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Introduccion.

Biocatalisis.
En los ultimos afios la biocatalisis se ha hecho un lugar en el mundo de las reacciones

quimicas de la industria, el gran incremento en el uso de estos procesos a nivel industrial
se debe a las ventajas que presenta la biocatélisis:

% la eficiencia y selectividad de las enzimas como catalizadores
% la posibilidad de desarrollar procesos ambientalmente sustentables

Los biocatalizadores son ambientalmente amigables debido a sus condiciones de
reaccion suaves (pH cercano al neutro, temperatura ambiente) y al uso de solventes no
contaminantes (agua normalmente) asi como reactivos biodegradables [1].
Adicionalmente, el empleo de estas condiciones minimiza los problemas de formacién
de subproductos por reacciones colaterales, tales como isomerizacion, racemizacion y
rearreglos, lo cual es muy frecuente en sintesis organica clasica, siendo esto una ventaja
importante [1,2].

Las enzimas son catalizadores, por lo tanto aceleran las reacciones no afectando el
equilibrio termodinamico. Muestran muy alta eficiencia como catalizadores y exquisita
selectividad  (quimioselectividad, regioselectividad y diasteroselectividad, vy
enantioselectividad).

Las moléculas pueden tener varios grupos funcionales, una enzima generalmente
reacciona con uno solo de esos grupos funcionales, esto refiere a la
QUIMIOSELECTIVIDAD.

Muchas veces las moléculas tienen dos 0 mas grupos funcionales similares o idénticos
en reactividad en diferentes regiones de la molécula, las enzimas pueden diferenciar
esos grupos funcionales y reaccionar con uno especificamente, o sea, reconocen las
moléculas por su estructura 3D. Esto se conoce como REGIOSELECTIVIDAD [1].

Las enzimas pueden reconocer quiralidad o proquiralidad en un sustrato, llevando a la
formacion de un estereoisémero sobre todos los que pueden formarse en la reaccion,
esto se denomina ESTEREOSELECTIVIDAD [1].

Dado que las reacciones enzimaticas son altamente selectivas, son muy Utiles en la
industria farmacéutica y de agroquimicos, porque mediante ellas pueden obtenerse
compuestos 6pticamente puros. Esto es de suma importancia dado que dos isbmeros
Opticos de una misma molécula pueden presentar efectos biol6gicos totalmente
diferentes.

El primer caso donde quedo claro la importancia de los compuestos 6pticamente puros
fue el que se dio entre los afios 1958 y 1963, con el uso del medicamento talidomida en
embarazadas. Debido a este medicamento muchos niflos nacieron con diferentes
problemas de malformacién. La causa de este terrible efecto se debi6 a que el
medicamento comercial no era Opticamente puro. Se descubrié que el enantiomeroS-
talidomida tiene un efecto teratogénico, mientras que la R-talidomida tiene el efecto
sedante que se utiliza para disminuir las nauseas en las embarazadas [3-5].

En agroquimicos también es importante la pureza Optica, debido a que muchas veces
el isdbmero que no es biolégicamente activo tiene mayor persistencia en el medio
ambiente, siendo un contaminante [6].



Una de las primeras reacciones biocataliticas descritas corresponde a la resolucion del
racemato acido (x)- tartarico mediante el hongo filamentoso Penicillium glaucum. En
esta reaccion biocatalitica, que fue llevada a cabo en el afio 1958 por Louis Pasteur, se
obtuvo el &cido (-)-tartarico enantioméricamente puro debido a la degradacion
enziméatica de la forma del acido (+)-tartarico [7]. La resolucién quiral del acido tartarico
racémico por las células microbianas no solo ha sido de interés cientifico para el estudio
de sistemas de biodegradacion y de biosintesis sino que también desperté el interés en
el area de la quimica orgénica para explorar el uso de biocatalizadores (células
microbianas y enzimas) en reacciones de sintesis [8].

La importancia de obtener compuestos épticamente puros en la industria farmacéutica,
hace que la biocatdlisis venga creciendo con el paso de los afios, ganandose un lugar
importante [9-10]. Straathof y colaboradores muestran un incremento en el empleo de
procesos biocataliticos a nivel industrial entre los afios 1960 al 2002. En la figura 1, se
observa el aumento correspondiente a esos afios, de menos de una decena de procesos
biocataliticos a mas de 130 en procesos industriales [11]. De hecho, mas de 100
procesos biocataliticos ya se han desarrollado a escala industrial [6], siendo la industria
farmacéutica donde se emplean la mayor cantidad de procesos biocataliticos a gran
escala (Figura 2) [11].
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Figura 1. Total acumulado de procesos biocataliticos que han alcanzado la etapa
industrial entre los afios 1960 y 2002 [11].
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La biocatalisis como herramienta.

En la biocatalisis se puede usar diferentes biocatalizadores:
e Enzimas aisladas
e Vegetales
e Bacterias, levaduras y hongos

Enzimas aisladas.

La “Enzyme Commission” clasifica las enzimas en base a un numero de 4 digitos, donde
el primer digito es el tipo de reaccion que la misma cataliza (tabla 1).

Tabla 1. Tabla de clasificacién de enzimas segun la Enzyme Commision.

EC numero Clase de la .
. Reccion
enzimas
1.X.X.X Oxido-reduccion: oxigenacién de C-
Oxidoreductasas | H, C-C, C=C enlaces, o eliminacion
0 adicién de atomos de hidrégenos
2.X.X.X Transferencia de grupos: aldehidos,
Transferasas cetonas, acil, azucar, forforilo o
metilo
3.X.X.X Hidrolisis-formacion de esters,
Hidrolasas amidas, lactones, eoxidos, nitrilos,
anhidrdidos, glucosidos.
4.X.X.X Adicion/eliminacién de pequefas
Liasas moleculas en C=C, C=N, C=0
enlaces.
5.X.X.X Isomerasas Isomerizaci(?ncomorg,cemizacién,
epimerizacion.
6.X.X.X Formacidén-escision de C-0O, C-S, C-
Ligasas N, C-C enlaces con escision de
trifosfato.

El uso de enzimas aisladas reduce el nUmero de pasos necesarios para llegar al
producto final en comparacién con metodologias no biocataliticas, debido a que no son
necesarios los pasos donde se agrega un grupo protector a la molécula para evitar
reacciones secundarias, lo cual es importante en la industria debido a la reduccién en
los tiempos y en los costos [12].

Asimismo, su uso resulta mas ventajoso que la biocatalisis con células enteras o cultivos
celulares pues se evitan las reacciones secundarias debidas a la presencia de otras
enzimas, el proceso resulta sumamente eficiente y selectivo, y la purificacién posterior
de los productos de reaccién es mas sencilla.

Las enzimas aisladas han tenido amplia aplicacion en sintesis, sobre todo las enzimas
hidroliticas como proteasas, lipasas o epoxido hidrolasas. En el caso de enzimas que
requieren cofactores, el costo de los mismos ha sido un obstéaculo para la utilizacién de
enzimas aisladas, si bien se han desarrollado procesos eficientes de regeneracion de
cofactores [1].

Entre las desventajas asociadas a la biocatdlisis con enzimas aisladas, se encuentran
gue la mayoria actia s6lo en medio acuoso, no pueden actuar fuera de la célula y/o



aceptan bajas concentraciones del sustrato ya que con altas concentraciones del mismo
su rendimiento puede disminuir. La restringida especificidad de sustrato asociado con
algunas enzimas también ha sido sefialada como desventaja [13-15].

Sin embargo, hay enzimas que tienen la capacidad de biotransformar varios sustratos,
por ejemplo la enzima SYE-4de Shewanella yellow que reduce dobles enlaces carbono-
carbono, muestra un gran potencial biocatalitico ya que actla sobre sustratos tales
como cetonas ciclicas insaturadas, diesteres e imidas sustituidas [16].

Cuando las reacciones se vuelven mas complejas, donde se necesiten varios pasos de
reaccion el uso de enzimas aisladas es mas complicado y se vuelve mas comun el uso
de cultivos celulares [17, 18].

Hay algunas excepciones de enzimas que no pueden ser utilizadas en medio acuoso,
como es el caso de las lipasas, por lo cual es necesario el uso de técnicas de
inmovilizacion de enzimas para lograr usarlas en medio acuoso, esto implica la unién
de la enzima sobe materiales de apoyo sélidos inertes [19, 20] Se han estudiado
diferentes formas de inmovilizar la enzimas, con diferentes estrategias de inmovilizacion
[19, 21].

La inmovilizacién de la enzima mejora la actividad de la enzima, comparada con la
actividad de la enzima libre, ademas de dar mayor estabilidad a la enzima, facilitando
Su recuperacion y permitiendo también reusar las enzimas por varios ciclos de reaccion
[22-23].

Por otra parte, muchas enzimas muestran baja actividad en solventes organicos debido
a la agregacion de enzimas en los mismos, donde se da el secuestro del sitio activo
bajando la actividad de la enzimas [24], por lo que el uso de enzimas inmovilizadas
también es de utilidad a la hora de trabajar con este tipo de solventes debido al efecto
de proteccion de la enzima del medio polar [22, 23].

Microorganismos

El uso de enzimas aisladas tiene muchas ventajas, pero es un proceso costoso sobre
todo por la necesidad de purificar la enzima y por el requerimiento de cofactores. Por
esto, si bien es comUn el uso de enzimas hidroliticas como enzima aislada, muchas
reacciones biocataliticas se llevan a cabo con células enteras. Las células aportan la
fuente de biocatalizador asi como los cofactores necesarios para la reaccion [1].

Entre las células enteras, los cultivos microbianos son sencillos y econémicos, asegura
un rapido crecimiento, pueden utilizar un espectro amplio de sustratos y son sencillos
de mantener (comparado con células vegetales y animales) [25].

La aplicacion de los organismos microbianos en biotecnologia tiene una larga historia,
especialmente la produccién de aminoacidos, acidos organicos, alcoholes y proteinas,
a partir de fuentes de carbono como la glucosa a través de fermentaciones tradicionales
ha sido implementada con éxito y esta muy extendida en la industria [26].

Los microorganismo han extendido su uso en la biocatdlisis, desde los primeros usos
con Pasteur [5] como se mencioné anteriormente hasta el dia de hoy. Uno de los
microorganismos mas utilizados en quimica organica, debido a que ha sido ampliamente
estudiado para la produccion de alcoholes quirales, y a su facil manipulacion, es la
levadura de panificacion Saccharomyce scerevisiae [1]. Se han descrito muchisimos
microorganismos con aplicacion en una amplia variedad de reacciones, pero no han
tenido tanto éxito como otro tipo de catalizadores debido a la reticencia del quimico
organico de tener que manejar cultivos microbianos [1].



Un area de particular interés en el campo de las reacciones redox es la reducciéon de
dobles enlaces C-C. Las enzimas involucradas en estos procesos son enoatoreductasas
(ER) NADP(H) dependientes, las cuales reducen selectivamente dobles enlaces C-C en
carbonilos de compuestos a,B-insaturados o nitrilos, y por tanto pueden ser utilizados
para la sintesis de aldehidos, cetonas, esteres y nitrilos enantiomericamente puros [27].

Si bien ER de Saccharomyces carlsbergensis, también denominada Old Yellow Enzyme
(OYE), fue aislada en 1933 [28], el uso de ERs como biocatalizadores en la reduccion
estereoselectiva de doble enlace C-C es aun incipiente. La gran mayoria de las
biotransformaciones llevadas a cabo mediante ER se han realizado mediante células en
crecimiento [29-37] siendo la levadura de panificacion Saccharomyces cerevisiae
ampliamente utilizada tanto en la industria como en la investigacion en la reduccion de
dobles enlaces carbono-carbono debido a tener un alto grado de enantio-, regio- y
quimioselectividad [38].

El escaso conocimiento que hay en cuanto a la diversidad microbiana [39], permite
suponer que hay un gran potencial en los microorganismos. Sumado a esto hay un gran
namero de nichos poco explorado, como es el caso de los microorganismos extremofilos
marinos, estos microorganismos pueden soportar temperaturas, salinidad y presiones
extremas, siendo de gran interés para los procesos biotecnoldgicos [40].

Otro nicho poco explorado es el de los microorganismos endofitos, en el cual se centrara
el presente trabajo.

Vegetales

Otra forma en la que se han utilizado biocatalizadores de célula entera, es el uso de
partes frescas de vegetales. Uno de los primeros ejemplos en este sentido lo constituye
el uso de Dacus carota (zanahoria) como biocatalizador para la reduccion de cetonas
proquirales a su alcohol quiral correspondiente. Este proceso tiene elevados
rendimientos (60% — 95%) y una enantioselectividad de entre 76% - 99%, dando los
alcoholes de configuracion Prelog como producto mayoritario, por lo tanto el uso de
Daucus carota es un proceso practico y eficiente para la obtencién de estos alcoholes
[41].

Otros reportes han utilizado raices de Manihot esculenta y Manihot dulcis (mandioca)
para reducir cetonas, aldehidos alifaticos y aromaticos. Estas reducciones dan un altos
rendimientos (entre 80% - 96%) y un excelente exceso enantiomerico de 94% - 98%,
dando como producto mayoritario los alcoholes S [42].

Estos dos casos demuestran el potencial que tienen las plantas en biocatalisis y a su
vez queda claro que hay una preferencia en estereoselectividad por el producto que
cumple la regla de Prelog [43].

El primer reporte de biocatalisis con trozos de vegetales es un trabajo de Wanda K.
Maczka y Agnieszka Mironowicz en el cual realizaron las hidrélisis de los compuestos
1-3 de la figura 3 utilizando como biocatalizador raices de Dacus carota, Apium
graveolens y Armoracia lapathifolia. Los resultados son variados, siendo Daucus carota
la que muestra siempre la mejor conversion de los acetatos [44].


https://www.google.com/search?biw=1366&bih=633&q=Armoracia+lapathifolia&spell=1&sa=X&ei=9f-RVeOjAYP8tQWxo7_oCQ&ved=0CBkQvwUoAA

OAc

OH OH o}
Ar CHg Ar/\CH3 Ar CH;  Ar CHj
Racemico
1 (S)-(-)-1a (R)-(-)-1a 4
2 (8)-(-)-1b (R)-(-)-1b
3 (5)-(-)-1c (R)-(-)-1c
0]
)k —_— (S)-(-)-1a,2a,3a + (R)-(-)-1a, 23, 3a
Ar CH,
4,5,6
1, 1a, 4: Ar = phenyl
2, 2a, 5: Ar = 1-naphtyl
3, 3a, 6: Ar = 2-naphtyl

Figura 3. Sustratos utilizados para obtener los respectivos alcoholes quirales utilizando
vegetales como biocatalizadores.

Posteriormente otros autores utilizaron Daucus carota para la biorreduccion de cetonas
proquirales [45, 46]. Estos ensayos llevaron a pensar que tal vez no eran las células
vegetales las que realizaban las reacciones, sino que era la comunidad de
microorganismos que vivian dentro del vegetal (microorganismos enddfitos), o bien
podrian ser ambos. En ensayos realizados en el Laboratorio de Biocatalisis y
Biotransformacion de la Facultad de Quimica, UdelaR, en el afio 2007, se aislaron
microorganismos enddfitos de D. carota, para comprobar si los mismos podian realizar
las mismas reacciones que la planta, comprobandose no solo que se aislaban
microorganismos con la misma actividad, sino que la adicion de inhibidores microbianos
alteraba los resultados de la reaccion evidenciando la participacion de los
microorganismos endofitos en la misma [47].

Microogranismos endoéfitos en biocatalisis.

Los enddfitos son los microorganismos que viven dentro de los tejidos vegetales
presentando una relacibn simbibtica con la planta hospedera, proporcionando
proteccién y condiciones de supervivencia a la planta mediante la produccién de
compuestos, que la protegen de la depredacién por herbivora o bien disminuyen el
numero de plagas en la planta. Los microorganismos enddfitos también actian
protegiendo a la planta de estrés bittico o abiotico [48, 50].

Los metabolitos secundarios producidos por los endéfitos pueden estar relacionados
con rutas metabdlicas de la planta hospedera, lo cual puede deberse a la coevolucién
entre el enddfito y la planta y a la incorporacion de material genético de la planta, dando
una mejor adaptacion al medio [48].

Esta caracteristica de los microorganismos endofitos ha hecho que la industria este
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cada vez mas interesada en el potencial que muestran los mismos, ya que muchos de
los productos utilizados por la industria farmacéutica y alimenticia, vienen de plantas
[49-50], por lo cual buscar microorganismos enddfitos que logren producir o metabolizar
estos compuestos es de suma importancia.

El desarrollo de esta &rea tiene su origen en el descubrimiento del paclitaxel. Este
compuesto, aislado a partir de la corteza de Taxus brevifolia [53] es una droga
sumamente importante en el tratamiento de cancer. Se aislaron y se caracterizaron
microorganismos endéfitos presentes en la corteza de Taxus brevifolia y se estudi6 la
produccion de Taxol mediante estos microorganismos [54], aislandose el primer hongo
productor de Taxol [9]. Este antecedente sentd las bases de una nueva éarea: la
produccion de metabolitos secundarios de plantas por microorganismos endofitos [10-
14].

Otro ejemplo es la produccién de vincristina a partir de vinblastina (droga aislada de la
planta Catharnathu roseus), siendo la primera una droga de mayor valor pero menos
abundante, ambas drogas son utilizadas en el tratamiento de cancer. La bioconversiéon
se realiza usando el hongo Fusarium oxysporum aislado de la planta Catharnathus
roseus [55].

En el area de biotransformaciones, uno de los primeros trabajos con endofitos fue el
realizado por Werner, el cual aislé microorganismos capaces de metabolizar afeladrina
(compuesto presente en la raiz de la planta) [56]. El mismo grupo realizé luego
biotransformaciones de los compuestos 2-benzoxazolinona (BOA) y 2-hidroxi-1,4-
benzoxazin-3-ona (HBOA), productos que constituyen una barrera de defensa quimica
en la planta, empleando el hongo enddéfito Fusarium sambucinum asilado de
Aphelandra tetraona [57].

Por otra parte, Bastos aisl6 microorganismos epifiticos y enddfito del arbol Platanus
orientalis L., para emplearlos en la biotransformacion de &cido botulinico y acido
betulonico, debido a sus actividades farmacoldgicas frente a VIH y melanoma [58].

Cuatro de los hongos aislados lograron metabolizar ambos compuestos, con estos
resultados los autores argumentan que microorganismos aislados de la planta donde se
encuentra el sustrato aumentan la probabilidad de obtener derivados del mismo [59].

Son pocos los trabajos que describen el uso de microorganismos enddfito para ser
usados en reacciones biocataliticas. Entre las actividades enzimaticas descritas hasta
el momento se encuentran lipasas y reductasas.

En lo referente a la busqueda de nuevas lipasas, Torres y colaboradores describieron
el aislamiento de microorganismos enddfito a partir de plantas Mediterraneas. De esta
forma obtuvieron una cepa de Rhizopus oryzae aislada a partir de hinojo (F. vulgare)
con alta actividad hidrolitica y sintética [60].

Siguiendo en esta linea Oliveira y colaboradores aislaron la levadura endofito Candida
guillermondi de hojas ricino (Ricinus communis). La misma produjo lipasas
extracelulares con potencial para ser utilizado en sintesis de esteres en las industrias
alimenticias, de biocombustibles o para aplicaciones de laboratorio [61].
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Hay pocos trabajos realizados sobre la importancia de los enddfitos en la biocatélisis, la
cual es ensayada actualmente en el Laboratorio de Biocatalisis y Biotransformacion,
arrojando resultados alentadores, donde se ve el gran potencial biocatalitico que tienen
los endofitos [25, 45, 63].

Respecto a la actividad reductasa en microorganismos enddfitos el primer reporte fue
en 2007 donde el Laboratorio de Biocatalisis y Biotransformacion (LBB) describi6 el
aislamiento de bacterias y levaduras endoéfitas de zanahoria para la reduccién de (-
propargilacetoacetato de etilo y acetofenona como sustratos modelo [63].

Posteriormente Pedrini y colaboradores describieron el uso de hongos filamentosos
endofitos para la reduccidén enantioselectiva de cetonas proquirales. Las cuatro cepas
que presentaron buena actividad fueron Phomopsis (FE86 y FE290), Pestalotia y
Epicoccum. En todas las bio-reducciones analizadas se obtuvieron los alcoholes con
configuracion S en rendimientos y ee variables. Asimismo, nuestro grupo ha continuado
con esta linea de trabajo, demostrando la utilidad de microorganismos enddfitos aislados
de ceibo (Erythrina crista-galli), hinojo (Foeniculum vulgare), zapallo (Curcubita maxima)
y quinoto (Fortunella margarita), en la produccion de diversos alcoholes épticamente
puros por reduccion de la correspondiente cetona proquiral [25, 45, 63]

Carvona como sustrato modelo en la busqueda de actividad biocatalitica.

Enzimas con actividad enoatoreductasa

Como se mencion6 anteriormente, las enzimas enoatoreductasas son aquellas que
reducen un doble enlace, esta actividad es de suma importancia debido a que con los
métodos tradicionales es dificil reducir los dobles enlaces, ademas de la alta
especificidad y la gran cantidad de sustratos que pueden reducir las enzimas [1],
preparando asi alcoholes, cetonas, esteres y nitrilos enantiomericamente puros

Carvona como sustrato modelo.

Los terpenos resultan de interés en biocatdlisis, debido al potencial de aplicaciones que
tienen los productos de biotransformacién de los mismos en la industria de la perfumeria
[64, 65], ademas algunos productos tienen actividad farmacoldgica interesante [66, 67].

La carvona es una cetona monoterpénica sintetizada por mas de 70 plantas [66]. Este
terpeno se encuentra en dos formas estereoisoméricas: (4R)-(-)-carvona (7b) y (4S)-(+)-
carvona (7a) (Figura 4). Algunos trabajos describen la biotransformacion de este
monoterpeno mediante bacterias [44,69], hongos filamentosos, levaduras [68,69],
cultivos vegetales [45, 61, 72] y microalgas marinas [73]. En estos trabajos se obtuvieron
como productos de biotransformacion cetonas saturadas, dihidrocarvonas, alcoholes
saturados, dihidrocarveoles, alcoholes alilicos y carveoles lo cual evidencio la existencia
de diferentes enzimas responsables de la reduccién de los enlaces C=C [74, 53]y C=0
[75].
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Figura 4. Reaccion de la S-carvona (7a) y la R-carvona (b) hasta los dihidrocarvoles
(9a-h) posibles.

Los enantiémeros del compuesto dihidrocarvona (8a-d) son inhibidores potentes de
bacterias, hongos filamentosos y presentan actividad anti-insecto [76 - 78]. Por otro lado,
estos compuestos han sido utilizados como compuestos quirales para la sintesis de
productos naturales tales como drogas antimalaria [79].

Los dihidrocarveoles (9a-h) (Figurad) se utilizan como fragancia finas en cosmética,
(cremas, champus, jabones de tocador) asi como en productos no cosméticos tales
como limpiadores domésticos y detergentes [56].

Por otra parte, la carvona es un sustrato pasible de sufrir multiples transformaciones
enzimaticas, con lo cual constituye un sustrato modelo que permite rastrear con una
Unica molécula varias actividades enzimaticas.

Entre estas actividades se encuentra la actividad enoatoreductasa que nos resulta de
interés, la cual ya fue reportada anteriormente [80].
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Introduccion al trabajo

En el presente trabajo se utiliz6 tanto la R- como la S-carvona como sustrato modelo en
la busqueda de microorganismos endoéfitos con actividad enoatoreductasa a partir de
menta poleo (Mentha pulegium). La eleccion de esta planta de menta se baso en el
compuesto pulegona, que esta presente en forma mayoritaria en el aceite esencial de
esta menta [58], y que es estructuralmente similar a la carvona (nuestro compuesto de
trabajo). Los microorganismos endéfitos aislados con actividad sobre la carvona fueron
ensayados en su actividad biocatalitica frente a la R y S-carvona y se llevé a cabo el
estudio de los sistemas enzimaticos implicados en las biotransformaciones.

Por otra parte, se estudié la incidencia de la comunidad de endodfitos en las
biotransformaciones de carvona utilizando hojas y tallos de menta poleo continuando de
esta forma con la hipotesis de la evaluacién de los microorganismos endoéfitos como
biocatalizadores cuando se utilizan vegetales en biotransformaciones planteada en el
Laboratorio de Biocatdlisis y Biotransformaciones [25, 45, 61]. En este trabajo se
aislaron dos microorganismos endofitos que resultaron de interés por su potencial
biocatalitico.
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Metodologia

Aislamiento de microorganismos endofitos:

Se emplearon hojas de menta poleo (Mentha pulegium), adquirida del vivero
Pachamama (Canelones - Solymar) para realizar el aislamiento de los microorganismos
endofitos

Las mismas se desinfectaron de la siguiente forma:
1) se sumergieron en alcohol 70% -durante2 minutos
2) se lavaron con agua destilada estéril
3) se sumergieron en hipoclorito 5% -durantel minuto
4) se lavaron con agua destilada estéril
5) se sumergieron en alcohol 70% durante 1 minuto
6) se lavaron con agua destilada estéril

Para verificar que el proceso de desinfeccion fue adecuado se llevo a cabo un control
del mismo, mediante impresién del material vegetal desinfectado en los medios de
cultivo Tryptic Soy Agar (TSA, Sigma) y Potate Dextrose Agar (PDA, Difco). Las placas
se incubaron a 28°C durante 96hs. Luego de finalizado el tiempo de incubacion de las
placas para el control de desinfeccidn se verificd que el proceso fue correcto ya que no
hubo crecimiento en dichas placas.

Las hojas desinfectadas se cortan, en condiciones asépticas, con un bisturi estéril
descartable sobre placa de Petri estéril descartable. Los trozos de hojas de menta
desinfectados se inocularon en los medios de reaccién utilizados para los ensayos de
prospeccion de actividad biocatalitica de la siguiente forma: se realizaron 4 ensayos en
paralelo y por duplicado, cada uno de estos ensayos consistié en un matraz de 50mL
de capacidad con agua destilada estéril (10mL) donde se colocaron 2gr (aprox.) de
material vegetal; se agreg6 a cada matraz 5,0uL del sustrato S-carvona, sometiendo al
cultivo a una presion selectiva, utilizando una bolita de saturacion con 5,0puL de S-
carvona [81]. Luego separamos los matraces en los siguientes ensayos segun la adicion
de compuestos antimicrobianos:

a) Sin inhibidores microbianos.

b) Cloranfenicol (ver proveedor)
c) Cicloheximida (ver proveedor)
d) Cloranfenicol + cicloheximida.

Estos ensayos se incubaron en shaker orbital a 150 rpm y 28°C durante 96 horas,
haciendo extracciones a las 24, 48 horas y 72hs.

A las 96 horas, tiempo final de los experimentos, se procedi6 a realizar un recuento de
viables realizando siembra en superficie en medios TSA (Tryptic Soy Agar, Sigma) de
diluciones apropiadas de los cultivos. Para ello se realizaron diluciones para
estandarizar las suspensiones microbianas con la escala 1 de Mac Farland (1,0x108
UFC). Una vez que se estandarizaron todos los inéculos se realizaron diluciones
seriadas 10-?, 10- y 10-* en suero fisiolégico y se sembraron 100uL de las mismas en
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superficie en los medios de cultivo correspondientes.

Las placas se incubaron a 28°C y se fueron observando cada 24 horas durante 96 horas
para los cultivos en TSA. Las colonias obtenidas se caracterizaron como bacterias y se
procedié al aislamiento de distintas colonias, para obtener un cultivo puro, en TSA
obteniéndose 13 aislamientos entre los 4 matraces (tabla 1 resultados).

Las cepas bacterianas aisladas fueron conservadas en una suspensién de glicerol 17%
y depositadas en freezer a -70°C.

Evaluacion de la actividad reductasa frente a R-Carvona en las cepas endéfitas

aisladas.

Para obtener cultivos bacterianos frescos se realiz6 la siembra de las cepas
conservadas a -70C en placas de TSA y se incubaron a 28C durante 48 horas.
Posteriormente, se tomé una colonia de cada una de las cepas aisladas y se sembraron
en tubos de TSB, los cuales se incubaron en shaker a 150rpm y 28°C durante 24 horas,
realizando el precultivo. Se tomaron 500pL del precultivo y se sembraron en un matraz
de 20mL de capacidad con 5mL de TSB y 5,0 pL del sustrato R-carvona en el medio de
cultivo y 5,0 pyL en la bola de saturacion.

Se realizaron extracciones a las 24 y 48 horas, tomando para ello 400 L de muestra
y se le adicion6 600 L de acetato de etilo. Se mezclé mediante agitacidon vortex y luego
se separaron las fases por centrifugacién. Se tomé el acetalo de etilo (fase superior) y

se seco con Na SO anhidro.
2 4

Cromatografia gaseosa
Los extractos de las biotransformaciones fueron analizados mediante:

¢ Cromatografia gaseosa (GC) en un equipo Shimadzu GC 2014 con columna
capilar Carbowax 20 (0.25mm x 30m x 0.25um), detector FID, sistema de
inyeccion Split (1:50).

Condiciones de corrida:

Temperatura del inyector: 220°C.
Temperatura del detector: 250°C.

Programa de temperatura: 60°C (8 min) — 140°C (0 min) a 3°C/min — 200°C (5 min)
15°C/min

Gas carrier: H»
Los datos fueron analizados con software GC Solutions, Labsolutions, Shimadzu.

e GC Shimadzu 2010 con una columna OPTIMA-5-MS (30 m x 0.25 mm x 0.25
um; Macherey-Nagel), acoplado a un espectrémetro de masas (MS)
Shimadzu QP2010 Plus (30m x 0.25mm x 0.25um), detector FID.
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Condiciones de corrida:

Temperatura del inyector e interfase 250°C.

Programa de temperatura: 40°C (2min)-240°C (1min) a 5°C/min- 300°C (5min) a
10°C/min.

Los estandares utilizados para la identificacion de los productos de la biotransformacién
de R-y S-carvona fueron los carveoles correspondientes y (+)-dihydrocarvona (Aldrich).

Los tiempos de retenciéon de los diferentes compuestos se consiguieron mediante la
inyeccién de los estdndares comerciales de los compuestos, en la tabla 2 se encuentran
tabulados los tiempos de retencion.

Tabla 2. Tiempos de retencion de los diferentes compuestos.

Compuesto Tiempo de retencion
Carvona 32,5
Cis-dihidrocarvona 28,1
Trans-
dihidrocarvona 27,39
Neoiso-
Dihidrocarveol 30,24
Alcanfor 23,1

Identificacion de bacterias:

Pruebas bioquimicas

Se realiz6 el examen microscopico de células vivas y frotis tefiido por coloracién Gram.
Determinandose asi forma, movilidad,pared celular (Gram positivo o negativo)y
presencia de esporasde las bacterias en estudio.

Se realizaron pruebas bioquimicas primarias a las 2 bacterias que resultaron de interés
biocatalitico. Las pruebas realizadas fueron: catalasa, oxidasa, Oxidador/Fermentador
de glucosa, crecimiento en caldo tioglicolato.

Estudio filogenético

Se complementé la identificaciéon de las dos bacterias que fueron seleccionadas por su
actividad biocatalitica frente a la R-cavona mediante el analisis del gen del ARNr 16S.

Para llevar a cabo este analisis se procedi6 a realizar la extraccion de ADN genémico
de ambas bacterias. A partir de un cultivo de 24 horas en placa de TSA se tomé una
colonia 'y se sembré en 5 mL de TSB, se incub6 a 28°C en un shaker orbital a 150 rpm
durante 12 horas. Se tomé 1 mL y se realiz6 la extraccién del ADN genémico mediante
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kit comercial PureLink™Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) siguiendo los pasos descritos
a continuacion:

1. Se centrifugd 1 mL de cultivo overnight (2x10° células) a 12000 rpm durante 15
minutos a 4°C

2. Se suspendio el pellet en 180 pL de buffer de digestiéon gendémico PureLink™, 20 pL
de Proteinasa K (20mg/mL) y se incub6 a 55°C por 30 minutos.

3. Se agregaron 20 uL de RNAsa A (20mg/mL) y se incubd a temperatura ambiente por
2 minutos.

4. Se agregaron 200 pL de buffer de lisis PureLink™GenomicLysisi/Binding Buffer y se
mezclo con vortex hasta obtener una solucién homogénea.

5. Se agregaron 200 uL de etanol 95% frio y se siguieron con los pasos de purificacion.

Luego se realizo la amplificacion por PCR del gen de ARN ribosomal 16S para cada
cepa utilizando los oligonucledétidos universales para Eubacterias (Weisburg, Barns et.
al. 1991): 27 forward (5-AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-3’) Y 1492 reverse (5-
ACGG(CIT)TACCTTGTTCGACTT-3)).

Las reacciones de PCR fueron realizadas con el protocolo provisto por Invitrogen para
la enzima Taq polimerasa. Se usaron los reactivos suministrados por el proveedor y los
dNTPs de New EnglandBiolabs.

Visualizacion y determinacién de tamafos de los productos de amplificacion:

Para la visualizacion de los productos de amplificacion se realizé una electroforesis en
gel de agarosa (Sigma-Aldrich) al 0,8% para las corridas electroforéticas y e empled
buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 0.5X. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich). Se corri6 en paralelo un marcador de peso molecular Gene Ruler 1Kb DNA
LADDER (Fermentas®) para determinar tamafio y poder realizar la cuantificacion del
ARN.

Secuenciacion de los genes del ARN ribosomal 16S

Los productos de PCR fueron secuenciados con un secuenciador automatico ABI
3730XL Appliedbiosystems en Macrogen Corp. Seoul, Korea.

Para ambas cepas que fueron secuencias se utilizaron los primers generales de
Eubacterias 27 forward (5-AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-3’) Y 1492 reverse (5'-
ACGG(C/T)TACCTTGTTCGACTT-3’) para su secuenciacion.

Analisis filogenético:

Las secuencias obtenidas fueron analizadas, alineadas y ensambladas utilizando el
programa Vector NTI 10.3 AdvanceTM. Las secuencias depuradas fueron comparadas
con secuencias relacionadas en la base de datos GenBank usando BLAST (National
Center for Biotechnology Informatic) (ver anexo).

17



Biotransformacion de S- y R-Carvona

Las bacterias que resultaron de interés fueron ensayadas con S-Carvona. El
procedimiento fue el mismo que se describié en “Evaluacion de la actividad reductasa
frente a R-Carvona en las cepas enddfitas aisladas”

Estudio del sistema enzimatico frente a R-carvona en las bacterias seleccionadas.

A partir de un cultivo fresco de cada una de las cepas bacterianas en estudio se realiz6
un precultivo en medio liquido (TSB) y se incubé en shaker a 150rpm y 28°C durante 24
horas.

Se tomaron 10mL del precultivo y se colocan en un matraz de 2L de capacidad
conteniendo 500mL de TSB y 100,0 pL del sustrato a ser ensayado en el medio de
cultivo y 100,0 pyL en la bola de saturacion.

Se realizaron extracciones cada 1 hora, tomandolmL de muestra de los cultivos.
Para realizar la curva de crecimiento de ambas bacterias en presencia de R-carvona,
se utilizaron 500 pLdel cultivo y se llevd a cabo la medicion de absorbancia a 600nm en
un equipo Thermo scientific Evolution 60S (Abs. Vs tiempo).

Los otros 500uL de muéstralos cultivos fueron utilizados para la extraccion de los
compuestos de biotrasnformacion. Para ello, se afiadieron 600 pL de acetato de etilo.
Se mezclé mediante agitacion vortex y luego se separaron las fases por centrifugacion.
Se tomd la fase deacetalo de etilo (fase superior) y se secé con NaSO,4 anhidro.

Los extractos de las biotransformaciones fueron analizados por cromatografia
gaseosa fueron analizados igual que el apartado “Cromatografia gaseosa”

Los estandares utilizados para la identificacion de los productos de la biotransformacién
de R-y S-carvona fueron los carveoles correspondientes y (+)-dihydrocarvona (Aldrich).

Se utiliz6 el monoterpeno alcanfor como estdndar interno para cuantificar las
biotrasnformaciones. Los céalculos de los compuestos obtenidos y consumo de sustrato
fueron los siguientes:

°/oCOI"IV6rSI(5n = 100 X X (Zéreaproductos/éreasustrato + Zéreaproductos)

RESULTADOS Y DISCUSION
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Aislamiento de microorganismos endofitos:

En el presente trabajo se llevo a cabo el aislamiento de microorganismos enddéfitos de
la planta menta poleo (Mentha pulegium), con el objetivo de obtener nuevos
biocatalizadores frente a los sustratos R- (7b) y S-carvona (7a) (figura 4), asi como para
evaluar la incidencia que tienen los mismos en las biotransformaciones de S-carvona
cuando se emplea menta poleo como biocatalizador.

Los aislamientos realizados con la estrategia de prospeccion de actividad biocatalitica,
asi como los realizados para estudiar la contribucién de los microorganismos enddfitos,
fueron divididos en 4 grupos:

a) S-carvona + agua + hojas de menta.

b) S-carvona + agua + hojas de menta + cloranfenicol (inhibidor bacteriano)
¢) S-carvona + agua + hojas de menta + cicloheximida (inhibidor fingico)
d) S-carvona + agua + hojas de menta + cloranfenicol + cicloheximida

Se obtuvieron un total de 13 cepas bacterianas enddfitas en los ensayos a—d. Enla
tabla 3 se muestran el recuento de microorganismos viables obtenidos a las 72 horas
de incubacién, asi como la cantidad de bacterias aisladas diferencidndolas por su
morfologia de colonia.

Se observa que en el ensayo donde se encontraban ambos inhibidores (ensayo d) el
recuento fue muy bajo como era de esperar. El recuento de microorganismos en el
matraz con cloramfenicol fue dos érdenes menores que en los matraces sin inhibidores
o con inhibidro fangico. Esto es coherente dado que el cloramfenicol inhibe a la mayoria
de las bacterias. Aunque los hongos no fueron aislados para su posterior uso como
biocatalizadores se observaron hongos filamentosos en el ensayo b, en la placa de PDA.

Tabla 3. Aislamiento de microorganismo de los matraces: a - d

Matraz ufc/mL (TSA) Ufc/mL (PDA) Bacterias aisladas

8 8 . . .

a 1,6x10 1,3x10 FM18cil, FM18ci2, FM18ci3
6 .. .. ..

b 3,5x10 <10 FM18ciil, FM18cii2, FM18cii3

c 8 7 FM18ciiil, FM18ciii2, FM18ciii3,

1,4x10 8,7x10 FM18ciii4, FM18ciii5
d <10 <10 FM18civl, FM18civ2

Evaluacién de la actividad reductasa frente a S-carvona en los ensayos a-d:

Se realiz6 el estudio de la biotransformacion de S-carvona mediante hojas de menta
poleo en los cuatro sistemas a-d, anteriormente mencionados, con la finalidad de
evaluar la incidencia de los microorganismos enddfitos en la biotransformaciéon del
monoterpeno cuando se utiliza menta poleo como biocatalizador. En este estudio al
utilizar individualmente los inhibidores microbianos, cloranfenicol (antibiético) y
cicloheximida (antifingico) asi como emplearlos en forma conjunta permitié establecer
una correlacion entre el perfil de biotransformacién obtenido en cada caso y los
microorganismos presentes en cada una de las biotransformaciones.

Para evaluar el proceso de biotransformacion en los diferentes ensayos se realizaron
extracciones cada 24horas. En la figura 5 se muestra un cromatograma
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correspondiente a un analisis en GC de las biotransformaciones a las 72 horas de
reaccion.
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Figura 5. Cromatografia gaseosa de las extracciones a las 72 horas de los ensayos a-
d y del blanco menta.

En la tabla 4 se muestran los porcentajes de bioconversion obtenidos en los ensayos
realizados. Se determiné bioconversion de S-carvona a dihidrocarvona (figura 4) en los
ensayos a y ¢, mientras que en los ensayos adicionados con cloranfenicol, b y d, no se
observo biotrasnformacion.

Tabla 4: porcentaje de bioconversién de los ensayos a — d

Ensayo S-carvona (%) | cis-dihidrocarvona (%)
a 94 6
b 100 0
c 95 5
d 100 0

Si se compara la carga de microorganismos viables con las bioconversiones se observa
gue los dos ensayos con mayor carga microbiana (ensayo a y c¢) son los que presentan
bioconversion. En el ensayo d la carga microbiana fue muy baja, esto puede deberse a
la presencia de ambos inhibidores y en el mismo no se observa bioconversion, en este
ensayo se aislaron 2 bacterias. En el ensayo b la carga microbiana fue 100 veces menor
gue los ensayos ay ¢, y tampoco se observa bioconversion.

El hecho de quelos dos ensayos que no presentan bioconversion (c y d) fueron aquellos
realizados en presencia de cloranfenicol, permite aventurar la hipétesis de que la
biotransformacion de la S-carvona se esté llevando a cabo por microorganismos

20



sensibles al cloranfenicol, o bien indicar que este inhibidor afecta la capacidad
biocatalitica de la planta misma.

Evaluacién de la actividad reductasa frente a S-Carvona en las cepas

endofitasaisladas:
Para determinar la actividad biocatalitica en las bacterias aisladas se realiz6 la
biotransformacion de la S-carvona mediante las mismas. En la tabla 3 se muestran los

porcentajes de los productos obtenidos correspondientes a las extracciones en tiempo
final de los diferentes ensayos (72 horas).

Tabla 5: Porcentajes de bioconversion de las bacterias aisladas de los ensayos a — d
frente a S-carvona

% S-Carvona cis-dihidrocarvona | trans-dihidrocarvona | neoiso-dihidrocarveol

Bacteria

(%) (%) (%) (%)
FM18cil 44 52 4 0
FM18ci2 100 0 0 0
FM18ci3 95 5 0 0
FM18ciil 100 0 0 0
FM18cii2 80 17 3 0
FM18cii3 90 9 1 0
FM18ciiil 100 0 0 0
FM18ciii2 96 4 0 0
FM18ciii3 93 7 0 0
FM18ciii4 0 0 0 0
FM18ciii5 0 0 0 0
FM18civl 55 31 4 10
FM18civ2 100 0 0 0

Como se observa en la tabla 5 con las bacterias FM18cil y FM18civl se obtuvieron
porcentajes de bioconversibon de 55% y 45% respectivamente (ver anexo),
identificAndose los productos como cis-dihidrocarvona (8a),trans-dihidrocarvona (8b) y
neoiso-dihidrocarveol (9a) mediante GC-MS.

Estas bacterias (FM18cil y FM18civl) fueron aisladas de los ensayos a y d
respectivamente, y sicomparamos los datos de los ensayos con los de microorganismos
aislados observamos que en el ensayo d no habiamos obtenido actividad y el recuento
bacteriano habia sido bajo, en cambio una bacteria aislada de ese mismo ensayo
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presenta actividad frente a la S-carvona, esto puede deberse a la baja carga bacteriana
que hay en el ensayo d.

Identificacion de bacterias:

Las dos bacterias que resultaron de interés, FM18cil y FM18civl, fueron identificadas
mediante pruebas bioguimicas primarias, secuenciacién del gen que codifica para
elrARN16s y MALDI-TOF. En la tabla 6 se muestran los resultados de las pruebas
bioquimicas primarias, con lo que se identificO a la bacteria FM18Mcil como
perteneciente al género Pseudomonas sp. y la bacteria FM18Mcivl como Bacillus sp.
En el analisis de la secuencia del gen del rARN 16S se corrobor0 esta caracterizacion
para ambas bacterias (ver anexo), la identificacion de estas cepas se complementé con
un analisis por MALDI-TOF. Este analisis fue realizado por la Q.F. Victoria Giorgi en el
laboratorio de la profesora Anita Marsaioli en la Universidad de Campinas. Los
resultados obtenidos en este analisis concuerdan con la identificacion realizada por los
métodos anteriores.

Tabla 6. Pruebas bioquimicas realizadas a las bacterias endofitas FM18cil y FM18civl

FM18Mcil | FM18civl

Morfologia Bacilos Bacilos

Tincion de Gram - +

Catalasa + +

Oxidasa + -

OF/Glucosa Oxidador Inactivo

Caldo Tioglicolato Aerobio Aerobio
Movilidad + +

Presencia de esporas | N/D Presenta esporas

Biotransformacion de S- y R-carvona mediante las bacterias Pseudomonas sp

y Bacillus sp.

Se estudié la capacidad biocatalitica de las bacterias Pseudomonas sp. FM18Mcil y
Bacillus sp.FM18Mcivl frente a S- y R-carvona. Se probaron las biotransformaciones
con estos monoterpenos en atmdsfera saturada, realizandose la extraccion final a las
96 horas, manteniendo los matraces cerrados durante los ensayos. En la tabla 5 se
encuentran los resultados obtenidos en estas biotransformaciones.
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Tabla 7:

Porcentajes de é&rea en GC de sustratos y productos en las

biotransformaciones de S y R-carvona mediante Pseudomonas sp. FM18Mcily Bacillus
sp.FM18Mcila las 96 horas de reaccion

Bacteria Sustrato Carvona | cis-dihidrocarvona |trans-dihidrocarvona| neoiso-dihidrocarveol
(%) (%) (%) (%)
Pseudomonas R-carvona 75.1 2.3 22.6 0
sp.
Pseudomonas S-carvona 77.2 16.5 6.3 0
sp.
Bacillus sp. R-carvona 100 0 0 0
Bacillus sp. S-carvona 75.2 20.0 3.1 1.7

En los ensayos realizados con S-carvona se observa la misma estéreoselectividad con
ambas bacterias, dando las dos cis-dihidrocarvona (8b y 8c) como productos
mayoritarios frente a la trans-dihidrocarvona, en cambio cuando se utiliza R-carvona se
obtiene el trans-dihidrocarvona (8a y 8d) como producto mayoritario.

Esta diferente estereoquimica obtenida en el producto se explica por la diferente
estereoquimica del sustrato y la disposicion del mismo en igual orientacion en el sitio
activo, ya que el ataque por hidruro ocurre desde la misma cara de la molécula.

Los porcentajes de bioconversion con S-carvona obtenidos en estos ensayos (tabla 7)
son menores a los obtenidos en los ensayos iniciales (tabla 3), esto puede deberse a
gue en los primeros ensayos realizados (los de evaluacién de actividad biocatalitica) el
sistema fue abierto cada 24 horas, permitiendo la aireacion del sistema, en cambio los
resultados presentados en la tabla 5 son con sistemas cerrados durante 96 horas, no
permitiendo aireacién en el sistema. En el caso del Bacillus sp. FM18civl se observa
algo interesante, si bien la S-carvona es sustrato de este biocatalizador, la R-carvona
no lo es para el sistema cerrado durante 96 horas (tabla 7). Asimismo, es interesante
observar que este biocatalizador presenta mayor estéreoselectividad, ya que el isémero
cis-dihidrocarvona se obtiene con mayor pureza Optica.

Estudio del sistema enzimatico involucrado en la biotransformacion de R-
carvona mediante Pseudomonas sp. y Bacillus sp.

En paralelo al estudio realizado con S-y R-carvona en un sistema cerrado 96 horas se
realizaron las curvas de crecimiento para ambas bacterias en presencia de R-carvona
para poder determinar si el sistema enzimatico responsable de la biotransformacion de
R-carvona es inducible o constitutivo en cada caso. El objetivo de este estudio se debe
a que conocer si un sistema enzimatico de una bacteria es inducible o constitutiva
permitira disefiar la metodologia de biotransformacién apropiada para optimizar la
obtencién de un producto de interés. En el caso de un sistema inducible, por ejemplo,
se pueden hacer crecer las bacterias en presencia del monoterpeno para posteriormente
realizar la biotransformacion utilizando la metodologia células en reposo.

Para llevar a cabo este estudio se realizaron extracciones del medio en el que se dio el
crecimiento de cada una de las bacterias en presencia de R-carvona. De esta forma se
analizé el crecimiento bacteriano mediante la medida de absorbancia a 600nm y en
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paralelo se efectu6 el analisis de la biotransformacién (mediante GC). Para ambas
bacterias se observaron los productos de biotransformacion trans-dihidrocarvona y cis-
drihidrocarvona, este Ultimo en menor porcentaje.

Estudio del sistema enzimatico responsable de la biotransformacién de R-
carvona en la cepa Pseudomonas sp. FM18Mcil

En el caso de la biotransformacion de R-carvona con Pseudomona sp. FM18Mcil se
observé que el crecimiento acompano la biotransformacién a partir de las 12 horas (ver
graficas 1 y 2). No se presentan datos anteriores a las 12 horas debido a que la
biotransformacién ensayada en ese lapso de tiempo da un bajo rendimiento. Por tanto
este resultado nos estaria indicando que el sistema enzimatico responsable de la
reduccion del doble enlace en la molécula de R-carvona es un sistema constitutivo en
la bacteria enddfita.

Por otra parte a las 60 horas de incubacién en estas condiciones (apertura del sistema
cada 1 hora para realizar los andlisis) se obtuvo un 43% de conversion, que al comparar
con el 25% obtenido en el ensayo con el sistema cerrado (ver tabla 8) se puede deducir,
como se menciond anteriormente.
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Grafica 1. Curva de crecimiento de la cepa Pseudomonas sp. FM18Mcil en presencia
de R-carvona
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Grafica 2. Estudio de la biotransformacion de R-carvona mediante Pseudomonas sp.
FM18Mcil en el transcurso del tiempo

A partir de todas las biotransformaciones efectuadas de R y S-carvona utilizando la cepa
enddfita Pseudomonas sp. FM18Mcilcomo biocatalizador se puede observar que el
sistema enzimatico responsable de la reduccion del doble enlace ataca en los dos
sustratos en la misma posicidn. Esto puede visualizarse a partir de los porcentajes
obtenidos de los compuestos cis- y trans-dihidrocarvona en cada caso ver tabla 8 y
figura 4.

Tabla 8. Porcentajes de conversion obtenidos en la biotransformacién de R y S-carvona
mediante Pseudomonas sp. FM18Mcil

% cis- | % trans-
Tiempo de reaccion (hs) Sustrato dihidrocarvona dihidrocarvona
72 S-carvona 52 4
96 S-carvona 17 6
96 R-carvona 2 23
60 R-carvona 3 40

Estudio del sistema enzimatico de la biotransformacion de la R-carvona en la
cepa Bacillus sp. FM18Mciv1

En la gréfica 3 y 4 se muestra la curva obtenida del andlisis de absorbancia (600nm)
cada dos horas del crecimiento de la bacteria Bacillus sp.FM18Mcivlen presencia de R-
carvona. Por otro lado, en la grafica 4 se muestra la biotransformacion de R-carvona en
este cultivo en el transcurso del tiempo. Los resultados obtenidos muestran que la
bioconversion luego de 12 horas es de aproximadamente 2%, por lo cual se puede
pensar que no es un sistema constitutivo si no que es inducido por la presencia de
carvona en el medio.

25



La mayor bioconversion se observa de las 24 a las 48 horas, donde la conversion es de
56-66%, en este lapso de tiempo la curva de crecimiento estd pasando de su fase
exponencial a la fase estacionaria (grafica 4). De las 36 a las 48 horas de incubacion el
porcentaje de conversion oscila entre 30%-40%. Luego de las 48 horas la conversién
se detiene, queda evidenciado en la gréfica 4 donde se observa que la conversion en el
lapso de tiempo 48-60 horas es de 1%.
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Grafica 3. Curva de crecimiento de la cepa Bacillus sp.FM18Mcivlen presencia de R-
carvona
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Grafica 4. Estudio de la biotransformaciéon de R-carvona mediante Bacillus sp.
FM18Mcivl en el transcurso del tiempo

Es de destacar que en esta biotransformacion se obtuvo un muy buen porcentaje de
conversién (83%) produciendo en un porcentaje muy bueno trans-dihidrocarvona (80%)
al final de periodo evaluado. Por otra parte se observé que en este ensayo Unicamente
ocurrié la reduccion del doble enlace de la R-carvona, no observandose la reduccion del
carbonilo para obtener dihidrocarveol como si se obtuvo en la biotrasnformacion de S-
carvona (ver tabla 9).
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En la tabla 9 se muestran los porcentajes de los productos obtenidos en la
biotransformacién de R- y S-carvona por este biocatalizador en todos los ensayos
realizados. Al igual que en el caso de Pseudomonas sp. se observa que la
biotransformacion en sistema cerrado (96 horas de reaccion) tuvo un efecto negativo ya
que no se observd conversion. Sin embargo en el sistema que se fue aireando por la
apertura del matraz para efectuar los andlisis de crecimiento y biotransformacion la
biotransformacioén alcanzo el 83%.

Tabla 9. % de compuestos obtenidos en la biotransformacién de R y S-carvona
mediante Bacillus sp.

Tiempo de cis-dihidrocarvona trans-dihidrocarvona | neoiso-dihidrocarveol
reaccion (hs) Sustrato % % %
72 S-carvona 31 4 10
96 S-carvona 17 6 2
96 R-carvona 0 0 0
60 R-carvona 3 80 0
Conclusion:

Se obtuvieron dos microorganimos enddfitos que presentan buena actividad tanto frente
a R-carvona como a S-carvona, dando altos porcentajes de exceso enantiomeérico.

Respecto a la teoria endofita podemos observar que en los sistemas con las hojas de
menta poleo la bioconversion no fue alta, dando solo uno de los alcoholes como
producto de la reaccidon, en cambio en los sistemas donde se utilizaron los
microorganismos aislados los porcentajes de productos fueron muchos mayores. Esto
demuestra la incidencia de las bacterias enddfitas en las reacciones biocataliticas
realizadas con plantas, apoyando asi la teoria enddfita.

Se partié de un vegetal con rico contenido en terpenos similares a la carvona y se
obtuvieron microorganismos con capacidad para biotransformar este sustrato. Esto
constituye un indicativo de que los microorganismos endofitos pueden albergar
actividades biocataliticas sobre sustratos presentes en la planta, como ya se vi6 en
trabajos anteriores. Puede por tanto constituir una nueva estrategia en la busqueda de
biocatalizadores con una especificidad de sustrato en particular.
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Figura 8. BLAST de las secuencias de la bacteria FM18cil analizadas utilizando el programa Vector NTI
10.3 AdvanceTM

30612015 NCEI BlastNucleotide Sequence (1351 letters)
Description Max | Tolal | Query| E Ident  Accession
score score cover value

[ Pseudomonas brenneri strain CEML 97-391 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2486 2486 100% 0.0 99% NR_025103
[J Pseudomonas proteolytica strain CMS 64 165 ribosomal RMA gene. pariial sequence 2473 2473 100% 0.0 99% NR_0255881
[ Pseudomonas gessardii strain CIP 105469 165 ribosomal RMA gene, pariial sequence 2453 2453 100% 0.0 99% NR_0249281
[ Pseudomonas libanensis strain CIP 105460 165 ribosomal RMA gens, complele sequence 2451 2451 100% 0.0 99% NR 024901.1
[ Pseudomonas migulae strain NBRC 103157 168 ribosomal RNA gens, partial sequence 2446 2446 100% 0.0 99% NR 1142331
[ Pseudomonas synxantha strain NBRC 3913 16S rbosomal RMA gene, partial sequence 2446 2446 100% 0.0 99% NR 1135831
[ Pseudomonas migulae strain CIP 105470 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2448 2446 100% 0.0 99% NR 0249271
[ Pseudomonas panacis strain CG20106 168 ribosamal RNA gene, parlial sequence 2442 24437 100% 0.0 99% NR 0431951
[ Pseudomonas mucidolens strain NBRC 103159 165 ribosomal RNA qene, partial sequence 2436 2436 100% 0.0 99% NR 1143351
[ peeudomonas flusraseens strain NBRC 14160 165 ribosomal BMA gane. partial sequence 2435 2435 100% 0.0 99% NR 1136471
[ Ppeeudomonas marginalis strain ICMP 3553 165 ribosomal RMA gene, partial sequance 2435 2435 100% 0.0 99% NR 1178211
[ pseudomonas extremaustralis strain 14-3 168 ribosomal RMA gene, complele sequence 2435 2435 100% 0.0 99% NR 1149111
=]

Pseudomonas fluorescens strain CCM 2115 165 rbosomal RMNA gene, complele sequence 2435 2435 100% 0.0 99% NR 1157151

[11]

Pseudomonas fluorescens strain ATCC 13625 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2435 2435 100% 0.0 99% NR 114476.1

[ pseudomeonas poas RE*1-1-14 strain RE*1-1-14 165 ribosomal RNA, complete sequence 2429 2429 100% 0.0 99% NR 1025141
[ pseudomonas trivialis stain P 513/19 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2429 2429 100% 0.0 99% NR 0289871
(=] 2429 2429 100% 0.0 99% NR_028706.1
(=] 2425 2425 100% 0.0 99% NR_113500.1
(=] 2425 2425 100% 0.0 99% NR_025102.1
(] 2425 2425 100% 0.0 99% NR 0434251
[ Pseudomenas lurida strain P 513/18 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 2423 2423 100% 0.0 99% NR 0421991
[ Pseudomenas poae strain P 527/13 168 ribosgmal RNA gene, partial sequence 2423 2423 100% 0.0 99% NRE 0289861
[ Pseudomenas meridiana strain CMS 38 165 ribosomal RNA gene, pariial sequence 2423 2423 100% 0.0 99% NR_0D25587.1
(] ntar i 165 1 1 ni rial n 2423 2423 100% 0.0 99% NR_DZS5586.1
(] manzs rh i in CIP 104664 165 ri mal RMNA gen mpl n 2423 2423 100% 0.0 99% NR_024911.1
] 2418 2418 100% 0.0 99% NR_024909.1
[y omanas cadrina sirain CEML 96-198 165 ribosomal RNA gan riial saquen 2412 2412 100% 0.0 99% NR 0249121
[ Pseudomonas costantinii strain CFBP 5705 16S ribasomal RNA gene. partial sequence 2412 2412 100% 0.0 99% NR_025164.1
[ Pseudomonas lini strain DLE411J 168 ribosomal RMA gene. partial sequence 2410 2410 99% 00 99% NR DZ90422
[] Pseudomonas brassicacearsm subsp. brassicacearum NFM421 strain NFM421 165 ribosomal 2410 2410 99% 0.0 99% NR_074834.1
[ Pseudomonas brassicacearum subsp. necaurantiaca strain CIP 109457 165 ribosomal ANA o 2410 2410 98% 0.0 99% NR 1162091
] Pseudomonas cedrina subsp fulgida strain P 51512 16S ribosomal RNA gene, partial sequen 2407 2407 100% 0.0 99% NR 0421471
) Pseudomonas arsenicoxydans strain VG-1 168 ribosomal RNA gene, parlial sequence 2407 2407 100% 0.0 99% NR 1170221
[ Pseudomonas kilonensis strain 520-20 165 ribosomal RMA gene, complete sequance 2405 2405 99% 0.0 99% NR 0289291
[ Pseudomonas rhodesias strain CIP 104664 168 ribosomal RNA gens, complele sequance 2405 2405 99% 0.0 99% NR 1120741
[ Pseudomonas mucidolens strain 1AM 12406 165 rbosomal RNA gene, complete sequence 2403 2403 100% 0.0 99% NR 0434221
U Pseudomonas tolaasil strain ATCC 33618 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2401 2401 100% 0.0 99% NR 1144811
O Pseudomonas telaasil strain MBRC 103163 165 ribosomal RMA gene, parial sequence 2401 2401 100% 0.0 99% MR 1142271
[0 pseudomonas tolaasii 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2401 2401 100% 0.0 99% NR 1178231
[0 Ppseudomonas umsongensis strain Ps 3-10 168 ribosomal BNA gene, partial sequence 2401 2401 99% 0.0 99% NR 0252271
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362015 MCBI BlastNucleotids Sequence (1351 latters)

o

I I 0 I D000 OoO0DDOoDODODDODD

Pseudomanas folaasii sirain LMG 2342 168 ribosomal RNA gene, parlial seguence 2401
Pseudomonas marginalis strain ATCE 10844 188 ribosomal RMA gene, complate sequence 2401
Pseudomonas veronii strain CIP 104663 168 ribosomal BNA gene, complete sequence 2399
Pseudomonas marginalis strain LMG 2210 168 ribosomal BNA gene, pariial sequence 2399
Pseudomonas thivervalensis strain SBK26 16S ribosomal BMA gene, partial sequence 2398

Pseudomaonas flusrescens strain 1AM 12022 165 rdbosomal BNA gene, complete sequence 2396

Pseudomonas corrugata 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2394

mandelii strain CIP 10527 i | RNA gen il 2388
Pseudomanas chlororaphis subsp. aureofaciens strain ATCC 13985 165 ribosomal RNA gene, 2386
man 1 in Sl 11 16S il mal BNA gen ial n 2386

P man lororaphis strain NE! 4 165 ribpsomal RNA gen rial n: 2383
Pseudomanas chlaroraphis strain ATCC 9448 163 ribosomal RMA gene, partial sequence 2383
Pseudomaonas chlororaphis strain DSM 50083 165 ribosomal RNA gene, parial sequence 2383
Pseudomonas brassicacearum strain DBK11 165 ribosomal RMA gane, parial sequenca 2381
Pszudomonas chlororaphis subsp. auranfiaca strain NCIE 10068 165 ribosomal RNA gens pa 2379
Pseudomaonas chlaroraphis strain ATOC 9448 165 ribosomal BNA gene, parlial saguence 2377
Pseudomonas frederiksbergensis strain DSM 13022 163 ribosomal RNA gene, parial saquenc 2375
Pseudomonas azotaformans strain KS 0034 163 ribosomal BNA gene, parlial segueance 2374
Pseudomanas mohnii strain IpA-2 163 ribosomal RNA gana, partial sequence 2372
Pseudomaonas tolaasii strain ATCC 33618 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 2372

Pseudomonas syringae pv. phaseclicola 14484 sirain 14484; BAA-S78 165 ribosomal RMA, cc 2370

Pseudomonas tremae strain TO1 168 ribosomal RNA gene, parlial sequence 2370
Pseudomanas chlororaphis subsp. aureofaciens strain DSM 6658 168 rbosomal RMA gens, cx 2368
Pseudomanas jessenii strain CIP 105274 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2368

Pseudomonas kareensis strain Ps 8-14 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2357

2401
2401

2381
2379
2377
2375
2374
2372
2372
2370
2370

100%
100%
99%
100%
9%
100%
9%

98%
100%
100%

99%
100%

99%

99%

99%
100%

99%

99%

98%,

9%

98%
100%

99%

99%
100%

99%
100%

99%

98%
100%

99%

99%

909,

9%,

9%,

9%,

9%,

90%,

99%

99%

99%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

99%
99%
98%
98%
98%
98%
98%

041798.1

NR

1120721

NR

112075.1

NR

0272301

0249511

0434201

117826 1

1145851

1166891

0290501

NR_044974 .1
NR_024950.1
NR_043935.1

NR

1144741

1171771

NR

0370921

NR

0425431

NR

115613.1

NR

NR

0745881

NR

0255491

0429381

NR

0249181

NR

1178221

NR

025550.1

NE

1144801
NR_036830.1
NR_126220.1
NR_117820.1

NE

NE_D25228.1
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362015 MCBI BlastNucleotids Sequence (1351 latters)

Pseudomaonas vancouveransis strain DhA-51 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2357 2357 99% 0.0 98% NR 041953.1
[ Pseudomonas asturiensis sirain LPPA 221 165 ribosomal RNA gane, complets saquence 2351 2351 100% 0.0 98% NR 1084811
) Pseudomonas fragi strain ATCC 4873 165 ribosomal BMA gene, parbial sequence 2351 2351 100% 0.0 98% NR 0249481
[ Pseudomonas syringae strain NCPPB 281 168 ribosomal BMA gene, partial sequence 2348 2348 99% 0.0 98% NR 0437161
[ pseudomenas fusrescens PI0-1 strain PO-1 165 ribosomal RNA, complele sequance 2346 2346 99% 0.0 98% MR 10283561
[0 pseudomonas savastanoi strain ATCC 13522 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2346 2346 99% 0.0 98% NR 0247071
[ pseudomonas fragi strain NBRC 3458 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2344 2344 100% 0.0 98% NR 1135781
[0 pseudomenas chlaroraphis subsp, aurantiaca strain ATCC 33663 165 ribosomal RNA gene, oo 2342 2342 99% 0.0 98% NR 112076.1
(] 2338 2338 100% 0.0 98% NR 0288191
O 2338 2338 99% 0.0 98% NR 0407981
] ge 2337 2337 9%% 0.0 98% NR 0745971
] 2335 2335 99% 0.0 98% NR 0425421
] 2335 2335 99% 0.0 98% NR 0433141
] 2333 2333 99% 0.0 98% NR 1175521
] 2333 2333 99% 0.0 098% NR 0285261
] 2333 2333 99% 0.0 98% NR_115812.1
[ Pssudomonas lutea sirain OK2 165 ribosomal RNA gens, complete sequence 2329 2329 99% 00 98% NR_029103.1
[ Pseudomonas amygdali strain ATCC 33614 165 ribosomal RMA gene, complete sequence 2327 2327 99% 00 98% NR 1155091
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Figura 9. BLAST de las secuencias de la bacteria FM18civl analizadas utilizando el programa Vector NTI
10.3 AdvanceTM

3062015 NCEI BlastMucleotide Sequence (1423 lattars)

Description ::1 :;:; Sg:: \rallzue Ident  Accession
[ Bacill mil AFR-032 sirain SAFR-032 165 ri mal RNA, compl it 2577 2577 100% 0.0 99% N i7
[ Bacill milus strain NBRC 12092 165 ribosomal RNA gen rtial sequenc 2567 2567 99% 0.0 99% NR_112837
[) Bacillus safensis strain NBRC 100820 16S ribosomal RNA gene, parfial sequance 2556 2556 99% 00 99% NR_1139451
[J  Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2543 2543 100% 0.0 99% NR_042336.1
[ Bacillus alitudinis strain 41KF2b 168 ribosomal RMNA gena, partisl sequence 2543 2543 100% 0.0 99% NR 0423371
[ Bacillus pumilus strain ATCC 7061 165 ribosomal AMA gene, partial sequence 2514 2514 97% 00 899% NR 0432421
[ Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2507 2507 98% 00 99% NR 1184411
[ Bacillus aerius strain 24K 165 ribosomal RMA gene, parial sequence 2505 2505 98% 0.0 99% NR 1184381
[ Bacillus safensis strain FO-36b 168 ribosomal ANA nene, partial sequance 2503 2503 97% 00 99% NR 0417941
[ Bacillus pumilus strain SBMPZ2 168 ribosomal RMA gene. partial sequence 2407 2407 97% 0.0 98% NR 1183811
[ Bacillus atrophaeus 1842 strain 1942 168 ribosomal RNA, complate sequence 2366 2386 100% 0.0 97% NR 0750161
[ Bacillus atrophaeus strain NBRC 15538 165 ribosomal RNA gene, parlial sequence 2359 2359 99% 0.0 97% NR 1127231
I Bacillus atrophaeus strain JCM 8070 16S ribosomal RNA gene, pariial sequence 2357 2357 99% 0.0 97% NR D24689.1
[ Bacillus sublilis strain 168 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 2355 2355 100% 0.0 97% NR 1027831
[ Bacillus vallismortis strain DSM 11031 16 ribosemal RNA gene, partial sequence 2355 2355 100% 0.0 97% NR 0246961
[ Bacillus amylaliguefaciens subsp. plantarum straln FZB42 168 ribosomal RNA gene, complete 2344 2344 100% 0.0 96% NR 0750051
] 2344 2344 100% 0.0 96% NRE_104919.1
(] 2344 2344 100% 0.0 96% NR_027552.1
(=] 2342 2342 99% 0.0 96% NR 1139941
(=] 2338 2338 100% 0.0 96% NR_104873.1
] 2338 2338 99% 0.0 96% NR 1179461
] 2338 2338 100% 0.0 96% NR 1150631
[ Pacillus subtilis subsp, subtilis strain 0S-109 165 ribosomal RNA gene, parial sequence 2338 2338 99% 00 96% NR_115002.1
[ Bacillus subilis strain 1AM 12118 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence 2338 2338 100% 00 96% NR_1121164
[ Bacillus amyloliquefaciens strain NBRC 15535 165 rihosomal RNA gene. partial sequence 2337 2337 99% 0.0 96% NR_112885.1
[ Bacillus amyloliguetaciens strain BCRC 11601 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2337 2337 99% 00 96% NR_11
=] 2337 2337 99% 00 96% NR 114997
[ Bacillus subiilis strain JCM 1465 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2335 2335 99% 0.0 96% NR_1132651
[ Bacillus subtilis strain NBRC 13719 168 ribosomal RNA gene. parial sequence 2335 2335 99% 0.0 96% NR_ 1126201
[ Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain NERC 101238 168 ribosomal RNA gene, partial sequer 2335 2335 99% 0.0 96% NR_112686.1

[ Bacillus amyloliguefaciens sirain NBRC 155635 168 ribosomal RNA gane. parfial sequence 2335 2335 99% 00 96% NR 0414551

[ Bacillus subtilis subsp. sublilis strain 0S-6.2 165 ribosomal RNA gena, parlial sequance 2335 2335 99% 0.0 96% NR 1149981

[ Bacillus subtilis subsp. spizizanii strain ATCC 6633 16S ribosomal RMA gene parial saquence 2333 2333 99% 0.0 96% NR 1120481

) Baeillus siamansis strain PD-A10 165 ribosomal RNA genes, parfial sequance 2329 2329 100% 00 96% NR 1172741
0 Bacillus mojavensis strain IFO16718 165 ribosomal RMA gane, partial sequence 2327 2327 100% 0.0 96% NR 0246931
[ Bacillus subtilis strain BCRC 10255 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2326 2326 99% 00 96% NR 1160171
[ Bacillus axarguiensis sirain LMG 22476 165 ribosomal RMA gene, pariial sequence 2326 2326 99% 00 96% NR 1159291
[ Bacillus nematocida strain B-16 165 ribosomal RNA gene, parial sequence 2324 2324 100% 0.0 96% NR 1153251
() Bagcillus subtills subsp. sublilis strain 0S-105 165 ribosomal RNA gene, parial sequence 2322 2322 89% 0.0 96% NR 1150011

[ Bagcillus subtills subsp. spizizenil strain NRRL B-23049 16S ribosomal RNA gene, partial seque 2320 2320 99% 0.0 96% NR 0249311
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Bacillus mojavansis strain NBRC 15718 165 ribosomal BNA gene, parlial seguence
Bacillus malacitensis sirain CR-55 1635 ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus subtilis subsp. sublilis srain 0S5-63.a 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus methylotrophicus strain CBMB205 165 ribosomal RNA gene, parlial sequence

Bacillus subtilis strain NCDO 1769 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

MCBI BlastMucleotide Sequence (1423 latters)

238
2313
23N
2298
2290

Bacillus subtilis subsp. spizizenil strain ATCC 6633 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2289

Bacillus axarqulensis strain CR-119 165 ribosomal BNA gene, partial sequance

Bacillus amylaliguefaciens strain ATCC 23350 163 ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus aerius strain 24K 185 ribosomal RNA gene. partial sequence

Bacillus herbersteinensis strain B-1.5 165 rbosomal RNA gene, complete sequence
Bacill ili in SBMP4 165 ri mal RMNA gen: il n
illus foraminis sirain 3 163 rib mal RNA gene, complef uenc

Bacillus gottheilii strain WCC 4585 185 ribosomal RNA gene, partial sequance

Bacillus indicus strain Sd/3 165 ribosomal RMA gene, partial sequence
Bagcillus cibi strain JG-30 188 ribosomal RNA gena, partial sequance
Bacillus acidicola strain 105-2 165 ribosamal RNA gens, complets sequance
Bacillus marisfiavi strain TF-11 165 ribosomal RNA gane, partial sequenca
Bacillus parsicus strain B48 165 ribosomal RNA nene, partial sequence
Ealsibacillus pallidus strain CW 7 168 ribosomal RMA gene, parlial sequence

Bacillus niabensis strain 4T19 165 ribosomal RNA gene, parlial sequence

Bacillus infantis 165 ribosomal RMA, complete sequence
Bacillus asahii strain MAD01 165 ribosomal BNA gene, parlial sequence
Bacillus fastidiosus straln NBRC 101226 165 ribosomal BNA gene, partlial sequence

Bacillus zhanjiangensis strain JSM 088021 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

2285
2283
2276
2276
2274
2265
2263
2281
2255
2255
2230
2217
2211
2202
2198
2196
2183
2183
2182
2180
2180
2174
2169
2167
2163
2181
2181
2158
2158
2158
2158

g 2158

2158
2156
2152
2150

2318
2313
231

2217
2211
2202
2198
2196
2183
2183
2182
2180
2180
2174
2169
2167
2163
2181
2161
2158
2158
2158
2158
2158
2158
2156
2152
2150

99%
99%
99%
97%
99%
97%
99%
98%
97%
99%
100%
99%
100%
99%
99%
99%
100%
99%
7%
100%
100%

8%
100%
g%
100%
a7%
ag%
100%
98%
99%
99%
99%

99%
100%

100%
100%
99%
8%
Q9%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
95%
95%
95%
96%
95%
95%
95%
96%
95%
95%
95%
95%
94%
94%
94%
95%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%

1127251

NR

1152821

NR

NR

114998.1

NR

116240.1

NE

1189721

118486 1

NE

1152831

NE

043268 1

NE

1182801

NE

1138831

NE

NI

1]

11

42274,

NE_108491.1
NR_029022.1
NR_042974.1

0419421

NR

025240.1

NR

1091401

NR

1162871

NR

0433341

NR

NR

121756.1

NR

024817 1

1139881

NR

1178541

NR

025241.1

NR

1256291

NE

1257261

NE

94% NR_115437.1
94% NR_115527.1
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362015 MCEBI BlastNucleotids Sequence (1423 latters)

Bacillus thermotolarans strain Sg2-8 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

()

Bacilluz litoralis strain SW-211 168 ribosomal BNA gene, parlial sequence

Bacillus songklensis sirain CAU 1033 168 ribosomal BNA gens, partial sequence
Bacillus arvabhattai strain BEW22 188 ribosomal RNA gene. pariial sequence

Bacillus lentus strain NBRC 16444 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus subterraneus strain COOI3B 165 ribosomal BMA gane, parial sequence
Bacillus firmus strain NBRC 15306 165 ribosomal BNA gene, partial sequance

Bacillus eohnii strain NERC 15565 165 ribosomal BMA gene, partial sequance

ill leronil in ATCC T 165 ril mal RMA gene, complete sequence

DI Do oDoDOoOoDOD

il impl in DSM 1321 165 ri mal Rl n mipl

2148
2148
2148
2148
2148
2148
2148
2145
2145
2143
2143
2143
2143
2141
2141
2139
2139
2139

2148
2148
2148
2148
2148
2146
2146
2145
2145
2143
2143
2143
2143
2141
2141
2139
2139
2139

99%
99%
100%
99%
99%
100%
99%
99%
100%
100%
99%
99%
9%
99%
99%
100%
100%
100%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

94%
24%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
9d4%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%

118456.1

NR

109443.1

NR

NR

115853.1

NR

1126311

NE

0430151

1047491

NE

1126351

NE

1137761

NE

1170501

NE

0437741
NR_043762.1

NE
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