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RESUMEN

El glifosato es un herbicida organofosforado aplicado en el mundo en el &mbito agricola,
forestal y urbano. Cuenta con cifras de uso entre 600 - 750 mil toneladas, proyectandose
aumento a 740 - 920 mil toneladas para 2025. El glifosato es desarrollado por empresas como
Syngenta, Bayer, BASF y Dow Chemical. Debido a su eficiencia de uso en el control de
malezas ha tenido uso indiscriminado, lo que ha generado preocupaciones de posibles
afectaciones en aspectos ambientales y humanos. Actualmente la degradacion de glifosato se
encuentra determinada por métodos quimicos o bioldgicos, incluyendo fotolisis, oxidacion
del ozono, o degradacion microbiana, siendo este Gltimo prometedor en reducir los niveles de
este herbicida en suelo. La presente investigacién contempl6 la revision de patentes
relacionadas con degradacién de glifosato por bacterias, incluyendo propietarios de la
tecnologia y vigencias de las mismas, encontrandose especial enfoque por China en el
desarrollo de métodos asociados. Ademas aporta la identificacion in silico de los factores
proteicos que podrian estar asociados a la degradacion de glifosato por la bacteria asociada a
ambientes extremos (bajas temperaturas en este caso) Pseudomonas extremaustralis,
realizdndose una caracterizacion bioquimica de las proteinas asociadas, usando herramientas
de Bioinformatica, en el modelo genémico de P. extremaustralis 2E-UNG. Se utilizaron tres
rutas metabdlicas enfocadas en la degradacién de glifosato, una que depende de la enzima
glifosato-oxidorreductasa, una segunda que depende de la enzima glicina oxidasa, y una
altima que contiene siete enzimas. El andlisis de las secuencias permite entrever que la
enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-UNG seria el portaestandarte de
la degradacion de glifosato para este caso, apoyado en los datos de parametros como punto
isoeléctrico, residuos positivos y negativos, indice alifatico, indice GRAVY, indice de

hidropaticidad, residuos accesibles, regiones antigénicas, o estructura secundaria, entre otros,



apoyando la idea de que P. extremaustralis 2E-UNG y otras cepas relacionadas, son una

opcion para la biorremediacion de glifosato.

Palabras claves: Glifosato, Biorremediacion, Pseudomonas extremaustralis, Patente,

Glifosato-oxidorreductasa



ABSTRACT

Glyphosate is a widely utilized organophosphate herbicide in commercial agriculture,
forestry and urban areas. It has usage between 600 - 750 thousand tons, projected to increase
to 740 - 920 thousand tons by 2025. Glyphosate is developed by companies such as
Syngenta, Bayer, BASF, and Dow Chemical. Due to its efficiency in weed control, it has
been used indiscriminately, which has generated concerns about possible environmental and
human impacts. Currently, glyphosate degradation is determined by chemical or biological
methods, including photolysis, ozone oxidation or microbial degradation, the latter being a
promising method to reduce the levels of this herbicide in soil. This research contemplates a
review of patents linked to the remediation of glyphosate by bacteria, including technology
owners, expiration date, it was found a special interest in China for associated methods. In
addition, this project provides an in silico identification of the factors that could be associated
with glyphosate degradation by the extreme environment related bacterium P.
extremaustralis, and a biochemical characterization of the associated proteins, using
bioinformatics tools. Three metabolic pathways focused on glyphosate degradation were
used, the first one rest on on the enzyme glyphosate oxidoreductase, the second one is
connected to glycine oxidase, and a last one is compose of seven enzymes. Sequence analysis
suggests that the glyphosate oxidoreductase enzyme from P. extremaustralis 2E-UNG would
be a standard for glyphosate degradation, it is supported by parameters such as isoelectric
point, positive and negative residues, aliphatic index, GRAVY index, hydropaticity index,
accessible residues, antigenic regions or secondary structure, among others. P.
extremaustralis 2E-UNG and other related strains are an option for glyphosate

bioremediation.

Keywords: Glyphosate, Bioremediation, Pseudomonas extramaustralis, Patent, Glyphosate

oxidoreductase
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La agricultura se encuentra definida como la produccion, comercializacion y abastecimiento de

INTRODUCCION

cultivos, siendo este sector la columna de un sistema econémico que contribuye al progreso
social [1]. La Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
describe que la superficie destinada a la agricultura es de aproximadamente de 5000
megahectareas (Mha) a nivel mundial, mientras que las restantes dos partes corresponden a
praderas y pastizales para ceba [2]. Con el aumento de la poblacion la busqueda de métodos
eficientes de produccion de alimentos ha ganado una importancia considerable. Bajo este fin, los
pesticidas y los fertilizantes se han utilizado ampliamente para cumplir con los crecientes
requisitos de produccién de alimentos [3]. EI compuesto N-fosfonometil glicina, o glifosato, ha

sido el herbicida m&s manejado en atencion a su mecanismo de accion no selectivo, que inhibe

JCACION

eficazmente la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de la via del shikimato,

VIGILADA MINEDL

que se encuentra en plantas y en algunas bacterias, esta caracteristica ha permitido el control de
malezas en produccion de cultivos de soja, algodén y maiz entre otros [4], [5]. EI control de
malezas utiliza entre 600 - 750 mil toneladas de glifosato en el mundo, proyectandose que esta

cifra cambie a 740 - 920 mil toneladas para 2025 [6].

El glifosato se introdujo como herbicida comercial para aplicaciones agricolas a mediados de
1970 por la empresa Monsanto, con su uso mundial cada vez mas amplio se han planteado
preocupaciones sobre sus posibles amenazas para el medio ambiente, especificamente en la
contaminacion de suelos, ambientes acuosos [7] o efectos toxicos hacia los humanos. Esto
debido a que la degradacion de este herbicida va acompafiada de la produccion de metabolitos

como el acido aminometilfosfonico (AMPA), el cual es el metabolito més toxico y resistente que

12
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el glifosato, ademas de la sarcosina y la glicina. Bajo estas consideraciones, se ha justificado-tas ===

inquietudes en tres aspectos, que incluyen el desarrollo de malezas resistentes al glifob-
teniendo como consecuencia que se utilicen mayores concentraciones a nivel mundial [6], por
ejemplo China, un primordial productor y exportador de glifosato, ha registrado que la
produccion para 2010 fue de 850.000 toneladas, y estas cifras se encuentran en continuo
aumento. En los Gltimos afios se ha introducido en algunos paises regulaciones que restringen el
uso del glifosato en la agricultura [8] En segundo lugar, se consideran los posibles efectos
toxicologicos, en particular en relacion a la exposicion humana. En el 2015 la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) determind clasificar este herbicida como
probablemente cancerigeno para humanos, sefialando evidencia asociada al linfoma no Hodgkin
(LNH) vy algunos estudios epidemiolégicos [9], aunque luego esta categoria fue reconsiderada
debido a diversas publicaciones arbitradas [10]. Asimismo se ha explicado que el glifosato puede

tener propension para la incidencia de carcinoma de tabulo renal y hemangiosarcoma en ratones

V\)IGlLADA MINEDUCACION

[11]. Otro aspecto a considerar fue el presentado por parte de la Agencia Europea de productos
Quimicos (ECHA) en 2023 que generd la siguiente conclusion: “no se identificd riesgos
relacionados con las sustancias activas del glifosato para los seres humanos, los animales o el
medio ambiente”, decision obtenida posterior a la evaluacion de miles de estudios cientificos
revisados por pares hasta la vigencia 2022, concluyendo que no se verificaba los criterios
acreditados para ser catalogado como sustancia cancerigena o tdéxica para la reproduccion,
aducido a la falta de informacion sobre la toxicidad de alguno de sus componentes. Con relacion
a la biodiversidad, expertos reconocieron peligros relacionados a usos del glifosato son
complicados y estriban en variados factores, también sefialo carencia de métodos validados que

permitan sacar conclusiones. Por ultimo, con respecto a ecologia, la informacion disponible

13
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admitid riesgo de prolongado término para mamiferos en 12 usos de los 23 propuestos para=ef ===
herbicida [12]. En cuanto a los posibles efectos ambientales y ecoldgicos, se ha encontrado*—
puede alterar la ecologia microbiana del suelo afectando enzimas [13], de igual manera puede
alterar negativamente a los microorganismos promotores del crecimiento de las plantas, que
incluye especies de bacterias como Burkholderia sp., Pseudomonas sp. y Rizobios [14]. Otro
aspecto para tener en cuenta es la evidencia de la vida media del glifosato en una amplia gama de
suelos y medios acuaticos, variando entre algunos dias que pueden ser meses o afos,
dependiendo de la composicion del suelo, la formulacion utilizada y las condiciones climaticas
[15]. Por lo anteriormente expuesto, es necesario descontaminar efectivamente las matrices
ambientales en la que interactla el glifosato, sin embargo se ha evidenciado que los métodos
quimicos utilizados tienen problemas de remocién completa, generando altos costos y

« produciendo riesgos de transporte intermedio [16], es por ello que la biodegradacion microbiana

de glifosato se ha convertido en una de las estrategias principales para la descontaminacion de

VIGILADA MINEDLIX

suelos [17], considerandose una alternativa eficiente, de bajo costo, y respetuosa con el ambiente

para la remediacion de ambientes contaminados [11].

Otros aspectos a evaluar son los relacionados a los Derechos de Propiedad Intelectual (DPI)
asociados a la Biotecnologia, que incluyen patentes, disefios industriales, derechos de obtentor de
variedades vegetales, y secretos comerciales. Todo desarrollo biotecnolégico debe contemplar
estudio de este tipo de derechos para entrever las posibilidades de irrupcién en el mercado de una
nueva tecnologia, el panorama para su desarrollo y escalamiento, y medidas para evitar infringir

derechos de terceros [10].

14
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Bajo las consideraciones presentadas, la biodegradacion directa del glifosato en el ambi‘teés & ~amine

impulsada principalmente por vias bi6ticas mediadas por bacterias, actinomicetos y hongo~
descomponen al glifosato en moléculas més pequefias. Uno de los géneros méas estudiados en
esta funcion ha sido el género Pseudomonas sp., que puede usar el glifosato como Unica fuente
de fosforo o de carbono [18]. Una especie interesante es P. extremaustralis, asociada a ambientes
extremos de baja temperatura y productora de biopolimeros para su supervivencia, de la cual se
conoce su capacidad de remediacion de compuestos toxicos para el ambiente o salud humana
[19] [20]. ElI desarrollo de la presente investigacion contempla la revision de patentes
relacionadas con la degradacion de glifosato por bacterias, incluyendo propietarios de la
tecnologia y vigencia de la misma. Ademas, aporta la determinacion in silico de los factores

proteicos que podrian estar asociados a la degradacion de glifosato por P. extremaustralis, para

ON

finalmente realizar caracterizacion bioquimica de las proteinas asociadas usando herramientas de

Bioinformaética.

VIGILADA MINEDUCAC

15

www.uan.edu.co / Calle 58a # 37 - 94 Bogota - Colombia




nnnnnnnnnnnnnn

MARCO TEORICO

GLIFOSATO

Historicamente los agricultores utilizaron una variedad de métodos para controlar las malezas, en
primer lugar se aplicaba la limpieza mecénica, implementos manuales y herramientas de arado
para arrastrar maleza. A mediados del siglo XIX se comenzd con el uso de compuestos
inorganicos (como sales, azufre y cal), y en 1930 se incluy6 electricidad y fuego [21]. Para
1940 se inici6 con la aplicacién de compuestos quimicos organicos. El primer herbicida quimico
moderno fue el 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), comercializandose entre 1950 y 1960

[22].

JCACION

El glifosato se sintetizO quimicamente en 1950 por Henri Martin de la compafiia Cilag, la cual

VIGILADA MINEDL

fue adquirida en 1959 por Johnson y Johnson, que vendi6 la formula del glifosato a Aldrich
Chemical. La compafila Monsanto, con John Franz, en mayo de 1970 sintetiz6 el glifosato y
realizd pruebas en un invernadero, para ser finalmente presentado como el herbicida comercial

Roundup [23].

La nomenclatura de la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) registra al
glifosato como N-(fosfonometil) glicina (C3sHgNOsP) (Figura 1) [24], corresponde al grupo G
glicinas (glifosato y sulfonato) segin informacidén del Comité de Accién de Resistencia a los
Herbicidas (HRAC). El herbicida inhibe la ruta asociada con la enzima 5-enolpiruvilshikimato -
3- fosfato sintasa (EPSPS) que pertenece al ruta del shikimato para produccion de aminoacidos

aromaticos en vegetales [25].

16
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I-FG/ ~_ OH

QT

Figura 1. Estructura quimica del glifosato disefiada bajo la herramienta ChemDraw 12.0.2.1076

Se ha descrito que el glifosato posee toxicidad minima para el ambiente cuando se compara con
otras moléculas de la misma utilidad. Sin embargo las aplicaciones de glifosato, la duracion
promedio es variable y puede extenderse entre los 7 - 315 dias, causando acumulacion en aguas

que puedan estar influenciadas [26]. El glifosato como producto es una sal de &cido

JCACION

desprotonado de glifosato y un cation de isopropilamina o trimetilsulfonio (Figura 2), entre este

grupo de sales se encuentran isopropilamina, sales de sodio, tetrametilsulfonico (glifosato

VIGILADA MINEDL

trimesium), sales de potasio o amonio, monoetanolamina y dimetilamina. Los productos en el
mercado tienen coadyuvante para contrarrestar la baja liposolubilidad del glifosato que podria
interferir con la penetracion en las plantas, y de esta forma el producto comercial se comercializa

como sal necesario para el peso final en la gota [27].

17
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Figura 2. Estructura quimica de las sales del acido glifosato [27].

-1

La tasa de aplicacion recomendada del glifosato se ha descrito entre 0.72 - 2.88 Kg ™ Ha
constituyendo un solo tratamiento, en una a tres veces por afio dependiendo del cultivo [28],

teniendo en cuenta que una fraccién es la que alcanza el objetivo de accién en la planta, y es

JCACION

posible que el 50% quede en el suelo [29]. La vida media de glifosato corresponde a 7-28 dias, lo

cual puede cambiar segun las propiedades del suelo, y factores climaticos [30]. Se calcula que

VIGILADA MINEDL

quizés se da acrecentamiento de 1 mg de glifosato Kg™ suelo por cada grupo de cinco rociados,
esto apuntaria a pensar que se aplica mas productoa base de glifosato, y se acumularia al menos
temporalmente en parte porque no se dispersaria suficientemente rapido, el herbicida y el acido
aminometilfosfénico (AMPA), el mas importante metabolito subproducto de su degradacion,
serian sustancias de potencial toxico pseudopersistentes [31] en concentraciones desde 0.05 mg

Kg™ e incluso llegar a 1000 mg Kg™ en informacién de la Unién europea [30].

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL GLIFOSATO

El glifosato tiene propiedades zwitterionicas con grupos acidos y basicos, concretamente un

grupo fosfonico, un grupo carboxilo y un grupo amino. La molécula tiene varias constantes de

18
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disociacion (Figura 3): pKa'=0.78, pKa’=2.29, pKa®=5.96 y pKa'=10.98, estas constantes ¢ ===
disociacion hace que pueda reaccionar con compuestos polares y coloides, y se absorb~

aquellos espacios de alta actividad en suelos con elevado intercambio idnico [32].

Especie | (pKai=0.78) Especie 2 (pKa2 = 2.29)
I I
HO——C——CH,——NH;) —CH,—P——0  "0——C——CH,——NH,*—CH,—P——0"

OH OH

Especie 3 (pKa: = 5.96) Especie 4 (pKas = 10.98)
o} e} o} (e}

P—0O" -O——C——CH, NH—CH,—P——0O"

*Q=——C——CH,——NH,"——CH,

Figura 3. Equilibrios idnicos del glifosato de acuerdo al pH del medio segun las constantes de
disociacion [32].

JCACION

El herbicida exhibe coeficiente de ruptura de carbono organico/agua de K¢, = 21.699 ml g, esto

VIGILADA MINEDL

representa que probablemente pequefias concentraciones del producto son incorporados en
fuentes acuaticas de diverso tipo, incluyendo las relacionadas al suelo [33]. El glifosato es solido
cristalino, blanco y sin olor, cuya férmula molecular es C3HgNOsP, con una masa de 169.1
g/mol, es soluble en agua a 12.000 ppm (25°C, densidad de 0.5 g mL™, punto de fusién
184.5°C), es estable durante unos 32 dias (25°C, pH=5.7 - 9.0) segun algunos estudios que lo

describen [34].

Este herbicida se mineraliza o puede lixiviarse en el suelo, pero no volatiliza por una presion de
vapor disminuida por la alta polaridad, el glifosato en la préctica es insoluble en etanol, acetona y

benceno [33].
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ACIDO AMINOMETILFOSFONICO - AMPA

El AMPA (CHgNO3P) (Figura 4) tiene propiedad anfotérica, ademas de algunas constantes de
disociacion: pKa'=0.9, pKa®=5.6, pKa®=10.2 (Figura 5) [33], como se mencioné antes, el AMPA

se constituye en el principal metabolito del glifosato.

0

H,N P
T~ ‘K\GH

OH
Figura 4. Estructura del AMPA, disefiado bajo la herramienta ChemDraw 12.0.2.1076.

Cuando sucede la degradacion del glifosato, se lleva a cabo la hidrolisis a AMPA, esta sustancia

se compone de un &cido organico débil poco tdxico, que ademas contiene en la estructura un

JCACION

grupo de acido fosforico [35].

VIGILADA MINEDL

HO HO 4 L,

‘\'///" pKa, \ //n K O ke, \ /“
\
\

= SN

H.N p/ \,n/ - <H N ﬂi'
0 \‘,/\ ~ 0 \'/\ 2 NN
H,

' 3 oH 3 0

Figura 5. Equilibrios acido-base del AMPA, incluyendo pKas [33].

El AMPA es un compuesto polar, soluble en agua, su vida media es de tres afios segin algunos
reportes. EI AMPA se identifico en las lechugas, cuando se hicieron aspersiones con glifosato

durante un afio, este fendmeno también sucedi6 con la cebada [36].

GLIFOSATO EN MATRICES AMBIENTALES Y SU TOXICIDAD
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Glifosato en agua &

El glifosato es soluble en agua (10.000 mg L™ - 15.700 mg L, 1-25°C), por lo cual se puede
distribuir en fuentes de agua y entornos relacionados acuéticos [37]. Este herbicida se puede
intercambiar en el agua porque esta fluye desde los cultivos, por pulverizacion, y también
aspersion directa o indirecta [38]. Los restos del herbicida son captados en particulas coloidales
que caen en los depositos de la profundidad de todo entorno acuatico permaneciendo durante 12-
80 dias [39]. La toxicidad del glifosato en cuerpos de agua termina con alteraciones en las
propiedades del agua y puede alcanzar a los seres vivos, transformando la organizacion y
ecofunciones de entornos acuéticos. Los efectos nocivos envuelven retraso en el desarrollo de

algas y peces, afectacion del nacimiento en erizos, modificaciones histologicas de las branquias

JCACION

de peces como la tilapia que incluyen propagacién de células filamentosas e hiperplasia celular,

vacuolas en los hepatocitos, o picnosis nuclear en higado y rifidn, aumento del espacio de

VIGILADA MINEDL

Bowman y acrecentamiento de gotas hialinas en células del epitelio tubular de la tilapia,
modificacion de la actividad sexual y de enzimas hepaticas en peces, alteracion en el
metabolismo, de células sanguineas y fisiologia de algunos drganos que constituyen tejidos como
lipidos totales, glucosa, y otros metabolitos. Las variaciones dependen de la especie, clase de

sustancia, concentracion del herbicida en agua y tiempo en que se expone [40].

Glifosato en suelo

El herbicida glifosato es de caracter sistematico, se toma por las hojas y luego se traslada por
toda la estructura vegetal usando el floema hasta los nicleos metabolicos (meristemas y raices)
[41] en lo cual influye los entornos del suelo, cantidad de fosfatos [42], total de hierro utilizable

para el cultivo, el pH, capacidad de intercambio cationico, la presencia de arena y materia

21

www.uan.edu.co / Calle 58a # 37 - 94 Bogota - Colombia



uAN

organica del suelo que pueden cuantificarse, estos elementos instauran la absorcion @“la-ge: ===
puede llegar el glifosato, ademés la toxicidad en el suelo depende de la translocacién“—

herbicida desde el tejido de raiz hacia el suelo, aumenta la permanencia de dos a seis veces [42].

Glifosato en aire

Cuando se analiza el comportamiento del glifosato en el aire se encuentra que se debe al
transporte posteriormente de la aplicacion en un periodo. La presencia de surfactantes y aceite
mineral en la formulacion aporta mayor peso a las gotas de glifosato rociadas para evitar en lo
que mas se pueda el efecto deriva, o desviacion del riego por corrientes de aire [38]. EI material
volatil en el la post-aplicacion no es causa suficiente de contaminacion, ya que la presion de

vapor aproximadamente esta entre 1.84 x 10" mmHg, (45°C) y 5.0 x 10° mmHg (25°C) [43]. La

JCACION

presion de vapor del herbicida es baja, es un liquido que no cambia a la fase vapor sencillamente

[38]

v\)IGILAD& MINEDL

Glifosato en alimentos

El glifosato se puede encontrar como trazas cuando es captado totalmente por el vegetal, y esto
puede darse por la aspersion del herbicida para aquellos utilizaciones autorizadas, ejemplo en
maiz, trigo, soya, frutas y hortalizas), ademas de la contaminacion indirecta de vegetaciones
circundantes a estos cultivos [44].

RUTAS METABOLICAS DE DEGRADACION DE GLIFOSATO POR
MICRORGANISMOS

Con respecto a las vias de degradacion de glifosato por microorganismos, estan propuestas tres

rutas como se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Vias de degradacion del glifosato [45].

La primera via de degradacion de este herbicida es la conversion del glifosato a concentraciones

ON

estequiométricas de AMPA y glioxilato a través de la escision del enlace C-N por la enzima

glifosato oxirreductasa (GOX). El glifosato, ingresa al ciclo del &cido tricarboxilico como un

VIGILADA MINEDUCAC

sustrato de energia conveniente para la mayoria de las bacterias. A su vez, en esta misma ruta, se
proponen tres vias relacionadas al AMPA: (i) el AMPA se libera al medio ambiente teniendo una
toxicidad potencial, (ii) AMPA se metaboliza a metilamina y fosfato catalizado por CP liasa, (iii)
una via de fosfatasa, es decir, el AMPA se metaboliza primero a fosfonoformaldehido por una
transaminasa y luego se transforma en fosfato y formaldehido para su posterior metabolismo por
la fosfatasa. Esta ultima via indicada, tercera del AMPA, es experimental ya que no se ha

logrado aislar las enzimas para ser caracterizadas [46].

La segunda via de degradacion es la metabolizacion del glifosato a fosfato y sarcosina a través de
la escision directa del enlace C-P catalizada por la enzima CP liasa [47]. El fosfato puede ser

metabolizado ain mas por otras especies microbianas incapaces de romper el enlace C-P del
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glifosato. La sarcosina, se puede utilizar como nutriente de crecimiento siendo fuente de'Carbon@ ===
y nitrégeno para microorganismos, y se metaboliza ain més a glicina y formaldehido p~
sarcosina-oxidasa [48]. La glicina se metaboliza con mayor frecuencia por microorganismos, y el
formaldehido ingresa a la via de tetrahidrofolato de transferencias de un solo carbono para

generar CO, y NH*" [49].

Otra via de degradacion fue observada en Acromobacter sp. que utiliz6 glifosato como Unica
fuente de fosforo, lo que result6 en la produccion de acetilglifosato [46]. El papel fisioldgico de
esta via sigue siendo desconocido, ademas el acetilglifosato no puede ser utilizado por
Acromobacter Kg™® como fuente de f6sforo, lo que provoca su escaso crecimiento. Aunque la

biodegradacion del glifosato por esta ruta se ha estudiado considerablemente, ain no se conoce

JCACION

con precision el mecanismo [46].
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POSIBLES AFECTACIONES DEL GLIFOSATO

Con respecto al glifosato, desde su uso convencional hasta su uso indiscriminado, se han
documentado algunas posibles afectaciones. En temas ambientales, en el suelo el glifosato es
facilmente absorbido por las hojas y acarreado a través del vegetal hasta alcanzar a las raices.
Los fundamentos sobre cambio y adherencia en el suelo aln son discordantes. Para la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) de Estados Unidos, el suelo captura fuertemente las particulas del
herbicida inclusive en aquellos con poca materia organica y baja granulometria. En este sentido,
no obstante el glifosato es crecidamente soluble, puede ser parcialmente inmdvil, permaneciendo

en el horizonte superior y sin lixiviacion. En el aire las particulas del glifosato estan asociadas al
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transporte, lo anterior debido a tensoactivos y acidos minerales. No se ha reportado*g ~~===
contaminacion especifica del aire, ya que la saturacion de vapor tiene unos valores determinb—
(1.84 x 107 mmHg a 45°C y 5.0 x 10° mmHg a 25 °C) causando que el glifosato sea una
sustancia liquida primordialmente [50]. Ademas, estudios corroboran la hipétesis de que el
glifosato en dosis superiores a 360 g c/ha™ dafia citricos a largo plazo, por su contacto directo en

las alteraciones de la via shikimato y los procesos de fotosintesis, aun cuando la fitointoxicacion

no sea visible [51].

En cuerpos de agua, un estudio encontr6 que el glifosato mostraba diferentes niveles de
fotodegradacion con una lampara de xenén de 500 watios, con liberacion de fosfato cuando

ingresaba al ambiente acuético. La principal fuerza impulsora de la fotodegradacion del glifosato

JCACION

es el OH generado por la materia organica disuelta (DOM) y nitritos. Ademas AMPA y fosfato,

los productos de fotodegradacion del glifosato, podrian estimular significativamente el

v\)IGILAD& MINEDL

crecimiento de algas planctonicas, un factor de riesgo potencial para la contaminacion del

ambiente acuatico [52].
Por ultimo, en afectacion al ser humano, los residuos de glifosato se encuentran con continuidad

en la cadena alimentaria, cuando los productos alimenticios son rociados; se ha reportado que

estos residuos se pueden detectar en orina humana a niveles de alrededor de 1 - 10 pg/L [53].

EL GENERO Pseudomonas sp.
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El género Pseudomonas fue descrito por Mingula en 1984, de acuerdo a las caract@risticas ===
morfoldgicas de sus miembros. Durante afios este género comprendid muchas especies qu~
siempre estaban bien caracterizadas. El trabajo de Stanier estableci6 como variables las
caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas para establecer la base taxonémica. En 1984, se reviso
el género y se implementd una subdivision de cinco grupos sobre la base de los resultados de la
hibridacion ADN-ADN y de ARNr-ADN [54]. Bajo la siguiente consideracion el género de
Pseudomonas sp. es uno de los mas complejos, con 117 especies reconocidas [55], y se
describen nuevas continuamente. Son bacilos Gram negativos, generalmente maviles, pueden
usar el oxigeno y el nitrato (en menor medida) como aceptores de electrones [56]. El género,
tiene gran variedad metabdlica y consiguientemente son idéneos para colonizar un extenso rango
de ambientes. Se han separado Pseudomonas sp. desde suelos no contaminados y contaminados

* por moléculas de origen bioldgico y xenobidticos. Pseudomonas sp. es parte de la microflora

en rizosfera y filoplano, habitan entornos acuaticos, y existen especies que son patdgenos de
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seres humanos (P. aeruginosa) o plantas (P. syringae) [56]. El extenso potencial en rutas
metabdlicas en este tipo de bacterias se da por la presencia de plasmidos y transposones. Desde
el punto de vista de uso como antimicrobiano, Pseudomonas sp. tiene la capacidad de secretar
fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol, pioluteorina, pirrolnitrina, lipopeptidos y cianuro de
hidrogeno [20]. Se han referido cepas competentes de soportar metales pesados, disolventes
organicos y desinfectantes, es cierto que consiguen usar muchas fuentes de carbono [57]. El
género Pseudomonas sp. tiene roles recalcados en reciclaje de materia organica en los entornos
que habita. Esta clase de organismos tiene uso en biodegradacion, se utilizan en distintos

procesos industriales, incluyendo elaboracion de biopolimeros y control de patégenos [58].
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P. extremaustralis fue descubierta en la peninsula Antéartica, no es una especie que cause

LA BACTERIA Pseudomomas extremaustralis

enfermedades, tiene una alta tolerancia al frio extremo, es un organismo de metabolismo
oxidativo, sintetiza polihidroxibutirato (PHB) que lo usa para su desarrollo y supervivencia [19],
la bacteria puede crecer y formar biopeliculas a bajas temperaturas sobreviviendo en congelacion
[59], su metabolismo es no fermentativo, sus colonias son circulares, lisas y no pigmentadas.
Este género se caracteriza por su diversidad metabdlica y el uso de pocos componentes
nutricionales, ademéas de poder usar compuestos organicos como Unica fuente de carbono (C) y
energia. Su adaptabilidad para la colonizacion y supervivencia se encuentran relacionadas con
las diferentes vias metabolicas, teniendo en cuenta las condiciones ambientales naturales, entre
las que podemos citar la disponibilidad de oxigeno, nutrientes, sales y temperatura [60]. En

comparacion con otras especies del genero Pseudomonas, como P. putida, P. aeroginosa y P.
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protegens, P. extremaustralis crece mas rapido y alcanza mayores rendimientos de biomasa a
bajas temperaturas, ademdas su metabolismo en condiciones de frio se han estudiado en
experimentos de RNA-seq, describiendo un papel esencial de oxidacion del etanol [61]. P.
extremaustralis es capaz de reducir nitratos a nitritos, realizar fermentacion de arginina y
piruvato [62], asimismo es capaz de soportar y degradar hidrocarburos lo que facilita su uso en
situaciones ambientales extremas para su biorremedacion, al crecer en condiciones
microaerofilicas y formar biopeliculas, presenta la capacidad para degradar cadenas largas de
alcanos superiores a Cy [63], las rutas metabolicas responsables de la supervivencia bajo
condiciones desfavorables son el acetato de quinasa (pirdvica y fermentacion acida), genes que

codifican el transportador de potasio, y la biosintesis del &cido colanico que son relevantes para
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la resistencia osmotica al adquirirse a través de movimientos horizontales y transferefCias-ée: ===

eventos [60]. iy

En un estudio desarrollado del genoma de P. extremaustralis, se ha encontrado un sistema de
defensa antioxidante bien desarrollado que incluye cinco catalasas, una superdxido dismutasa, un
citocromo ¢551 peroxidasa reductasa, siendo la cepa capaz de utilizar nitrato como aceptor de
electrones alternativos [64]; en concordancia entre sus genomas se encontrd que tenia 18 genes
relacionados con el metabolismos del nitrato, entre los que se encuentran el 6xido nitrico y
nitroso [65], de igual manera se logré determinar que genes podrian permitir a P. extramaustralis
hacer frente a compuestos toxicos como metales pesados (copRSABCD, czcABCD y znuABC)

al igual que el arsénico (asrRBC) y el gen que codifica la proteina resistente al arsénico (ACR3)

JCACION

asi como vias de degradacion del fenol y alcano (dmpKLMNOP y alkB) respectivamente [65].

VIGILADA MINEDL

Otro aspecto que se logré evaluar para este género fue un estudio que informa sobre el
aislamiento a partir de lodos de depuradora producido en plantas de tratamiento de aguas
residuales, de cepas bacterianas capaces de degradar el paracetamol, donde se logré separar hasta
17 cepas bacterianas, pero sélo dos de ellas identificadas como P. stutzeri CSW02 y P.
extremaustralis CSWO01 fueron capaces de degradar concentraciones muy elevadas de
paracetamol en solucion como Unica fuente de carbono y energia, y ninguna de estas habia sido
previamente identificadas como degradadoras de es5ta molécula. Estas bacterias mostraron la
capacidad de degradar hasta 500 mg L™ de paracetamol en cuatro horas (P. stutzeri CSW02) y
seis horas (P. extremaustralis CSW01), mucho mas rapido que cualquier otra cepa degradadora

de este medicamento. Estos hallazgos indican que ambas bacterias son candidatas para su uso en
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la biorremedacion de paracetamol en agua y lodos [66]. De igual manera cuenta COh HROS ===
resultados favorables al crecer bajo condiciones microaerofilos utilizando combustible d‘”
como Uunica fuente de carbono, consumiendo 15,95 % 2,97% de combustible diésel,
proporcionando evidencia de la activacion de la via de degradacion de alcanos en condiciones
microaeroéfilicas, independiente de la presencia de hidrocarburos ambientales en una bacteria
aislada. Este metabolismo representa una ventaja adaptativa en un entorno cambiante al apoyar la

supervivencia en condiciones de bajo oxigeno como los encontrados con petréleo [59].
P.extremaustralis es una bacteria psicotolerante, que presenta un mejor comportamiento en
condiciones frias que otras especies de Pseudomonas, y constituyen un modelo para encontrar

mecanismos del desarrollo bacteriano a bajas temperaturas. [61] [60] [67]

BIORREMEDACION

VIGILADA MINEDUCACION

Las biorremediacion implica métodos, equipos y similares, y procedimientos que modifican la
constitucion de una sustancia dafiina para salud o ambiente, con tratamientos fisicoquimicos,
donde la primera etapa necesita caracterizar la molécula o compuestos, y remediacion con
microbios que alteran el compuesto en uno menos no téxico con enzimas [68]; otro acercamiento
es la bioestimulacién donde se utilizan condiciones fisioldgicas controlada que favorecen el
desarrollo del microorganismo autéctono responsable del efecto, y en la bioaumentacion hay un
enfoque sobre un microorganismo especifico aislado y evaluado con anterioridad para el efecto
sobre la sustancia toxica [69]. Los métodos de biorremediacidn convierten las sustancias toxicas

en sustancias inocuas, y se originan moléculas inorganicas como agua, didéxido de carbono

29

www.uan.edu.co / Calle 58a # 37 - 94 Bogota - Colombia




”

biomineralizacion [70]. ~

Entre los microorganismos usados en degradacion de xenobidticos recalcitrantes esta
Flavobacterium sp. que mostr6 capacidad de degradar 95% de diazindn y 51% de paration [71],
Sphingomomas sp, que a las 72 horas se observd 100% de degradacion del plaguicida Dicamba
[72], Streptomyces sp. es ejemplo de degradador del 77% del quimico DDT en siete dias [73],
Inaquosorum sp. que remueve el 90% de pendimetalina [74], Bacillus safensis y B. cereus
degradan 70% de endolsulfan [75], Acinetobacter sp. presentd capacidad de utilizar el plaguicida
clorpirifos, este organofosforado representa la fuente de carbono [76], inclusive tiene el potencial

de resistir distintas sales y metales pesados (arsenito, arseniato, cadmio, cromo, cobre, plomo,

JCACION

niquel y zinc) [77], varios representantes del género Pseudomonas pueden remediar el 46.5% del

producto quimico imidacloprid, y 96.6% de endolsulfan [78].

VIGILADA MINEDL

Remediacion del Glifosato

La biodegradacion de compuestos organicos es conocida como un método eficiente y ecoldgico
para eliminar los contaminantes organicos del medio ambiente acuoso [79]. Los géneros
bacterianos mas cominmente aislados para la biodegradacién del glifosato son las Pseudomonas
sp. [80]. La mayoria de las especies reportadas usan glifosato como la ideal fuente de fosforo,
pocas excepciones lo utilizan como fuente de nitrégeno o carbono. Los microorganismos se
cultivan en medios libres de carbono, nitrégeno y fosfato que contienen este herbicida. La
induccidn del sistema de enzimas metabdlicas de glifosato aumenta su eficiencia de utilizacion
de glifosato. Por lo que el glifosato sirve como mejor fuente de fésforo para los microorganismos

que como fuente de carbono. En la degradacion microbiana del glifosato, una de las vias es la
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que se realiza este proceso es sobre el enlace carbono-nitrogeno, el cual es roto por la enzima ===

glifosato-oxidorreductasa generando AMPA y glioxilato que serd consumido para obtencion de i~
energia por la mayoria de microorganismos, teniendo como resultado que el AMPA no se pueda
metabolizar en la células vegetales en él entorno natural, siendo un dafio potencial para el medio

ambiente en una contaminacion secundaria [81].

PATENTE

La Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (World International Property Organization
- WIPOQ) es un cuerpo de la Naciones Unidas que estd compuesto por 193 estados asociados.
Tiene como gestion liderar las decisiones en el impulso de un Sistema Internacional de

Propiedad Intelectual imparcial y eficaz, reconociendo la innovacion y la creacion en favor de la
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humanidad. La WIPO precisa el concepto de patente al “derecho exclusivo que se concede sobre

una inversiéon”, en un contexto habitual la patente permite a su propietario decidir si la invencion

v\)IGILAD& MINEDL

puede ser explotada por terceros, y la manera. Como compensacion de este derecho, en el
instrumento de patente publicado, el propietario de la patente coloca a disposicion de la sociedad

la totalidad de los datos técnicos asociados a la invencion [82].

El propietario de la patente posee el derecho de exclusividad, y puede imposibilitar que la
invencion objeto de la patente sea utilizada comercialmente por otras partes, de esta forma no es
posible producir, emplear, comerciar, con fines lucrativos, tampoco se puede vender sin el
anuencia del propietario. La vigencia de una patente es local, ya que la exclusividad tiene rigor

en la nacion donde se presentd la solicitud, todo bajo la normatividad de dicha region. Este
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resguardo se otorga por un espacio limitado de tiempo de 20 afios, que se cuentan desde la fecha ===

de introduccion de la solicitud [83]. E

Obtencion de una patente
El primer paso es realizar solicitud de patentamiento ante la oficina nacional o regional de
propiedad Intelectual (PI) autorizada. Si se espera lograr resguardo en distintas naciones se

ejecuta la solicitud en virtud del Tratado en Materia de Cooperacion de Patentes (PCT) [84].

Condiciones
Para alcanzar una patente deben satisfacer muchos requisitos, aqui se procede a destacar 1os mas

trascendentales, aunque hay varias regulaciones pais especificas: (i) Elemento de novedad, debe
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presentar una cualidad nueva que no esté en el campo de conocimiento anteriormente a la

solicitud, se designa “Estado de la Técnica”; (ii) Actividad inventiva que no logre ser teorizada
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de modo evidente por alguien experto en el sector especifico; (iii) Aplicacion industrial, se
espera que tenga aplicacion practica en industria o similar, que no se constituya en un
razonamiento tedrico, y componer un beneficio; (iv) Material patentable, no se considera objeto
de patente las teorias cientificas, creaciones estéticas, métodos matematicos, variedades
vegetales o animales (naturales), métodos comerciales o de tratamiento médico, software); (iv)
Divulgacién que debe ser completa para acceder a su reproduccion en el sector. Las

reclamaciones o reivindicaciones corresponden a la descripcion [85].

Costos
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El coste de una patente depende del pais, incluyendo algunos componentes como la naturaleza, ===

complejidad, remuneracion legal, extension de la solicitud e impugnaciones que se sabrian i~
plantear durante el analisis de la oficina de patentes. Es significativo tener en consideracion los
costos de sostenimiento o de renovacion, lo cual sucede una vez al afio, para conservar la validez
de la patente, los precios de traduccidon y los salarios de los funcionarios de patentes especificos,
el solicitante debe comprobar si hay reducciones de costos a pequefias 0 medianas compafiias, o
quienes exhiben la solicitud via web, situaciones que pueden llevar a que los valores econémicos

de mantenimiento crezcan [86].

Redaccion de una solicitud de patente
La solicitud de una patente estd formada por: (i) Peticidn, el solicitante expone que quiere
proteger, proporcionando titulo de la patente, fecha de introduccion de la solicitud, momento de

prioridad, referencias documentales, direccion de contacto; (ii) Delineacién clara y de detalle que

V\)IGlLADA MINEDUCACION

indique a que aplicacion industrial concierne la solicitud, historiales y descripcion de la patente;
(iii) Disefios, planos o esquemas que deben ofrecer datos de la invencion; (iv) Reivindicaciones
que definen de forma clara y sucinta el terreno de proteccion; (iv) Sinopsis que se fundamenta en

destacar las caracteristicas principales de la patente [87].

Proceso de patentamiento

Cuando se ha realizado la solicitud de una patente, esta sera gestionada acorde a las leyes
nacionales o regional, involucrando los consiguientes factores (Figura 7): (i) Analisis de forma,
certificando que tiene los documentos y procesos administrativos; (ii) Investigacion del estado de
la técnica, para establecer la posibilidad de proteger la invencion esencia de las reivindicaciones;

(iii) Indagacién de fondo que avala que la solicitud tenga las circunstancias de patentabilidad
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(iv) Comunicacion del resultado del analisis que se remite al solicitante para enmendar las i
observaciones trazadas; (v) Divulgacién que en la mayoria de estados se publica 18 meses
después de la fecha de prioridad; (v) Autorizacién y divulgacion, si el anélisis es aprobado, la

oficina de patentes otorga el derecho de patentabilidad; (vi) Modo de oposicién, espacio de

tiempo concedido para que terceras partes puedan demostrar impugnaciones [88].

Proceso de Examen de Busqueda de Examen de
patentamiento Forma Estado fondo

Procedimiento Concesion y Y P
de Oposicién <:| Publicacion <:| Publicacion <::| Notificacion

ACION

DUC

VIGILADA MINE

Figura 7. Proceso general para obtener una patente. Los tiempos de cada gestion son variables y
existen costos asociados dependiendo de la jurisdiccion.
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OBJETIVOS

UNIVENRIDAD
L ANTONIO NARING

Objetivo General

Caracterizar in silico la capacidad de degradacion de glifosato por Pseudomonas extremaustralis.

Objetivos Especificos

> Realizar andlisis de patentes relacionadas con la degradacion de glifosato por bacterias.
» Determinar in silico rutas metabdlicas y enzimas implicadas en la degradacion de

glifosato por Pseudomonas extremaustralis.

> ldentificar in silico propiedades de proteinas relacionadas con la degradacion de glifosato

en Pseudomonas extremaustralis.

ry
ON

VIGILADA MINEDUCAC
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METODOLOGIA

ESTUDIO DE PATENTES RELACIONADO CON DEGRADACION DE GLIFOSATO
POR BACTERIAS

Para el analisis de patentes asociado con degradacion de glifosato por bacterias se manipularon
los motores de busqueda de Google Patents (https://patents.google.com/), World International
Property Organization - WIPO (https://www.wipo.int/patents/es/) y Superintendencia de
Industria y Comercio (https://www.sic.gov.co/patentes), que indexan patentes y solicitudes de
patentes, usando las palabras claves: glifosato, bacteria y degradacion (glyphosate, bacteria,

degradation).

JCACION

IDENTIFICACION in silico DE ENZIMAS ASOCIADAS A DEGRADACION DE
GLIFOSATO EN Pseudomonas extremaustralis

v\)IGILAD& MINEDL

Para analisis de parametros asociados (enzimas) en la degradacion de glifosato se utilizaron las
siguientes  bases de  datos: Metacyc (https://metacyc.org/) y  Swiss-Prot
(https://www.expasy.org/resources/uniprotkb-swiss-prot). Desde Metacyc se identificaron las
rutas y enzimas teoricas asociadas a la degradacién de glifosato usando las palabras clave
“glyphosate” y “degradation”, y con la informacion obtenida de rutas y enzimas implicadas se
procedio a utilizar Swiss-Prot para encontrar las secuencias de aminoacidos de dichas enzimas
para remediacién de este herbicida, debido que esta base de datos es curada, teniendo en cuenta
como parametros de seleccion para un resultado el valor E (méas cercano a 0.0), porcentaje de
identidad (mayor a 40%) y porcentaje de cobertura (mayor de 70%). Posteriormente estas

secuencias se utilizaron para la determinacion de la presencia de enzimas relacionadas en el
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Biotechnology Information (NCBI) haciendo uso de la herramienta tBLA”—
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LIN

K_LOC=blasthome).

CARACTERIZACION in silico DE ENZIMAS RELACIONADAS CON DEGRADACION
DE GLIFOSATO EN Pseudomonas extremaustralis

La caracterizacion bioquimica de las proteinas relacionadas con la degradacion de glifosato
identificadas en el genoma de P. extremaustralis 2E-UNGS se realiz6 con herramientas de
Bioinformatica que incluye Protparam del servidor Expasy

(https://www.expasy.org/resources/protparam) para los siguientes parametros: peso molecular

JCACION

(Daltons - Da), punto isoeléctrico (pl), residuos cargados negativamente (glutamina - Glu y

aspartato - Asp), residuos cargados positivamente (lisinas - Lys y Arginina -Arg), indice de

v\)IGILAD& MINEDL

inestabilidad, indice alifatico, hidropaticidad e indice GRAVY, y para establecer diferencias
estadisticas entre las secuencias estudiadas se utiliz6 la prueba de t de student (p<0.05). Se
realiz6 comparacion de las secuencias por tipo de aminoacido con Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Los parametros de hidrofobicidad, flexibilidad y
residuos accesibles se generaron utilizando ProtScale (http://www.expasy.ch/cgibin/protscale.pl).
La identificacibn de residuos antigénicos se realizO0 con EMBOSS Antigenic

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/antigenic).

37

www.uan.edu.co / Calle 58a # 37 - 94 Bogota - Colombia



RESULTADOS Y DISCUSION

ESTUDIO DE PATENTES RELACIONADAS CON DEGRADACION DE GLIFOSATO
POR BACTERIAS

Para establecer las caracteristicas de las patentes asociadas con degradacion de glifosato por
bacterias se utilizd la base de datos de patentes Google patents (https://patents.google.com/), el
cual es un servicio de basqueda de patentes creado en el afio 2006 que acumula

aproximadamente mas de 87 millones de patentes de las siguientes oficinas:

e United States Patent and Trademark Office (USPTO),

e European Patent Office (EPO),

e China's National Intellectual Property Administration (CNIPA),
e Japan Patent Office (JPO),

JCACION

e Korean Intellectual Property Office (KIPO),

v\)IGILAD& MINEDL

e World Intellectual Property Organization (WIPO),
e Deutsches Patent- und Markenamt (DPMA),

e Canadian Intellectual Property Office (CIPO),

e Rospatent (Rusia),

e Intellectual Property Office (Reino Unido),

e National Institute of Industrial Property (Francia),
e Oficina de patentes de Paises Bajos.

e Oficinas de Espafia, Belgica, Dinamarca, Finlandia y Luxemburgo

En Google patents se encuentra solicitudes, referencias, reclamaciones, planos, graficos y
dibujos. Para la busqueda en esta base de datos se utilizd palabras claves “glyphosate”,
“bacterium”, “degradation”, obteniendo como resultado 60803 patentes. Para generar un filtrado

de los resultados mas relevantes se usé la siguiente formula de bdsqueda: AB=(glyphosate-
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bacterium-degradation), con lo cual se lograron 28 resultados que se verificaron defmanerg =~=«=
manual, seleccionando 15 patentes directamente asociadas. En la Tabla 1 ensefia la informbé
de titulo, pais, fecha de solicitud, estado, prioridad de aplicacion, cddigo, propietario, aplicacion
por PCT, familia de patentes, elemento, enlace, resumen, y en la Tabla 2 se presentan las

reivindicaciones correspondientes.

ry
ON

VIGILADA MINEDUCAC
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Tabla 1. Informacion de patentes asociadas a degradacion de glifosato por bacterias.

Titulo Pais Fecha de solicitud Estado Prioridad de aplicacion Propietario Codigo Aplicacion por PCT Familia de patentes
A kind of method that employing Activo (Vence
microbial degradation glyphosate is used China 2017-03-15 07/07/2035) CN201510393343.3A Southeast University CN104998899B CN201510393343.3A WO01992019719A1; CN102757896A
for heavy metal ion mineralising
INSTITUTE OF . .
Nitrogen-fixing Klebsiella sp. with high MICROBIOLOGY GUANGXI N oA oo
anti-glyphosate  activity  and its China 2012-02-10 Pendiente CN2012100298276A ZHUANG AUTONOMOUS CN102965296 A CN2012100298276 A .. !
Jr CN106962115A; CN108728386;
application ACADEMY OF CN112189565A
AGRICULTURAL SCIENCES
Resistance gene capable of degrading Huazhong Agricultural
herbicide glyphosate and encoded China 2014-12-31 Caducada CN2013103204129A Un?vergsit CN103421824A CN2013103204129A CN101484463A
protein of resistance gene Y
Method for screening aquatic
corynebacteria and application thereof in China 2011-08-24 Caducada CN200910272949A Three Gorges University CN200910272949A CN101709284A CN200910272949A
degradation of waste water of glyphosate
Ochrobactrum intermedium268 . and China 2022-04-29 Activa 08/04/2040 |  CN202010270243.2A South China Agricultural CN111560326A CN202010270243.2A CN202010270243.2A
application thereof University
Chryseobacterium ~ and application China 2022-09-06 Activa08/11/2041 | CN202111314728.8A South £hina Agricultural CN114196570A CN202111314728.8A CA2993188A1; CN111560326A
thereof in degrading glyphosate University
Characteristics of glyphosate degrading China 2020-06-19 Pendiente CN201911005758.74 | University of Chinese Academy CN111304109A CN201911095758.7A CN201911095758.7A
bacteria S of Sciences
Process for microbial (: removal of Republica W\eAiIs;gZ;IB_ii rl?fg?:;r:gi:er
phosphono- I bzw. Democrética de 1989-01-12 No Reporta DD32500489A gt Sl . DD279498A1 DD32500489A EP0465452A1
phosphinoverbindungen | & Alemania JankeBenno RagtierReinhard
: Weidhase
< Shandong Feed Veterinary
Glyphosate  degrading g)acteria and " 1o . Drug Quality Inspection Center CN1062265A; WO1992019719A1;
application thereof = China 2021-12-17 Activa 2041/10/08 CN202111168018.9A Shandong Yisheng Livestock & CN113604411B No reporta CN103911317A
Poultry Breeding Co ltd
Rosemary Elaine DickJohn
Glyphosate degrading bacteria French 1992-11-12 No Reporta GB919109690A QuinnSarah Bronwen WO01992019719A1 PCT/GB1992/000773 W01992000377A1
ReesWolfgang Walter Schuch
Method for degrading glyphosate . . .
L . . N . . Northeast Agricultural CN105219753A; CN105602872A,
g;ztsl’c);?;agz using lactobacillus alkaline China 2021-03-19 Pendiente CN202110330417.4A University CN113058194A CN202110330417.4A CN106755006A: CN110272880A
Human ochrobactrum anthropi  for . . . .
efficiently degrading glyphosate and China 2022-05-10 Activa 2042-05-10 |  CN202210504379.4A South China Agricultural CN114717159A CN202210504379.4A CN102108363A; CN103290036A;
- University WO02017128301A1
application thereof
Paenibacillus  polymyxa capable of FUJIAN NANPING
degrading glyphosate and application China 2023-07-21 Pendiente CN202310896458.9A AGRICULTURAL SCIENCE CN116676237A CN202310896458.9A CN202310896458.9A
thereof INSTITUTE
The pseudomonas and its application of
organophosphorus pesticide and nitrate . Iaald . HEILONGJIANG CN109722396A;
in low temperature underground water China 2019-01-25 Pendiente CN201910073209.3A UNIVERSITY CN1097060994 CN201910073209.3A CN110591979A:CN112760266A
are removed simultaneously
Method for preparing glyphosate solid China 2018-01-11 No reporta 201810657630.4 JINGMEN TUODA CN108728386 CN108728386 No registra

pesticide-degrading bacterium

TECHNOLOGY.CO.LTDA
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Tabla 2. Reivindicaciones de patentes bajo el tema de degradacion de glifosato por bacterias..

VIGILADA MINEDUCACION

Cadigo

Revindicaciones

CN104998899B

Método: Preparacion bacillus subtilises y colloid bacillus cereus, mediante siembra de cultivo en solucion de talina; posterior a la concentracion de los compuestos, se
agrega una solucién bacteriana que contiene glifosato, la solucién de metales pesados se agita. El efecto de degradacién de los bacillus produce radicales fosfatos en
una pequefia molécula en presencia de una degradacion réapida ya sea diéxido de carbono y agua; se deja reposar entre 4-5 horas, realizar el lavado completo para
precipitar, filtrar, secar y obtener fosfato mineral y clorhidrato de carbono.

CN102965296A

Es una cepa de Klebsiella de nitrégeno fijada de actividad altamente resistente al glifosato; esto a que la cepa bacteriana denominada GG08160 tiene la actividad de
glifosato de alta resistencia y puede promover significativamente el crecimiento de las plantulas de cafia de azlicar con la fijacién de nitrégeno por asociacion de la cafia
de azlcar.

CN103421824A

La intervencidn se relaciona con la separacion en vitro e identificacion funcional de un gen resistente capaz de degradar eficientemente el herbicida glifosato. De
acuerdo al estudio la glicina oxidasa (thiO) de la bacteria marina bacillus cereus se realiza mutagénesis aleatoria y una ronda de prueba de mezcla de forma continua en
la glicina oxidasa y se combinan con tecnologia basada en acoplamiento de la enzima pirélisis del fago T7 -peroxidasa; demostrando la aplicacién del gen en la
degradacion de la resistencia al herbicida glifosato.

1. El gen del glifosato oxidasa B 3S1 de una separacion de una secuencia de 1110 pb.

2. En la secuencia de aminoécidos del glifosato oxidasa B3S1 que separa sus 369 aminoacidos.
3. La aplicacidn del gen, en plantas transgénica resistentes al glifosato.

4. La aplicacion de proteinas codificadas en las plantas transgénicas de resistencia al glifosato.

CN200910272949A

Método: 1. Enriquecimiento de una cepa bacteriana. 2. Condiciones de la cepa bacteriana. 3. Purificacion de la cepa bacteriana.

CN111560326A

El Ochorobactrum intermedium fue tomada de microorganismos de la provincia de Guangdong.
Describe la preparacion de un inculo microbiano degradante de glifosato.
. Aplicaciones en la preparacion del agente microbiano; en ecologia en suelos 0 aguas contaminadas con glifosato y en el medio Ochrobactrum.

wN e

CN114196570A

Se toma una cepa Chryseobacterium sp Y16C se depositd en un cultivo de microorganismos de la provincia de Guangdong.

Se toma la cepa para degradar el glifosato

Se realiza la preparacion de inéculo microbiano.

Se toma en cuenta para remediar un ambiente natural contaminado con herbicida glifosato.

El uso se utilizé en muestras de suelo y agua.

Se realiza preparacion bacteria de herbicida glifosato que comprende Chryseobacterium Y16C en un liquido de fermentacion.

El agente bacteriano degradante es 1,0 x 105 ~1,0 x 109 UFC/ml

El agente bacteriano es el degradante; el material absorbente se usa para absorber Chryseobacterium y se prepara la forma sélida.

Un método para remediar un ambiente natural contaminado con glifosato, que comprende tratar ambiente natural con indculo microbiano degradante.

©COXNDT A WN

CN111304109A

La cepa Bacillus cereus, una bacteria aerébica capaz de degradar el glifosato caracterizada porque pueda tolerar un rango de concentracion de 0-6 mol/L, teniendo
buenas condiciones de crecimiento en un rango de valores de pH (5,0- 6,5) y tiene una tasa de degradacion mas alta (en valor maximo es de 77,7%) que el glifosato.

2. El crecimiento de la bacteria comprende una serie de gradientes de concentraciones. EI método se caracteriza porque la concentracion de glifosato en el medio de
cultivo BPDA es de 0-6 mol/l. cuando la concentracion del glifosato es superior a 6mol/L el crecimiento bacteriano se reduce. La concentracion limite de glifosato para
la supervivencia bacteriana fue de 10 mol/L.

3. El método, determina que las bacterias se cultivan en un rango de valores de pH (5,0-7,5) aumentando el crecimiento al aumentar el pH. Determinandose que la
cantidad méxima de crecimiento de las bacterias a pH 5.5 indica que las bacterias son adecuadas para crecer en condiciones ligeramente &cidas.

4. Las bacterias tienen una tasa de degradacion de glifosato en BPDA en un rango de valores de pH (5,0-7,0).

5. La identificacién por secuencias genéticas de la especie de bacterias se caracterizé porque la secuenciacion por 16S DNA incluyo extraccién de ADN en cepa
utilizando cebadores universales 16S, primer 27F y 1492R

DD279498A1

1. Un método para la degradacion por microondas de compuestos fosfono o fosfino caracterizado porque las cepas Alcaligenes o Pseudomonas o sus variantes.

2. Procedimientos caracterizados al utilizan estos microorganismos como inéculo para cultivo que contiene fosfonato, ya que estos medios nutritivos contienen una
fuente de carbono utilizable, sustancias activas y sales minerales.

3. Método caracterizado porque utiliza como indculo toda la biomasa de un precultivo, donde le medio de fosfonato o necesita tener calidad de solucién nutritiva, pero
la capacidad metabélica de las bacterias debe mantener se durante el proceso.

4. El método, esta caracterizado porque se realiza el cultivo a un pH de -8; 7-7,5 de acuerdo a los procedimientos establecidos.

CN113604411B

1. Una bacteria degradante de glifosato de Pseudomonas sp SYH12 conservada en el Centro de coleccion de Cultivos en China.

2. El método para preparar un fungicida comprende los siguientes pasos: 1. Preparacion de cultivo con los componentes de levadura de polvo, peptona, extracto de
carne, Cloruro de sodio, sulfato de amonio, fosfato monopotasico, sulfato de magnesio, Cloruro de calcio, glucosa en un pH de 7,0 -7,2. 2 activacion de cepas:
cultivadas durante 24-48 h a 32°C. 3. Preparacion de la semilla primaria: activacion de la cepa en matraz triangular que contenga 50 ml de un medio de cultivo, sella y
agitar a una temperatura entre 25-35 °C durante 24 a 48 horas en agitadora bajo 150- 200 r/min. 4. Expansion de la cepa: inoculacion del 5-10 % en tanque
fermentacion de 5 litros bajo una velocidad de 200-700 r/min pH de 7,0-7,5 y temperatura 26-37 °C, cuando la concentracion de la glucosa en modo fluido se mantiene,
las células se recogen mediante centrifugacion a 8000 r/min durante 10 minutos y las células se disuelven en agua clara isométrica para preparar suspension bacteriana

WO01992019719A1

1. Un agente degradante de glifosato que comprende un microorganismo de la especie Alcaligenes que metaboliza el glifosato a través de la via AMPA.

2. Un agente degradador de glifosato donde el microorganismo es Alcaligenes Xylosoxidans cepa SC9.

3. Un agente degradador de glifosato que metaboliza a través de la via AMPA y que comprende una especie de Pseudomonas cepa SCII cuyo cultivo se encuentra en la
coleccion nacional de bacterias Industriales y marinas del Reino Unido.

4. Un proceso de degradacion de glifosato que comprende exponerlos a los agentes, proteinas o composiciones descritas en la investigacion.

CN113058194A

1. Un método de degradacién mediante el uso de fosfatasa alcalina de lactobacillus bajo los siguientes pasos: 1. Cultivar lactobacillus y obtener fosfatasa alcalina
mediante trituracion ultrasonica. 2. Detectar el residuo de glifosato mediante Cromatografia liquida de alta resolucién. 3. Descubrir modos de accién del glifosato y
ALP usando docking molecular, visualizando los sitios de unién similares. 4. Realizar diluciones bajo las concentraciones de 0,5 mg/, 1 mg/I, 2mg/l, 3 mg/l y 5 mg/|
analizando el &rea de pico de la fase liquida.

CN114717159A

1. Se realiza el uso de una suspension bacteriana para degradar glifosato.
2. Presenta método en donde se controla la temperatura de 20-40 C y un pH de 5,9.

CN116676237A

1. Una aplicacion de Paenibacillus polymyxa capaz de degradar glifosato, que se caracteriza porque: uso del paenibacillus polymyxa NPDY05-8 segun la
reivindicacion 1 para la preparacion de una formulacién degradante de glifosato, que comprende la etapa de aplicar el paenibacillus polymyxa NPDY05-8 a una planta
o suelo, en donde paenibacillus polymyxa NPDY05-8 esta presenta en la planta o suelo junto con al menos una sustancia fuente de carbono existente para el
crecimiento de paenibacillus polymyxa, en donde la sustancia fuente de carbono para el crecimiento de paenibacillus polymyxa es un tipo de sustancia fuente de
carbono que puede ser utilizada por paenibacillus polymyxa y mantener el crecimiento de la cepa cuando se usa como sustancia fuente de carbono unica.

2. El uso de Paenibacillus polymyxa capaz de degradar glifosato segun la reivindicacion 2: la concentracion de glifosato en plantas o suelo es menor o igual a 800
mg/L.

3. Paenibacillus polymyxa capaz de degradar glifosato segtn la reivindicacion 2: la sustancia fuente de carbono para el crecimiento de Paenibacillus polymyxa es
cualquiera o una combinacién de, carboximetilcelulosa sédica, glucosa, almidén, sacarosa, lactosa, L-arabinosa y D-xilosa.

4. Una aplicacion de Paenibacillus polymyxa capaz de degradar glifosato, que se caracteriza porque: el uso de paenibacillus polymyxa NPDY05-8 de acuerdo con la
reivindicacion 1 para la preparacion de una formulacién de control de enfermedades de cultivos, que comprende la etapa de aplicar dicho paenibacillus polymyxa
NPDYO05- 8 a plantas o suelo.

5. El uso de un Paenibacillus polymyxa capaz de degradar glifosato segtn la reivindicacion 9, en el que: el Paenibacillus polymyxa NPDY05-8 se utiliza para degradar
tres toxinas DON, NIV, ZEN producidas por fusarium.
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1. Se selecciona como cepa bacteriana Pseudomonas extremaustralis Y39-6 depositada en el centro de microrganismos comunes del Comité de Colecc. de Gl pramime

CN 109706099A de Microorganismos de China. 2. Las caracteristicas de la temperatura de agua esté entre los 6~10°C. 3. Los contaminantes son pesticidas organofosforados y nitrato. 4.

reduccién de nitrato es de 43.54 ~90.21 mg/L/h. Para los herbicidas clopirifos, metil-paration, rogor y glifosato la tasa de eliminacién es de aproximadamente:

Las bacterias degradantes de pesticidas sélidos de glifosato se preparan produciendo carbén mediante la pirolisis de la cascara de arroz y realizando un cocultivo con
una cepa bacteriana de degradacion de glifosato altamente eficiente. EI método comprende los siguientes pasos 1. Activar el cultivo 2. Preparar carbén vegetal y un
CN108728836 medio semisélido regulando el valor de pH vy esterilizar. 3. Realizar una incubacion en el medio semisélido, para obtener el producto objetivo. La bacteria degradante
de pesticidas sélido, descrita por el método tiene las caracteristicas de tener un bajo costo de produccion y ser respetuosa con el medio ambiente, es capaz de degradar
eficientemente los pesticidas de glifosato residuales en el suelo y tiene un excelente potencial en aspectos relacionados con la agricultura en suelo.

Los resultados experimentales: después de 30 minutos entre 120 minutos que se degrada en agua subterranea, mide la tasa de reduccién de nitrato y tiene una taside

De las 15 patentes obtenidas se pueden evidenciar que China posee 13 patentes. La mas antigua
tuvo solicitud el 12 de enero del 1989, y la méas reciente fue presentada el 21 de julio del 2023.
Los afios que tuvieron mayor cantidad patentes solicitadas fueron 2021 y 2022, dos patentes por
afio. Actualmente se encuentran cinco activas, dos caducadas, cinco pendientes y tres que no
registran esta informacion. Adicionalmente se realiz6 una blsqueda adicional con los mismos
términos en la base de datos de la Superintendencia de Industria y Comercio de Colombia
(https://consultas2.0epm.es/InvenesWeb/faces/busquedalnternet.jsp;jsessionid=Gt4tLLgEEID9is
10AxyuVyP3.nodo2EAPConsultasPRO), obteniendo nueve resultados: ES2389843 T3,
ES2389843 T3, ES2406809 T3, ES2407857 T3, ES2488244 T3, ES2408244 T3, ES24335247
T3, ES2528914 T3, ES2612119 T3, ES2637948 T3, ES2843401 T3, de la entidad Dow
Agrosciences LLC, las cuales protegen genes y proteinas, 0 métodos para prevenir el control de

malezas.

De los resultados obtenidos se pueden destacar la patente “Glyphosate degrading bacteria”, bajo
estado no reporta, codigo W01992019719A1, la cual trata del aislamiento de nuevas cepas
bacterianas SC9 (Alcaligenes xylosoxidans subespecies denitrificans) y SC11 (de una especie
poco comun de Pseudomonas) capaces de degradar el herbicida glifosato, esto a mencion de que
las bacterias son fuente de genes que codifican proteinas que degradan glifosato y que pueden

utilizarse en la produccion de plantas resistentes a herbicidas. En sus reivindicaciones describe el
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método en suelo para la degradacién de glifosato por A. xylosoxidans subespecie denitrificafs ===

mediante la ruta del AMPA, esta degradacién es aparentemente anéloga al metaboli-
bacteriano de los alquilos y arilfosfonatos que involucra la enzima C-P liasa para producir

primero sarcosina, y luego glicina, con el carbono fosfonometil liberado del metabolismo [89].

Una segunda patente titulada “The pseudomonad and its application of organophosphorus
pesticide and nitrate in low temperature underground water are removed simultaneously” de
China, bajo el Codigo CN 109706099A con estatus de pendiente, trata sobre Pseudomonas y su
aplicacion para eliminar simultdneamente pesticidas organofosforados y nitrato en agua
subterranea de baja temperatura. Se muestra el método para ser utilizada en matriz de agua

subterranea simulada de 0.5 mg/L con una concentracion de glifosato. Entre sus reivindicaciones

JCACION

se encuentra la aplicacion de la cepa P. extremaustralis Y39-6, con caracteristicas de

temperatura de agua entre 6-10°C, para degradacion de pesticidas organofosforados y nitrato. La

VIGILADA MINEDL

patente describe que entre 30-120 minutos se mide la tasa de reduccién de nitrato 43.54-90.21
mg/L h?, y para los herbicidas clopirifos, metil-paratién, rogor y glifosato dicha tasa es de

aproximadamente 99% [90].

La patente titulada, “Glyphosate degrading bacteria and application thereof”, de China, bajo el
cédigo CN113604411B, trata sobre la bacteria degradadora de glifosato clasificada como
Pseudomonas sp SYH12 bajo las caracteristicas de alta velocidad de crecimiento, tolerancia al
glifosato, alta estabilidad genética utilizada en cultivos y reparacion del suelo. La identificacion
de la cepa esta dada por anélisis de 16SrRNA. La finalidad de la patente es presentar el esquema

técnico de un método que comprende el paso continuo para la tolerancia al glifosato, con tasa de
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degradacién de 99,8% (0,5 g L™) hasta 58.9% (10g L™), con posterior ejercicio realizado-efy ===

campo con tasa de degradacion superior al 68% a los 10 dias después de la aspersion [91]. ~

La investigacion que reviste conocimientos cientificos y técnicos que se desarrollan en el &ambito
académico tiene una alta divulgacion a la parte comercial, siendo crucial el aseguramiento de la
propiedad intelectual. Para ello el uso de las patentes permite practicar la exclusividad en la
elaboracion y mercantilizacion de las iniciativas por un tiempo fijo, y en un area en especifico.
Es de esta manera que el registro de patentes, tanto para los investigadores o inventores, pueden
generar capitalizacion, mejoramiento del prestigio o reputacién, generando bienes con impacto
social o comercial. Por otra parte, las universidades o centros de investigacion pueden explotar la
obtencion de este tipo de derecho generando entradas econdémicas para estas instituciones e
incentivando de esta manera el desarrollo de ciencia [92]. La importancia de los analisis de

patentes en biotecnologia se valora al determinar si se hace necesario el pago de derechos de

V\)IGlLADA MINEDUCACION

autor, licenciamientos, o regalias, o hay libertad de usos de la patente porque esta caduca, esto
evita infringir los derechos a terceros, aunque es de aclarar que las patentes cuentan con la
clausula bolar, la cual estd definida como una excepcion a los derechos de uso exclusivo
conferidos, permitiendo la utilizacion de los productos patentados con fines experimentales,

estudios o ensayos [93].

Con relacion a los resultados obtenidos en nuestra investigacion, se da claridad que no hay
patente en Colombia que la investigacion deba acogerse para el pago de derechos de autor; con
relacion a la identificadas en Google patents y WIPO, las cuales se describieron sus apartes mas

fundamentales. Esto es significativo porque evidencia que el uso de cepas de P. extremaustralis
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como medio de degradacion de glifosato cuenta con avances en desarrollo de métode--efy ===

laboratorio y campo experimental, y es de libre uso en Colombia para beneficios en el ent~

ambiental.

DETERMINACION in silico DE RUTAS METABOLICAS Y ENZIMAS IMPLICADAS
EN LA DEGRADACION DE GLIFOSATO POR Pseudomonas extremaustralis

La basqueda en la base de datos MetaCyc, la cual contiene una amplia informacién sobre rutas
metabolicas y enzimas mediante predicciones computacionales de rutas metabdlicas de

organismos a partir de sus genomas, presento tres rutas para degradacion de glifosato (Figura 8).

Enzima. Glifosato Oxidasa

Ruta de
degradacioén de
glifosato |

Enzima. Glicina Oxidasa
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| perouide |
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=
Ne) Lig
'S
[3+]
®
5 Enzima 2. a -D-ribosa-1-metilfosfonato- 5-trifosfato difosfatasa
S
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©
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Enzima 3. a-D- ribosa-1-metilfosfonato 5-fosfato CP -liasa
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Figura 8. Rutas de degradacion del glifosato y enzimas presentes en el proceso identificadas en
la base de datos MetaCyc.

En la primera ruta interactda la enzima glifosato oxidorreductasa (GOX), es una flavoproteina
que emplea flavin adenina dinucleétido (FAD), esta enzima es capaz de romper el enlace C-N
ocasionando como producto AMPA y glioxilato [94]. En la segunda ruta se encuentra la enzima
glicina oxidasa del género Bacillus sp. la cual es una flavoenzima que consta de cuatro
subunidades homologas, cada subunidad contiene una molécula FAD, unidad de forma no

covalente [95]. Esta enzima cataliza la oxidacion de la glicina en la biosintesis del anillo de
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tiamina tiazol produciendo a-cetoacido amoniaco/amina y peroxido de hidrogeno [94 Efrclag ~anne

tercera ruta interactlian siete enzimas: ~

1. a-D-ribosa-1-metilfosfonato 5- trisfosfato sintasa, la cual es una enzima con nombre

sistematico ATP: metilfosfonato 5-trifosforribosiltransferasa, a su vez esta enzima
cataliza la reacciébn ATP + metilfosfonato:a — D — ribosa 1 — metilfosfonato 5 —

trifosfato + adenina [97], aislada de la bacteria Escherichia coli.

2. o -D-ribosa-1-metilfosfonato- 5-trifosfato difosfatasa

3. o-D- ribosa-1-metilfosfonato 5-fosfato CP -liasa, esta enzima radical es parte de
complejo de CP liasa, que es responsable de procesar los fosfonatos en fosfatos
utilizables [98].

4. 5-fosfo-a-D-ribosil fosfato 1,2-ciclico, es una fosfodiesterasa que desempefia un papel
importante dentro de la liasa bacteriana de carbono-fésforo (CP-liasa) mediante el

reciclaje de un intermedio “sin salida” 5-fosfo-a-D-ribosil fosfato 1,2-ciclico que se

JCACION

forma durante el catabolismo de organofosfonatos [99].

5. Ribosa 1,5 bifosfoquinasa

VIGILADA MINEDL

6. Ribosa 1,5 bifosfoquinasa

7. Fosfatasa alcalina, difosfatasa inorganico, pirofosfatasa inorganica, es esencial para el
crecimiento de todos los organismos conocidos, cataliza la escision hidrolitica simple del
pirofosfato en dos fosfatos. Esta reaccién es esencial porque muchas reacciones
biosintéticas clave liberan pirofosfatos a partir de trifosfatos de nucleétidos, y la
hidrolisis posterior del pirofosfato hace que dichas reacciones sean funcionalmente

irreversibles [100].
Realizado este proceso se determinan tres rutas metabdlicas, nueve enzimas intervinientes:

- Enzima: GOX, organismo Ochrobactrum sp, codigo uniprot D2KI128 - D2KI28 9HYPH

- Enzima: Glycine Oxidase (ThiO)*, organismo Bacillus subtilis, codigo uniprot: 031616 -
GLYOX_BACSU.

- Enzima: a-D-ribosa-1-metilfosfonato 5- trisfosfato sintasa, organismo Rhizobium
meliloti, codigo uniprot Q52986 - PHNI_RHIME
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- Enzima: a -D-ribosa-1-metilfosfonato- 5-trifosfato difosfatasa, organismo RRAIzobiumay ===
meliloti, cddigo uniprot Q92V74 - Q92V74_RHIME. ~

- Enzima: a-D- ribosa-1-metilfosfonato 5-fosfato CP -liasa, organismo Rhizobium meliloti,
c6digo Q52987 - PHNJ_RHIME.

- Enzima: 5-fosfo-a-D-ribosil fosfato 1,2-ciclico, organismo E. coli y R. meliloti, codigos
P16692 - PHNP_ECOLIy Q92UG1 - Q92UG1 RHIME.

- Enzima Ribosa 1,5 bifosfoquinasa, organismo E. coli y R. meliloti, P75250
IPYR_MYCPN Yy Q92LH1 - IPYR_RHIME

Del analisis anterior se obtienen 17 secuencias (incluyendo isoformas) como base de
informacidn. La bldsqueda de secuencias relacionadas en la base de datos de Swiss-Prot se llevo a
cabo porque su informacién es curada por equipos de expertos, la informacion de secuencias de

aminoacidos obtenidas se constituy6 en el cimiento para identificacién de sus contrapartes en el

JCACION

genoma de P. extremaustralis cepa 2E-UNGS aislada de Rio Reconquista en Argentina (tax id:

359110), bajo los parametros de valor E (méas cercano a 0.0), porcentaje de identidad (superior al

VIGILADA MINEDL

40%), y cobertura (superior al 70%) en relacion a los resultados de la base de datos Swiss-Prot

(Tabla 3).
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Tabla 3. Enzimas relacionadas con degradacion de glifosato desde las bases de datos Metacyc, Swiss- Prot y el genoma de P. extremaustralis cepa 2E-UNGS.

METACYC SWISS-PROT Pseudomonas extramaustralis (taxid:359110)
RUTA ENZIMA Fé"\\IAZIII_I\IAAAgE ORGANISMO CODIGO UNIPROT CODIGO VA‘EOR IDENTIDAD COBERTURA CODIGO VAIEOR IDENTIDAD COBERTURA
dféi’g’g:jﬁ;ﬂ %Zﬁhoozf‘;%gx'dored““ase oG;?dp:rZZantase Ochrobactrum sp. G-1 D2KI28 - D2KI28_9HYPH | Q6FFR5.1 | 1E-50 29.12% 95% WP_0788340811 | 00 59.90% 99%
dgg’ﬁm‘t’fgﬁl Glycine Oxidase (ThiO)4 | Glycine oxidase | Bacillus subtilis (strain 168) | 031616 - GLYOX_BACSU | 031616.1 0.0 100.00% 100% WP_042946998.1 | 5E-39 28.82% 90%
. Alpha-D-ribose 1-
QleimaiDaglsbfgn;e ;. methylphosphonate | Rhizobium meliloti (strain
i hg’sphatg’s hoss 5-triphosphate 1021) (Ensifer meliloti) Q52986 - PHNI_RHIME | Q52986.1 0.0 100.00% 100% KAAB8561474.1 0.003 33.33% 16%
sugunitpPhnI Y synthase subunit (Sinorhizobium meliloti)
Phnl
rﬁéﬁ;r:bﬁi 1k;onate RE: Rhizobium meliloti (strain
triphgsghatg’ dinhosphtase | NO REGISTRA | 1021) (Ensifer meliloti) Q92V74 - Q92V74 RHIME | P16689.2 | 2E-118 46.28% 98% WP_150295455.1 |  7e-08 24.63% 94%
5 (Sinorhizobium meliloti)
phnv 2
Alpha-D-ribose 1- |3 ﬁ\LﬁEaiDr;{)Isb%S(Sn;e Rhizobium meliloti (strain
methylphosphonate 5-2 yipnosp . St Q52987 - PHNJ_RHIME | Q52987.1 0.0 100.00% 100% WP_010567168.1 0.0 62.26% 99%
hosphate C-P-lvase = 5-phosphate C-P- | 1021) (Ensifer meliloti)
phosp yase ! lyase (Sinorhizobium meliloti)
Phosphoribosyl
Glyphosate gfc’:‘i‘ésgags'ghgt'e”bosy' 12- ;f&ggﬁ;‘t‘; Escherichia coli (strain K12) | P16692 - PHNP_ECOLI | P16692.1 0.0 100.00% 100% WP_142579792.1 | 0.28 31.82% 17%
degradation I phosphodiesterase [PhnP]2 | phosphodiesterase
phosphoribosyl 1,2-cyclic
phosphate DUF1045 domain- | Rhizobium meliloti (strain Q92UG1 - \ o o B 0 o
phosphodiesterase duf1045 | containing protein | 1021) (Ensifer meliloti) Q92UG1_RHIME ABSIJe4.L AR R 81% WP_275969407.1 1E-26 39.01% 39%
(Sinorhizobium meliloti)
Ribose 1,5-
bisphosphate Ly (4 : .
phosphokinase Escherichia coli (strain K12) | P16690 - PHNN_ECOLI P16690.1 6E-142 100.00% 100% WP_010565018.1 5e-41 48.91% 94%
ribose 1,5-bisphosphate PhnN
phosphokinase phnN n
ribose 1,5-bisphosphate Ribose 1,5-
phosphokinase phnN Shsg:pfgli‘if;se ?ggzlg’tzggif”;f'ruﬁf:lgti;a'” Q92V75 - Q92V75_RHIME | AICKM5.1 | 4,00E-64 51.14% 90% WP_262051164.1 | 6E-32 40.98% 97%
PhnN (Sinorhizobium meliloti)
adenine Adenine
phosphoribosyltransferase phosphoribosyltran | Escherichia coli (strain K12) P69503 - APT_ECOLI Al1A8D5.2 2e-133 99.45% 100% WP_010563856.1 3E-48 46.47% 92%
[Apt]2 sferase
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a(rj]eninhe ibosvl . Adenine Saccharomyces cerevisiae
phosphoribosyltransterase | phosphoribosyltran | (strain ATCC 204508 / P49435 - APTL_YEAST | P494353 | 7E-139 100.00% 100% WP_078834337.1 | 9E-28 33.14% 90%
apt . sferase 1 S288c) (Baker's yeast)
adenine _
phosphoribosyltransferase Adenine | ) ) )
[APT1]2 phosphoribosyltran | Arabidopsis thaliana P31166 - APTL_ARATH | P31166.2 0.0 99.59% 100% WP_010563856.1 | 4E-38 40.83% 69%
adenine sferase 1, (Mouse-ear cress)
phosphoribosyltransferase | chloroplastic
APT,l . Adenine Rhizobium meliloti (strain
adenine-guanine phosphoribosyltran | 1021) (Ensifer meliloti) Q92N62 - APT_RHIME | Q92N62.1 | 2E-134 100.00% 100% WP_078834337.1 | 8E-52 45.76% 98%
phosphoribosyltransferase | sferase (Sinorhizobium meliloti)
Alkaline Escherichia coli (strain K12) | P00634 - PPB_ECOLI P00634.1 0.0 100.00% 100% WP_150095468.1 0.086 32.56% 9,00%
phosphatase
Inorganic Escherichia coli (strain K12) | POA7A9 - IPYR_ECOLI | POA7A9.2 | 5E-135 100.00% 100% SDG24679.1 5E-84 67.43% 99%
inorganic pyrophosphatase | Pyrophosphatase
[Ppa]6
aII?]allne phosphatase Mycoplasma pneumoniae
[PhoAl2 noraanic (strain ATCC 29342 / M129
inorganic diphosphatase, ppa g / Subtype 1) P75250 - IPYR_MYCPN P75250.1 1E-140 100.00% 100% KAA8558167.1 2e-22 37.74% 84%
inorganic pyrophosphatase | pyrophosphatase (Mycoplasmoides
ppa q pneumoniae)
z Inoraanic Rhizobium meliloti (strain
g rog hosphatase | 1021 (Ensifer meliloti) Q92LH1 - IPYR_RHIME | Q92LH1.1 | 1e-136 100.00% 100% SDG24679.1 1E-63 52.30% 98%
2 pyrophosp (Sinorhizobium meliloti)
=
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Sobre los resultados obtenidos, el valor E estuvo siempre para todos los casos en 0.070 "My wamse
cercano. Las medias de los datos de porcentaje de identidad cuando se compararor-
secuencias de la base de datos de Swiss-Prot con sus contrapartes de Metacyc (84.9%), estuvo
por encima de la media cuando se determinan las secuencias relacionadas en el genoma de P.
extremaustralis 2E-UNGS (42.7%), y la prueba t de student indica que hay diferencias
significativas (p<0.05), caso similar se presento para el caso del porcentaje de cobertura (97.8 y
79.7% respectivamente) (Figura 9). Cuando se observa la distribucién de los datos para identidad
y cobertura (Figuras 10 y 11) para las secuencias relacionadas con degradacion de glifosato de la
base de datos de Swiss-Prot contra sus contrapartes de Metacyc, y las secuencias relacionadas en
el genoma de P. extremaustralis 2E-UNGS, se encuentra que los datos se agrupan

diferencialmente causado por las amplias discrepancias en identidad y cobertura de las

CACION

secuencias para las rutas de degradacion de glifosato 11 y Ill (Tabla 3). EI mejor resultado se

U

encuentra para la enzima glifosato-oxidorreductasa (valor E: 0.0, identidad: 59.90, cobertura:

VIGILADA MINE

99%).

140
120 . b

100

1 2 3 E)
Figura 9. Andlisis de las secuencias relacionadas con degradacion de glifosato para identidad en
Swiss-Prot (1) y el genoma de P. extremaustralis 2E-UNGS (2), y cobertura para los mismos
casos (3 y 4 respectivamente). Letras del mismo tipo indican diferencias significativas.
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A 8
IDENTIDAD

Figura 10. Box plot de las secuencias relacionadas con degradacion de glifosato para identidad
en Swiss-Prot (A) y el genoma de P. extremaustralis 2E-UNGS (B).

ON

VIGILADA MINEDUCAC

Porcentaje

COBERTURA

Figura 11. Box plot de las secuencias relacionadas con degradacion de glifosato para cobertura
en Swiss-Prot (A) y el genoma de P. extremaustralis 2E-UNGS (B).
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CARACTERIZACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A DEGRADACIC‘Q AP mania
GLIFOSATO EN Pseudomonas extremaustralis 2E-UNGS :

Se realiza el andlisis de las secuencias relacionadas con degradacion de glifosato con la

herramienta ProtParam, que calcula pardmetros fisico-quimicos para una secuencia de una
proteina [101]. El peso molecular se mide en Daltons (Da), y se precisa como el peso de un mol
de moléculas (aludiendo a una sola molécula) [102], estando como razonamiento para establecer
la dimension de la cadena polimérica ya que es directamente proporcional con el peso molecular.
Este dato es significativo porque las cadenas de aminoécidos se logran distinguir segin su peso
molecular; las moléculas con pesos moleculares que constan de varios cientos o miles de Da se
citan como polipéptidos, y aquellas con pesos moleculares bajos, generalmente de menos de 50

aminoacidos se llaman péptidos [103]. El punto isoeléctrico (pl) determina la capacidad de una

CACION

proteina para moverse a través de diferentes compartimentos celulares y su potencial funcion,

DU

indica ese pH donde la carga neta de una proteina es cero [104]. El peso molecular y el pl de las

-VIGILADA MINE

proteinas son parametros importantes que controlan su localizacion subcelular y posteriormente
su funcion. De igual manera estos valores permiten realizar estudios de proteinas que impliguen
analisis instrumentales electroforesis en gel 2D, cromatografia liquida, espectroscopia de masas
y cromatografia de proteinas de rayos X. Ademas, el peso molecular y el pl de proteinas
individuales pueden permitirnos comprender su importancia funcional en diferentes especies

[105].

El indice de inestabilidad provee valoracion de la estabilidad de una proteina, asumiendo tanto
factores termodindmicos cinéticos, es una nocion que estd amarrada al tiempo medio en que una

estructura proteica conserva su distribucion y funcién en determinadas situaciones, si se
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encuentra que la proteina persiste en fase natural nativa y funcional durante largos perigtloScofF ~~===
su funcionalidad intacta entonces se considera cinéticamente estable, pero desd-
termodinamica se resefia cuando la cadena polipeptidica logra la estructura nativa o plegamiento,

que soporta la formacion de interacciones no covalentes (débiles) definidas por un cambio en la

energia libre de Gibbs al saltar del estado inicial al final [106].

La constitucion de residuos positivos y negativos puede llevar a cambios entre proteinas con
ubicaciones intracelulares distintas, en pH de neutralidad las proteinas dentro de la célula
desarrollan especies que son cargadas negativamente, se ha observado que las proteinas del
nacleo se especifican por tener un proporcion congruentemente alta de residuos positivos,

asumiendo que las cargas positivas sirven para reconocer la doble hebra de ADN cargada de

CACION

forma negativa (aniénica) [103].

U
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El indice alifatico corresponde al volumen relativo que tienen las cadenas radicales de
aminoacidos alifaticos en un polipéptido, estoss aminoacidos que corresponden a este conjunto
son alanina (Ala), valina (Val), isoleucina (lle) y leucina (Leu), esta medida es mucho mayor en
proteinas de organismos de ambientes extremos (alta temperatura), por lo tanto, puede suponerse

que esto tiene relacion positiva con la termoestabilidad [107].

El indice GRAVY establece la hidrofobicidad de una proteina, esta hidropatia va en una escala
de -2 a +2 para la mayor parte de las proteinas, los valores positivos indican que las proteinas son

hidrofébicas [108]. El valor medio de hidropaticidad aporta un parametro acerca del caracter
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hidrofébico o no (hidréfilico) de una proteina con relacién al tipo y numero de aminoacidos-gie: ===

esta posea [108]. ~

La Tabla 4 presenta los resultados de la caracterizacion bioquimica in silico de las proteinas
asociadas con degradacion de glifosato en las bases de datos de Metacyc y Swiss-Prot, y el
genoma de P. extremaustralis 2E-UNGS. Se aplico la prueba t de student a los datos para
determinar los casos en que habia diferencias significativas, aquellas secuencias del genoma de
la bacteria de este trabajo que no difieran estadisticamente en relacion a las depositadas en las

bases de datos serian candidatos mas probables de ser responsables de degradacion de glifosato.

ry
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Tabla 4. Resultados de Protparam para caracterizacion bioquimica en las enzimas asociadas a degradacion de glifosato en P. extremaustralis 2E-UNGS (indicado como Pe) contra
las secuencias modelo de las bases de datos Metacyc y Swiss-Prot. La prueba de t de student compara cada secuencia de aminoacidos para degradacion de glifosato en P.
extremaustralis 2E-UNGS para cada parametro (asterisco indica diferencias significativas al 95%).

Cadigo proteinas degradadoras de glifosato Peso molecular (Da) Runtg I(Sl?f)lécmco negr\;:is\i/glrjnoesnizr,ggsj:selu Residuos can:g;agfls_;):sitivamente indice de Inestabilidad indice Alifatico PromediogeRZi\zj:?paticidad

Metacyc Swiss-Prot Pe Metacyc | Swiss-Prot Pe Metacyc Sg’i;:- Pe. Metacyc S;vriss— Pe Metacyc Sg"rigi' Pe. Metacyc Sg"rigi' Pe. Metacyc S'\;vrig:— Pe Metacys | Swiss-Prot Pe
D2KI28 - D2KI28_9HYPH Q6FFR5.1 WP_078834081.1 46140,16 46298,78 47239,24* 9,59 6,03 7,64 37 43 44 47 39 45 31,51 26,83 30,84 89,26 86,13 90,88 -0.042 -0,205 -0,109
031616 - GLYOX_BACSU 031616.1 WP_042946998.1 40936,83 40936,83 38709,49* 5,92 5,92 55 48 48 32* 40 40 24* 35,71 35,71 32,44 83,82 83,82 104,2* -0,174 -0,174 0,264*
Q52986 - PHNI_RHIME Q52986.1 KAA8561474.1 40775,38 40775,38 45341,42* 511 511 8,56* 60 60 43* 44 44 46 40,33 40,33 36,14 88,02 88,02 95,64* -0,279 -0,279 0,043*
Q92V74 - Q92V74_RHIME P16689.2 WP_150295455.1 41587,04 42010,44 48960,06 572 6,06 6,76 55 50 51 44 41 48 39,85 39,68 32,41* 92,74 89,6 98,49 -0,217 -0,393 -0,123
Q52987 - PHNJ_RHIME Q52987.1 WP_010567168.1 33382,92 33382,92 47209,22* 52,7 527 7,64 45 45 44 33 33 45* 455 455 30,84* 75,89 75,89 91,11* -0,402 -0,402 0’164*
P16692 - PHNP_ECOLI P16692.1 WP_142579792.1 27847,78 27847,78 224354 59 59 5,24* 25 25 26 18 18 21 52,01 52,01 25,72* 85,12 85,12 90,65 -0,115 -0,115 -0,140
Q92UG1 - Q92UG1_RHIME ABSU9%4.1 - WP_275969407.1 29165,8 50253,39 19956,8 6,45 7,75 6,9 28 51 20 26 52 20 48,48 44,22 26,96* 86,6 88,65 109,2* -0,065 -0,184 0,13
P16690 - PHNN_ECOLI P16690.1 :‘ WP_010565018.1 20729,59 20729,59 19928,74* 8,53 8,53 6,9 18 18 20 20 20 20 50,31 50,31 26,96* 98,7 98,7 108,18* -0,303 -0,303 0,117*
Q92V75 - Q92V75_RHIME AICKM5.1 ‘: WP_262051164.1 20804,64 19645,07 19875,69 7,04 6,59 6,42 24 21 20 24 20 19 45,83 48,7 26,96 88,67 84,81 108,18* -0,073 -0,197 0,155*
P69503 - APT_ECOLI AlA8D5.2 E WP_010563856.1 19858,88 19759,75 20026,19* 5,26 5,26 4,9 24 24 24 20 20 17 24,73 24,81 33* 108,14 107,14 | 105,66* 0,023 0 0,264*
P49435 - APT1_YEAST P49435.3 § WP_078834337.1 20586,86 20586,86 20012,12* 5,03 5,03 4,79* 24 24 24 18 18 16 25,93 25,93 33,47 105,45 105,45 105,66 0,15 0,15 0,266
P31166 - APT1_ARATH P31166.2 WP_010563856.1 26395,92 26282,76 20026,19 8,66 8,66 4,9 28 28 24* 31 31 17 28,64 29,07 33* 108,81 107,64 | 105,66* 0,16 0,142 0,264*
Q92N62 - APT_RHIME Q92N62.1 WP_078834337.1 19371,56 19371,56 20012,12* 6,52 6,52 4,79* 23 23 24 22 22 16* 24,56 24,56 33,47 106,28 106,28 105,66 0,106 0,106 0,266*
P00634 - PPB_ECOLI P00634.1 WP_150095468.1 49438,59 49438,59 34787,76* 574 574 8,79* 52 52 36* 44 44 38 31,78 31,78 39,51* 79,51 79,51 99,87* -0,313 -0,313 -0,308
POA7A9 - IPYR_ECOLI POA7A9.2 SDG24679.1 19703,56 19703,56 20634,62* 5,03 5,03 5,03 29 29 26 20 20 20 38,83 38,83 28,4* 90,85 90,85 89,14* -0,272 -0,272 0’2;17*
P75250 - IPYR_MYCPN P75250.1 KAA8558167.1 21368,71 21368,71 20686,71* 5,48 5,48 5,16* 31 31 26* 27 27 20* 17,8 17,8 25,36 94,73 94,73 87,04* -0,376 -0,376 0,2;18*
Q92LH1 - IPYR_RHIME Q92LH1.1 SDG24679.1 20049,15 20049,15 20634,62* 5,67 5,67 5,03 27 27 26 22 22 20 26,48 26,48 28,4* 87,46 87,46 89,14 -0,339 -0,339 -0,247
MEDIA (M) 29302,55 30496,54 28616,26 9,08 6,15 6,174 34 35,24 30 29,412 30,06 26,59 35,79 35,455 30,82 92,36 91,75 99,08 -0,156 -0,185 0,014
DESVIACION ESTANDAR (o) 10560,19 11828,23 11929,66 11,322,30 1,146 1,38 12,94 13,38 9,84 10,48 11,22 12,16 10,36 10,44 391 9,98 9,93 8,01 0,188 0,183 0,215
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En el desarrollo de los resultados obtenidos se logra adquirir las siguientes consideraciones: ~
1. La verificacion de las secuencias tomadas de la base de datos de MetaCyc contra sus
contrapartes de la base de datos de Swiss-Prot (curadas), bajo los parametros de valor E,
identidad y cobertura, que indican las probabilidades de la ruta metabolica que toma el
organismo para realizar la degradacion de glifosato, ya que estos pardmetros son un
indicador de relacion estructural [109]. En la degradacion de glifosato se evidencian tres
rutas, la primera ruta depende de la glifosato-oxidorreductasa, y la segunda estriba en la
glicina oxidasa, pero la tercera ruta necesita siete enzimas para que la ruta metabolica
suceda. Cuando se revisa la identidad de las enzimas relacionadas en P. extremaustralis

2E-UNGS, se puede encontrar que los mejores datos se dan para la enzima glifosato-

JCACION

oxidorreductasa (valor E: 0.0, identidad: 59.90, cobertura: 99%), mientras que para la

glicina-oxidasa la identidad es muy baja (28.82%), y para la tercera ruta la identidad y

v\)IGILAD& MINEDL

cobertura de las enzimas implicadas es muy variable en identidad (24.63% hasta 67.43%)
y cobertura (9% hasta 99%) (Tabla 3), y como esta ruta implica varias enzimas, se
descarta una afinidad funcional de forma tedrica. La medicién de la similitud de
secuencias con el valor E (a un valor bajo corresponde a mayor cercania en la similitud
de las secuencias de aminoécidos comparadas) que el resultado sea 0.0 para glifosato-
oxidorreductasa (Tabla 3) indica que su alineamiento es ideal y por ende la secuencia
tiene alta congruencia fiable y no se debe al azar [110]. Por esta razén se considera que
P. extremaustralis 2E-UNG usaria primordialmente la ruta dependiente de glifosato-

oxidorreductasa para degradacion de glifosato.
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2. En el caso del anélisis bioquimico in silico para las diferentes secuencias relaciQnadas-a ===
degradacion de glifosato de P. extremaustralis 2E-UNG, al compararse estadl'sticamh-
con sus contrapartes de obtenidas de Metacyc y Swiss-Prot, se puede observar que la
enzima glifosato-oxidorreductasa solo tiene diferencias significativas para el parametro
de peso molecular, a diferencia de las demés enzimas (Tabla 4), lo cual apoya la idea de
esta enzima seria la primera opcién si se coloca a P. extremaustralis 2E-UNG en frente

del glifosato.

Valorando la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-UNG se encontrd que el
aminoacido mas abundante de la proteina es Ala con un total de 49 residuos, es decir 11,3%, Ala
se cataloga como hidrofobica y alifatica. El segundo aminodcido méas cuantioso es Leu, es

hidréfobo debido a su cadena lateral isobutilo alifatica [111], tiene 45 residuos cargados

JCACION

positivamente (Arg+Lys) y 44 residuos cargados negativamente (Asp + Glu).

VIGILADA MINEDL

Para el desarrollo del andlisis in silico de las enzimas, se realiz6 la comparacion de secuencias de
la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-UNG con su contraparte de Swiss-
Prot, mediante el programa Clustal Omega (Figura 18), donde se observa alta correspondencia,
incluso cuando hay sustituciones tienden a ser conservativas (aminoacido con las mismas

propiedades).
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SWISS MRVIVLGSGVIGVASAYYLAQQGAHVTVLDRQTGPAEETSFGNAGQISPGYSTPWAAPGI 60

PSEUDOMONAS MRVLVLGSGVIGVTSAYYLARAGFEVVVVDRQPAAAMETSFANAGQVSPGYASPWAAPGV 60
Kok ke kkkkkkkkk o kkkkkk s Kk Kk Kekkk | K kkkk kkkkskkkks s kkkkkk
SWISS PFKAVKWMFQHHAPLAINLDGSMWQLQWMAQMLKNCNPQSYSQNKERMMRVAEY SRDCLK 120
PSEUDOMONAS PLKAIKWLLQ?HAPLAIFATASIDQYLWMAQMLRNCTASRYAVN<E?MVRLSEYSRDCLD 120
Kookok s kk s ek kk Kk ko ke ok Kokkkokk okk | ke Kkkkk ks kkkkkkK
SWISS SLRETTGISYENRAKGTLQVFRKEAQLEAVQRDIEVLOQECGVSYELLYQDDLARVEPALE 180
PSEUDOMONAS ELRAETGITYEG?TLGTTQLFRTQAQLDGAAKDIAVLKESGVPFELLD?AG ARVEPALA 180
Lxx kokk kKK Kokk skkks | akk KKk Kk skkk 2 KKKKKKK
SWISS HAKDKLVGGLHLPNDETGDCYLFTNALAQKAKELGVNFQFNONVEGLVVEGDEIKGVRVN
PSEUDOMONAS SVTDILAGALRLPNDQTGDCOMFTTRLAEMCKQLGVEFRFEQDI QRLDHAGE? NGVWID
LUK Kk Rakkkkakkkk skk | Kk Kakkkskaikik:os: Kok ok
SWISS GQVLKADRYVLAFGSYSRDFLKPLALNLPVYPVKGYSLTIPIVQPEFAPQSTVLDETYKI 300
PSEUDOMONAS GKLETADRYVLALGSYSPQLLKPLGI/APVYPLKGYSLTVP TNPAMAPTSTILDETYKV 300
S KRRk KKK kKKK s kKKK sy Kkkk s AKkkkkksokk sk skk KkskkKAKK
SWISS AITRFDQRIRVGGMAELSGFNLGLNQDRRATLEMVTQDLEP-GGNMAEASFWTGLRPMTP
PSEUDOMONAS AITRFDNRIRVGGMAEIAGFDLSLNPRRRETLEMIVNDLYPQGGDLTEAIFWTGLRPTTP
Kok kkkk o kkkkkkkkk s s kk ok kK Kok kkkks  akkek kkasakk kkkkkkk kK
SWISS DSTPIIGATRFKNLFLNTGHGTLGWTMACGSGKLISDIVLSHQTEISTEGLSLQRYSTAA 419
PSEUDOMONAS DGTPIVGATPFKNLFLNTGHGTLGWTMACGSG?LLADLMAKFTPQ SAEGLDISRYGNHQ 420
LKk ks kkk Kk kkk Ak kkkkkkkkhkkkkkkk ok s oke o o cokkekkk . kk
SWIss 000 0——mmm———————= 419
PSEUDOMONAS ETAKHVNPAPAHQ 433

Figura 12. Alineamiento de secuencias de la enzima glifosato-oxidorreductasa de P.
extremaustralis 2E-UNG y su contraparte de Swiss-Prot (Q6FFR5.1). Asterisco (*) muestra que
en dicha posicion los residuos son 100% idénticos, dos puntos (:) revelan sustituciones
conservativas, y un punto (.) ensefia posiciones menos conservativas. Los aminoacidos rojos son
pequefios, hidrofobos incluyendo los aromaticos (Ala-Val-Phe-Pro-Met-lle-Leu-Trp), el color
azul simboliza aminoécidos acidos (Asp-Glu), en magenta estan los basicos (Arg-Lys), en verde
aquellos con grupos hidroxilo, sulfidrilo, amino y Gly (Ser-Thr-Tyr-His-Cys-Asn-Gly-GIn).

Se calcul6 el perfil de hidropaticidad de Kyle y Doolittle de la enzima glifosato-oxidorreductasa
de P. extremaustralis 2E-UNG (Figura 13), en comparacion con su contraparte de Swiss-Prot
(Q6FFR5.1) (Tabla 3). Cada aminoacido posee un valor individual en Kcal/mol para el célculo
de KD (Kyle y Doolittle), valores superiores de 0 Kcal/mol indican que los aminoacidos en
solucion acuosa se introducen dentro de la membrana, mientras que las interacciones polares y
las cadenas laterales cargados promueven la permanencia del mismo en el entorno acuoso [112].
Bajo el siguiente concepto, la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-UNG
presenta areas que superan el umbral de 1 que son altamente hidrofobicas, por lo que se

encuentran entre 0-50; 50-100 y 175-200.
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Figura 13. Resultado del analisis de hidropaticidad de Kyle y Doolittle para la enzima glifosato-
oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-UNG. (A). Secuencia de la enzima glifosato-
oxidorreductasa de Swiss-Prot Q6FFR5.1. (B). Secuencia de la enzima glifosato-oxidorreductasa
de P. extremaustralis 2E-UNG. Los circulos indican amino&cidos altamente hidrofébicos.

Un conocimiento preciso de la accesibilidad de los residuos y a los sitios activos de las proteinas

que se encuentran en la superficie celular ayudaria a predecir la estructuras secundarias relacion

VIGILADA MINEDUCACION

y funcion. Para el andlisis de la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-UNG
en residuos accesibles (Figura 14), se logra observar dos aminoacidos bien definidos en la
posicidn 100 y 150, los cuales corresponden a Arg y Ala. La Arg es un aminodacido versatil desde
las vias metabdlicas y procesos asociados, entre sus funciones estan el de ser sustrato de la
sintesis de proteinas, péptidos activos, cooperacion en la eliminacién celular de amonio,
excrecion de hormonas y sintesis de poliaminas o creatina (precursor del éxido nitrico), un efecto
en diferentes escalas participante en la vasodilatacion, neurotransmision y con actividad hacia
patdgenos e incluso cancer [113]. La Ala es el aminoacido que sigue a la glicina, siendo el mas

abundante representado en un promedio del 9% del total. En su forma libre se puede transformar
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en piruvato mediante una desaminacion, conectando rutas metabdlicas como la gluc‘si@;ﬁlﬁ-’h—'-*é

gluconeogénesis y ciclo de Krebs [114].

A B

MOTSCalo cutput Tor wie LoQuence

Figura 14. Andlisis de aminoacidos accesibles para la enzima glifosato-oxidorreductasa de P.
extremaustralis 2E-UNG. (A). Secuencia de la enzima glifosato-oxidorreductasa de Swiss-Prot
Q6FFR5.1. (B). Secuencia de la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-
UNG. Los circulos indican aminoécidos altamente accesibles.

Otro aspecto a tener en cuenta es la flexibilidad, la cual es una caracteristica intrinseca de las
estructuras proteicas, directamente relacionada con sus funciones [115]. Analizando los
resultados para la secuencia de la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-
UNG en cuanto a aminoéacidos flexibles (Figura 15), la proteina cuenta con regiones con picos
superiores de flexibilidad cercanas a 0.5 en las areas de aminoacidos del 1-50, 200-250, y 350-
400, en la posicion 50 se observa el aminoacido Gly, aunque la zona de mayor flexibilidad esta
entre los aminoacidos 350-400. La Gly es el méas pequefios de los aminoacidos y uno de los
denominados “no esenciales”, consta de una sola molécula de carbono unida a un grupo amino y
un grupo carboxilo, su dimension pequefia ayuda a su desempefio como enlace flexible en
proteinas, por ejemplo para generacion de alfa-hélices, se intercambia con Serina (Ser) para

suministrar vias de intercambio de grupos de un carbono activado [116].
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Figura 15. Analisis de flexibilidad para la enzima glifosato-oxidorreductasa de P.
extremaustralis 2E-UNG. (A). Secuencia de la enzima glifosato-oxidorreductasa de Swiss-Prot
Q6FFR5.1. (B). Secuencia de la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-
UNG. El circulo indica el aminoacido Gly.

Con el fin de hacer un estudio estructural de la enzima glifosato-oxidorreductasa de P.

JCACION

extremaustralis 2E-UNG, se realizd un analisis con el programa Blastp

v\)IGILAD& MINEDL

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LIN

K_LOC=blasthome) contra la base de datos Protein Data Bank - PDB (https://www.rcsb.org/)
encontrandose como el mejor resultado la estructura cristalizada de Iminodiacetato oxidasa
(IdaA) de Chelativorans sp. BNC1, (6PXS) (Valor E: 7e-16, identidad: 24.52%, cobertura:
94%), la cual es una oxidoreductase dependiente de FAD [Chelativorans sp. BNC1] [117], con
la finalidad de identificar la probable disposicion de alfa-hélices y beta-laminas (Figura 16),
observandose mejor correspondencia estructural en la alfa-hélice 1 (GVIGVTSAYYLAR), alfa-
hélice 4 (PWAA), alfa-hélice 12 (LGSYSPQLLKPLG) vy alfa-hélice 15
(HGTLGWTMACGSGRLLADLMAK), y para las beta laminas 1 (VLVLGS), 6 (ALRL), 16
(RIRV) y 18 (IVGA), lo cual puede apoyar la nocion de que esta oxidorreductasa de P.

extremaustralis 2E-UNG puede cumplir una funcionalidad tipica de este tipo de enzimas. Se ha
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descrito que el estudio estructural de proteinas puede aportar conclusiones acerca de Iatnei‘éﬁ,-’ maRinG
para lo cual se han desarrollado varios métodos como ab initio o el modelamiento por homo‘”
entre otros, encontrandose mas de 10 mil tipos de plegamientos que definen una estructura
funcional especifica, siendo un area de constante crecimiento porque no hay todavia claves
puntuales para una prediccion acertada al 100%, pero se ha encontrado que la comparacion a
nivel de estructura secundaria puede ser inferida con mayor agudeza que su contraparte

tridimensional (3D) [118] .

6PXS MRVLIIG. LGAQVEIIDONHPGE--—--——-| GVVC EAD 53
PSEUDOMONAS MRVLVLGS| GFEV'\}V'\}DRQPA ETSFAN PGYAS PGV 60

Kkkk g ok ok ox sakkokkx Kk g%

6PXS ~ =~ DPDWYLLYARGA -~~~ == === m e m e 73
PSEUDOMONAS PLK-AIKATASIDQYLWMAQMLRNCTASRYAVNKERMVRLS- 120
* K * ..
6PXS QOGETELGYSRVGALVLAE] TVRRLGA P 133
PSEUDOMONAS ETGITYEGRTLGTTQLF LLDRAGI A 180
* Kk x . . .
6PXS PLRDDL-EATIHIPGGAR SGATLR--NDYVSLRLNDGRAECLGSD 190
PSEUDOMONAS SVTDILAGALRLPNDQT LGVEFRE‘EQDIQRLDHAGERINGVWID 240
Cok K kesek ok oeaeas * .. %
6PXS GRPIPADEIIVT] LRHPVVPOKGOITHLHLPGVATSGWPVVLPMNSYY 250
PSEUDOMONAS GKLETADRYVL IKAPVYPLKGYSLTVPITNPAMAPTSTIL——DETY 298
. TR T I %
6PXS ML---AFDDSRVVVGATREDGSGEDYR! DATHIETRVG 305
PSEUDOMONAS KVAITREDN-RIRVGGM-AEIAGEFDLSI DLTEAIFWTG 354
. Kk ks KK sk kk . L
6PXS FRPAGSAMRPILGRVPQIAGLTIGN EPAEVPE---—- 360
PSEUDOMONAS LRPTTPDGTPIVGATPF KNLFLNT KTPQISEEGLDI 413
Froko ¥ . HER G HE AR : HH
6PXS PTGPEAGLEHHHHHH- 379
PSEUDOMONAS INHOQETAKHVNPAPAHQ 433
* . *

Figura 16. Comparacion de secuencias para la enzima glifosato-oxidorreductasa de P.

extremaustralis 2E-UNG y la enzima Iminodiacetato oxidasa (IdaA) de Chelativorans sp. BNC1
(6PXS).

Como ultimo se tuvo en cuenta la variable de perfil de antigenicidad con EMBOSS Antigenic
(Figura 17), el cual utiliza una escala de hidrofobicidad, asignandole un valor a cada uno de los

aminoacidos con variaciones entre -3,4 (Trp) y 3.0 (Arg), el algoritmo promedia valores de
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hexapéptidos que son luego promediados a lo largo de toda a secuencia y considera que 108 picos ===

estan asociados a determinantes antigenos [119], para verificar la similitud de las secuenci~
la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis 2E-UNG con la asociada proveniente
de Swiss-Prot (Q6FFR5.1) (Tabla 3), con este parametro se identificd una similitud del 96% para

el segmento antigénico para estas secuencias (Figura 17).

SWISS RDFLKPLALNLPVYPVKGYSLTIPIVQPEFAPQSTVLDET 40
PSEUDOMONAS RDFLKPLDLQLPVYPVKGYSLTIPIVDPAFAPQSTVLDET 40

kA hkhkhkhkk Kk K ekhkhkkhkkhhkhkkhkkhkhkhkkhkkhkhkhhkhekx hhkhkkhkkhkhkhkkhkxx

Figura 17. Perfil de antigenicidad para la enzima glifosato-oxidorreductasa de P.
extremaustralis 2E-UNG. Se compara la enzima glifosato-oxidorreductasa de P. extremaustralis
2E-UNG con su contraparte de Swiss-Prot (Q6FFR5.1).

ry
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CONCLUSIONES | Xivania NaRikG

~ -

1. El estudio de patentes permitio evidenciar proteccion hacia varias tecnologias basadas en
bacterias para degradacion de glifosato, incluyendo una patente dirigida especificamente
a la protecciéon de una cepa de P. extremaustralis para degradacion de glifosato. Este
estudio permite entrever que el pais que mas llevan avances en esta area es China, y que
en este lado del planeta los métodos basados en biorremediacién por bacterias del
glifosato estarian libres de DPI y se podrian desarrollar y aplicar libremente, sin infringir
derechos de terceros.

2. Se identificaron las enzimas asociadas a tres rutas para la degradacion de glifosato, y se
pudo evidenciar que hay secuencias gendémicas de P. extremaustralis 2E-UNG

relacionadas con estas rutas en diversos grados de identidad y cobertura segun analisis

JCACION

con el programa Blast.

VIGILADA MINEDL
w

Se encontré que la ruta dependiente de la enzima glifosato-oxidorreductasa presenta
mayor similitud cuando se analizd la secuencia relacionada en el genoma de P.
extremaustralis 2E-UNG, por lo cual habria una mayor probabilidad de que esta sea la
via metabdlica usada por este microorganismo para la degradacion de glifosato.

4. El andlisis bioguimico in silico de la enzima glifosato-oxidorreductasa de P.
extremaustralis 2E-UNG indica correspondencia estructural para los diferentes aspectos
estudiados, incluyendo punto isoeléctrico, residuos positivos y negativos, indice alifatico,
indice GRAVY, indice de hidropaticidad, flexibilidad, residuos accesibles, o regiones
antigénicas, entre otros. Esto apoya la nocién de una relacion funcional para degradacion

de glifosato.
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5. Cuando se observa la estructura secundaria de la enzima infosato-oxidorreduct* d&das asias
extremaustralis 2E-UNG se encuentra que su disposicion de alfa-helices y beta—lér‘rb
tiene una correspondencia variable con una oxidorreductasa tipica determinada
experimentalmente, es posible que el plegamiento 3D sea similar y con ello la funcién
bésica de este tipo de enzimas sea conservado.

6. Este trabajo aporta evidencia para el uso de la cepa de P. extremaustralis 2E-UNG, o de
otras cepas de P. extremaustralis, para degradacion de glifosato en cultivos agricolas, lo

cual debe ser validado experimentalmente.

NEDUCACION
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GLOSARIO iy

A

ADN: cido desoxirribonucleico, es la molécula que contiene la informacion hereditaria de
los seres vivos, el ADN esta ubicado en el nucleo de la célula. Su estructura es en forma
de doble hélice entrecruzada y complementaria, estd compuesta por un azucar
(desoxirribosa) y un grupo fosfato unidos a cuatro bases nitrogenadas, Adenina (A),
Guanina (G), citosina (C) y Timina (T).

Aminoacidos: moléculas en base de carbono que se unen para formar proteinas. Cada
aminoéacido se compone de Carbono (C), Hidrogeno (H), Oxigeno (O) y Nitrogeno (N),
con cadenas laterales particulares para cada tipo de aminoacido. Los seres vivos usan 20
tipos de aminoacidos.

B

Blast: Software en linea capaz de identificar patrones de similitud en secuencias de ADN
y amino&cidos, calculando su significancia estadistica.

Expasy: Es el Sistema Experto de Analisis de Proteinas del Instituto suizo de
bioinformatica, tiene la capacidad de analizar secuencias y estructuras de proteinas.

V\)IGlLADA MINEDUCACION

Base de datos Swiss Prot: es una base de datos que proporciona un recurso completo y
libre sobre secuencias de proteinas e informacién funcional.

Base de datos Metacyc: es una base de datos de vias metabdlicas dilucidadas
experimentalmente, en ella encontramos el metabolismo primario y secundario, asi como
las reacciones, enzimas y genes asociados. Esta base de datos contiene una enciclopedia
para predecir rutas metabdlicas en genomas asociados, asimismo apoya la ingenieria
metabdlica a través de base de datos de enzimas y ayuda a la investigacion metaboldémica.

C
Cobertura: nimero de veces que una porcion del genoma es secuenciada. Indicando si el
parecido con la secuencia de analisis es a lo largo de la secuencia (100%) o solamente en

una parte de la secuencia (<100%)

Enzima: es un catalizador biologico, gracias a su presencia la célula es capaz de
desarrollar reacciones quimicas a gran velocidad hasta alcanzar un equilibrio.

E-value: es una estimacion del numero esperado de alineamientos con una puntuacién
particular. Cuanto menor sea el valor E, mejor sera el acierto. El valor E depende de la
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longitud de la secuencia de consulta y del tamafio de la base de datos. El valor E depenge: ~~=#=
de la longitud de la secuencia de consulta y del tamafio de la base de datos. algunas reﬁlas

generales que pueden usarse como guia.

e Valor E < 10e-100 Secuencias idénticas. Obtendra alineaciones largas en toda la consulta y
secuencia de aciertos.

e 10e-100 < Valor E < 10e-50 Secuencias casi idénticas. Una gran parte de la proteina de
consulta coincide con la base de datos.

e 10e-50 < Valor E < 10e-10 Secuencias estrechamente relacionadas, podrian ser una
coincidencia de dominio o similar.

e 10e-10 < Valor E < 1 Podria ser un verdadero homoélogo, pero es un area gris.

e Valor E > 1 Lo més probable es que las proteinas no estén relacionadas

e Valor E > 10 Lo mas probable es que las visitas sean basura, a menos que la secuencia de
consulta sea muy corta.

G

Genomica: es un campo de la biologia que se centra en el estudio del genoma de un
organismo, mediante la identificacion y caracterizacion de los genes y elementos
funcionales, asi como su interaccion. Esta a su vez se subdivide en tres areas la genémica
funcional, genémica estructural y genémica comparativa.

VIGILADA MINEDUCACION

In silico: es la expresion que significa que este hecho por via, simulacion computacional.
En este se utiliza modelos informéaticos para predecir a las incidencias probables,
simulaciones de situaciones reales.

Identidad: es la coincidencia total entre los pares de una secuencia. Es decir, cuantos de
los nucleotidos de la secuencia estan presentes en la misma posicion en cada una de las
secuencias a analizar

S

Secuencia de ADN: el orden de las cuatro bases nitrégenadas determina el patrén de
aminoacidos en las proteinas resultantes, mediante el proceso de secuenciacion de Sanger
y técnicas de avanzada derivadas se puede determinar la estructura de la molécula de
ADN particular de cada ser vivo (Genoma), y asi entender la funcién de los genes y otros
tipos de secuencias.
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Similitud: se considera el grado de coincidencia entre dos pares de secuencias, e& valoF ~s~we

se mide en porcentaje. ‘ "
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