 30
Sphingobchinhatense ATGAGTGATCTAGACAGACTTGCAAGCCGGGCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACAAG 60
Sphingomonpaucimob ATGAGTGATCTAGACAGACTTGCAAGCCGGGCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACAAG 60
Sphingobfrancense ATGAGTGATCTAGACAGACTTGCAAGCCGGGCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACAAG 60
SphingomonaspGammal6-1 ATGAGTGATCTAGACAGACTTGCAAGCCGGGCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACAAG 60
Sphingomonassp.DS3-1 ATGAGTGATCTAGACAGACTTGCAAGCCGGGCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACAAG 60
PseudomonaerugiITRC-5 ATGAGTGATCTAGACAGACTTGCAAGCCGGGCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACAAG 60
Xanthomonas 00— -—mm—mm—m—mmmm—m—————— oo GGCCGCGATTCAGGACCTCTACTCTGACAAG 31

Ak AKX AKX AKXk Xk kkkkkkkkkkk* **x
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SphingomonasAlfa4-2
Sphingobjapon
Sphingobchinhatense
Sphingomonpaucimob
Sphingobfrancense
SphingomonaspGammal6-1
Sphingomonassp.DS3-1
PseudomonaerugiITRC-5
Xanthomonas

SphingomonasAlfa4-2
Sphingobjapon
Sphingobchinhatense
Sphingomonpaucimob
Sphingobfrancense
SphingomonaspGammal6-1
Sphingomonassp.DS3-1
PseudomonaerugiITRC-5
Xanthomonas

SphingomonasAlfa4-2
Sphingobjapon
Sphingobchinhatense
Sphingomonpaucimob
Sphingobfrancense
SphingomonaspGammal6-1
Sphingomonassp.DS3-1
PseudomonaerugiITRC-5
Xanthomonas

SphingomonasAlfa4-2
Sphingobjapon
Sphingobchinhatense
Sphingomonpaucimob
Sphingobfrancense
SphingomonaspGammal6-1
Sphingomonassp.DS3-1
PseudomonaerugiITRC-5
Xanthomonas

SphingomonasAlfa4-2
Sphingobjapon
Sphingobchinhatense
Sphingomonpaucimob
Sphingobfrancense
SphingomonaspGammal6-1
Sphingomonassp.DS3-1
PseudomonaerugiITRC-5
Xanthomonas

SphingomonasAlfa4-2
Sphingobjapon
Sphingobchinhatense
Sphingomonpaucimob
Sphingobfrancense
SphingomonaspGammal6-1
Sphingomonassp.DS3-1
PseudomonaerugiITRC-5
Xanthomonas

SphingomonasAlfa4-2
Sphingobjapon
Sphingobchinhatense
Sphingomonpaucimob
Sphingobfrancense
SphingomonaspGammal6-1
Sphingomonassp.DS3-1
PseudomonaerugiITRC-5
Xanthomonas

SphingomonasAlfad-2
Sphingobjapon
Sphingobchinhatense
Sphingomonpaucimob
Sphingobfrancense
SphingomonaspGammal6-1
Sphingomonassp.DS3-1
PseudomonaerugiITRC-5

CTCATTGGCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA
CTCATTGCCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA
CTCATTGCCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA
CTCATTGCCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA
CTCATTGCCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA
CTCATTGCCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA
CTCATTGCCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA
CTCATTGCCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA
CTCATTGCCGTAGACAAGCGCCAAGAGGGCCGTCTCGCTTCTATTTGGTGGGATGATGCA

KKKKKKK KKK KK KR KK KAKR KR AR AR KR kA hhhkkhkhhkhhkkhkhkhkkkkkkkkkk kk kk k Kk *%

GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC
GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC
GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC
GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC
GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC
GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC
GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC
GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC
GAGTGGACCATTGAGGGAATCGGCACCTACAAGGGCCCGGAAGGCGCCCTCGATTTGGCC

KK AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR KR KRR Ak hhkkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkk**

AATAACGTACTCTGGCCAATGTATCACGAAACTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG
AATAACGTACTCTGGCCAATGTTTCACGAATGTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG
AATAACGTACTCTGGCCAATGTTTCACGAATGTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG
AATAACGTACTCTGGCCAATGTTTCACGAATGTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG
AATAACGTACTCTGGCCAATGTTTCACGAATGTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG
AATAACGTACTCTGGCCAATGTTTCACGAATGTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG
AATAACGTACTCTGGCCAATGTTTCACGAATGTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG
AATAACGTACTCTGGCCAATGTTTCACGAATGTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG
AATAACGTACTCTGGCCAATGTTTCACGAATGTATTCATTATGGAACCAATCTGCGCTTG

Ak AkK AR AR AR hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *hkkkkk* e e R 2

GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTATTGGCGACGTCCTTTGCCTTGGAAATCTC
GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTGCGGTCTTCACGGATGA-———————=————
GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTATTGGCGACGTCCTTCTCCTTGGAAATCTC
GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTATTGGCGACGTCCTTCTCCTTGGAAATCTC
GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTATTGGCGACGTCCTTCTCCTTGGAAATCTC
GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTATTGGCGACGTCCTTCTCCTTGGAAATCTC
GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTATTGGCGACGTCCTTCTCCTTGGAAATCTC
GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTATTGGCGACGTCCTTCTCCTTGGAAATCTC
GAATTTGTGAGCGCGGACAAGGTAAATGGTATTGGCGACGTCCTTCTCCTTGGARAATCTC

Ak kK hkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk* * * * *

GTCGAAGGTAATCAGTCGATTCTTATCGCTGCGGTCTACACGAATGAGTATGAGCGCCGT
——————————————————————————————————————————————— GTATGAGCGCCGT
GTCGAAGGTAATCAGTCGATTCTTATCGCTGCGGTCTTCACGGATGAGTATGAGCGCCGT
GTCGAAGGTAATCAGTCGATTCTTATCGCTGCGGTCTTCACGGATGAGTATGAGCGCCGT
GTCGAAGGTAATCAGTCGATTCTTATCGCTGCGGTCTTCACGGATGAGTATGAGCGCCGT
GTCGAAGGTAATCAGTCGATTCTTATCGCTGCGGTCTTCACGGATGAGTATGAGCGCCGT
GTCGAAGGTAATCAGTCGATTCTTATCGCTGCGGTCTTCACGGATGAGTATGAGCGCCGT
GTCGAAGGTAATCAGTCGATTCTTATCACTTGCGTCTTCACGGATGAGTATGAGCGCCGT
GTCGAAGGTAATCAGTCGATTCTTATCACTTGCGTCTTCACGGATGAGTATGAGCGCCGT

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko

GACGGGGTGTGGAAGCTCTCTAAGCTCAACGGATGCATGAACTATTTCACCCCGCTGGCC
GACGGGGTGTGGAAGTTCTCTAAGCGCAACGCATGCAC——————————————————————
GACGGGGTGTGGAAGTTCTCTAAGCGCAACGCATGCACGAACTATTTCACCCCGCTGGCC
GACGGGGTGTGGAAGTTCTCTAAGCGCAACGCATGCACGAACTATTTCACCCCGCTGGCC
GACGGGGTGTGGAAGTTCTCTAAGCGCAACGCATGCACGAACTATTTCACCCCGCTGGCC
GACGGGGTGTGGAAGTTCTCTAAGCGCAACGCATGCACGAACTATTTCACCCCGCTGGCC
GACGGGGTGTGGAAGTTCTCTAAGCGCAACGCATGCACGAACTATTTCACCCCGCTGGCC
GACGGGGTGTGGAAGTTCTCTAAGCGCAACGCATGCACGAACTATTTCACCCCGCTGGCC
GACGGGGTGTGGAAGTTCTCTAAGCGCAACGCATGCACGAACTATTTCACCCCGCTGGCC

hkkkhkkhkkhkkhkkhkkk Kkhkkkkkkkk Kkkkkk kkokkok

GGCATTCATTTCGCACCGCCCGGCATTCATTTCGCACCGTCCGGCGCATAA-————————
GGCATTCATTTCGCACCGCCCGGCATTCATTTCGCACCGTCCGGCGCATAA-————————
GGCATTCATTTCGCACCGCCCGGCATTCATTTCGCACCGTCCGGCGCATAA- ————————
GGCATTCATTTCGCACCGCCCGGCATTCATTTCGCACCNTCCGGCGCATAA-————————
GGCATTCATTTCGCACCGCCCGGGGCTCTGTTGCAAAAATCGTGA-——————————=————
GGCATTCATTTCGCACCGCCCGGCATTCATTTCACACCGTCCGGCGCATAATCTGGCTCT
GGCATTCATTTCGCACCG == == == == = e e e e

———————————————— 465
———————————————— 308
———————————————— 471
———————————————— 471
———————————————— 471
———————————————— 471
———————————————— 465
GTTGCARAAATCGTGA 496
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120

120
120
120
120
120
120
91

240
210
240
240
240
240
240
240
211

300
257
300
300
300
300
300
300
271

360
270
360
360
360
360
360
360
331

420
308
420
420
420
420
420
420
391

465
308
471
471
471
471
465
480
409



Xanthomonas

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
Pseudoleurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
Pseudoleurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.

———————————————— 409

Alineamiento linB

GAATTTCGATGAGCC-TCGGCCAAAGCCATTTGGCGAGAAGAAATTCATTGAGATCAAGG
———————— ATGATCCTCGGCGCAAACGCATTTGGCGAGAAGAAATTCATTGAGATT-AAG
———————— ATGAGCCTCGGCGCAAAGCCATTTGGCGAGAAGAAATTCATTGAGATC-AAG
———————— ATGAGCCTCGGCGCAAAGCCATTTGGCGAGAAGAAATTCATTGAGATC-AAG
———————— ATGAGCCTCGGCGCAAAGCCATTTGGCGAGAAGAAATTCATTGAGATC-AAG
———————— ATGAGCCTCGGCGCAAAGCCATTTGGCGAGAAGAAATTCATTGAGATC-AAG

* KKK KK * * KKK B R * *

GGGCGGCGCATGGCCTATATCGATGAAGGGACCGGCGATCCGATCCTCTTCAAGCACGGC
GGCCGGCGCATGGCCTATATCGATGAAGGGACCGGCGATCCGATCCTCTTCCAGCACGGC
GGCCGGCGCATGGCCTATATCGATGAAGGGACCGGCGATCCGATCCTCTTCCAGCACGGC
GGCCGGCGCATGGCCTATATCGATGAAGGGACCGGCGATCCGATCCTCTTCCAGCACGGC
GGCCGGCGCATGGCCTATATCGATGAAGGGACCGGCGATCCGATCCTCTTCCAGCACGGC
GGCCGGCGCATGGCCTATATCGATGAAGGGACCGGCGATCCGATCCTCTTCCAGCACGGC

Kk Kk Ak Ak Ak k ok h ok h ok ko h ok hhk h ok hhk Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kK KAk A K AKX

AATCCGAACGTCGTCCGATCTGTGGCGCAATATCATGCCGCATTGCGCCGGGCTGGGA-C
AATCCG-ACGTCGTCCTATCTGTGGCGCAATATCATGCCGCATTGCGCCGGGCTGGGACG
AATCCG-ACGTCGTCCTATCTGTGGCGCAATATCATGCCGCATTGCGCCGGGCTGGGACG
AATCCG-ACGTCGTCCTATCTGTGGCGCAATATCATGCCGCATTGCGCCGGGCTGGGACG
AATCCG-ACGTCGTCCTATCTGTGGCGCAATATCATGCCGCATTGCGCCGGGCTGGGACG
AATCCG-ACGTCGTCCTATCTGTGGCGCAATATCATGCCGCATTGCGCCGGGCTGGGACG

hhkkhhkKh Khkhhhhhhk Fhkkhkkhkkhkkhk ko k ok khkk ok khk Ak Ak Ak Ak Ak Ak A KA KA KA K *

GGTGATCGCCTGTGACCTGATCGGCATGGGCGATTCGGACAAGCTCGATCCGTCGGGGCC
GCTGATCGCCTGTGACCTGATCGGCATGGGCGATTCGGACAAGCTCGATCCGTCGGGGCC
GCTGATCGCCTGTGACCTGATCGGCATGGGCGATTCGGACAAGCTCGATCCGTCGGGGCC
GCTGATCGCCTGTGACCTGATCGGCATGGGCGATTCGGACAAGCTCGATCCGTCGGGGCC
GCTGATCGCCTGTGACCTGATCGGCATGGGCGATTCGGACAAGCTCGATCCGTCGGGGCC
GCTGATCGCCTGTGACCTGATCGGCATGGGCGATTCGGACAAGCTCGATCCGTCGGGGCC

ko ok kkkkkkkkkkkkkkh ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok Ak hk Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak A KA KA KA KA KK

CGAGCGTTATGCCTATGCCGAGCATCGTGACTATCTCGACCGCGCTGTGGGAGGCGCTCG
CGAGCGTTATGCCTATGCCGAGCATCGTGACTATCTCGAC-GCGCTGTGGGAGGCGCTCG
CGAGCGTTATGCCTATGCCGAGCATCGTGACTATCTCGAC-GCGCTGTGGGAGGCGCTCG
CGAGCGTTATACCTATGCCGAGCATCGTGACTATCTCGAC-GCGCTGTGGGAGGCGCTCG
CGAGCGTTATACCTATGCCGAGCATCGTGACTATCTCGAC-GCGCTGTGGGAGGCGCTCG
CGAGCGTTATGCCTATGCCGAGCATCGTGACTATCTCGAC-GCGCTGTGGGAGGCGCTCG

hokkkhkhhkhhk K Hhhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkhkk Kk khkkhkkhkkhkkhk Ak Kk kK%

ATCTCGGGGACAGGGTTGTTCTGGTCGTGCATGACTGGGGG----TCCTCGGCTTCGACT
ATCTCGGGGACAGGGTTGTTCTGGTCGTGCATGACTGGGGGTCCGTCCTCGGCTTCGACT
ATCTCGGGGACAGGGTTGTTCTGGTCGTGCATGACTGGGGGTCCGCCCTCGGCTTCGACT
ATCTCGGGGACAGGGTTGTTCTGGTCGTGCATGACTGGGGGTCCGTCCTCGGCTTCGACT
ATCTCGGGGACAGGGTTGTTCTGGTCGTGCATGACTGGGGGTCCGTCCTCGGCTTCGACT
ATCTCGGGGACAGGGTTGTTCTGGTCGTGCATGACTGGGGGTCCGTCCTCGGCTTCGACT

Kk Kk Kok Kok Kok Kok Kok Kok Kk Kk Kk Kok Kk Kk ok kK kK k ok kK kK k kK kok ok ok ok ok ok ok ok kok kok K

GGGCCCGCCGCCACCGCGAGCGTGTACAGGGGATTGCCTATATGGAAGCGATCGCCATGC
GGGCCCGCCGCCACCGCGAGCGTGTACAGGGGATTGCCTATATGGAAGCGGTCACCATGC
GGGCCCGCCGCCACCGCGAGCGTGTACAGGGGATTGCCTATATGGAAGCGATCGCCATGC
GGGCCCGCCGCCACCGCGAGCGTGTACAGGGGATTGCCTATATGGAAGCGGTCACCATGC
GGGCCCGCCGCCACCGCGAGCGTGTACAGGGGATTGCCTATATGGAAGCGGTCACCATGC
GGGCCCGCCGCCACCGCGAGCGTGTACAGGGGATTGCCTATATGGAAGCGGTCACCATGC

hokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kK H*kkkk*x

CGATCGAATGGGCGGATTTTCCCGAACAGGATCGCGATCTGTTTCAGGCCTTTCGCTCGC
CGCTCGAATGGGCGGATTTTCCCGAACAGTATCGCGATATGTTTCAGGCCTTTCGCTCGC
CGATCGAATGGGCGGATTTTCCCGAACAGGATCGCGATCTGTTTCAGGCCTTTCGCTCGC
CGCTCGAATGGGCGGATTTTCCCGAACAGGATCGCGATCTGTTTCAGGCCTTTCGCTCGC
CGCTCGAATGGGCGGATTTTCCCGAACAGGATCGCGATCTGTTTCAGGCCTTTCGCTCGC
CGCTCGAATGGGCGGATTTTCCCGAACAGGATCGCGATCTGTTTCAGGCCTTTCGCTCGC

hk kokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkok hkkkkkkk kkkkkkkhkkhkkhkkkkkkk kK%

AGGCAGGCGAAGAATTGGTGTTGCAG-ACAATGTTTTTGTCGAACAAGTTCTCCCCGGAT
AGGCGGGCGAAGAATTGGTGTTGCAGGACAATGTTTTTGTCGAACAAGTTCTCCCCGGAT
AGGCGGGCGAAGAATTGGTGTTGCAGGACAATGTTTTTGTCGAACAAGTTCTCCCCGGAT
AGGCGGGCGAAGAATTGGTGTTGCAGGACAATGTTTTTGTCGAACAAGTTCTCCCCGGAT
AGGCGGGCGAAGAATTGGTGTTGCAGGACAATGTTTTTGTCGAACAAGTTCTCCCCGGAT
AGGCGGGCGAAGAATTGGTGTTGCAGGACAATGTTTTTGTCGAACAAGTTCTCCCCGGAT

hokk Kk hokkkkkkkkkkkkkkokkkkkk Kok kokkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kkk ok kkkk kK %

TGATCCTGCGCCCCTTAAGCGAAGCGGAGATGGCCGCCTATCGCGAGCCCTTCCTCTCCG
TGATCCTGCGCCCCTTAAGCGAAGCGGAGATGGCCGCCTATCGCGAGCCCTTCCTCGCCG
TGATCCTGCGCCCCTTAAGCGAAGCGGAGATGGCCGCCTATCGCGAGCCCTTCCTCGCCG
TGATCCTGCGCCCCTTAAGCGAAGCGGAGATGGCCGCCTATCGCGAGCCCTTCCTCGCCG
TGATCCTGCGCCCCTTAAGCGAAGCGGAGATGGCCGCCTATCGCGAGCCCTTCCTCGCCG
TGATCCTGCGCCCCTTAAGCGAAGCGGAGATGGCCGCCTATCGCGAGCCCTTCCTCGCCG

B T T S S S

CCGGCGAAGCCCGTCGACCGACCCTGTCTTG-CCTCGCCAAATCCCGATCGCAGGCACCC
CCGGCGAAGCCCGTCGACCGACCCTGTCTTGGCCTCGCCAAATCCCGATCGCAGGCACCC

30

119
111
111
111
111
111

178
170
170
170
170
170

238
230
230
230
230
230

298
289
289
289
289
289

354
349
349
349
349
349

414
409
409
409
409
409

533
529
529
529
529
529

593
589
589
589
589
589

652
649



Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoAeurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoReurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
PseudoReurig

Microbacteriumsp.
Xanthomonassp.
Sphingobjaponicum
SphingomPau90
MI1205Sphingobium
Pseudoleurig

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium

CCGGCGAAGCCCGTCGACCGACCCTGTCTTGGCCTCGCCAAATCCCGATCGCAGGCACCC
CCGGCGAAGCCCGTCGACCGACCCTGTCTTGGCCTCGCCAAATCCCGATCGCAGGCACCC
CCGGCGAAGCCCGTCGACCGACCCTGTCTTGGCCTCGCCAAATCCCGATCGCAGGCACCC
CCGGCGAAGCCCGTCGACCGACCCTGTCTTGGCCTCGCCAAATCCCGATCGCAGGCACCC

KKK KK KK KK KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA A AA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KK KKK

CGGCCGACGTGGTCGCGATCGCCCGGGACTATGCCGGCTGGCTCAGCGAAAGCCCGATTC
CGGCCGACGTGGTCGTGCACGCCCGGGACTATGCCGGCTGGCTCAGCGAAAGCCCGATTC
CGGCCGACGTGGTCGCGATCGCCCGGGACTATGCCGGCTGGCTCAGCGAARAGCCCGATTC
CGGCCGACGTGGTCGCGATCGCCCGGGACTATGCCGGCTGGCTCAGCGAAAGCCCGATTC
CGGCCGACGTGGTCGCGATCGCCCGGGACTATGCCGGCTGGCTCAGCGAAAGCCCGATTC
CGGCCGACGTGGTCGCGATCGCCCGGGACTATGCCGGCTGGCTCAGCGAAAGCCCGATTC

KAKKKKKKK KK KK KK * B R R R

CGAAAACTCTTCATCAAACGCCGAGCCGGG===—============——————————————
CGAAACTCTTCATCAACGCCGAGCCGGGAGCCCTGACCACGGGCCGAATGCGCGACTTCT
CGAAACTCTTCATCAACGCCGAGCCGGGAGCCCTGACCACGGGCCGARTGCGCGACTTCT
CGAAACTCTTCATCAACGCCGAGCCGGGACACCTGACCACGGGCCGARTACGCGACTTCT
CGAAACTCTTCATCAACGCCGAGCCGGGACACCTGACCACGGGCCGAATACGCGACTTCT
CGAAACTCTTCATCAACGCCGAGCCGGGACACCTGACCACGGGCCGARTACGCGACTTCT

* Kk Kk * * * * *

GCCGCACATGGCCAAACCAGACCGAAATCACGGTCGCAGGCGCCCATTTCATCCAGGAGG
GCCGCACATGGCCAAACCAGACCGAAATCACGGTCGCAGGCGCCCATTTCATCCAGGAGG
GCCGCACATGGCCAAACCAGACCGAAATCACGGTCGCAGGCGCCCATTTCATCCAGGAGG
GCCGCACATGGCCAAACCAGACCGAAATCACGGTCGCAGGCGCCCATTTCATCCAGGAGG
GCCGCACATGGCCAAACCAGACCGAAATCACGGTCGCAGGCGCCCATTTCATCCAGGAGG

ACAGTCCGGACGAGATTGGCGCGGCGATTGCGGCGTTTGTCCGGCGA-————————————
ACAGTCCGGACGAGATTGGCGCGGCGATTGCGGCGTTTGTCCGGCGATTGCGCCCAGCAT
ACAGTCCGGACGAGATTGGCGCGGCGATTGCGGCGTTTGTCCGGCGATTGCGCCCAGCAT
ACAGTCCGGACGAGATTGGCGCGGCGATTGCGGCGTTTGTCCGGCGATTGCGCCCAGCAT
ACAGTCCGGACGAGATTGGCGCGGCGATTGCGGCGTTTGTCCGGCGATTGCGCCCAGCAT

-- 742
-- 876
AA 891
AA 891
AA 891
AA 891

Alineamiento linE

649
649
649
649

742
876
889
889
889
889

————————— ATGAATGTCGCACCCTCGGGACTGCACCACGTCACCGCGCTCGCCGGTGAC

———————————— ATGTCAACCATAAAAGGCTTTCACCATCTGACTGTCGGCGTCGCCGGA
ATGATGCAACTGCCCGAACGCGTCGAAGGACTTCATCACATCACCGTCGCGACCGGATCC
ATGATGCAACTGCCCGAACGCGTCGAAGGACTTCATCACATCACCGTCGCGACCGGATCC
ATGATGCAACTGCCCGAACGCGTCGAAGGACTTCATCACATCACCGTCGCGACCGGATCC
ATGATGCAACTGCCCGAACGCGTCGAAGGACTTCATCACATCACCGTCGCGACCGGATCC

* % * ok k Kk * kx * * %

CCGCAGAAGAACATCGACTTCTACGTCCGTGGGCTCGGCCTGCGGCTGGTGAAGAAGACG
GCGCAGGAGGATGTTGACTTCTACGTGAAGTTGCTGGGCCAGAGCCTGATCAAGAAGACG
GCGCAAGGCGACGTGGATCTTCTCGTCAAGACGCTGGGACAGCGGCTCGTCAAGAAGACG
GCGCAAGGCGACGTGGATCTTCTCGTCAAGACGCTGGGACAGTGGCTCGTCAAGAAGACG
GCGCAAGGCGACGTGGATCTTCTCGTCAAGACGCTGGGACAGCGGCTCGTCAAGAAGACG
GCGCAAGGCGACGTGGATCTTCTCGTCAAGACGCTGGGACAGCGGCTCGTCAAGAAGACG

* Kok K * * kK * * %k *kk kk Kk Kk Kk Kkk * kokokokokokk kK

GTCAACTTCGACGACCCCGGCACGT---ACCACCTCTACTACGGCGACGAGTCCGGACGT
GTTCTGCTTGACGGTGACGAACCCATCTACCATTTGTATTACGGCAACTCCCGAGGGGAT
ATGTTCTACGACGGCGCACGGCCGGTCTATCATCTGTATTTCGGCAATGAGCTTGGCGAA
ATGTTCTACGACGGCGCACGGCCGGTCTATCATCTGTATTTCGGCAATGAGCTTGGCGAA
ATGTTCTACGACGGCGCACGGCCGGTCTATCATCTGTATTTCGGCAATGAGCTTGGCGAA
ATGTTCTACGACGGCGCACGGCCGGTCTATCATCTGTATTTCGGCAATGAGCTTGGCGAA

* * Kok K * * ok k * kk Kk kkkk Kk * %

CCCGGCAGCCTCATGACCTTCTTCCCGTGGCGGAACATCGCCCC---CGGGCGCATCGGC
GTGGGTACGCTTGTTACATCTTTCCCCTTCAAGCAAAGAGGCGTGAAAGCTCGCCCGGGT
CCGGGCACGCTGTACACCACTTTCCCCGTTCGCCAGGCTGGCTACACCGGAAAGCGTGGT
CCGGGCACGCTGTACACCACTTTCCCCGTTCGCCAGGCTGGCTACACCGGAAAGCGTGGT
CCGGGCACGCTGTACACCACTTTCCCCGTTCGCCAGGCTGGCTACACCGGAAAGCGTGGT
CCGGGCACGCTGTACACCACTTTCCCCGTTCGCCAGGCTGGCTACACCGGAAAGCGTGGT

* Kk K * % * K * Kk Kk * *  *x * **

GCCGGACAGTCGACCTCGACCGCATTCAGCGTCCCGGCCGGATCCCTCGGCTGGTGGCAC
TCTGGCCAGATCAGGGTCATCAACTACTCAGTTCCCAAGCACTCCCTGGATTTCTGGCGG
GCAGGGCAGATATCGGCGGTTTCCTATAACGCACCCGTCGGTACGCTTTCCTGGTGGCAG

31

111
108
120
120
120
120

168
168
180
180
180
180

225
228
240
240
240
240

285
288
300



PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium

GCAGGGCAGATATCGGCGGTTTCCTATAACGCACCCGTCGGTACGCTTTCCTGGTGGCAG
GCAGGGCAGATATCGGCGGTTTCCTATAACGCACCCGTCGGTACGCTTTCCTGGTGGCAG
GCAGGGCAGATATCGGCGGTTTCCTATAACGCACCCGTCGGTACGCTTTCCTGGTGGCAG

* kK KKK * * * * kK * *k KKk

GAGCACTTCAGCTCGCTCGGCGCAGAGCCGCGCATCACCTCGCCCTCCAGC---AGCGAG
GCTCGCTTCGCCATCAAAGGCGTCCCGTTCGACCGTGAAGTGGTGTCGCGTTTCGGCGAA
GAGC---ATCTCATAAAGCGCGCTGTGACCGTCTCGGAAGTGCGTGAGCGGTTCGGGCAG
GAGC---ATCTCATAAAGCGCGCTGTGACCGTCTCGGAAGTGCGTGAGCGGTTCGGGCAG
GAGC---ATCTCATAAAGCGCGCTGTGACCGTCTCGGAAGTGCGTGAGCGGTTCGGGCAG

GAGC---ATCTCATAAAGCGCGCTGTGACCGTCTCGGAAGTGCGTGAGCGGTTCGGGCAG
* * * *

* * * * Kk k * *

AAATATCTGTCGTTCGAGCACCCCGACTGCGGTGTCGGCTTCGAAATCAT

* * * * kK * * kKK * * *

ACGAACACCGACGACCCGCGGGATCCGTGGGACTCCGCAAGCGTTCCGGCGGAGTACGCC
CAGGACACGCGCCCAGCGTGCG-=—=—===— TCGCCAGTGATATTCCAGAAGAGTTCGCC
CAGGACACGGACGGCCAGTTCGAGCCCTGGGACTCTCCCTATGTGCCCAAGGAGGTCGCG
CAGGACACGGACGGCCAGTTCGAGCCCTGGGACTCTCCCTATGTGCCCAAGGAGGTCGCG
CAGGACACGGACGGCCAGTTCGAGCCCTGGGACTCTCCCTATGTGCCCAAGGAGGTCGCG
CAGGACACGGACGGCCAGTTCGAGCCCTGGGACTCTCCCTATGTGCCCAAGGAGGTCGCG

* kK Kk Kk * * * * * * ok k * Kk * Kk

GTGCGCGGGCAGCACTCCAGCGTCCTCACGGTGCGTGACCCCGAGGGTACCGTCGGGCTT
ATCCGCGGCGTGCACAGCATCACGCTGTCGCTGCGAGAAGTGGCTGAATCAATCATTTTT
CTGCGGGGCTTTCACAGCTGGACGGCCACCCTAAAT CGCAATGAGGAGATGGACTCCTTC
CTGCGGGGCTTTCACAGCTGGACGGCCACCCTAAATCGCAATGAGGAGATGGACTCCTTC
CTGCGGGGCTTTCACAGCTGGACGGCCACCCTAAATCGCAATGAGGAGATGGACTCCTTC
CTGCGGGGCTTTCACAGCTGGACGGCCACCCTAAATCGCAATGAGGAGATGGACTCCTTC

* kK Kk *k * * * * * * *

CTTGTCAACAATCTCGGCATGCGTGTGGTTGAGCAGGCCGGCAACCGCACCCGCCTCGCC
ATGAAGGACGCTCTTGGATTCCGCCATGCAGCTGAAAATGGCCCTTACCACCGCTTTGAA
ATGCGCAATGCCTGGAACCTGAAGCCCCAGGGACGCGACGGCAATTACCAGCGCTACGCT
ATGCGCAATGCCTGGAACCTGAAGCCCCAGGGACGCGACGGCAATTACCAGCGCTACGCT
ATGCGCAATGCCTGGAACCTGAAGCCCCAGGGACGCGACGGCAATTACCAGCGCTACGCT
ATGCGCAATGCCTGGAACCTGAAGCCCCAGGGACGCGACGGCAATTACCAGCGCTACGCT

* * * * * ok k * * Kk *

GCGGGCGACGGCCTTCCCGGCGCCATCGTCGACGTCGTCAGCTCCGGCC—————— TCACC
ACAGCCAGTGGCGCACCGGGAACGATCGTCGAATTCCTGCATGAACCCGATCGCCTGCAA
TTCGGCAATGGCGGTGCGGCCAAGGTGCTAGACGTCTATATCGATGAGGACGAAAGGCCC
TTCGGCAATGGCGGTGCGGCCAAGGTGCTAGACGTCTATATCGATGAGGACGAAAGGCCC
TTCGGCAATGGCGGTGCGGCCAAGGTGCTAGACGTCTATATCGATGAGGACGAAAGGCCC
TTCGGCAATGGCGGTGCGGCCAAGGTGCTAGACGTCTATATCGATGAGGACGAAAGGCCC

* * * %k * ok * * kk * %

CCGACGGGGCTCACCGCCGGCGGGACGGTCCACCACATCGCCTTCCGCGTGCCGGACCAA
GGCTCGTCAATCTACGGTGAAGGTACGATCCATCACGTCGCTTTCGCCGTGGATAACATC
GGCACCTGGGCGCTTGGCGAAGGCCAAGTTCATCAG-CCGCGTTTGAAGTCGCCGACCTC
GGCACCTGGGCGCTTGGCGAAGGCCAAGTTCATCACGCCGCGTTTGAAGTCGCCGACCTC
GGCACCTGGGCGCTTGGCGAAGGCCAAGTTCATCACGCCGCGTTTGAAGTCGCCGACCTC
GGCACCTGGGCGCTTGGCGAAGGCCAAGTTCATCACGCCGCGTTTGAAGTCGCCGACCTC

* * * * % * kK kK *k Kk kK * % * %k

GAGACGCAGCAGCAGTGGCGCGACGAGCTCGT ---CTCGCGCGGACACCAGGTGACGGAG
GAGCAGCAAATGGCGTTGAAAGAGAAGTTGATGGCGATGGGGCATATCGATACCTCCGAA
GACGTGCAGGCCGCGCTCAAATTTGACGTGGAAGGCCTCGGCTACACCGATTTCTCAGAT
GACGTGCAGGCCGCGCTCAAATTTGACGTGGAAGGCCTCGGCTACACCGATTTCTCAGAT
GACGTGCAGGCCGCGCTCAAATTTGACGTGGAAGGCCTCGGCTACACCGATTTCTCAGAT
GACGTGCAGGCCGCGCTCAAATTTGACGTGGAAGGCCTCGGCTACACCGATTTCTCAGAT

* % * %%k * * * * * % * kK

ATCCTCGACCGCCAGTACTTCACGAGCATCTACTTCCGCGAGCCCGGCGGCGTGCTGTTC
TCAGTGCATCGGAATTACTTCCGCTCCATGTATTTCAAAATGCCGGGCGGGGTGATGTTC
CGCAAGCACCGCGGCTACTTCGAATCGATCTACGTTCGTACGCCGGGCGGCGTGTTGTTC
CGCAAGCACCGCGGCTACTTCGAATCGATCTACGTTCGTACGCCGGGCGGCGTGTTGTTC
CGCAAGCACCGCGGCTACTTCGAATCGATCTACGTTCGTACGCCGGGCGGCGTGTTGTTC
CGCAAGCACCGCGGCTACTTCGAATCGATCTACGTTCGTACGCCGGGCGGCGTGTTGTTC

* kK * Kok Kok K *k kK * *hkk kkkkk kkk ok kkkok

GAGATCGCCACCGACACCCCCGGCTTCGACATCGACGAGCCGCTCCTCGAACTCGGCCGC
GAGGCGGCTACCACCGACATCGGCTTTGCCATCGACGAACCGCAAGACCAGCTTGGTTCC
GAAGCCTCGGTCACGC---TTGGTTTCACCCATGACGAGAGCCCCGAGAAGCTCGGCAGC
GAAGCCTCGGTCACGC---TTGGTTTCACCCATGACGAGAGCCCCGAGAAGCTCGGCAGC
GAAGCCTCGGTCACGC---TTGGTTTCACCCATGACGAGAGCCCCGAGAAGCTCGGCAGC
GAAGCCTCGGTCACGC---TTGGTTTCACCCATGACGAGAGCCCCGAGAAGCTCGGCAGC

* % * * *k Kk * * Kk Kk * koK kK *
GCCCTCAAGCTACCGCCGTGGCTCGAGCCCTCCCGCGAGGCAATCGAGGCTGCCGTCGTG

GAGTTCCAGCTTCCATCCTGGCTCAGCGAGCGCAAAGACGAGTTACTCGCC——=—=—=—~—
GAGGTCAAGGTCGCGCCGCAGCTCGAAGGTGTAA ———————————————————————— ——

32

300
300
300

342
348
357
357

357

393

411
411
411
411

453

471
471
471
471

513

531
531
531
531

573
576
591
591
591
591

627
636
651
651
651
651

687
696
710
711
711
711

744
756
770
771
771
771

804
816
830
831
831
831

864
876
887
888
888
888

924
927
921



PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Microbacterium
Pseudomonaputida
Sphingobium
PseudomoaerugiITRC-5
Sphingobjaponi
Sphingomonpaucimobilis

Pseudomaeruginosa
Sphingompaucimobilis
Sphingojaponicum

Pseudomaeruginosa
Sphingompaucimobilis
Sphingojaponicum

Pseudomaeruginosa
Sphingompaucimobilis
Sphingojaponicum

Pseudomaeruginosa
Sphingompaucimobilis
Sphingojaponicum

Pseudomaeruginosa
Sphingompaucimobilis
Sphingojaponicum

Pseudomaeruginosa
Sphingompaucimobilis
Sphingojaponicum

Pseudomaeruginosa
Sphingompaucimobilis
Sphingojaponicum

Pseudomaeruginosa
Sphingompaucimobilis
Sphingojaponicum

GAGGTCAAGGTCGCGCCGCAGCTCGAAGGTGTAAAGGACGAGCTCCTCCGG--
GAGGTCAAGGTCGCGCCGCAGCTCGAAGGTGTAAAGGACGAGCTCCTCCGG-—

GAGGTCAAGGTCGCGCCGCAGCTCGAAGGTGTAAAGGACGAGCTCCTCCGG-———————

* *xk KKk K * * KKk KK

CCGGTGCAGCTTCCGGCTGAGAACAACCCGGGGGCGGCAGCATGA 969

CGGCTAGAG---CCGATTTCCGTATAG-———————=——=—=———-—— 951
————————————————————————————————————————————— 921
ACGATGAACGATCCGATCGTCATTTGA-- 966
ACGATGAACGATCCGATCGTCATTTGA-- 966
ACGATGAACGATCCGATCGTCATTTGA-————————————————— 96
Alineamiento genes fur (Control Positivo)

————————— TTACTTTTTCTTGC---------GTACGTAGAGCACCAGATTGTGATCGAC

ATGGCCCGCAAAATCGATCTCGAAGCGCTGTGCGCACAAAAGGGACTGCGCATCACCGAA
ATGAACCGCAAGATCGACGTCGAAGCCCTTTGCCATGAAAAGGGCCTGCGCATCACCGAA

* * * kK * x * ok kKK

CAGTTCGAAGCCGCGCTCGCGCACGATCTCCTTCTGCCGCTTCTCGATCTCGGCATCCAT
CAG---CGCCGCGTGATCGCCCGCGTCCTGTCGGAGGCGGAGGACCATCCGGACGTGGAA
CAG---CGCCGCGTCATCGCCCAGGTGCTGAGCGATTCCACCGATCACCCGGACGTGGAG

** ** KKk kK K * * Kk * * * * ok Kk *

GAACTCGATCACT---TCGCCGGTATCGACGCAGACCATGTGGTCGTGGTGGCCGCTGTC
AAGGTCTATGAGCGCGCTGCCAAGATCGATCCGGGCATCTCGATCGC---GACCGTCTAC
GAACTGCACAGGCGCTCCGCGGCCATCGATCCGGGCATTTCGATCGC---CACCGTGTAC

* * * * % * kKK Kk * ok * * kKK * Kk *

GGCAAGCTCGAACACGGCATGGCCGCCATCGAAGTTGTGACGCACCACCAGGCCGGCGGC
CGCACGGTCCGCCTATTCGAGGAAGCGGGCATCCTCGACCGCCATGATTTCGGCGATGGG
CGCACCGTCCGCCTGTTCGAGGAAGCGGGCATATTGGACCGGCACGATTTCGGGGACGGC

* %k * % * * * % ** * * * ** * * * * %

CTCGAACTGGGTCAGCACCCGATAGACGGTCGCCAGGCCCACGTCCTCGCCCGCATCCAT
CGCGCACGCTACGAACCCTCGCCCGAGGCGCATCACGACCATCTGATCG---ATGTCGAG
CGCGCCCGTTATGAGGCGGCGCCCGAATCCCATCACGACCATCTGATCG---ATGTCGAA

*  kx * * *k ** * *k ok kkk * * Kk * Kk K

CAGCGCCTTGTACACGTCTTCGGCGCTCATGTGGCGTTGCTCGGCGGAGTCGAGCATCTG

ACCGGCCGAGTGATCGAGTTCGTCGAC-—————————————— CCCGAACTGGAACAGCTC

ACCGGCAATGTCATCGAATTCGTCGAT-—————————————— CCCGAACTGGAGCAGCTT
* x * * * * *kkk Kk k *k ok ok kk kk kK

CAGGATCTTGACCCGCGGCAGGGTCACTTTAAGGCCGGCTTTTCGAAGTTCGCTATTTTC
CAAAAGGCGATCGC-CGAGAAGCTGGGATTCCGCCTGGTCGATCACCGCATGGAACTCTA

CAGAAGCAGATCGC-CGARAAGCTCGGCTTCCGGCTGGTCGACCACCGGATGGAATTGTA
* * * * ok k% *x Kk K * ok * ok kK * * * * ok x
AACCAT-——=====—————————————— 405

CGGCGTCAGCCTCGACCGCAAGGGGTGA 423
CGGCGTGGCGCTCGACCGCAAGAGCTGA 423

* %

33

42

60

102
117
117

159
174
174

219
234
234

279
291
291

339
336
336

399
395
395

939
939
939



9.7 PARAMETROS ESTADISTICOS DEL AJUSTE DE FUNCIONES DEL TEST DOSIS-
RESPUESTA PARA EL ESTUDIO DEL METABOLISMO DE COMPUESTOS GLUCIDICOS

Nota: Las siguientes tablas contiene los pardmetros de las respuestas metabdlicas glucidicas
estudiadas, calculados por Rstudio. Los ajustes significativos los tenemos a partir del p-value 0.1.
El error estandar residual refleja la bondad del ajuste, siendo los residuals la diferencia entre los
valores predichos por la funcion ajustada al modelo y los valores reales de los puntos obtenidos.
El valor mds cercano a O, serd el mds fiable.

La tabla correspondiente a Bailin no muestra valores de fiabilidad estadisticos, porque el ajuste
realizado no es fiable para casi ningun compuesto, al no haber dado respuesta metabdlica.

INQUINOSA-1
Parametro Estimacién Error Std.  t-value p-value

b:B-metil D Glucdsido -245.93 1.00E+01  -24.593  2.20E-16 *okk
b:D-Xilosa -0.86701 2.86E-02 -30.3405 2.20E-16 *Ex
b:L-Eritrol -1.2801 5.71E-02  -22.4158 2.20E-16 *Ex
b:D-Manitol -0.70749 2.54E-02 -27.8505 2.20E-16 *Ex
:N-Acetil D- 14734 9.39E+00 -1.5688 0.117767
Glucosamina
pificido D- 29403  9.82E-01 -2.9929 0002996  **
Glucosaminico
b:Glucosa 1-P -23.536 9.60E+00 -2.4515 0.014801 *
b:D-L-a Glicerol Fosfato -41.989 9.99E+00 -4.2012  3.52E-05 *Ex
b:D-Cellobiosa -746.82 1.00E+01 -74.682  2.20E-16 *Ex
d:B-metil D glucdsido 38.837 4.28E+00 9.0666  2.20E-16 *Ex
d:D-Xilosa 2349.3 1.00E+01 234.9335 2.20E-16 wokk
d:L-Eritrol 5778.9 1.00E+01 577.8859 2.20E-16 wokk
d:D-Manitol 865.28 1.00E+01 86.5492 2.20E-16 wokk
d:N-Acetil D- 41184  4.28E+00 9.6143  2.20E-16  ***
Glucosamina
d:hcido D- 79101  7.45E+00 10.618 2.20E-16  ***
Glucosaminico
d:Glucosa 1-P 51.478 4.73E+00 10.875  2.20E-16 *okk
d:D-L-a Glicerol Fosfato 52.865 4.48E+00 11.7885 2.20E-16 *dx
d:D-Cellobiosa 39.894 4.28E+00 9.3135  2.20E-16 Hokk
e:B-metil D glucésido 28.807 1.00E+01  2.8807 0.004257 *k
e:D-Xilosa 14274 1.00E+01 1427.368 2.20E-16 Hokk
e:L-Eritrol 10909 1.00E+01 1090.895 2.20E-16 *okk
e:D-Manitol 5377.6 1.00E+01 537.7588 2.20E-16 *okk
e:N-Acetil D 26807  430E+00 6227  1.62E-09  ***
Glucosamina
e:Acido D-

, 86.293 8.19E+00 10.5347 2.20E-16 *okk
Glucosaminico
e:Glucosa 1-P 49.062 2.41E+00 20.3278 2.20E-16 *okk
e:D-L-a Glicerol Fosfato 40.076 2.44E+00 16.4255 2.20E-16 *Ekx
e:D-Cellobiosa 25.356 1.00E+01 2.5356 0.011738 *

Cadigos significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05‘.’ 0.1’ 1
Error estandar residual 24.50843 (297 degreesoffreedom)

34



BAILIN-6

Parametro Estimacion Error Std. t-value p-value
b:B-metil D Glucosido  -0.00132 NA NA NA
b:D-Xilosa -0.00028 NA NA NA
b:L-Eritrol -0.82968 NA NA NA
b:N-Acetil -0.29847 NA NA NA
b:Acido -7.3217 NA NA NA
b:D-L-a -15.336 NA NA NA
b:D-Cellobiosa -0.19341 NA NA NA
d:B-metil 18.945 NA NA NA
d:D-Xilosa 39.197 NA NA NA
d:L-Eritrol 106.93 NA NA NA
d:N-Acetil 100.93 NA NA NA
d:Acido 59.657 NA NA NA
d:D-L-a 38.196 NA NA NA
d:D-Cellobiosa 101.97 NA NA NA
e:B-metil 4.0056 NA NA NA
e:D-Xilosa 1523900 NA NA NA
e:L-Eritrol 601.11 NA NA NA
e:N-Acetil 1088.3 NA NA NA
e:Acido 37.753 NA NA NA
e:D-L-a 36.198 NA NA NA
e:D-Cellobiosa 486.75 NA NA NA

SARDAS-1

Parametro Estimacidon Error Std. t-value p-value
b:D-Xilosa -4.8465 3.025 -1.6021 0.11032
b:L-Eritrol -3.5127 0.18742 -18.7425 2.20E-16 Hokk
b:N-Acetil D-Glucosamina -11.165 8.3509 -1.337 0.182367
b:Acido D-Glucosaminico -1.271 0.49243  -2.5811 0.01039 *
b:D-L-aGlicerolFosfato -1.5934 0.68865 -2.3138 0.021448 *
b:D-Cellobiosa -0.58597 0.05468 -10.7164 2.20E-16 Hkk
b:B-metil D Glucosido 12.428 10 1.2428 0.215039
b:D-Manitol -1.1606 0.21724 -5.3424  1.98E-07 Hkk
d:D-Xilosa 57.979 7.2042 8.048 2.88E-14 Hkk
d:L-Eritrol 2861.6 10 286.1597 2.20E-16 Hkk

d:N-Acetil D-Glucosamina 18.827 5.4151 3.4768 0.000593 ok
d:Acido D-Glucosaminico 75.35 7.5927 9.924 2.20E-16 ok

d:D-L-aGlicerolFosfato 69.765 7.6455 9.125 2.20E-16 Hokk
d:D-Cellobiosa 390.29 9.9979 39.0366 2.20E-16 *Ex
d:B-metil D glucdsido -0.00581 8.3602 -0.0007 0.999446

d:D-Manitol 143.86 9.8518 14.6027 2.20E-16 *kx
e:D-Xilosa 94.284 8.2806 11.3861 2.20E-16 *kx
e:L-Eritrol 638.16 9.9953 63.8456 2.20E-16 *kx

e:N-Acetil D Glucosamina 64.387 8.7181 7.3854 1.99E-12 ok
e:Acido D-Glucosaminico 121.04 9.7371 12.4307 2.20E-16 ok
e:D-L-a Glicerol Fosfato 48.461 8.3491 5.8043 1.85E-08 ol

e:D-Cellobiosa 16333 10 1633.272 2.20E-16 HAk
e:B-metil D glucésido 0.26826 10 0.0268 0.978619
e:D-Manitol 427.39 9.9929 42.769  2.20E-16 HAK

Error estandar residual : 26.25779 (264 grados de libertad)
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